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RESUMO

Levando em consideragdo a vasta aplicabilidade do nitrito em diversos setores, da agricultura
a industria e, principalmente no campo alimenticio em que ¢ empregado como conservantes de
bebidas e alimentos processados, ¢ irrefutavel que o ion nitrito tem contribuido no
desenvolvimento da sociedade. Todavia, a descoberta de sua potencial toxicidade tem gerado
inimeras preocupacdes €, por este motivo, a detecg¢ao de nitrito € bastante relevante para a satude
publica e monitoramento ambiental. Face ao exposto, o desenvolvimento de dispositivos
miniaturizados fabricados a partir de materiais reutilizdveis combinado a uma técnica de
microextragdo, ¢ uma estratégia mais ambientalmente amigéavel, acessivel e promissora para a
quantificagdo de nitrito. Esta combinag¢ao diminui substancialmente o custo total do sistema,
além da quantidade de reagentes e de amostra consumidos e de residuos gerados, pois as
analises sdo realizadas em volumes na ordem de pL, sem a necessidade do emprego de solventes
organicos na extra¢dao. Neste sentido, a proposta deste trabalho foi empregar um dispositivo
eletroquimico miniaturizado e fabricado a partir de materiais alternativos combinado a etapa de
microextragdo em gota Unica por headspace, também considerada uma técnica de extracdo
miniaturizada. Por meio dos resultados obtidos, é evidente que a combinacao do dispositivo a
etapa de microextracdo promoveu uma melhora no desempenho analitico do dispositivo,
diminuindo os limites de detec¢do e quantificacdo, além de melhorar substancialmente a
sensibilidade quando comparado com os resultados sem a etapa de extragdo. Estes efeitos
observados sao justificados devido a pré-concentragao alcangada, ao serem empregados apenas
500 pL de solucao nas andlises eletroanaliticas. Além disso, uma vantagem do método esta
relacionada ao fato de que ndo houve a necessidade da modifica¢do da superficie do eletrodo,
etapa que, na maioria dos trabalhos, necessita de sinteses demoradas e que utilizam reagentes
caros. Por fim, a aplicabilidade do sistema para quantificagdo de nitrito foi avaliada para
diferentes amostras de agua: de torneira, mineral e de aquéario doméstico em diferentes niveis
de concentragio (30, 60, 90 e 120 pmol L), sendo obtidos valores de recupera¢do proximos a
100%. Frente a todos os aspectos elencados, este trabalho descreve um sistema analitico
promissor para determinacdo de nitrito, fazendo com que metodologias acessiveis e
ambientalmente amigaveis possam ser cada vez mais exploradas.

Palavras-chaves: dispositivo eletroquimico miniaturizado, microextracdo em gota Unica por

headspace, nitrito, quimica analitica verde, materiais alternativos.



ABSTRACT

Considering the wide applicability of nitrite in various sectors, from agriculture to industry and,
mainly used in the food field as preservatives for beverages and processed foods, it is
undeniable that the nitrite ion has contributed to the development of society; however, the
discovery of its potential toxicity has raised numerous concerns and for this reason, the
detection of nitrite is quite relevant for public health and environmental monitoring. In view of
the above, the development of miniaturized devices made from reused materials combined with
a microextraction technique, is a more environmentally friendly, accessible, and promising
approach for nitrite quantification. This combination reuses materials for the construction of
the electrochemical device, remarkably decreasing the total cost of the system, also reducing
the amount of chemicals and sample consumed and residues produced, since the analyzes are
performed on the uL volume scale, without the need for organic solvents in the extraction. In
this sense, the purpose of this work was to employ a miniaturized electrochemical device made
from alternative and reused materials combined with a headspace single drop microextraction
step, also considered a miniaturized extraction technique. Through the results, it is evident that
the combination of the device with the microextraction step improved the analytical
performance of the device, decreasing the detection and quantification limits, in addition to
substantially improving the sensitivity when compared to the results without the extraction step.
These observed effects are justified due to the pre-concentration achieved, when only 500 pL
of solution were used in the electroanalytical analyses. In addition, an advantage of the method
is related to the fact that there was no need to modify the electrode surface, a step that, in most
works, requires time-consuming synthetic methodologies and uses expensive reagents. Finally,
the applicability of the system for quantification of nitrite was evaluated for different samples
of water, tap, mineral and aquarium at different concentration levels (30, 60, 90 and
120 pmol L), obtaining recovery values close to 100%. In view of all the listed aspects, this
work describes a promising analytical system for nitrite determination, making accessible and
ecological methodologies to be increasingly explored.

Keywords: miniaturized electrochemical device, headspace single-drop microextraction,

nitrite, green analytical chemistry, alternative materials.
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Figura 24 — A) Voltamogramas de onda quadrada com linha de base corrigida registrados em
500 uL de tampdo fosfato 0,1 mol L' apds a extragdo de 100 pmol L' de nitrito avaliando
diferentes concentragdes de HCI. (—) Branco (—) 1 (—) 2 (—) 3 mol L. Condi¢des
voltamétricas: f = 50 Hz, AE = 50 mV, AE; = 4 mV. B) Grafico de barras comparando as
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Figura 25 — Gréafico de barras ilustrando o efeito na intensidade de corrente e na porcentagem
de extragdo (%Extragdo) ao serem utilizados diferentes volumes de amostra acidificada.
Condigdes experimentais — Solugio doadora: solu¢do acidificada (3 mol L' de HCI) contendo
100 umol L' de nitrito; tempo de extracdo de 10 min. Solucdo receptora: 500 puL de tampdo
fosfato 0,1 mol L. Barras de erro indicam o desvio padrdo de I, para N = 3. (m) I, (m)
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Figura 26 — A) Voltamogramas de onda quadrada com linha de base corrigida registrados em
tampdo fosfato 0,1 mol L™ avaliando diferentes tempos de extragdo. (—) Branco (—) 3 (—) 5
(—)7(—) 10 (—) 15 (—) 20 (—) 30 min. Condig¢des voltamétricas: f = 50 Hz, AE =50 mV,
AEs=4 mV. B) Curva de extrag@o para nitrito. Condi¢des experimentais — Solu¢do doadora:
10 mL de amostra acidificada (3 mol L' de HCI) contendo 100 umol L de nitrito. Solugdo
receptora: 500 pL de tampdo fosfato 0,1 mol L. B) Curva de I, e %Extragdo em fungio do
1153101 10 RSP RTRRRRTSRRRRTR 63

Figura 27 — Voltamogramas de onda quadrada com linha de base corrigida registrados em
tampao fosfato 0,1 mol L' apés 15 minutos de extracdo para diferentes concentragdes de nitrito.
(—) Branco (—) 25 (—) 40 (—) 50 (—) 75 (—) 100 (—) 150 (—) 300 pumol L. Condicdes
voltamétricas: f = 50 Hz, AE = 50 mV, AEs=4 mV. B) Curva analitica para nitrito. Barras de

erro indicam o desvio padrdo para I, para 3 superficies eletrodicas diferentes. ............c..c....... 64
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1 INTRODUCAO

1.1 Sistemas eletroquimicos miniaturizados

O emprego de sistemas miniaturizados em eletroanalise tem atraido notavel atengao por
parte dos pesquisadores, pois oferecem inumeras caracteristicas atrativas comparados aos
métodos analiticos convencionais. A redu¢do do volume das células eletroquimicas tradicionais
de mL para pL contribuiu para a minimizagao dos impactos ambientais devido a diminuigdo da
quantidade de residuos gerados (SRIPIROM, et al., 2018). Além disso, devido a natureza
interfacial das técnicas eletroquimicas, os dispositivos eletroquimicos podem ser
miniaturizados, sem que haja um comprometimento da rela¢do sinal-ruido preservando,
portanto, a sensibilidade e a detectabilidade (OLIVEIRA, et al., 2021).

Tendo em vista a ampla gama de tecnologias que permitem a constru¢do de sistemas
miniaturizados a um baixo custo, algumas abordagens bem-sucedidas para tal processo sio
bastante relatadas na literatura como os dispositivos baseados em papel (MARTINS, et al.,
2019; PRADELA-FILHO, ef al., 2017; PRADELA-FILHO, et al., 2020; JEMMELL ef al.,
2020; FONSECA, et al., 2021) e eletrodos impressos (WANG, et al., 2021; HUGHES, et al.,
2018; MATERON, et al., 2021), os quais exibem caracteristicas bastante atrativas como
producdo reprodutivel em larga escala e a baixo custo, devido ao emprego de materiais
alternativos, permitindo que sejam utilizados como sensores descartaveis, e com desempenho
analitico satisfatorio.

Uma alternativa bastante interessante ¢ o desenvolvimento de dispositivos
miniaturizados fabricados a partir de ponteiras de micropipetas convencionais. Nesta
perspectiva, Oliveira et al. (2021) desenvolveram um sensor eletroquimico de baixo custo,
robusto e versatil, no qual os trés eletrodos (trabalho, referéncia e auxiliar) foram integrados a
mesma plataforma, sendo empregado na determinacao de carbendazim em amostras de agua e
suco de laranja. Apesar da simplicidade, o dispositivo exibiu um desempenho analitico
comparavel ao de eletrodos comerciais, mostrando-se versatil para andlises em solugdes
aquosas e com solventes organicos, em condi¢des estaticas ou hidrodinamicas. Seguindo a
mesma linha, Silva et al. (2010) também desenvolveram um sensor eletroquimico integrado em
uma ponteira de micropipeta que permite a analise em microvolumes (10 uL) e que pode ser
facilmente modificado, quando necessario.

Em outra abordagem, Gonzalez-Lopez et al. (2021) propuseram a confec¢do de um

dispositivo simples e integrado na ponteira de micropipeta empregando materiais alternativos
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como, pinos de acgo inoxidavel como eletrodos; o de trabalho foi modificado com uma tinta de
carbono, enquanto o referéncia e auxiliar foram utilizados sem nenhuma modificagdo. O
dispositivo exibiu um bom desempenho analitico, sendo aplicado na determinagdo de
tensoativos anidnicos em agua por meio da interagdo com azul de metileno.

Em um outro contexto, o trabalho proposto por Barragan e Kubota (2020), traz uma
nova configuragdo para os equipamentos eletroquimicos convencionais; os pesquisadores
desenvolveram um minipotenciostato acoplado a uma micropipeta eletronica e controlado por
um smartphone via conexao Bluetooth. O dispositivo necessita de um pequeno volume de
amostras e reagentes, podendo ainda recupera-los ap6s a analise, contribuindo desta forma para
o desenvolvimento de dispositivos capazes de realizar medidas com portabilidade e
versatilidade.

Desta forma, diante de todas estas aplicacdes apresentadas, € evidente como a producao
de dispositivos eletroquimicos miniaturizados tem se tornado uma tendéncia predominante na
Quimica Analitica. Em especial, a confeccdo destes dispositivos utilizando ponteiras de
micropipetas ¢ uma alternativa bastante versatil, de facil acesso e baixo custo, podendo ser
empregada nas mais diversas configuragdes, caracteristicas bastante desejaveis em se tratando

de dispositivos eletroquimicos.

1.2 Determinacio de nitrito

O ion nitrito tem uma vasta aplicabilidade em diversos setores, desde o alimenticio,
sendo empregado como conservante de alimentos e bebidas, e na producdo de fertilizantes até
o industrial utilizado na inibi¢do de processos de corrosao (WANG, et al., 2017). Desta forma,
o ion nitrito contribui com o desenvolvimento da sociedade, no entanto, a descoberta de sua
potencial toxicidade tem gerado inimeras preocupagdes (RAMOS, et al., 2006). Sabe-se que
elevadas concentragdes de nitrito podem causar danos a saude humana pois, ao reagir com
aminas sdo formadas as N-nitrosaminas, compostos com potencial carcinogénico
(MOORCROFT, et al., 2001). Em criancgas, principalmente recém-nascidos, pode causar a
metahemoglobinemia, conhecida como Sindrome do bebé-azul, responsavel por oxidar a
hemoglobina em metahemoglobina, a qual afeta drasticamente o transporte de oxigénio pelas
hemacias, levando a perda da coloracao caracteristica do tecido (RAMOS, et al., 2006). Do
ponto de vista ecologico, o nitrito também pode ser considerado um agente poluidor de dguas

naturais, sendo proveniente da decomposi¢do da matéria organica nitrogenada (RAMOS, et al.,
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2006). Diante deste extenso panorama, devido a ampla utilizagdo, a detec¢cdo de nitrito torna-
se relevante para saude publica e monitoramento ambiental.

Uma metodologia bastante popular para determinacdo de nitrito envolve procedimentos
espectrofotométricos baseados na reacao de Griess, desenvolvida por Johan Peter Griess em
1879, que descreve a reagdo do nitrito com a sulfanilamida em meio &cido formando um
composto diazo. Este, por sua vez, reage com o cloridrato de N-(1-naftil)etilenodiamina (NED),
produzindo um composto de coloracdo vermelha intensa, a partir do qual a concentragdo de
nitrito pode ser avaliada (RAMOS, et al., 2006).

Por muito tempo, o ensaio de Griess desempenhou um papel incomparavel na
determinagdo de nitrito, por ser um método eficaz em uma variedade de matrizes, com limites
de deteccdo na faixa de 0,02 e 2 pmol L'! de acordo com as condi¢des experimentais adotadas,
no entanto, tal abordagem pode ser prejudicada quando se trata de matrizes mais complexas
como amostras bioldgicas, por exemplo (MOORCROFT, et al, 2001). Além disso, ¢
reconhecido que alguns compostos antioxidantes presentes em amostras alimenticias ou fluidos
bioldgicos como, o ion ascorbato e sulfidril tidis podem comprometer a exatiddo do método
(WANG, et al., 2017), necessitando, deste modo, de etapas de pré-tratamento. Em decorréncia
destas limita¢des, métodos alternativos de determinacao tém sido explorados, sendo as técnicas
eletroanaliticas bastante promissoras, pois fornecem elevada sensibilidade e precisdao a um
baixo custo instrumental (SKOOG, et al., 2002), além de permitir que andlises de solucdes

coloridas sejam realizadas.

1.3 Técnicas eletroanaliticas

As técnicas eletroanaliticas apresentam algumas vantagens em comparagdo a outras
técnicas instrumentais, como instrumentacdo simples e de custo relativamente baixo e
capacidade de serem acopladas a dispositivos miniaturizados, exibindo sensibilidade
suficientemente alta, se comparada a métodos convencionais. Em especial, a amperometria e as
técnicas voltamétricas de pulso, como voltametria de pulso diferencial e voltametria de onda
quadrada, revelaram-se satisfatoriamente sensiveis na determinacdo de nitrito em diversas
matrizes. Inimeros estudos relatam a utilizagdo de técnicas voltamétricas e amperométricas
para este fim (TURDEAN e SZABO, 2015; ZHAO, et al., 2017; DAL, et al., 2016; ZHANG, et
al.,2017; ANNALAKSHMLI, et al., 2019; HALDORALI, et al., 2016).

Apesar dos inimeros beneficios apresentados pelas técnicas eletroanaliticas, a presenca

de possiveis interferentes em amostras reais pode inviabilizar as analises devido a sobreposi¢ao
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dos picos voltamétricos de diferentes analitos (SU, et al., 2017). Tal desvantagem pode ser
superada com a utilizacdo de métodos de extragdo, pois dependendo da complexidade das
matrizes em amostras bioldgicas, ambientais e alimenticias, ¢ desejavel a remocdo de
compostos interferentes, resultando em extratos mais limpos para a medida analitica. Além
disso, ainda que técnicas de detecgao de alta sensibilidade com baixos limites de detecgdo sejam
empregadas, ¢ de extrema importancia a adicdo de uma etapa de pré-concentragdo, devido a
baixa concentragdo dos analitos nas amostras, caracteristica bastante favoravel ao emprego de

uma etapa de extragao (SILVA, et al., 2018; ROSA, et al., 2019).

1.4 Preparo de amostras e dispositivos miniaturizados

O emprego de técnicas eletroanaliticas associadas a procedimentos de preparo de
amostra ¢ bastante comum, de acordo com as vantagens citadas anteriormente. Aliada a isto, a
combinagdo com as vantagens dos dispositivos miniaturizados pode fornecer uma plataforma
analitica bastante promissora para analises em microvolumes, uma vez que hé a reducdo do
volume de solucdo/amostra e, consequentemente, de residuos gerados e, ainda assim, garantir
alta detectabilidade e secletividade. Além disso, o uso de materiais alternativos na fabricagao
destes dispositivos € uma ferramenta atrativa capaz de tornar a eletroanalitica acessivel do ponto
de vista financeiro e, por consequéncia, inclusiva. Na literatura, hd um grande interesse por
parte dos pesquisadores no desenvolvimento de dispositivos eletroquimicos miniaturizados
combinados a procedimentos de preparo de amostra (MORA-GRANADOS, et al., 2021;
MAXIMIANQO, et al., 2021; CINTL et al., 2018; PRASERTYING, et al., 2022).

A determinagdo de nitrito por técnicas eletroanaliticas € relatada e bastante consolidada
na literatura. No entanto, algumas dificuldades sobretudo em matrizes mais complexas, como
biologicas e ambientais, sio comumente observadas. Um exemplo a ser citado estd na
determinagdo simultanea de dopamina, acido trico, acido ascorbico e nitrito, espécies bastante
comuns em amostras bioldgicas, as quais estdo associadas a algumas patologias, sendo
necessario um rastreamento rapido e eficiente destas substancias (ZHANG, et al., 2012). A
adocdo de métodos eletroanaliticos nestes casos ¢ comprometida pois estas moléculas se
oxidam em potenciais muito proximos dificultando que sejam identificadas e quantificadas
(SU, et al., 2017). Na maioria dos casos, o emprego de eletrodos modificados ¢ uma das
alternativas para que a analise se torne possivel nestas condigdes. Uma abordagem envolvendo
o preparo de amostra bastante promissora e que pode resolver a problematica das matrizes mais

complexas, estd no emprego de uma técnica de microextragdo por difusdo de gas, a qual
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emprega uma membrana hidrofobica responsavel por separar as fases doadora e receptora,
assim, a espécie volatil gerada ¢ difundida para a solucdo receptora para a quantificacio e,
portanto, baseada na difusdo do analito (PACHECO, et al., 2010). A vantagem da utilizagao
desta proposta ¢ que, a depender da amostra em analise, a maioria dos interferentes nao sao
volateis, eliminando quaisquer outras etapas de preparo de amostra que eventualmente possam
ser necessarias. Além disso, outra caracteristica bastante interessante ¢ que a reducao do volume
da amostra para o compartimento de analise permite que haja uma pré-concentracdo antes da
determinagdo pela técnica analitica. Aprimorada por Phansi et al. (2016) os pesquisadores
descreveram esta modalidade de extracdo baseada na difusdo de gas, no entanto, sem a
necessidade de uma membrana hidrofobica para promover a separagdo gas-liquido. Estes
cientistas apresentaram um dispositivo miniaturizado simples, rapido e de baixo custo baseado
em papel microfluidico com separagao por difusdo de gas sem membrana para a quantificacdo
de compostos volateis e ndo volateis. Como prova de conceito, o dispositivo desenvolvido foi
aplicado na determinacdo de trés analitos, etanol, sulfeto e amonio (PHANSI, et al., 2016).

No trabalho desenvolvido por Araujo et al. (2021) os pesquisadores propuseram um
dispositivo miniaturizado para quantificacdo de sulfito em amostras de bebidas integrado a
extracdo gasosa sem membrana, de forma que o preparo de amostra e a detec¢do fossem
realizados em uma unica etapa. O desempenho analitico do dispositivo avaliado foi satisfatorio
e até mesmo comparavel com sistemas mais sofisticados, com um limite de deteccdo de

4 pmol L' e um tempo de extragdo de apenas 10 minutos.

1.5 Microextracio em gota unica

Introduzida ha pouco mais de 20 anos, a microextracdo em gota Unica (SDME) vem se
destacando como uma das formas de preparo de amostras miniaturizada para determinacao de
compostos volateis mais simples, barata, de facil manuseio, praticamente isenta do uso de
solventes. Além de todas estas vantagens, pode ser facilmente combinada a diversas técnicas
instrumentais. Por ser uma técnica baseada na particdo do analito da amostra (fase doadora)
para a fase de extragdo (fase receptora), o mecanismo envolvido na SDME ¢ projetado para
atingir um alto poder de enriquecimento, além de mitigar as interferéncias da matriz (BORGES,
etal., 2015; TANG, et al., 2018).

Por volta da década de 90, o trabalho de Liu e Dasgupta (1995) foi um dos pioneiros a
utilizar uma gota de solvente como um coletor de analitos em quimica analitica. O trabalho

tinha como objetivo extrair amonia e didxido de enxofre do ar atmosférico. Um tubo capilar de
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silica foi utilizado como suporte para a gota (~5 pL) para extrair os volateis, a qual,
posteriormente, foi submetida a detec¢do espectrofotométrica dos analitos. Algum tempo
depois, os mesmos pesquisadores desenvolveram um sistema de microextragdo e deteccao de
dodecilsulfato de s6dio em uma gota de cloroféormio (~1,3 pL). Para a quantificacdo, foi
utilizado um sistema de deteccao espectrofotométrico com uma fibra 6tica (LIU e DASGUPTA,
1996). No mesmo periodo, os pesquisadores Jeannot e Cantwell (1996) empregaram um
sistema de extracdo miniaturizado e compativel com as andlises cromatograficas. Para isto
empregaram uma haste de  Teflon® como suporte para uma gota de
8 uL de n-octano imersa em uma solucdo aquosa. Apos a extracdo, a haste foi removida e uma
seringa normalmente empregada na cromatografia gasosa foi utilizada na remog¢ao do solvente
organico seguido da injecdo da solucdo no cromatdgrafo a gas (JEANNOT ¢ CANWELL,
1996).

Os anos seguintes foram marcados pela busca em aprimorar esta modalidade de
extragdo;, inumeros grupos cientificos, desenvolvendo suas pesquisas separadamente,
propuseram um dispositivo capaz de extrair compostos orginicos volateis, os quais eram
transferidos para uma unica gota de solvente orgédnico suspensa em uma regido acima da
amostra (sem contato com a fase aquosa), técnica denominada de microextragdo em gota Uinica.
A partir deste momento, inimeras alteragdoes foram realizadas no modo de operagdo, de forma
a aperfeigoar os parametros experimentais, melhorar a seletividade, tornar compativel com
outras técnicas analiticas expandindo, desta forma, o ambito das aplicagdes (BORGES, ef al.,

2015; KAILASA, et al., 2021).

1.5.1 Principais variaveis experimentais e modalidades da SDME

Desde que as pesquisas a respeito da SDME comegaram, uma variedade de
metodologias disponiveis para realizar a extracdo podem ser encontrados na literatura. Tais
procedimento levam em consideragdo a natureza dos analitos e a possibilidade de poder utilizar
o extrato diretamente nas andlises por diferentes métodos instrumentais (JAIN, ef al., 2011).
Desta forma, as técnicas que empregam o solvente extrator na forma de uma gota suspensa
podem ser classificadas em duas categorias: sistema bifésico e sistema trifasico, a depender do
numero de fases coexistentes em equilibrio. Embora existam diferentes modos, apenas a
microextragdo em gota unica por headspace (HS-SDME) serd abordada neste trabalho. Nesta
modalidade, uma gota de solvente organico (fase receptora) ¢ mantida estdvel na extremidade

de uma agulha, seringa ou outra plataforma e localiza-se logo acima do nivel da solug¢do aquosa
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ou amostra (fase doadora), sem contato entre ambas. A interface entre as fases doadora e
receptora ¢ chamado de headspace, ou espago confinante (BORGES, et al., 2015). Neste
contexto, a extragdo acontece da seguinte forma: os analitos volateis vaporizam e
migram/difundem para o headspace e, posteriormente, para a gota de solvente formada. Nestas
condigdes, trés estados coexistem: fase doadora (amostra), headspace e fase extratora/receptora
(solvente). Atingido o equilibrio entre as trés fases, o émbolo ¢ retraido e a solugdo extratora
recolhida para o interior da seringa, a qual pode ser introduzida diretamente no equipamento
para identificacdo e quantificacao dos compostos de interesse (BORGES, et al., 2015).

Por ser uma técnica baseada na suspensdo de uma gota de solvente, estudos de
otimizagdo nos parametros experimentais sdo muito importantes e devem ser ajustados
minuciosamente de modo a aumentar a capacidade de extracdo desejada. A seguir, alguns destes
parametros podem ser listados como, propriedades do analito e do solvente extrator, tipo de
seringa, volume da gota formada, tempo de extragdo, agitagdo da amostra, temperatura, volume
da amostra/headspace, entre outros (BORGES, et al., 2015; TANG, et al., 2018). O desejo por
uma técnica de extragdo e pré-concentragao de analitos volateis em virtude do alto fator de
enriquecimento e, além disso garantir que as interferéncias da matriz sejam eliminadas podem
ser pontuados como os principais motivos pelo quais os pesquisadores tém dado preferéncia
para esta modalidade de extragdo (TANG, et al., 2018). Além do mais, a possibilidade do uso
de fases extratoras verdes como os liquidos i6nicos e solugdes aquosas expande as perspectivas

de aplicacdo desta técnica (SENRA-FERREIRO, et al., 2010).
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2 OBJETIVOS

O objetivo do presente trabalho € o desenvolvimento de um método eletroanalitico para
determinagdo de nitrito empregando um dispositivo miniaturizado fabricado a partir de
materiais alternativos como ponteiras de micropipetas associado ao sistema de microextragao

por difusdo de gas.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Reagentes e solucgoes

As solugdes foram preparadas empregando reagentes de pureza analitica (no minimo
99% de pureza), os quais foram utilizados sem qualquer etapa de purificacdo adicional. Para o
preparo das solugdes de eletrolito de suporte e dos padroes foi utilizada adgua destilada e,
posteriormente, ultrapurificada por meio do ultrapurificador da marca Megapurity®, capaz de
produzir agua ASTM tipo I, com resistividade de 18,3 MQ cm.

Inicialmente, para o estudo das melhores condi¢des de determinacdo de nitrito, alguns
eletrélitos de suporte foram testados: Tampao BR 0,04 mol L' (pH 10) foi preparado a partir
da mistura de dihidrogenofosfato de potassio (Vetec®), acido borico (Vetec®) e 4cido acético
(Vetec®) todos na concentragdo final de 0,04 mol L. Tampdo acetato 0,1 mol L' (pH 5,3) foi
preparado pela mistura de acido acético glacial (Vetec®) e acetato de sédio (Vetec®) e tampdo
fosfato (pH 6,8) foi preparado a partir de solucdes dos sais fosfato de potadssio monobasico
(Vetec®) e dibasico (Vetec). A solugdo de KC10,1 mol L™ foi preparada a partir do sal de KCI1
(Vetec®) e a solugdo de NaOH 0,01 mol L! (pH 12) foi preparada empregando NaOH (Vetec®).
As solugdes estoque de nitrito foram preparadas a partir do NaNO, (Vetec®). Em todos os
experimentos de otimizagio, foi empregado HC1 (Vetec®) para acidificar as amostras contendo

nitrito no compartimento extrator.

3.2 Dispositivo Eletroquimico Miniaturizado

Para o desenvolvimento deste trabalho, foi empregado um dispositivo miniaturizado
desenvolvido pelo grupo de pesquisa ja previamente otimizado (OLIVEIRA, ef al., 2021). O
dispositivo foi confeccionado a partir de uma ponteira de micropipeta cortada, com capacidade
para 200 pL, utilizada como suporte externo para o conjunto dos eletrodos. Para a construgao
do sistema, foi empregado um fio de platina como eletrodo de trabalho (WE) e uma placa,
também de platina, como eletrodo auxiliar (AE), os quais foram acoplados e fixados na parte
interior da ponteira de micropipeta utilizando-se de uma cola epoxi, também utilizada como
uma forma de isolar os eletrodos evitando um possivel curto-circuito. Para garantir o contato
elétrico dos fios, parte deles foram fixados na parte externa da ponteira. Para o suporte do
eletrodo de referéncia (RE), também confeccionado manualmente no laboratorio, uma outra
ponteira de micropipeta ndo cortada foi inserida também ao sistema como compartimento para

o eletrodo de referéncia. Para confec¢do do eletrodo de referéncia, foi utilizada uma ponteira
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de micropipeta com capacidade de 10 pL, na qual foi inserida um fio de prata imerso em uma
solucdo saturada com KCl e com AgCl e todo o sistema foi vedado com auxilio de uma tampa
de plastico. Semelhante aos outros eletrodos, um pequeno segmento do fio de prata também foi
mantido na parte externa da tampa para realizar o contato elétrico com o eletrodo de referéncia.
Para realizar as medidas eletroquimicas, o interior do suporte foi preenchido com eletrdlito de
suporte e, cuidadosamente, o eletrodo de referéncia confeccionado foi introduzido na ponteira
de modo que encaixasse completamente no interior do suporte, o qual possui um pequeno
orificio para manter o contato idnico com a solu¢do do meio externo (OLIVEIRA, et al., 2021).

Uma representacdo esquematica do dispositivo miniaturizado estd apresentada na Figura 1.

Figura 1 — Representacdo esquematica do dispositivo miniaturizado desenvolvido. A)
Conjunto de eletrodos auxiliar (AE) e trabalho (WE). B) Dispositivo e o compartimento de
referéncia. C) Eletrodo de referéncia (RE). D) Dispositivo miniaturizado pronto para uso. E)
Representagdo do dispositivo imerso na célula eletroquimica contendo eletrdlito de suporte e
barra magnética. F) Imagem digital obtida por microscopia 6tica da parte inferior do
dispositivo.

REfonic
chntact

Fonte: adaptado de OLIVEIRA, et al. (2021).

Depois de finalizado o dispositivo, a cada inicio e fim dos estudos eletroquimicos, a
superficie do sistema foi polida em uma superficie propria para polimento fixada sobre uma

superficie lisa de ceramica contendo algumas gotas de uma suspensao de alumina, sendo o
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polimento realizado em movimentos na forma de infinito (c0), com subsequente enxdgue com

agua ultrapura para iniciar as analises.

3.3 Instrumentacio

Todas as medidas eletroquimicas foram realizadas empregando um
potenciostato/galvanostato Autolab, modelo pAutolab III interfaceado a um computador e
gerenciado pelo software NOVA versdo 2.1.4. Para correcdo da linha de base de alguns
voltamogramas, a ferramenta “moving average” foi selecionada no software. Para a analise de
dados e criagdo dos graficos, o programa empregado foi o OriginPro® versio 8.6.

Para os estudos eletroquimicos, foi confeccionado um compartimento também
miniaturizado para o eletrolito de suporte (500 puL) cortando-se um microtubo de polipropileno
tipo Eppendorff de fundo redondo com capacidade para 2 mL, de modo a reduzir a quantidade
de solucdes empregadas (eletrolito de suporte ou amostra) e, consequentemente, o residuo
gerado. Para agitacdo da solucdo no interior da célula miniaturizada foi utilizado um agitador
eletromagnético da marca Velp® Cientifica e pequenas barras magnéticas (3x5 mm), sendo as
analises realizadas a temperatura ambiente (~30 °C). Para sistematizar o procedimento, a
mesma posicdo do botdo de controle do agitador foi adotada a fim de que a mesma agitagdo

fosse mantida em todos os experimentos.

3.4 Estudos Voltamétricos

Antes das medidas voltamétricas na presenga do nitrito, o eletrodo de trabalho foi
submetido a 30 ciclos sucessivos de potencial no intervalo de -0,25 a 1,3 V em 0,5 mol L' de
H>S04, a uma velocidade de varredura de 100 mV s™! para ativagio da superficie eletrodica. Em
seguida, o primeiro estudo teve como objetivo investigar o comportamento voltamétrico do
nitrito empregando a voltametria ciclica (intervalo de varredura de -0,2 a 1,2 V, v =50 mV s
em alguns eletrolitos de suporte a saber: tampdo BR 0,04 mol L' (pH 10,0), tampdo acetato
0,1 mol L' (pH 5,3), tampdo fosfato 0,1 mol L' (pH 6,8), KCI 0,1 mol L! ¢ NaOH
0,01 mol L! (pH 12,0). O objetivo deste estudo foi avaliar qual eletrélito de suporte forneceria
a resposta voltamétrica mais intensa para o ion nitrito.

Na sequéncia, os experimentos voltamétricos tiveram como objetivo avaliar qual seria
a técnica voltamétrica mais adequada para a detec¢@o do nitrito. Para isto, duas técnicas foram
avaliadas: voltametria de pulso diferencial (DPV) e voltametria de onda quadrada (SWV).

Definida a técnica que apresentou o melhor perfil voltamétrico, de modo a estabelecer as



27

condigdes Otimas na determinacdo de nitrito, foi investigada a influéncia dos parametros
instrumentais que afetam a intensidade da corrente de pico (Ip) e o perfil dos voltamogramas
como: frequéncia (10 — 200 Hz), amplitude (10 — 125 mV) e o incremento de potencial (2 — 12
mV). Todas as medidas foram realizadas em tampdo fosfato 0,1 mol L' na presenca de
500 pmol L' de nitrito. Definidas as condi¢des experimentais mais adequadas, foi construida
uma curva analitica para nitrito no intervalo de 50 a 1100 pmol L™! para verificar o desempenho

analitico do dispositivo.

3.5 Microextracao por difusdo gasosa

3.5.1 Preparaciao do material captador

Uma manta de poliéster, normalmente utilizada para filtracdo da dgua de aquérios, foi
empregada como substrato para captar o HNOx(,). Para isto, foram pesados cerca de 5 mg do
material, massa que foi otimizada posteriormente. Vale ressaltar que o material ndo foi
submetido a nenhum tratamento prévio antes da sua utilizacdo. Depois de pesado, o material
foi manipulado manualmente de forma que pequenas “esferas” fossem formadas, a fim de
facilitar a sua fixagdo no sistema de extracdo. Importante destacar que apenas uma “esfera” foi
utilizada para cada extragdo realizada. Depois de fixado o material no suporte, foram
adicionados 50 pL de eletrdlito de suporte na esfera de poliéster. Apds a andlise eletroanalitica,

¢ descartada, ndo sendo reutilizada.

3.5.2 Montagem do sistema de microextracio gasosa de nitrito e otimizacoes

Neste trabalho, as condi¢des experimentais de extracdo empregadas foram adaptadas de
PENA-PEREIRA, et al. (2020). Basicamente, o procedimento de microextragdo consistiu em
empregar um frasco cilindrico do tipo “vial” com capacidade para 20 mL, fechado com uma
tampa do tipo rosca, tendo o septo perfurado por um fio de ago na forma de “anzol”, contendo
10 mL de amostra acidificada na presenca de nitrito. Este fio foi empregado no intuito de
fornecer um suporte para que o poliéster permanecesse fixado dentro do compartimento e
exposto a fase gasosa de maneira a “capturar” e pré-concentrar o acido nitroso. A este
compartimento foi adicionada uma barra magnética de tamanho compativel com o frasco
escolhido, para promover a agitagdo da solu¢do. A partir do momento em que todos os
elementos necessarios estdo presentes, iniciou-se a agitagdo e a contagem do tempo de extracao

(10 min). Ao final deste processo, a agitacdo foi cessada e a tampa retirada do vial para que o
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poliéster fosse, cuidadosamente, transferido com o auxilio de uma pinga para a célula
eletroquimica miniaturizada contendo 500 pL de eletrdlito de suporte (tampdo fosfato
0,1 mol L") e mantido em agita¢io por cerca de 3 minutos para, posteriormente, realizar a
quantificagdo do nitrito. O sistema de extracdo empregado € esquematicamente representado na

Figura 2.

Figura 2 — Representagao esquematica do sistema de microextracao por difusdo gasosa.

+——— F10 de ago na forma de “anzol”

Tampa do tipo rosca —

- X -
=57

1
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Vial —

L ——Poliéster + eletrélito de suporte
|

Amostra acidificada
contendo nitrito (10 mL)

—

Barra magnética

Fonte: adaptado de PENA-PEREIRA, et al. (2020).

As otimizagdes iniciais foram realizadas empregando 1 mmol L' de nitrito,
posteriormente, foram utilizados 500 umol L. Alguns parimetros envolvidos no procedimento
de extracdo foram otimizados, tais como: concentragdo de 4cido cloridrico (1,2 e 3 mol L") e
massa do substrato (5 € 2,5 mg). Um estudo de extragdo na auséncia de nitrito, utilizando apenas
a amostra acidificada também foi realizado. Em seguida, definida qual a melhor concentracao
de HCI, foram estudadas diferentes concentragdes de nitrito na extragio (100 e 250 umol L™).
Por fim, a repetitividade do método foi avaliada comparando as extragdes (em triplicata) de
100 umol L de nitrito em dias diferentes.

No intuito de melhorar os resultados obtidos, outros parametros do sistema de extragao
foram explorados como, a adi¢do de diferentes solu¢des no poliéster (dgua ultrapurificada e
NaOH 0,1 mol L) e qual seria o efeito da extragdo realizada a uma temperatura mais elevada

(~40 °C). Realizadas todas as otimizagoes, foram observadas algumas limitagdes experimentais
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relacionadas a manipulagdo do sistema de extragdo apresentado na Figura 2. Desta forma,
alguns designs diferentes foram confeccionados de maneira a facilitar a manipulacao do sistema

de extragao.

3.5.3 Microextraciao em gota tinica por headspace

De maneira semelhante ao aparato apresentado na Figura 2, o sistema de extragdo foi
aprimorado e substituido por uma seringa de insulina com agulha fixa (6x0,25 mm) da marca
Saldanha Rodrigues®, com capacidade para 0,5 mL. Comumente, nesta modalidade de
extragdo, a seringa ¢ utilizada juntamente com a agulha para a formacao da gota, no entanto,
para aumentar a sensibilidade, a agulha foi retirada da seringa e a parte inferior foi lixada até o
inicio da marcacdo do volume com o intuito de aumentar o tamanho da gota de solucao

receptora, como mostra a Figura 3.
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Figura 3 — Representacao esquematica do sistema de microextragdo em gota inica por
headspace.

«+«—— Seringa de insulina 500 pL
(adaptada)

Tampa do tipo rosca —

«— Vial

Gota formada (eletrolito_______1—
de suporte) Amostra acidificada
" contendo nitrito (10 mL)

% }L\ Barra magnética

Para formacdo da gota, inicialmente, o émbolo da seringa foi retraido criando um
espaco vazio entre a borracha e a solugdo receptora, de modo a facilitar ao final da extragcdo que
toda solu¢do seja dispensada de volta para a célula eletroquimica. Para isto, foram adicionados
500 pL de eletrolito de suporte dentro da célula eletroquimica e a seringa foi entdo imersa na
solugdo e o émbolo foi puxado de modo que praticamente todo o volume (500 pL) fosse
aspirado para o interior da seringa, a qual foi cuidadosamente inserida no vial (compartimento

extrator). A gota foi formada empurrando o émbolo e observando a graduagdo existente na
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seringa, sendo empregados aproximadamente 40 puL, volume maximo estudado de modo que
permanecesse estavel na ponta da seringa. Apos a extragdo, a gota foi, delicadamente, sugada
para dentro da seringa e todo o volume foi dispensando na célula eletroquimica para que as
analises pudessem ser realizadas.

Neste novo design de extragao, outros parametros foram otimizados como, a distancia
entre a gota formada e o nivel da solugdo de amostra no vial (0,3, 0,8 e 1,3 cm). A medida foi
realizada de maneira visual marcando o nivel da solucdo e da gota no proprio material do vial
com uma caneta ¢ medindo as distancias com o auxilio de uma régua. A distancia de 0,3 cm
estudada incialmente, foi a menor distancia alcancada sem que houvesse contato da gota com a
solugdo aquosa. Para as demais, foram acrescentados 0,5 cm. Em seguida, a concentragdo de
4cido cloridrico utilizada para acidificar a amostra foi novamente avaliada (1,2 e 3 mol L), o
volume de amostra acidificada (5, 10 e 15 mL) e o tempo de extracao (3, 5, 7, 10, 15, 20 e 30
minutos). Otimizada todas as condi¢des experimentais deste sistema de extracdo, foi construida
uma curva analitica para nitrito no intervalo de 25 a 300 umol L' de modo a avaliar o

dispositivo eletroquimico miniaturizado combinado a etapa de extragao.

3.5.4 Preparo das amostras de salsicha e agua

Por fim, a aplicabilidade do método desenvolvido foi avaliada para a quantificagcdo de
nitrito em amostras reais de salsicha e aguas, de torneia, mineral e de aquario. Para as amostras
de salsicha o pré-tratamento foi realizado seguindo o procedimento de PRADELA-FILHO, et
al. (2015), no qual foram realizadas algumas adaptacdes. As amostras de salsicha foram
cortadas em pequenos pedacos e 30 g desses pedagos foram pesados. Cerca de 70 mL de agua
ultrapurificada e aquecida a 50 °C foram adicionados e esta mistura foi agitada durante 20
minutos. Apos este procedimento, o sobrenadante foi transferido para um baldo volumétrico de
100 mL e o solido resultante foi lavado com algumas pequenas porcdes de agua e,
posteriormente, o volume do baldo foi completado com dgua ultrapurificada. Uma aliquota de
7 mL desta solucdo foi utilizada para as analises.

Para as amostras de 4agua, a acidificacdo foi realizada previamente a analise. Uma
aliquota de 10 mL desta solugdo ja acidificada foi submetida ao método de extracdo e
quantificagdo. Para avaliar a exatiddo do método, estudos de adi¢do e recuperagao foram
realizados em 4 niveis de concentragdo de nitrito, 30, 60, 90 e 120 umol L', Todas as analises

foram realizadas em triplicata.
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 Estudos voltamétricos e de otimizacao

O primeiro estudo realizado foi a caracterizacdo eletroquimica do dispositivo
miniaturizado. Para esta finalidade, empregou-se a voltametria ciclica e o dispositivo foi
submetido a 30 ciclos sucessivos de potencial no intervalo de -0,25 a 1,3 V a uma velocidade
de varredura de 100 mV s para verificar o comportamento do eletrodo de trabalho e ativar a
superficie eletrddica. O eletrdlito de suporte escolhido para este estudo foi uma solucdo de
H,S040,5 mol L. A Figura 4 compara os voltamogramas ciclicos obtidos para o primeiro € o

trigésimo ciclo.

Figura 4 — Voltamogramas ciclicos registrados em 500 puL de H>SO4 0,5 mol L. (---) 1° ciclo
(—) 30° ciclo.v =100 mV s,
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Por meio da Figura 4 pode ser observado que os voltamogramas ciclicos obtidos
empregando o dispositivo miniaturizado demonstraram um comportamento tipico para um
eletrodo de Pt policristalina em meio acido (FERNANDES, et al., 2015; OLIVEIRA, et al.,
2021). Podem ser visualizados os processos de adsor¢do e dessor¢do de hidrogénio em

potenciais mais negativos que 0 V e, além disso, pode ser identificada a formagao dos 6xidos
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de platina representada pelo pico anddico em +0,98 V e a reducdo destes 6xidos representado
pelo pico catédico em +0,49 V. Ainda observando a Figura 4, infere-se que todos os picos
voltamétricos mencionados ficam mais definidos ap6s os 30 ciclos sucessivos de potencial no
intervalo de -0,25 a 1,3 V, indicando que este procedimento de ativagdo eletroquimica da
superficie do eletrodo ¢ uma etapa importante a ser realizada diariamente antes da utilizacao do
dispositivo.

A seguir, foi investigado o comportamento eletroquimico do nitrito em diferentes meios
usando a voltametria ciclica, de modo a selecionar o eletrolito de suporte mais adequado para
prosseguir os experimentos. Para este estudo, foram avaliados tampio BR 0,04 mol L
(pH 10,0), tampdo acetato 0,1 mol L' (pH 5,3), tampdo fosfato 0,1 mol L' (pH 6,8),
KC1 0,1 mol L' ¢ NaOH 0,01 mol L' (pH 12,0) na presenca de 1 mmol L' de nitrito. Os

voltamogramas ciclicos registrados sdo apresentados na Figura 5.

Figura 5 — Voltamogramas ciclicos registrados em 500 pL de diferentes eletrdlitos de suporte
na presenca de 1 mmol L de nitrito. (—) KC10,1 mol L'}, (—) NaOH 0,01 mol L' (pH 12,0),
(—) Tampio BR 0,04 mol L' (pH 10,0), () Tampdo fosfato 0,1 mol L' (pH 6,8) e
(—) Tampdo acetato 0,1 mol L' (pH 5,3). v =50 mV s\
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A Figura 5 revela que um sinal voltamétrico de carater irreversivel (proximo a +0,8 V),

que pode ser atribuido a oxida¢do do nitrito pode ser observado tanto em tampao fosfato (pH
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6,8) quanto em tampao acetato (pH 5,3). O mecanismo ¢ baseado na oxidagdo do nitrito a
nitrato, e este processo envolve a transferéncia de dois elétrons (ZHAO, et al., 2017). Nos
demais eletrolitos estudados, foram observados picos voltamétricos de baixa intensidade (KCl
e tampao B.R. pH = 10) ou a auséncia de picos voltamétricos (NaOH 0,01 mol L), indicando
que estes eletrolitos nao sdo adequados para a determinagdo voltamétrica de nitrito. Embora a
Figura 5 mostre que o pico voltamétrico do nitrito seja mais intenso em tampao acetato, o
tampao fosfato foi escolhido pensando no posterior procedimento de extracdo, visto que o
HNOz) ¢ um gas acido e, portanto, presumiu-se que se dissolveria melhor em um eletrolito
com maior pH. Alguns trabalhos na literatura também relatam o emprego do tampao fosfato
0,1 mol L' (pH 7,0) como o eletrélito de suporte mais adequado para determinagio de nitrito
(ANNALAKSHMI, et al., 2019; LIN, et al., 2011; ZHAO, et al.,2017; SANTOS, et al., 2009).

A fim de estudar o comportamento eletroquimico do nitrito, avaliado por meio da
voltametria ciclica, foram registrados voltamogramas ciclicos em diferentes velocidades de
varredura de 10 a 200 mV s!, na presenca de 1 mmol L' de nitrito. A Figura 6 apresenta os
voltamogramas ciclicos registrados, bem como o grafico da intensidade da corrente de pico em

funcdo da raiz quadrada da velocidade de varredura.
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Figura 6 — A) Voltamogramas ciclicos registrados em 500 puL de tampao fosfato 0,1 mol L
(pH 6,8) na presenga de 1 mmol L! de nitrito em diferentes velocidades de varredura. (—) 10
(—)20(—)30(C )40 ()50 (—)75(C ) 100 ( ) 150 ( ) 200 mV s'. B) Grafico da
intensidade da corrente de pico em fun¢do da raiz quadrada da velocidade de varredura. C)
Grafico que relaciona o logaritmo da corrente de pico com o logaritmo da velocidade de
varredura.
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Como pode ser observado na Figura 6A, ha um aumento da intensidade da corrente de
pico como também, um deslocamento do pico para potenciais mais positivos com o aumento
da velocidade de varredura e, além disso, ndo € possivel observar a ocorréncia de um pico para
reducdo do nitrito nas velocidades de varredura avaliadas; estes fatores, confirmam, entdo, que
o processo de oxidagdo do nitrito € um processo eletrodico irreversivel (WANG, et al., 2012;
ZHANG, et al., 2017). Além do mais, os resultados obtidos sugerem que a oxidagdo do nitrito
na superficie do eletrodo seja controlada pela difusdo (ZHAO, et al., 2017). Ao construir um
grafico da corrente de pico pela raiz quadrada da velocidade de varredura (Figura 6B), uma
relagdo linear é obtida, de acordo com a equacdo da reta: Ina (LA) = 0,0098 + 0,0601. v'’2
(mV s1)!2, R2=0,9981. Para confirmar tal conjectura, a partir destes resultados, foi construido
também um grafico que relaciona o logaritmo da corrente de pico de oxidagdo e o logaritmo da

velocidade de varredura (Figura 6C). Analisando os resultados, verifica-se que ha uma relagao
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linear entre o log I, e log v (R?=0,9991) e o coeficiente angular da reta é 0,48. Este valor indica
que o processo de oxidagdo do nitrito na superficie eletrodica ¢ governado pelo processo
difusional (BARD, et al., 2001). Ademais, outro aspecto importante a ser pontuado refere-se ao
fato de que a resposta voltamétrica obtida ¢ bastante semelhante se compararmos o perfil
alcancado para sistemas convencionais de trés eletrodos indicando, desta forma, que a
miniaturizacdo nao comprometeu a deteccao voltamétrica do nitrito (ANNALAKSHMI, et al.,
2019; ZHAO, et al., 2017).

No intuito de avaliar qual técnica voltamétrica seria a mais adequada para detectar o
nitrito, foram registrados voltamogramas em tampdo fosfato 0,1 mol L' pH 6,8 na presenca de
1 mmol L! de nitrito empregando duas técnicas voltamétricas: voltametria de onda quadrada
(SWV) e voltametria de pulso diferencial (DPV). As caracteristicas que diferenciam cada uma
das técnicas estao baseadas no modo de aplicagdo dos pulsos de potenciais e isto implica nas
diferentes intensidades de correntes no perfil voltamétrico verificadas (SOUZA, et al., 2003).

As respostas obtidas para as duas técnicas avaliadas estdo apresentadas na Figura 7.

Figura 7 — Voltamogramas registrados em 500 pL de tampdo fosfato 0,1 mol L' na presenca
de 1 mmol L' de nitrito avaliando diferentes técnicas voltamétricas. (---) DPV (—) SWV.
Condigdes voltamétricas: DPV: AE = 25 mV, t, = 50 ms, v = 50 mV s™'; SWV: AE = 50 mV,
f=25Hz, AEs=2 mV.
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A SWYV foi escolhida em relagdo a DPV devido a resposta eletroquimica obtida, como
pode ser observado por meio da Figura 7, dando origem a um sinal voltamétrico estreito, bem
definido e mais intenso, cerca de 66% aproximadamente, se comparado ao sinal voltamétrico
obtido empregando a DPV. Além disso, uma vantagem adicional da SWV esta relacionada a
velocidade na aquisicdo de dados, permitindo que medidas mais rapidas sejam realizadas,
aumentando a frequéncia analitica (PACHECO, et al., 2013). Ap6s a escolha da técnica que
forneceria o melhor perfil voltamétrico, foi realizada a otimizagdo dos parametros
experimentais que influenciam a resposta obtida pela SWV. A melhor condi¢do para cada
parametro avaliado foi determinada levando em consideracao a intensidade da corrente de pico,
mas também considerando o perfil do sinal analitico obtido. Os parametros e os intervalos
estudados foram: frequéncia (10 — 200 Hz), amplitude de pulso (10 — 125 mV) e incremento de
potencial (2 — 12 mV), nesta ordem. Para este estudo, dois parametros foram mantidos fixos,
enquanto o outro foi variado para avaliar o efeito. Como o estudo para cada uma das condi¢des
analisadas foi realizado em triplicata, os pontos do grafico referem-se a média e desvio padrao
obtidos para trés medidas. Em todo este trabalho, as barras de erro correspondem ao desvio
padrdo. Todas as medidas foram realizadas em tampdo fosfato 0,1 mol L' na presenca de
500 umol L! de nitrito.

O primeiro parametro avaliado foi a frequéncia (f), mantendo a amplitude e o
incremento de potencial fixados em 50 e 2 mV, respectivamente. Os voltamogramas e o grafico
da variacdo da corrente de pico e a largura a meia-altura em funcdo da frequéncia estdo

apresentados na Figura 8.
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Figura 8 — A) Voltamogramas de onda quadrada registrados em 500 puL de tampao fosfato
0,1 mol L! na presenc¢a de 500 pmol L' de nitrito em diferentes frequéncias. (—) 10 (—) 25
(—)50(—) 75 () 100 (—) 150 (—) 200 Hz. B) Graficos de [, e largura de pico a meia-altura
(W12) em fungao da frequéncia. (AE = 50 mV, AEs =2 mV).
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Os resultados obtidos revelam que, com o aumento da frequéncia, hd um aumento da
intensidade da corrente de pico, no entanto, ha um decréscimo da largura de pico a meia-altura,
permanecendo estavel para frequéncias superiores a 100 Hz. Além disso, foi observado também
um pequeno deslocamento do potencial de pico para regides mais positivas (Figura 8). Neste
caso, a frequéncia escolhida foi baseada tanto na intensidade de corrente, quanto na largura de
pico a meia-altura, mas também na repetitividade das medidas, evidenciada pelo desvio padrao.
Desta forma, a frequéncia mais adequada e selecionada para os estudos seguintes de acordo
com estes fatores, foi 50 Hz.

O proximo parametro otimizado foi a amplitude de pulso (AE). Para isto, dois
parametros foram mantidos fixos: a frequéncia, ja na condi¢dao otimizada (f = 50 Hz), e o
incremento de potencial utilizado anteriormente (AEs = 2 mV), sendo a amplitude variada de

10 a 125 mV. Os resultados obtidos neste estudo estdo apresentados na Figura 9.
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Figura 9 — A) Voltamogramas de onda quadrada registrados em 500 uL de tampao fosfato
0,1 mol L na presenca de 500 pmol L' de nitrito em diferentes amplitudes. (—) 10 (—) 25
(—) 50 (—) 75 () 100 (—) 125 mV. B) Gréficos de I, e largura de pico a meia altura em
fun¢do da amplitude. (f = 50 Hz, AEs =2 mV).
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Como ¢ possivel constatar a partir da analise da Figura 9, hd um aumento da intensidade
de pico com o aumento da amplitude at¢ 50 mV, sendo observado um perfil estavel até 75 mV
e um decréscimo para amplitudes maiores que 75 mV. De maneira analoga, ha um aumento da
largura do pico a meia-altura e, posteriormente, um decréscimo apds 75 mV. Além do mais,
também pode ser observado um deslocamento do potencial de pico para regides menos
positivas. Desta forma, a amplitude de 50 mV foi escolhida, pois, embora apresente um valor
de largura de pico a meia-altura superior a determinadas amplitudes estudadas (10 e 25 e
125 mV), esta apresenta a maior intensidade de corrente de pico, além de medidas voltamétricas
bastante repetitivas, evidenciadas pelo desvio padrdo. Para as demais amplitudes estudadas, a
largura de pico a meia-altura foi significativamente maior, ¢ menores intensidades de corrente
foram observadas. Assim, de posse destes resultados, infere-se que a amplitude de 50 mV seja
a condi¢@o mais adequada.

Na sequéncia, o ultimo pardmetro avaliado foi o incremento de potencial (AEs). Para

isto, foram fixadas as duas condi¢des otimizadas: frequéncia (f = 50 Hz) e amplitude
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(AE = 50 mV), sendo o incremento de potencial (AEs) variado de 2 a 12 mV. A Figura 10

apresenta os resultados obtidos neste estudo.

Figura 10 — A) Voltamogramas de onda quadrada registrados em 500 pL de tampao fosfato
0,1 mol L' na presenga de 500 pmol L! de nitrito em diferentes incrementos de potencial.
(—)2()4(-)6(—)8()10(—) 12 mV. B) Graficos de I, e largura de pico a meia altura
em fungdo do incremento de potencial. (f = 50 Hz, AE = 50 mV).
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Os voltamogramas de onda quadrada e o grafico apresentado na Figura 10B revelam
que com o aumento do incremento de potencial (AEs), h& um aumento da intensidade da
corrente de pico, bem como um aumento na largura de pico a meia-altura. O aumento do AEs
pode acarretar o alargamento dos picos e, consequentemente, pode comprometer a resolugao
do perfil voltamétrico (SOUZA, et al., 2003). Nesta perspectiva, analisando os resultados
obtidos, o incremento de potencial que produziu um perfil voltamétrico com uma boa resolucao
e intensidades de corrente foi de 4 mV, além de apresentar um baixo desvio padrao das medidas,
sendo assim, esta condigdo foi selecionada como a mais adequada para as medidas
voltamétricas.

A Tabela 1 apresenta de forma resumida os parametros instrumentais, intervalos, bem

como as condigdes selecionadas apos o estudo de otimizagao.
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Tabela 1 — Parametros instrumentais da voltametria de onda quadrada avaliados.

Parametro instrumental Intervalo avaliado Condicao selecionada

Frequéncia (f) 10-200 Hz 50 Hz
Amplitude (AE) 10—-125 mV 50 mV
Incremento de potencial (AEs) 2-12mV 4 mV

Definidas as condi¢des otimizadas, foram registrados 10 voltamogramas de onda
quadrada na presenca de 500 pmol L' de nitrito em tampao fosfato 0,1 mol L™ no intuito de
avaliar a repetitividade nas condi¢des otimizadas. Para este estudo foi empregada a mesma
superficie eletrodica e os voltamogramas foram registrados consecutivamente. Os

voltamogramas obtidos neste estudo estdo apresentados na Figura 11.

Figura 11 — Voltamogramas de onda quadrada com linha de base corrigida registrados em
500 pL de tampao fosfato 0,1 mol L' na auséncia e presenga de 500 pmol L' de nitrito. (—)
Branco(—) 1 (—)2()3(—)4(C)5)6()7()8( )9( ) 10" registro. Condi¢cdes
otimizadas: f = 50 Hz, AE =50 mV, AEs=4 mV.
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A Figura 11 mostra que, na presenga de 500 umol L™ de nitrito foi observado um pico
voltamétrico bem definido préoximo a +0,78 V. Além disso, o perfil dos voltamogramas

registrados foi bastante repetitivo empregando a mesma superficie eletrodica e a mesma
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solugdo, sendo obtido um valor do desvio padrdo relativo bastante satisfatorio, proximo a 1%
para os valores de intensidade de corrente anddica, para 10 voltamogramas sucessivos.
Portanto, este resultado sugere que, nas condigdes experimentais empregadas, nenhum efeito
de memoria ou de desativagdo do eletrodo sao verificados, nao havendo alteragdes
significativas nas intensidades dos picos voltamétricos, indicando uma estabilidade da
superficie eletrodica do dispositivo empregado. A partir das condigdes voltamétricas
previamente otimizadas, foram registrados voltamogramas de onda quadrada em diferentes
concentragdes de nitrito no intuito de verificar qual o desempenho analitico do dispositivo
frente a este analito. Os voltamogramas foram utilizados para construir uma curva analitica,
sendo os resultados obtidos apresentados na Figura 12. Vale ressaltar que este estudo foi
realizado em triplicata empregando uma mesma superficie eletrodica, mas trocando toda a
solugdo de eletrolito de suporte do sistema e promovendo a limpeza do eletrodo com 4gua ao

fim de cada uma das replicatas.

Figura 12 — A) Voltamogramas de onda quadrada com corre¢@o da linha de base registrados
em 500 pL de tampao fosfato 0,1 mol L! na presenca de diferentes concentragdes de nitrito.
(—) Branco (—) 50 (—) 75 (—) 100 () 350 (—) 600 (—) 850 (—) 1100 umol L!. Condicdes
voltamétricas: f = 50 Hz, AE = 50 mV, AEs =4 mV. B) Curva analitica.
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Por meio da Figura 12A pode-se observar que o sinal de oxidacdo para o nitrito
aumentou linearmente com o aumento da concentragdo de nitrito no intervalo de 50 a
1100 pmol L. Concentragdes mais baixas do analito foram avaliadas (10 e 25 pmol L), no
entanto, ndo foi possivel identificar nenhum sinal voltamétrico. A curva analitica apresentada
na Figura 12B mostra uma relagdo linear entre os valores de corrente (I,) e a concentracao de
nitrito na faixa estudada de acordo com a equacao: I, (nA) = -0,05709 + 0,00172. Chitito
(umol L), R? = 0,9985. Os valores para os limites de detecgdo (LD) e quantificagio (LQ)
puderam ser calculados a partir do desvio padrao do intercepto (sdy) € do coeficiente angular
da curva analitica (S) obtida, de acordo com as equagdes: LD = 3.sdp/S e LQ = 10.sdw/S, sendo
obtidos os valores de 5,7 € 19 pmol L, respectivamente. O valor de LQ ficou abaixo da
concentracdo mais baixa da curva analitica, a qual foi 50 umol L™}, sendo esta uma estimativa
mais realista para o LQ. Aqui ¢ importante frisar que a curva analitica foi construida em um
unico dia, mas entre cada uma das replicatas, todo o sistema foi desmontado ¢ montado
novamente, trocando a solucao do eletrdlito de suporte e, portanto, os desvios padrdes indicados
no grafico evidenciam uma boa precisdo do dispositivo miniaturizado nas condigdes
experimentais realizadas. A Tabela 2 evidencia alguns métodos eletroanaliticos desenvolvidos

e relatados na literatura para quantificagcdo de nitrito.
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Tabela 2 — Métodos eletroanaliticos para detecg¢do e quantificacao de nitrito.

Técnica Faixa LD/ Veélula
Eletrodo Eletroanalitica  linear/ pmol L eletroquimica Referéncia
nmol L1
GCV/FeT4MPyP/ DPV 0,5-17,5 0,14 5 mL SANTOS, et al.,
2009
CuTSPc

GCV/NrGO Amperometria 0,5 — 5000 0,20 NR CHEN, et al.,
2016

MCE/grafeno/ DPV 0,3 720 0,10 NR WANG, et al.,
GNPs 2017

GCV/rGO-Pani- SWV 25 -7500 10,71 10 mL SUMA, et al.,
AsM 2019

EPC/NiFe 04 Amperometria 0,1 — 1000 0,12 NR NITHYAYINI, et
al., 2019

GSPE/AgNPs/CS DPV 30-1140 1,84 7 mL PATRI, et al.,

2019
ECV/Co0304/Au SWV 1 —4000 0,10 NR MANIKANDAN,
etal., 2021

ECV/GO/Cu- SWV 5-625 0,30 10 mL SUMA, et al.,
TPA 2020

Pt SWV 50-1100 5,70 0,5 mL Este trabalho

FeT4MPyP: ferro(Ill) tetra-(N-metil-4-piridil)-porfirina; CuTSPc: ftalocianina tetrassulfonada de
cobre; NrGO: 6xido de grafeno reduzido dopado com nitrogénio isento de metal; MCE: papel de filtro
de éster de celulose misturado; GNPs: nanoparticulas de ouro; rGO: 6xido de grafeno reduzido; Pani:
polianilina; AsM: arsenomolibdato; AgNPs/CS: nanoparticulas de prata-quitosana; GO: oxido de
grafeno; Cu-TPA: tereftalato de cobre; NR: néo reportado.

Por meio da Tabela 2, observa-se que o LD obtido para o sistema miniaturizado ¢é
proximo aos relatados para alguns eletrodos quimicamente modificados. Outras caracteristicas
atrativas deste sistema podem ser elencadas como, a diminuigdo do volume de reagentes
empregados e, consequentemente, o volume de residuos gerados, ja que sao utilizados apenas
500 pL de eletrélito de suporte; se compararmos com os outros trabalhos listados, a maioria

deles utiliza um volume de eletrdlito de suporte significativamente maior, na escala de mL.

Além disso, o sistema miniaturizado utiliza materiais alternativos e de baixo custo; uma vez
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que o dispositivo foi confeccionado, ndo ¢ necessaria nenhuma outra etapa para sua utilizagao,
no entanto, os procedimentos descritos para a modificagdo dos eletrodos, comumente
empregados para fornecer uma melhora na atividade eletrocatalitica, além de mitigar o
envenenamento do eletrodo (WANG, et al., 2017), podem requerer, na maioria dos casos,
sinteses demoradas e que utilizam reagentes caros. Por fim, ¢ importante ressaltar que, a
detectabilidade do método serd melhorada ao combinar o dispositivo a etapa de extracdo, sendo
os resultados apresentados e discutidos posteriormente.

Avaliados todos os parametros instrumentais da técnica analitica, a proxima etapa
consistiu em verificar quais as vantagens de associar o dispositivo miniaturizado a outros
parametros da metodologia de analise relativos ao preparo de amostra, neste caso, uma etapa

de extragdo por difusdo gasosa.

4.2 Microextracio por difusdo gasosa

Como foi abordado inicialmente, ha uma dificuldade em determinar nitrito em certas
amostras, devido a complexidade da matriz. Uma estratégia no preparo de amostra que pode
ser bastante eficiente resolvendo esta problematica esta na geragdo de espécies volateis, em se
tratando de determinados analitos. De acordo com a proposta deste trabalho, ao ser empregado
um acido forte, haverd a conversdao do NO»™ (presente na amostra/solu¢do doadora) em HNO:
acido bastante volatil, o qual sera concentrado em uma solugdo receptora para, posteriormente,
ser quantificado voltametricamente. A vantagem da utiliza¢do desta proposta ¢ que a maioria
dos interferentes nao ¢ volatil e, além disso, o analito é coletado em um menor volume de
solucdo (fase receptora), concentrando-o. Portanto, esta estratégia ¢ capaz de melhorar tanto a
seletividade quanto a detectabilidade do método.

Na proposta tradicional, o método de microextragdao emprega uma membrana permeavel
a gas, promovendo a difusdo da espécie volatil entre as duas fases, doadora (contendo o
analito/amostra) e receptora (recebe o analito apds a extracdo). Portanto, o analito se difunde
pelo espago que separa as duas fases (PACHECO, et al., 2010). No entanto, conforme foi
relatado, alguns problemas estdo associados ao uso desta membrana, sendo o principal deles a
baixa velocidade de transferéncia do analito do recipiente gerador para o receptor. Aprimorada
por Phansi et al. (2016), foi relatada uma nova proposta deste modelo de microextra¢do na qual
ndo ha o emprego desta membrana.

Inicialmente, foi verificado se algum processo redox seria observado ao colocar a manta

de poliéster (material captador) em contato com a solugdo de eletrolito de suporte (500 pL de
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tampdo fosfato 0,1 mol L) antes mesmo do procedimento de extracdo ser realizado. O
resultado obtido foi comparado com um sinal no branco na auséncia do material para avaliacdo.

A Figura 13 apresenta os voltamogramas de onda quadrada obtidos.

Figura 13 — Voltamogramas de onda quadrada com linha de base corrigida registrados em
500 puL de tampdo fosfato 0,1 mol L' na auséncia de nitrito. (—) Branco na auséncia de
poliéster (—) Branco na presenca de um chumacgo de poliéster. Condi¢des voltamétricas:
f=50Hz, AE=50mV, AEs=4 mV.
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Como pode ser verificado na Figura 13, ao comparar os voltamogramas do branco na
auséncia e presenca do poliéster, nenhum pico voltamétrico foi observado, indicando a auséncia
de qualquer processo redox nas condigdes experimentais empregadas, demonstrando que o
material captador mesmo sem qualquer tipo de pré-tratamento ndo causard nenhuma
interferéncia na determinagdo de nitrito e, portanto, pode ser utilizado para concentrar o acido
nitroso no sistema de extracao.

Em seguida, o primeiro parametro avaliado na otimizagao do procedimento de extragao
foi a concentracdo de HCI, sendo avaliado 1,2 e 3 mol L. Este experimento tem como objetivo
verificar qual o efeito do aumento da concentragao da solugdo acida empregada na volatilizagao

do 4cido nitroso. Para todas as concentragdes avaliadas, a extracdo foi realizada em triplicata.
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A partir deste momento todos os estudos ja foram avaliados empregando o sistema de extracao
apresentado na Figura 2.

Neste estudo, apdés 10 minutos de extragdo, o poliéster foi retirado do sistema de
extracdo e levado para a célula eletroquimica miniaturizada contendo o eletrélito de suporte

para o registro dos voltamogramas. A Figura 14 apresenta os resultados obtidos neste estudo.

Figura 14 — Voltamogramas de onda quadrada com linha de base corrigida registrados em
500 uL de tampdo fosfato 0,1 mol L™ apos 10 minutos de extragdo de 1 mmol L' de nitrito
empregando diferentes concentragdes de acido cloridrico. Massa de poliéster: 5 mg embebido
com 50 pL de eletrdlito de suporte. (—) Branco (—) 1 (—) 2 (—) 3 mol L! de HCI. B) Grafico
de barras comparando as intensidades de corrente e o desvio padrdo. Condi¢des voltamétricas:
f=50Hz, AE=50mV, AEs=4 mV.
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Os resultados revelam que o aumento da concentragdo de acido cloridrico promove um
aumento significativo na intensidade da corrente de pico, contribuindo para a extragdo de
nitrito, como pode ser observado pela Figura 14B, evidenciando que este parametro afeta de
maneira consideravel e favorece a transferéncia do HNOx() da solugdo doadora para o material
aceptor. Além disso, o0 RSD para cada uma das concentragdes foi estimado em 4,2, 2,6 ¢ 4,9%
para 1,2 e 3 mol L'!, respectivamente. De acordo com estes resultados, optou-se por empregar

a concentragio de 3 mol L' de HCI para as etapas subsequentes.
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Em seguida, de modo a avaliar a aplicabilidade do método para concentragdes mais
baixas do analito outras duas concentra¢des de nitrito (100 e 250 pmol L) foram avaliadas na
extragdo, empregando a solucdo 4cida na concentragdo otimizada. Além disso, para confirmar
que, de fato, todo o sinal analitico obtido € proveniente apenas da volatilizagdo do &cido nitroso
e ndo tem contribuicdo de nenhuma outra espécie da solugdo acidificada, foi realizada uma
extracdo em branco, ou seja, sem adicdo de nitrito na amostra acidificada, seguindo o
procedimento padrao adotado. Além disso, como de costume, antes das medidas voltamétricas,
foi realizada a voltametria ciclica em H>SO4 0,5 mol L para a ativagdo da superficie do
eletrodo. Uma vez que este procedimento foi realizado, o eletrodo ndo era polido mais, e a
mesma superficie era empregada ao longo de todo o experimento. Na sequéncia, foram
realizadas algumas voltametrias de onda quadrada (nas condi¢des otimizadas) seguida de
voltametria ciclica apenas em eletrolito de suporte (10 ciclos no intervalo de varredura de 0,4 a

1,2V, v =100 mV s!). Os resultados obtidos estdo apresentados na Figura 15.

Figura 15 — Voltamogramas de onda quadrada com linha de base corrigida registrados em
500 pL de tampao fosfato 0,1 mol L™ apds 10 minutos de extracio empregando HCI 3 mol L!
na auséncia e presenca de diferentes concentragdes de nitrito. Massa de poliéster: 5 mg
embebido em 50 pL de eletrolito de suporte. (—) Branco (—) Auséncia (—) 100
(—) 250 pmol L' de nitrito.
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Como pode ser observado na Figura 15, houve um aumento da intensidade da corrente
anddica de nitrito com o aumento da concentracdo, como esperado. Os valores de desvio padrao
relativos foram de 8,2 e 2,2% para as concentragdes de 100 e 250 umol L', respectivamente,
evidenciando que ha uma repetitividade satisfatoria entre as replicatas, indicando uma boa
precisao do método analitico.

Uma das vantagens desta técnica ¢ a de que com a redugdo do volume empregado na
extracdo (10 mL) para o volume de eletrolito de suporte empregado na célula miniaturizada
(500 pL) haja uma melhora na detectabilidade, pois promove uma pré-concentracao do analito.
Este efeito pode ser observado na Figura 16 ao compararmos as intensidades dos picos

voltamétricos obtidos para 100 pmol L! de nitrito com e sem extracio (curva analitica).

Figura 16 — Voltamogramas de onda quadrada com linha de base corrigida registrados em
500 pL de tampao fosfato 0,1 mol L™! comparando a intensidade do sinal analitico obtido com
uma das solugdes padrdo utilizadas para construir a curva analitica e o sinal analitico obtido
apos o procedimento de extracdo. (—) 100 umol L' (extragdo) (—) 100 umol L' (curva
analitica) Condi¢des voltamétricas: f = 50 Hz, AE = 50 mV, AE; =4 mV.
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De fato, como pode ser observado, ao ser comparada a intensidade da corrente para o
pico voltamétrico obtido para o padrio 100 pmol L' de nitrito com a intensidade da corrente

para o pico voltamétrico obtido para esta mesma concentracdo de nitrito apds a extracao, ¢
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evidente o ganho de intensidade de sinal de aproximadamente 82,3% e, consequentemente, o
aumento da detectabilidade do método. Além disso, a extragdo ndo alterou o perfil voltamétrico
do nitrito e ndo foi observado também um deslocamento no potencial (Figura 16).

Seguindo com as otimizagdes, o proximo parametro avaliado foi a diminui¢do da massa
de poliéster de 5 para 2,5 mg e, consequentemente, a diminui¢do também do volume de
eletrélito de suporte adicionado ao material de 50 para 25 pL. Esta e todas as demais
otimizagdes foram realizadas empregando a concentragdo de 100 umol L' de nitrito; as outras
condigdes experimentais também foram mantidas, sendo os resultados apresentados na Figura

17. Este estudo também foi realizado em triplicata.

Figura 17 — Voltamogramas de onda quadrada com linha de base corrigida registrados em
500 pL de tampdo fosfato 0,1 mol L™ apds 10 minutos de extragdo de 100 umol L' de nitrito
empregando HCI 3 mol L' avaliando diferentes massas de poliéster. (—) Branco (—) 2,5
(—) 5,0 mg. B) Gréfico de barras comparando as intensidades de corrente e o desvio padrao.
Condigdes voltamétricas: f =50 Hz, AE =50 mV, AE; =4 mV.
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Como pode ser observado, a diminui¢cdo da massa de poliéster diminuiu a intensidade
do pico voltamétrico do nitrito e ainda aumentou a dispersdo dos resultados, sendo de
aproximadamente 15 e 8,2% para 2,5 e 5 mg, respectivamente. Apenas as duas massas foram

avaliadas, pois, por questdes experimentais, o volume ocupado pela esfera de poliéster em
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5 mg atingiu um limite que ndo atrapalhasse as medidas analiticas entrando em contato com a
superficie do sistema miniaturizado levando em considera¢do o tamanho da célula
eletroquimica e, como para a massa de 2,5 mg ndo houve uma melhora nas intensidades de
corrente obtidas, optou-se por prosseguir utilizando 5 mg da manta de poliéster.

Por fim, com o intuito de avaliar a repetitividade do método, a extracdo para
100 pmol L' de nitrito foi avaliada em dois dias e, consequentemente, duas superficies
eletrédicas diferentes. Todos os pardmetros experimentais foram empregados nas suas

condig¢des otimizadas, sendo os resultados obtidos apresentados na Figura 18.

Figura 18 — Voltamogramas de onda quadrada com linha de base corrigida registrados em 500
uL de tampdo fosfato 0,1 mol L' avaliando a repetitividade da extragdo de 100 umol L™ de
nitrito em dois dias diferentes. (—) Branco (—) Dia 1 (—) Dia 2. Condi¢des voltamétricas: f
=50 Hz, AE = 50 mV, AEs =4 mV.
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Conforme revelam os voltamogramas da Figura 18, a extracdo realizada em dois dias e
superficies eletrddicas diferentes produziram resultados bastante repetitivos, indicando,

novamente, uma boa precisao do método, avaliado por meio do desvio padrao relativo (8,7%).

A porcentagem de extragdo obtida com o sistema e as condi¢des experimentais

otimizadas foi calculada empregando-se a Equacdo 1. Para este célculo, a concentragdo de
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nitrito na célula miniaturizada foi calculada a partir das intensidades de corrente obtidos e da

equacdo da reta obtida para a curva analitica apresentada na Figura 12.

[N Oz_]célula eletroquimica X Vcélula eletroquimica 100 1

% Extracio = —
[N Oz ]compartimento extrator X Vcompartimento extrator

A porcentagem de extracdo relativamente baixa obtida (14%) pode ser explicada por
algumas hipoteses como, uma conversao ineficiente do NO2™ a HNOx(g) € assim, produzindo
uma baixa quantidade de espécies volatilizadas. Além disso, pode ser que a extragdo necessite
de um maior tempo ja que este pardmetro ainda ndo foi otimizado, sendo empregados 10
minutos de extracdo durante todo o trabalho. Outra possibilidade também pode estar
relacionada ao fato de que o volume de amostra (10 mL) utilizado ndo preencha a maior parte
do interior do frasco, podendo fazer com que a espécie volatilizada se difunda por todo o
compartimento vazio do frasco nao ficando confinada apenas no material captador (poliéster)
embora ele esteja situado bem proximo a solucdo da amostra. Além disso, alguns ajustes nestes
parametros mencionados podem fazer com que resultados melhores sejam alcangados e estas
hipodteses previstas sejam confirmadas ou contestadas. Sob outra perspectiva, em sistemas
baseados no equilibrio, baixas porcentagens de extragdo sdo comuns e estdo dentro da
normalidade para estes métodos (PINTO e PEDROSO, 2015). Este aspecto ndo ¢ considerado
uma desvantagem pois, uma vez que as medidas analiticas sejam repetitivas, apesar dos
resultados indicarem uma porcentagem de extracdo baixa, este fato ndo serd tdo importante
(PINTO e PEDROSO, 2015). Ademais, ficou comprovado que a combinacdo do sistema
miniaturizado com a microextragdo por difusdo de gds, promoveu uma melhora na
detectabilidade do método, devido ao efeito de pré-concentragdo estabelecido ao empregar
microvolumes (500 pL) nas medidas voltamétricas. Assim, ainda que uma pequena quantidade
de HNO; seja gerado e coletado no compartimento receptor, o pequeno volume de solugdo neste
compartimento eleva drasticamente a concentracdo do analito melhorando a detectabilidade.
Portanto, elevadas porcentagens de extracdo ndo sdo um pré-requisito para que o sistema
miniaturizado forneca melhor detectabilidade.

Ainda assim, visando avaliar se seria possivel aumentar a porcentagem de extragao,
diferentes solugdes receptoras foram adicionadas ao poliéster. O intuito deste estudo foi avaliar
se alguma das solugdes estudadas seria mais eficiente para dissolver o HNO> desprendido da
solucdo doadora. Foram avaliadas como solugdes receptoras dagua ultrapura e NaOH

0,1 mol L'!. A Figura 19 apresenta os resultados obtidos.
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Figura 19 — Voltamogramas de onda quadrada com linha de base corrigida registrados em
500 uL de tampdo fosfato 0,1 mol L™ ap6s 10 minutos de extragdo empregando HCI 3 mol L!
avaliando diferentes solugdes no poliéster. (—) Branco (—) Agua ultrapura
(—) NaOH 0,1 mol L' (—) Tampao fosfato 0,1 mol L.
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Conforme apresentado na Figura 19, ao ser avaliado o emprego de diferentes solugdes
no poliéster, ndo foi observado uma melhora na intensidade do sinal tanto para a 4gua quanto
para a solugdo de NaOH 0,1 mol L' quando comparados com o perfil voltamétrico obtido ao
serem utilizados 50 pL de tampdo fosfato 0,1 mol L' comumente empregado. Desta forma,
embora tenhamos presumido que o emprego de uma solugdo alcalina favoreceria a extracao,
este resultado nao foi confirmado, nao trazendo uma melhora nos resultados observados. Desta
forma, a solugdo 0,1 mol L™! de tampdo fosfato continuou a ser usada como solugio receptora.

Sabe-se que alguns parametros experimentais possuem influéncia em procedimentos de
microextragdo por difusdo gasosa, dentre eles, a temperatura ¢ um dos fatores importantes e que
deve ser controlado e otimizado, visto que o principio de extracdo da técnica estd baseado nos
equilibrios estabelecidos: 1) entre a amostra e “ar” e 2) entre o “ar” e a solucdo extratora e o
aumento da temperatura, certamente forgaria o deslocamento do equilibrio 1) favoravelmente a
extracao do analito. Deste modo, este parametro foi avaliado de forma a observar como seria o
efeito da extracdo realizada na presenga de um banho termostatizado a ~40 °C. Os resultados

obtidos estdo apresentados na Figura 20.
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Figura 20 — A) Voltamogramas de onda quadrada com linha de base corrigida registrados em
500 pL de tampdo fosfato 0,1 mol L! comparando o sinal analitico obtido apos a extracio de
100 pmol L de nitrito realizada a temperatura ambiente (~30 °C) e na presenca de um banho
termostatizado a aproximadamente 40 °C. (—) Branco (—) Temperatura ambiente (---) 40 °C.
B) Grafico de barras comparando as intensidades de corrente e o desvio padrdo. Condigdes

voltamétricas: f =50 Hz, AE =50 mV, AEs =4 mV.

0,7 0,7
0,6} 0,6
0,5 0,5
<,:1 0,4 t <;1 0.4
= 037 T~ 03
0,2 f 0.2

0,1
’ 0,1
0,0

' ' 0,0 : .
0,4 0,6 0,8 1 ,O C/ aquecimento S/ aquecimento
E/Vvs. Ag/AgClI/KCL,,

T

T

Como ¢ possivel observar por meio da Figura 20, € notdrio que a extragdo realizada a
aproximadamente 40 °C foi mais eficiente. No entanto, também pode ser observado que, a
repetitividade das medidas foi comprometida, visto que o modelo do equipamento utilizado
para promover o aquecimento ndo fornece um controle rigoroso da temperatura desejada,
havendo pequenas variagdes durante a extragdo, fator este que pode explicar a variagao das
intensidades de corrente obtidas para as quatro replicatas realizadas. Assim, embora o ganho de
intensidade de corrente contribua para a melhora na detectabilidade do método, a imprecisao
observada durante as medidas comprometeu a confiabilidade dos resultados. Certamente,
devido a importancia deste parametro, caso haja disponibilidade de um equipamento com
controle rigoroso da temperatura, recomenda-se que seja utilizado. Caso contrario, deve-se
optar por realizar as medidas em temperatura ambiente, pois, nestas condi¢des obtém-se melhor
repetitividade. Neste caso, calibragdes didrias sdo recomendadas para que variagdes na

temperatura ambiente em dias diferentes ndo comprometam os resultados. Desta forma, a
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temperatura ambiente (~30 “C) foi selecionada por razdes praticas, no entanto, em qualquer um
dos casos, sempre que possivel, o controle de temperatura ¢ recomendado.

Na medida em que os experimentos eram realizados, foram observadas algumas
limitagdes relacionadas a manipulagdo do sistema de extragao como, por exemplo, a dificuldade
em manter fixo o poliéster no “anzol”. De forma a facilitar a manipulagdao do sistema de
extracdo e, além disso, melhorar as intensidades de corrente obtidas, foram confeccionados e
avaliados novos designs para acomodar o poliéster no sistema de extracdo. A Figura 21

apresenta todas as configuragdes investigadas.

Figura 21 — Novos designs para o suporte do poliéster confeccionados.

Todos os designs foram pensados de forma que facilitasse a montagem/manipulagdo do
sistema dentro do compartimento extrator, visando melhorar a configuracdo do “anzol”
comumente empregada e representada na Figura 2. Deste modo, o design numero I avaliado,
consiste em uma espécie de “rede” constituida também de poliéster e que foi inserida na parte
aberta da tampa do frasco. Esta configuragdo foi pensada de modo a facilitar a montagem do
sistema, uma vez que necessitava apenas de adicionar o poliéster no interior da rede e, em
seguida, rosquear a tampa no sistema de extracdo. Apds alguns experimentos realizados,

observou-se que nenhum sinal analitico era obtido. Constatou-se que, por se tratar de uma
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espécie de tecido com uma “trama” muito fechada, a difusdao do analito até o poliéster foi
prejudicada e, desta forma, o proprio material atuou como uma “barreira” para o HNO>. Como
uma tentativa para melhorar a acessibilidade do HNO> a solugdo receptora, foi realizada uma
abertura na “rede” utilizada como suporte para o poliéster (sistema 2). No entanto, nenhuma
melhora foi alcangada com este novo dispositivo. Desta forma, os designs 3 e 4 foram
confeccionados no intuito de aumentar a drea de contato do poliéster com o gas e, para isto,
apenas algumas das tramas que compunham a rede foram mantidas somente para servir como
o suporte para o material. A diferenca entre o design 3 ¢ 4, se dd na quantidade destas tramas
que foram removidas e na altura em que o poliéster se situava dentro do compartimento, sendo
que o design 4, possuia uma maior abertura para acesso do gas e estava localizado um pouco
mais abaixo do que o design 3. No entanto, em nenhuma destas configuragdes foi detectado o
sinal voltamétrico para o nitrito. Observando as configuragdes desenvolvidas até o presente
momento, apesar de terem sido confeccionadas de formas diferentes, todas estdo localizadas na
tampa do compartimento extrator. Isso aumentou significativamente a distancia entre o
recipiente coletor e a superficie da solu¢do doadora, prejudicando a transferéncia do HNO> para
a solucdo receptora.

Desta forma, o ultimo modelo avaliado (dispositivo §) foi montado de modo que o
poliéster contendo a solucdo receptora se situasse mais proximo a superficie da solugdo
doadora. O sinal voltamétrico para o nitrito foi observado para este dispositivo, porém, a
intensidade obtida foi inferior a obtida para o dispositivo original (Figura 2). Assim,
aparentemente, mesmo com uma trama mais aberta, o suporte para o poliéster ainda funciona
como uma barreira que limita o acesso do HNO: a solugdo receptora. Embora estes estudos ndo
tenham permitido a fabricacdo de um sistema mais eficiente, eles mostraram a importancia de
que a solugdo receptora esteja completamente acessivel aos gases desprendidos da solugcdo
doadora. Imaginou-se, portanto, que o proprio poliéster usado como suporte para solugao
receptora atuaria como uma barreira dificultando que o HNO; se dissolvesse nesta solugao.
Desta forma, foi avaliada uma configuragdao na qual uma gota da solugcao receptora ficasse

suspensa sobre a solucao doadora.

4.3 Microextrag¢ido em gota unica por headspace

Para que a gota da solucao receptora fosse estabilizada sobre a solugdo doadora, o fio
de ago (“anzol”) com o poliéster cedeu espaco a uma seringa comercial para administracdo de

insulina. Esta seringa foi empregada como suporte para a gota da solugdo receptora
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(0,1 mol L' de tampao fosfato) sendo esta técnica denominada de microextragdo em gota tnica
por headspace, que foi representada na Figura 3. Além de facilitar a montagem e o manuseio
do sistema de extracdo, a utilizagdo da seringa com a gota pendente da solugdao receptora

promoveu também uma melhora na intensidade do sinal voltamétrico do nitrito (Figura 22).

Figura 22 — Voltamogramas de onda quadrada com linha de base corrigida registrados em
500 pL de tampdo fosfato 0,1 mol L™! apds a extragdo de 100 pmol L' de nitrito comparando
as intensidades de corrente obtidas para sistema antigo (anzol + poliéster) e microextragao por
gota unica. (—) Branco (—) Anzol + poliéster (—) Gota. Condi¢des voltamétricas: f = 50 Hz,
AE =50 mV, AEs =4 mV. B) Gréfico de barras comparando as intensidades obtidas e o desvio
padrdo.
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Por meio da Figura 22, fica evidente que o novo design, no qual a seringa ¢ utilizada
como suporte para a gota da solugdo receptora, forneceu um ligeiro aumento na intensidade de
corrente quando comparado com o design baseado no poliéster. Além disso, a repetitividade
ndo foi comprometida ao ser empregado esta nova configura¢do evidenciado pelo pequeno
desvio padrdao (RSD 2,5%) em comparacdo ao RSD obtido para o “anzol” de 2,7%. Neste
contexto, além do ganho de intensidade de corrente de aproximadamente 20% para este novo
design, esta estratégia facilitou a montagem e o manuseio do dispositivo. Desta forma, diante
de todas as justificativas apresentadas, esta nova configuragdo foi adotada nos estudos

posteriores.
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Sabe-se que o volume da gota formada influencia diretamente na taxa de extra¢ao das
espécies volateis. Quanto maior o volume, maior sera a taxa de extragdo, no entanto, a
estabilidade da gota pode ser comprometida, uma vez que gotas maiores sdo mais dificeis de
manipular, instdveis e tem mais facilidade de se desprenderem da extremidade da seringa
(BORGES, et al., 2015; TANG, et al., 2018). Pensando nestes aspectos, apos uma série de
tentativas, gotas de 40 pL de solucdo receptora foram utilizadas, pois foram estaveis e
forneceram sinais voltamétricos para nitrito bastante repetitivos, como serd demonstrado nos
estudos subsequentes.

Outra varidvel importante estd relacionada a agitagdo da amostra, uma vez que um
aumento na agitagdo promove também um aumento na movimentagao das moléculas na solugao
aquosa, diminuindo a distancia entre as fases (doadora e receptora) e favorecendo os processos
de difusdo e transferéncia de massa; todos estes aspectos combinados podem levar a uma
reducdo do tempo necessario para se atingir o equilibrio termodinamico (SENRA-FERREIRO,
et al.,2010; SHARIATI-FEIZABADI, et al., 2003). No entanto, assim como o volume da gota
discutido anteriormente, uma agitacdo excessiva também pode levar a instabilidade e, levando
em conta estes fatores abordados, foi empregada a agitagdo maxima do proprio agitador
magnético, a qual garantiu um melhor desempenho na extragdo sem causar o destacamento da
gota do suporte. Portanto, esta varidvel nao foi submetida a um estudo de otimizagao.

Na sequéncia das otimizagdes, foi realizado um estudo avaliando a distancia entre a gota
formada e a superficie da solu¢do doadora. Para isto, foram utilizadas as distancias de 0,3, 0,8

e 1,3 cm. Os resultados obtidos podem ser observados por meio da Figura 23.
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Figura 23 — A) Voltamogramas de onda quadrada com linha de base corrigida registrados em
500 uL de tampdo fosfato 0,1 mol L' apds a extracio de 100 pmol L' de nitrito avaliando
diferentes distancias entre a gota formada e a amostra acidificada. (—) Branco (—) 0,3 (—) 0,8
(—) 1,3 ecm. Condigdes voltamétricas: f = 50 Hz, AE = 50 mV, AEs; =4 mV. B) Gréafico de
barras comparando as intensidades obtidas e o desvio padrao.
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A Figura 23 revela uma diminui¢do da intensidade do sinal analitico a medida que a
distancia entre a gota formada e a superficie da solu¢do doadora aumenta. Com base nestes e
nos resultados obtidos anteriormente (avaliacdo dos outros designs), fica ainda mais evidente
que uma maneira de favorecer a pré-concentracdo ¢ justamente reduzir a distdncia que as
moléculas do analito volatilizado devem percorrer até a solugdo receptora. Novamente, a
concentracdo do HCI foi avaliada, visando verificar se uma menor concentracdo do acido
poderia ser empregada nesta nova configuragdo. Os resultados deste estudo sdo apresentados

na Figura 24.
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Figura 24 — A) Voltamogramas de onda quadrada com linha de base corrigida registrados em
500 pL de tampdo fosfato 0,1 mol L apds a extragio de 100 umol L' de nitrito avaliando
diferentes concentragdes de HCIl. (—) Branco (—) 1 (—) 2 (—) 3 mol L. Condicdes
voltamétricas: f = 50 Hz, AE = 50 mV, AEs; = 4 mV. B) Grafico de barras comparando as
intensidades obtidas e o desvio padrao para N = 3.
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A Figura 24 demonstra que ndo ¢ possivel diminuir a concentragdo da solu¢do de HCI
adicionada a solucdo doadora. Desta forma, uma solucdo 3 mol L' de HCI continuou a ser
empregada para acidificar a solugdo doadora.

O volume da amostra também ¢ uma variavel importante e que deve ser investigada com
cautela. Um aumento no volume da amostra diminuiria o volume do /eadspace, diminuindo,
desta forma, a espaco para as moléculas do analito nesta fase, favorecendo o seu aprisionamento
na gota da solucdo receptora e, consequentemente, aumentando a quantidade de analito
extraida, melhorando a detectabilidade (JEANNOT, et al., 2010; SHARIATI-FEIZABADI, et
al., 2003). Deste modo, o efeito deste pardmetro foi avaliado em trés condi¢des diferentes, 5,

10 e 15 mL. Os resultados obtidos estdo apresentados na Figura 25.
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Figura 25 — Gréfico de barras ilustrando o efeito na intensidade de corrente e na porcentagem
de extragdo (%Extragdo) ao serem utilizados diferentes volumes de amostra acidificada.
Condigdes experimentais — Solugdo doadora: solugdo acidificada (3 mol L' de HCI) contendo
100 pumol L de nitrito; tempo de extragdo de 10 min. Solugio receptora: 500 uL de tampdio
fosfato 0,1 mol L. Barras de erro indicam o desvio padrio de I, para N = 3. (=) I, (m)
%Extracao.
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Como pode ser observado na Figura 25, as intensidades de correntes obtidas para as
analises realizadas em 5 e 10 mL de amostra foram muito préximas. Este resultado estd
relacionado ao fato de que devido ao alto coeficiente de partigdo do analito, ou seja, muito
soluvel na fase aquosa, uma fracdo significativa ainda permanecera na matriz aquosa e, somente
uma pequena quantidade do analito serd extraida da amostra. Desta forma, o aumento do
volume da fase aquosa nao tem um efeito pronunciado na extracdo (BORGES, et al., 2015),
justificando a resposta das intensidades de corrente terem sido proximas. No entanto, um
aumento no volume para 15 mL diminuiu ligeiramente a intensidade de corrente observada,
resultado contrario ao previsto na literatura. Este resultado pode ser explicado em razao da
agitacdo a uma taxa fixa em um volume consideravelmente maior, produzir uma convecgao nao
tao eficiente e, por consequéncia, uma menor difusdo das moléculas para o headspace, sendo
observada uma menor intensidade de corrente. Deste modo, por meio dos resultados obtidos e

da discussdo apresentada, optou-se por permanecer com os 10 mL de amostra ja utilizados.
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O tempo de extracdo ¢ um parémetro chave nesta modalidade de extragdo, pois o
processo de transferéncia de massa ¢ relativamente complexo e envolve trés fases: amostra
aquosa (fase doadora), headspace e fase receptora. Assim, a sele¢do do melhor tempo de
extracdo requer um estudo minucioso e o tempo ideal para as analises deve ser o menor entre
todos estudados que garantam medidas repetitivas (BORGES, et al., 2015), uma alta
intensidade de corrente e que ndo comprometa a frequéncia analitica.

Para o estudo do tempo de extragdo, as medidas foram realizadas nas mesmas condigdes
experimentais variando-se apenas o tempo de extragdo. Além disso, para acelerar os
experimentos, foram empregados dois sistemas de extragdo concomitantes (Figura 3) montados
separadamente. Para avaliar a precisdo, as extracdes foram realizadas em triplicata sendo
empregadas 3 superficies eletrodicas diferentes. A Figura 26 apresenta os resultados obtidos,

sendo avaliados os tempos de 3, 5, 7, 10, 15, 20 e 30 minutos.
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Figura 26 — A) Voltamogramas de onda quadrada com linha de base corrigida registrados em
tampao fosfato 0,1 mol L™ avaliando diferentes tempos de extragdo. (—) Branco (—) 3 (—) 5
(—)7 ()10 (—) 15 () 20 (——) 30 min. Condig¢des voltamétricas: f = 50 Hz, AE = 50 mV,
AEs =4 mV. B) Curva de extracao para nitrito. Condi¢des experimentais — Solu¢do doadora:
10 mL de amostra acidificada (3 mol L' de HCI) contendo 100 umol L de nitrito. Solugdo
receptora: 500 pL de tampdo fosfato 0,1 mol L!. B) Curva de I, e %Extracdo em fun¢io do
tempo.
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Como pode ser verificado por meio da Figura 26, nos tempos iniciais podem ser
observadas baixas intensidades de corrente, indicando que uma pequena quantidade de HNO-
conseguiu atingir a soluc¢do receptora. Comparando as intensidades de corrente para 10 e 15
minutos, ha um ganho bastante significativo de intensidade e, além disso, os desvios padrdes
sdo proximos. A extragdo mantém-se praticamente constante de 15 para 20 minutos e,
novamente, hd um aumento bastante intenso em 30 minutos, no entanto, a frequéncia analitica
pode ser prejudicada, sendo esta a razdo pela qual tempos superiores nao foram estudados.

Ainda observando os resultados apresentados na Figura 26, parece que nesta extragao
em particular, provavelmente haveria a necessidade de tempos maiores para atingir o equilibrio,
no entanto, neste caso, a extragdo pode ser realizada em condi¢des de ndo equilibrio desde que
o tempo de extragdo seja cuidadosamente controlado (BORGES, et al., 2015). Desde que as
analises ocorram em um sistema bastante repetitivo, uma boa precisao pode ser alcangada

mesmo nao atingindo o equilibrio do analito nos estados existentes. Desta forma, levando em
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consideragdo todos estes fatores, o tempo de 15 minutos foi escolhido. Este tempo de extragado
combina uma precisdo satisfatoria e aceitdvel com um ganho em intensidade de corrente
significativo comparado com a intensidade de corrente obtida para 10 minutos de extracdo
Desta forma, realizadas todas as otimizagdes necessarias para aprimorar o sistema de
extracdo, o proximo estudo consistiu em avaliar o desempenho do dispositivo eletroquimico
miniaturizado combinado & microextragdo em gota nica por headspace por meio da construgdo
de uma curva analitica na presenga de diferentes concentragdes de nitrito. As condigdes
experimentais otimizadas foram: 10 mL de amostra acidificada (3 mol L' de HCI), tempo de
extracdo de 15 minutos, distancia da gota formada até a amostra de 0,3 cm e 500 pL de tampao

fosfato 0,1 mol L. Os resultados obtidos estdo apresentados na Figura 27.

Figura 27 — Voltamogramas de onda quadrada com linha de base corrigida registrados em
tampao fosfato 0,1 mol L™ apés 15 minutos de extragio para diferentes concentra¢des de nitrito.
(—) Branco (—) 25 (—) 40 (—) 50 () 75 (—) 100 () 150 (—) 300 pmol L. Condicdes
voltamétricas: f = 50 Hz, AE = 50 mV, AEs=4 mV. B) Curva analitica para nitrito. Barras de
erro indicam o desvio padrdo para I, para 3 superficies eletrodicas diferentes.
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Pode-se observar, por meio da Figura 27, que houve um aumento proporcional da
intensidade de corrente com o aumento da concentracdo de nitrito no intervalo de 25 a

300 pmol L. Um intervalo de concentragdo maior foi avaliado (25 — 1000 pmol L), no
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entanto, foi observado que a linearidade ficou comprometida. Uma suposicao € a de que maiores
concentragdes podem fazer parte de outro intervalo linear. Por isso, a faixa de trabalho, neste
caso, foi limitada de 25 a 300 umol L. A curva analitica apresentou uma relagdo linear de
acordo com a equagdo da reta: I, (WA) = -0,10670 + 0,00923. Chitrito (umol L), R? = 0,9988.
Os limites de detecgdo (LD) e quantificacao (LQ) foram calculados de maneira semelhante ao
estudo anteriormente realizado, levando em consideragao o desvio padrao do intercepto (sdp) €
o coeficiente angular da curva analitica, sendo obtido os valores de 3,4 e 11,3 pmol L,
respectivamente. E vélido ressaltar que as curvas analiticas foram construidas em dias
diferentes e, portanto, superficie eletrédicas diferentes, evidenciando uma boa precisdo do
método ao combinar o dispositivo miniaturizado a uma etapa de microextracdo. A vantagem
desta associa¢do pode ser mais bem verificada na Tabela 3 ao serem comparados os pardmetros
analiticos obtidos ao ser construida a curva analitica com e sem a combinag¢ao com a etapa de

extracao e pré-concentragao.

Tabela 3 — Parametros analiticos obtidos ao ser construida a curva analitica com e sem a etapa
de extragdo e pré-concentragao.

Metodologia Intervalo linear / LD eLQ/ Sensibilidade / R?
pmol L! pumol L1 1A pmol L1
Dispositivo eletroquimico 50-1100 5,7¢ 19,0 0,00172 0,9985
Dispositivo eletroquimico 25-300 34e1l13 0,00923 0,9988
combinado

com a etapa de extragdo

Por meio da Tabela 3, ao serem comparados os pardmetros analiticos observa-se que
menores valores de LD e LQ foram obtidos e, além disso, a sensibilidade foi significativamente
melhorada, com um aumento de aproximadamente 81%. De posse dos resultados, fica evidente
que o ganho em sensibilidade e detectabilidade esté relacionado a pré-concentragao obtida por
meio da diminui¢do do volume da solu¢do doadora (amostra) para a receptora (eletrdlito de
suporte), indicando que a combinagdo do dispositivo eletroquimico miniaturizado a uma etapa

de microextragdo ¢ vantajosa para o método.
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4.3.1 Aplicabilidade do método para amostras de salsicha e agua

Apos toda a otimiza¢ao do método proposto, a aplicabilidade para a quantificacao de
nitrito em amostras reais foi avaliada. Como foi dito inicialmente, o emprego do nitrito em
amostras de alimentos processados ¢ bastante comum, sendo responsaveis principalmente pela
conservagao destes alimentos. Desta forma, foram avaliadas amostras de salsicha tipo hot-dog,
a qual continha no rotulo a informagao sobre a presenca de nitrito como conservante. Para o
procedimento inicialmente empregado I ndo foi possivel observar nenhum sinal voltamétrico
relativo a oxidagdo do nitrito. Desta forma, outros procedimentos para o preparo da amostra

foram avaliados (Tabela 4).

Tabela 4 — Procedimentos experimentais avaliados para determinacdo de nitrito em amostras
de salsicha tipo hot-dog.

Metodologia Procedimentos experimentais realizados

1 30 g de pequenos pedacos + 70 mL de agua aquecida a 50 °C mantida em
agita¢do durante 20 minutos
2 30 g de salsicha triturada em um mixer + 70 mL de agua aquecida a 50 °C
mantida em agitagdo durante 20 minutos
3 10 g de pedagos pequenos + 70 mL de 4gua na presenga de um banho
termostatizado a 50 °C mantida em agitacdo durante 20 minutos

4 10 g de salsicha triturada em um mixer + 70 mL de 4gua na presenca de um
banho termostatizado a 50 °C mantida em agitacdo durante 20 minutos

5 30 g de salsicha triturada em um mixer + 70 mL de 4gua na presenca de um

banho termostatizado a 70 °C mantida em agitacdo durante 20 minutos

Como mostra a Tabela 4, a diferenca do pré-tratamento empregado da metodologia 1
para a 2 esta no emprego de um mixer para triturar a amostra de salsicha como uma forma de
aumentar a area de contato a qual foi, posteriormente, submetida a agitagdo com a agua
aquecida. Em ambos os casos, foi observado que a solucao apresentava um aspecto turvo e
bastante gorduroso devido a presenca de outros componentes. Aliquotas foram submetidas a
metodologia desenvolvida e embora a utilizacdo do mixer tenha aumentado a area de contato,
ainda assim ndo foi possivel observar a presenga de um sinal voltamétrico para nitrito. Outra
possibilidade pode ter relagdo com a presenca dos outros compostos, os quais poderiam

mascarar o nitrito, ndo sendo possivel identifica-lo. Pensando nisto, as metodologias 3 ¢ 4
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consistiram em tentar reduzir a interferéncias dos outros componentes diminuindo a quantidade
de amostra (em pedagos e/ou triturada) submetida ao pré-tratamento e, além disso, manter a
mistura em contato com um banho termostatizado ao invés de somente manter contato com a
agua aquecida. Por fim, na metodologia §, foi utilizada a quantidade de amostra inicialmente
proposta (30 g), triturada, aumentando a temperatura do banho termostatizado para 70 °C. No
entanto, para todos os procedimentos avaliados ndo foi possivel identificar o sinal voltamétrico
para nitrito. Estudos de adi¢do e recuperacdo também foram realizados, porém, mesmo as
amostras enriquecidas com nitrito ndo forneceram qualquer sinal voltamétrico relativo a este
anion, indicando que o método proposto ndo ¢ aplicavel para estas amostras utilizando os pré-
tratamentos descritos na Tabela 4. Talvez, o uso de solventes organicos como éter de petréleo
para a remogao de gordura previamente ao aquecimento das amostras em agua pudesse ser uma
alternativa para viabilizar as analises.

Outras amostras mais simples foram empregadas para avaliar a aplicabilidade do
método proposto; foram estudadas entdo, diferentes amostras de agua, de torneira, mineral e de
aquario. A acidificagdo das amostras foi feita previamente as analises. Em todas as amostras
avaliadas, ndo foi observado o sinal voltamétrico referente a oxidagao do nitrito, indicando que,
nestes casos, ou a espécie em questio estd ausente na amostra ou esta presente em concentragoes
abaixo da detectavel pelo método proposto. Desta forma, para avaliar a exatiddo do método,
foram realizados estudos de adi¢do e recuperagcdo em 4 niveis de concentragdo de nitrito, 30,
60, 90 e 120 umol L. Para o célculo das concentragdes de nitrito encontradas, foi utilizada a
equagdo da reta da curva analitica apresentada na Figura 27. Todas as andlises foram realizadas

em triplicata e os resultados obtidos estdo listados na Tabela 5.
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Tabela 5 — Resultados do estudo de adigao e recuperagdo de nitrito para diferentes amostras de

agua.
Amostra Adicionado / Encontrado* / Recuperaciao** tealculado
pmol L1 pmol L1

30 31,2+ 1,6 104 +4 1,30

Agua de 60 57,5422 96 + 4 1,96

torneira 90 85,8+£29 95+3 2,51

120 126,0 3,2 105+4 3,25

30 29,5+23 98 +£8 0,37

Agua 60 56,2 +3,6 94 +6 1,83

mineral 90 90,6 + 1,8 101 £2 0,58

120 117,5+23 98 +3 1,88

30 28,6 +1,3 95+4 1,86

Agua de 60 60,4 2,5 101 + 4 0,28

aquario 90 89,6 £1,8 99 £2 0,38

120 124,7 + 4,4 104 +4 1,85

* Valores expressos como média = SD

** Recupera¢do = (Chinito encontrada / Chiwito adicionada) x 100%

Conforme os resultados apresentados na Tabela 5, as porcentagens de recuperagao

foram proximas a 100%, variando de 94 a 105% e, além disso, apresentaram baixos valores de
p P

desvio padrdo. Estes resultados evidenciam que o método ¢ capaz de fornecer tanto uma

exatiddo quanto precisdao satisfatorios para a determinacdo de nitrito em amostras de agua

enriquecidas nos niveis de concentragdo e nas amostras avaliadas. Além disso, ¢ evidente que

estes resultados obtidos indicam que ndo ha efeito de matriz que interfira significativamente na

determinagdo de nitrito nas amostras avaliadas. Ademais, os valores de tcalculado para todos os

niveis de enriquecimento foram menores do que 0 tibelado (4,30 — 95%) (SKOOG, et al., 2006,

p. 136), indicando que ndo hé evidéncia de diferenga estatistica entre a quantidade adicionada

e a encontrada. Portanto, este conjunto de resultados sugere que o método proposto possa ser

aplicado com éxito para a quantificagdo de nitrito em amostras de dgua.
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5 CONCLUSOES

A miniaturizagdo e o desenvolvimento de metodologias de preparo de amostra mais
ambientalmente amigaveis tem sido umas das grandes apostas da quimica analitica. Neste
contexto, a proposta deste trabalho foi o desenvolvimento de um método eletroanalitico para
determinagdo de nitrito empregando um dispositivo miniaturizado, confeccionado a partir de
materiais alternativos, ponteiras de micropipeta e fios metalicos reutilizados e, portanto, de
baixo custo, o qual foi combinado com uma etapa de preparo de amostra em que 0 mecanismo
de extracdo se da por meio da difusdo gasosa. Os estudos eletroquimicos indicaram que a
miniaturizacdo ndo afetou a resposta voltamétrica do nitrito, apresentando um perfil bastante
similar se comparado aos sistemas de trés eletrodos convencionais. Além disso, a grande
vantagem em relagdo aos outros métodos de determinagdo de nitrito relatados na literatura esta
na capacidade de realizar as andlises em microvolumes sem que haja perda do desempenho
analitico do dispositivo, apresentando limites de deteccdo e intervalos lineares proximos aos
obtidos para outros sistemas sem a necessidade da modificacdo da superficie do eletrodo.

Como dito, a estratégia inicial do trabalho foi combinar o dispositivo miniaturizado com
as vantagens de uma técnica de extracdo também miniaturizada. Os resultados obtidos
confirmaram que esta combinacdo resultou em uma melhora no desempenho analitico do
dispositivo miniaturizado, diminuindo o limite de detec¢do e aumentando a sensibilidade. Estes
efeitos foram observados devido a pré-concentragdo alcancada ao diminuir o volume da amostra
para o volume da solugdo de andlise (500 pL). Ademais, diferentemente da técnica original,
nao foi necessaria a utilizagdo de um solvente organico como solucdo extratora e, além disso,
por ser empregado um dispositivo miniaturizado para detec¢do, acarretou a diminui¢cdo da
quantidade de reagentes e residuos gerados. Por fim, a aplicabilidade do método desenvolvido
foi avaliada para a quantificacdo de nitrito em amostras reais de dgua. O enriquecimento foi
realizado em quatro niveis de concentracao e para todas as analises, realizadas em triplicata, as
porcentagens de recuperagdo foram proximas a 100%, sugerindo que o método proposto
apresenta uma exatidao satisfatoria.

Portanto, conforme os resultados apresentados, a combinagdo proposta € bastante
promissora para ser aplicada na determinacao de nitrito, como também abre perspectivas para
a determinagdo de outras espécies volateis garantindo seletividade e detectabilidade. Outras
estratégias também podem ser avaliadas como, alteragdes no sistema de extracdo para que seja

possivel a integragdo com o dispositivo miniaturizado, permitindo que as analises sejam
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realizadas in situ. Por fim, a possibilidade do emprego de outras técnicas de detec¢ao expande

ainda mais o panorama de aplicagdes deste sistema.
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