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RESUMO

“"Analise de Tracos do Pesticida Carbendazim por Voltametria de
Onda Quadrada com Eletrodo de Carbono Vitreo Modificado com
Nanotubos de Carbono”

Williame F. Ribeiro; Valberes B. do Nascimento; Mario C. U. de Araljo

O Carbendazim (Metil Benzimidazol-2-il Carbamato - MBC) inclui-se
entre os fungicidas sistémicos, pela sua capacidade de controlar uma
vasta gama de doencas fungicas em culturas de frutas e vegetais. Assim,
neste trabalho, propde-se o uso de um eletrodo modificado com
nanotubos de carbono para a determinacdao de MBC por voltametria de
onda quadrada com pré-concentracdo. Um comportamento quase-
reversivel foi verificado para o MBC em tampao acido acético/acetato de
sédio 0,1 mol L! (pH 4,7) e sua pré-concentracdo foi possibilitada pela
alta capacidade de adsorcao dos nanotubos de carbono. A excelente
resposta voltamétrica do material pré-concentrado, sem evidéncias de
efeito de memoria, aliadas a facil elaboracao do eletrodo, permitiu o
desenvolvimento de um método sensivel e confiavel, com uma faixa de
linearidade de 0,256 a 3,11 pmol L' com um limite de deteccdo de 10,7
ppb. A exatiddo do sinal analitico foi avaliada pela repetibilidade e
reprodutibilidade para uma solugdo 1,25 x 10° mol L' de MBC, que
revelou um desvio padrdao relativo de 8,5 e 8,23%, respectivamente. A
exatiddo do método para amostras reais foi avaliada estimando-se a
recuperacao aparente de amostras de &gua de rio, as quais foram
adicionadas concentragdes conhecidas de MBC. Recuperagoes de 75,3% e
81,3% foram verificadas para 4,22 x 10”7 mol L' de MBC, as quais estdo

dentro dos limites sugeridos pela legislacao.

Palavras Chave: Carbendazim, Nanotubos de carbono, voltametria de
onda quadrada.
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ABSTRACT

"Trace Analysis of the pesticide carbendazim by square wave
voltammetry with a Carbon Nanotube Modified Glassy Carbon
Electrode"

Williame F. Ribeiro; Valberes B. do Nascimento; Mario C. U. de Arajo

Carbendazim (Methyl Benzimidazol-2-yl Carbamate - MBC) is classified
as a systemic fungicide due to its ability to control a wide range of fungal
diseases in crops of fruit and vegetables. Thus, in this work, it is proposed
the use of a carbon nanotubes modified electrode for the determination of
MBC by square wave voltammetry with pre-concentration. A quasi-
reversible behavior for MBC in acetic acid/acetate buffer 0.1 mol L™ (pH
4.7) was verified and its pre-concentration was possible due to the high
adsorption capability of the carbon nanotubes. The excellent voltammetric
response of the pre-concentrated material with no evidence of memory
effect, combined with the easiness of electrode preparation, permitted to
develop a highly sensitive and reliable method with a linear range from
0.256 to 3.11 pymol L™ with a detection limit of 10.7 ppb. The accuracy of
the analytical signal was evaluated through the repeatability and
reproducibility for a 1.25 x 10°® mol L™ mol L' MBC solution, revealing a
relative standard deviation of 8.5 and 8.23%, respectively. The accuracy
of the method for real sample analysis was assessed by estimating the
apparent recovery of MBC spiked river water samples. Recoveries of
75.3% and 81.3% were verified for 4.22 x 10”7 mol L, which are within

the limits suggested by the legislation.

Keywords: Carbendazim, Carbon Nanotubes, Square Wave Voltammetry.

Ribeiro, W. F.
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Introducédo

1. INTRODUCAO

1.1. Pesticidas no Contexto Geral

Os pesticidas consistem de uma ampla variedade de ingredientes
ativos, com diferentes grupos quimicos, cuja formulacdo final € indicada
para o uso direto ou apds a diluicdo com solventes (dgua ou derivados de
petréleo) ou com outros carreadores (silica ou silicatos).

Muitos dos problemas de poluicdo ambiental em sistemas aquaticos
naturais sao causados por tracos de contaminagdao por pesticidas, devido
as propriedades de toxicidade e bioacumulacao. A demanda crescente por
alimentos tem motivado o uso de um grande numero de substancias que
sao capazes de eliminar ou prevenir formas de vida animal ou vegetal
indesejaveis nas culturas agricolas, constituindo atualmente a principal
estratégia no campo para o combate e a prevencdo de pragas agricolas,

garantindo alimento em quantidade e qualidade para a populagdof*-3],

1.2. Algumas Definicoes de Pesticidas

De acordo com a Unido Internacional de Quimica Pura e Aplicada
(IUPAC)I4T:

"Pesticidas sdo substdncias ou mistura de substéncias
utilizadas na producao, colheita ou no armazenamento
de alimentos. Eles sdo bioativos e capazes de prevenir,
destruir ou combater espécies indesejaveis que, de
alguma maneira, possam interferir na producdo, no
processamento, armazenamento, transporte e
estocagem de alimentos, produtos agricolas em geral,

madeira e produtos derivados de madeira.
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Segundo a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA)[®1:

"Agrotdxicos e afins sdo produtos e agentes de
processos fisicos, quimicos ou bioldgicos, destinados ao
uso no setor de producdo, no armazenamento e
beneficiamento de produtos agricolas, nas pastagens,
na protecao de florestas, nativas ou plantadas, e de
outros ecossistemas e ambientes urbanos, hidricos e
industriais, cuja finalidade seja alterar a composicao da
fauna e da flora, a fim de preserva-las da acdo danosa
de seres vivos considerados nocivos, bem como as
substéncias e produtos empregados como desfolhantes,
dessecantes, estimuladores e inibidores de

crescimento.”

1.3. Alvo e Toxicidade dos Pesticidas

Muitos produtores agricolas tém recorrido ao uso de pesticidas para
garantir a sobrevivéncia de suas culturas. De fato, esta seria uma pratica
bastante promissora se o manejo destes residuos fosse tratado de forma
controlada, uma vez que a sua constante utilizacdo nas areas de cultivo
expoe o solo, a agua, os vegetais, a atmosfera e os seres vivos ao risco de
contaminacgdo. Evidentemente, os pesticidas atingem o solo podendo
seguir diferentes rotas que os levam a alcancar os ambientes aquaticos
por meio do escoamento superficial do solo, sendo conduzidos para os
lengdis freaticos, onde os processos de descontaminacdo ainda sao muito
remotos. Além disso, contaminam os alimentos que por sua vez sao
conduzidos a cadeia alimentar e, dependendo do grau de contaminacdo,
pode trazer danos irreversiveis a salude humana por causar efeitos
adversos ao sistema nervoso central e periférico, além da acao
imunodepressora ou cancerigena.

Um dos fatores que constitui a esséncia para a avaliagao

toxicolégica de um pesticida € a sua Dose Letal (DLsg), sendo a mais

Ribeiro, W. F.
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preocupante a aguda oral. A DLsy é definida como a dose que
possivelmente causara a morte de 50% da populacdo em estudo. Esta
dose geralmente é expressa em funcao da massa do agente tdxico
inoculada (mg) por unidade de massa corpdrea da espécie em estudo
(Kg). Os testes toxicoldgicos sao realizados em camundongos ou cobaias e
extrapolados para seres humanos, ja que as reagdes comportamentais sao
extremamente parecidas com a sensibilidade dos organismos humanos.

A literatura informa que os inseticidas apresentam DLspy (aguda
oral) variando entre 1 - 500 mg kg!, enquanto que os fungicidas e
herbicidas apresentam DLs, acima de 5000 mg kg!, com raras
excecdes!®,

Legalmente, os pesticidas sao classificados em quatro classes
toxicoldgicas indicadas por rotulos compostos por faixas coloridas, os

guais sao indicativos do grau de toxicidade conforme mostra a Tabela 1.1.

Tabela 1.1 - Classificacdo toxicolégica dos pesticidas[7]. (Adaptacao - Faixa)

DLs; Oral DL, Dermal
(mg kg™) (mg kg™) Dose Letal”
sdlido Liquido sdlido Liquido

Categoria e

Classe .
Faixa

Extremamente

- <5 < 20 < 10 < 40 1 pitada
toxico P

II S a 50 Z0 a 200 10 a 100 40 a 400 1 colher de cha

Medianamente
toéxico
Pouco
toéxico

IIx 50 & 500 | 200 3 20001100 & 1000|400 a 4000|2 colheres de sopa

= 500 = 2000 = 1000 = 4000 Até dois copos

* Homem adulto

Outro termo bastante utilizado é a Concentragdo Letal (CLsg). No
reino Unido foi feita a proposta de classificagcao toxicoldgica inalatoria para
os pesticidas que se encontram no estado gasoso ou nha forma de
aerossoist’]. Os dados apresentados na Tabela 1.2 s3o baseados na

inalagao por ratos durante 4 horas de exposicao da CLsg.
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Tabela 1.2 - Classificacdo toxicoldgica inalatoria para pesticidas[7].

. . Concentracdo (CL
Toxicidade < » (Clso)

mg L

Muito <0.5

toxico

Toxico 0,5a2,0

Pouco 2,0 53 20,0

toxico

1.4. Classificacao dos Pesticidas

E indiscutivel que todos os pesticidas tém a propriedade comum de
bloguear um processo metabdlico vital dos organismos para os quais sao
toxicos. Nesse contexto, dentre as diversas formas de classificacao para
pesticidas apresenta-se aqui a mais comum, que se fundamenta no

organismo-alvo, conforme Tabela 1.3.

Tabela 1.3 - Pesticidas e seus alvos.

Tipo de Pesticida Organismo-alvo
Acaricida Acaros
Algicida Algas
Avicida Passaros

Bactericida Bactérias
Fungicida Fungos
Herbicida Erva daninha
Inseticida Insetos
Larvicida Larvas de insetos
Raticida Roedores

1.5. Pesticidas no Brasil e no Mundo

A década de 70 foi o marco inicial para referenciar a expansao da
producdo e do uso de pesticidas no Brasil, em conseqiiéncia dos incentivos
para a producdo agricola e a politica de exportacao. Desde entdao, com a
expansdao da pratica agricola, induzida pelo aumento populacional, a
pesquisa de novos pesticidas tem crescido consideravelmente, a exemplo

dos compostos organoclorados, carbamatos, organofosforados,
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piretréides, bipiridilios, triazinas e clorofendis, os quais apresentam
toxicidade especifica e diferentes modos de acdo 81,

Mundialmente, cerca de 600 ingredientes ativos sdao utilizados na
formulacdo de pesticidas e estao registrados para uso especifico em
agricultura. Destes, 350 contribuem com 98% dos pesticidas mais
utilizados, sendo que 80% deles sao rotineiramente usados nas
plantacdes do Brasilt®!,

Atualmente, o Brasil € o quarto maior consumidor mundial de
pesticidas. De acordo com um estudo realizado pela ANVISA, somente no
ano de 1998 foram gastos 2,6 bilhdes de dodlares na comercializacdo de
pesticidas no pais. Com isso o meio ambiente brasileiro sofreu uma
descarga de 101 milhoes de litros de fungicidas, herbicidas e

inseticidas*9],

1.6. O Fungicida Carbendazim

Dentre os grupos de pesticidas, os fungicidas sao considerados os
agentes mais utilizados para o controle de doencgas de plantas, ao lado de
alguns dos bactericidas e nematicidas mais usuais!!]. Baseando-se no

principio de aplicacao, podem ser classificados conforme Figura 1.1.

Erradicantes Ex: brometo de
ou de contato metila, dazomet, etc.

v

Ex: cupricos,

Protetores ou ditiocarbamatos, etc.

Fungicidas
9 residuais

A 4

Ex: benzimidazdis,
carboxamidas,
fosforados, etc.

Sistémicos ou
curativos

\ 4

Figura 1.1 - Classificacdo dos fungicidas baseada no principio de aplicagao.
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O Methyl Benzimidazol-2-yl Carbamate (MBC) inclui-se entre os
fungicidas sistémicos, que em funcdo de sua capacidade de penetracao e
translocacao dentro da planta sao capazes de agir curativamente, por
seus efeitos de protecdo e imunizagdol!tl,

Comercialmente, a década de 60 foi o marco na histéria do
desenvolvimento dos fungicidas sistémicos do grupo dos carbamatos
benzimidazois. Estes sdo utilizados no tratamento de sementes, solos e
em aplicacdes foliares, visando a eliminacdo de patdgenos especificos [,
No Brasil, os benzimidazdis sao aplicados em culturas de algodao
(sementes), citros (folhas), feijao (sementes e folhas), soja (sementes e
folhas), trigo (folhas) e numa grande variedade de frutas e vegetais, cujos
limites maximos de residuos e intervalos de seguranca em alimentos sao
estabelecidos pela ANVISAI'®], Dentre os fungicidas desse grupo, os mais
utilizados sao: benomil, tiofanato-metilico e MBC. Destes, o MBC constitui
o ingrediente ativo mais utilizado em alguns paises, o qual desempenha
importante papel protetor e curativo no controle de uma vasta gama de
doencas flngicas, como as causadas por Ascomicetos ssp., Basidiomicetos
e Deuteromicetos ssp. em culturas de frutas e vegetais, por ser de
eliminacao rapida pelo metabolismo, além de ser utilizado na poés colheita
a fim de evitar a putrefacdao de frutos e produtos horticolas durante o seu

olls 12-14]

armazenament . A Tabela 1.4 apresenta algumas caracteristicas

do MBC disponivel comercialmente.
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Tabela 1.4 - Caracteristicas do MBC em formulagdo comerciall 1], (Adaptacdo: Outros

nomes)

Caracteristica do MBC
Mome Quimico (IUPAC) |Methyl Benzimidazol-2-yl Carbamate (MBC)

Mome comercial Derosal 500 SC
Principio ativo Carbendazim
Mo Registro no MAPA 1718491
Grupo quimico Benzimidazdlico

bendazol, carbendazim, bavistin,

Qutros nomes
carbendazol, etc.

Classe toxicoldgica III-Medianamente toxico
Classificacdo ambiental III-Produto perigoso
Farmula bruta CoHgM=02
Massa molecular 191,2 L;|mt:|l':l
H

S N
Farmula Estrutural H P ﬁ)_m_Z{

~= N OCl;

A absorcao de MBC pelas plantas da-se através das raizes, sementes
ou folhas, sendo posteriormente transferido para a planta inteiral'®l.
Devido ao uso intenso, o MBC tornou-se um poluente muito persistente
tanto no solo quanto na agua, esgotos, culturas e alimentos, uma vez que
sua degradacdo é lental'*'®] e constitui-se ainda no maior produto da

[16] paradoxalmente, estudos

degradacdao de benomil e tiofanato-metilico
realizados por NI et al.['”l, demonstram que MBC também apresenta

significativa atividade anti cancerigena.

1.7. Métodos de Determinacao de MBC

A analise de residuos de pesticidas, nos mais diferentes meios e
complexidade de matriz é tradicionalmente realizada utilizando-se técnicas
cromatograficas, que sao muito importantes na analise quimica em fungao

de sua facilidade em efetuar separacdes [18],
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Técnicas como cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE),

cromatografia gasosa com deteccao por espectrometria de massa,
ultravioleta, eletroforese capilar e colorimetria tém sido usadas para
determinacdo de pesticidast*®281. O método padrdo para anélise de MBC é
a CLAE com detector de arranjo de diodos!®*®]. VENEZIANO et al.[31l
demonstraram ser viavel o uso de CLAE para determinacao de MBC em
amostras alimenticias.

BOUDINA et al.!1**! demonstraram ser possivel a fotélise do MBC em
solugdes aquosas usando fonte de luz ultravioleta e simulador de luz solar.
Mais tarde PANADES et al.!'!, estudaram a cinética da fotodecomposicdo
do MBC em solucdes aquosas em diferentes valores de pH, enquanto a
fototransformacdo do MBC foi investigada por MAZELLIER et al.[3?] em
solugdes aquosas, corroborando os estudos apresentados por BOUDINA e
PANADES.

MAKIHATA et al.[33! utilizaram a cromatografia liquida para andlise
simultanea de pesticidas carbamatos em agua de torneira. Além deste
estudo, tem se observado também o wuso de técnicas como,
espectroscopia fluorescente e CLAE com deteccao ultravioleta ou
fluorimétrica para determinacdo analitica do fungicida MBC*3],

Técnicas cromatograficas dependem de um longo tempo nas etapas
iniciais para preparacao das amostras, utilizam grande quantidade de
reagentes e a instrumentacdao é geralmente dispendiosa, o que eleva o
custo das analises. Assim, ha necessidade de se desenvolver técnicas
mais rapidas, mais baratas e tdo sensiveis e seletivas quanto as técnicas
cromatograficas.

Na década de 70, HANCE et al.[*®! publicaram o primeiro trabalho
fazendo uso das técnicas eletroanaliticas para analisar residuos de
pesticidas em aguas. Uma grande vantagem destas técnicas consiste na
possibilidade da medicao ser realizada diretamente na amostra sem
necessidade de etapas de pré-purificacdes ou de separagdes prévias, além

de tornar possivel a analise de materiais coloridos ou amostras contendo
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particulas sodlidas dispersas. Estas vantagens aliadas ao curto tempo na

realizacdo das analises, ao baixo custo da instrumentacao e dos materiais

utilizados, e a baixa sensibilidade em relacdo a presenca de interferentes,
fizeram com que elas fossem cada vez mais utilizadas!3*,

Estudos voltamétricos para a determinacdo de MBC sdo descritos na

literatura. Dentre estes podemos listar:

<+ 1996: HERNADEZ et al.[*3! determinaram MBC sobre

eletrodo de pasta de carbono -EPC- (grafite/silicone OV-17)

em amostras de vinho, magca e solo por voltametria de

pulso diferencial com pré-concentracao do analito;

<+ 1996: ALVAREZ et al.I®3®1 estudaram a determinacdo
indireta de MBC pela pré-onda de cobalto(II), por
voltametria de pulso diferencial;

<+ 1998: PIAO et al.[3®1 estudaram o comportamento
eletroquimico e a determinagdo de MBC em eletrodo de
carbono vitreo (ECV) usando voltametria de redissolucao
por pulso diferencial;

<+ 1999: PIAO et all371 estudaram o comportamento
voltamétrico de MBC em eletrodo de ECV, platina, ouro,
nafion e filme de mercurio;

< 2000: HUEBRA et al.[*®! demonstraram ser vidvel o uso da
voltametria ciclica (VC) de redissolucao anddica para a
determinacdgo de MBC em amostras de solo usando
ultramicroeletrodos de fibra de carbono. No mesmo ano
repetiram o estudo por meio da voltametria de redissolugao
adsortiva;

< 2002: MANISANKAR et al'®® usaram voltametria de
redissolucdao adsortiva com onda quadrada para a
determinacao eletroguimica de MBC com ECV em uma

célula wall-jet;
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<+ 2004: MANISANKAR et al.[3°1 desenvolveram um estudo
eletroquimico para determinacdo de MBC sobre ECV por
VC;

<+ 2005: VERMA et al.[%°1 determinaram MBC em formulacdo
comercial, usando polarografia de pulso normal;

< 2005: MANISANKAR et al.[*!l utilizaram ECV modificado

com polipirrol e VC de redissolugao para determinacao de

MBC em amostras de agua e solo;

< 2005: MANISANKAR et al.[*?1 utilizaram voltametria de
redissolucao com pulso diferencial com ECV modificado com
argila para determinacao de MBC em amostras de solo e
agua;

<+ 2006: MANISANKAR et al.[*3! otimizaram a determinacdo
de MBC em agua sobre ECV modificado com argila na
presenca e auséncia de surfactante por voltametria de
redissolucao com onda quadrada;

<+ 2006: FIORUCCI et all** estudaram a oxidacdo
eletroquimica de MBC sobre EPC por VC;

< 2006: FIORUCCI et al.[**! determinaram MBC sobre EPC
modificado com zedlita por voltametria de pulso diferencial.
No mesmo ano estudaram a eletroquimica do MBC por VC

utilizando EPC modificado com bentonita.

1.8. Técnicas Voltamétricas

As técnicas voltamétricas encontram larga aplicagdo em estudos nas
mais diversas areas do conhecimento como medicina, bioquimica, biologia
molecular, quimica ambiental e fisico-quimica, objetivando tanto a
obtencao de informacdes fundamentais sobre propriedades intrinsecas das
substancias organicas e inorganicas, quanto o desenvolvimento de

métodos eletroanaliticos34!.
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A voltametria compreende um grupo de métodos eletroanaliticos nos
guais as informacdes sobre o analito se baseiam na medicao da corrente
resultante de uma oxidacao ou reducdo na superficie de um eletrodo
indicador ou de trabalho durante a aplicacgao de uma diferenca de

al3446-48]1 Desde sua invencdo em 1922

potencial na célula eletroguimic
por Jaroslav Heyrovsky, a polarografia, que é um tipo particular de
voltametria, chegou a ser a primeira técnica eletroanalitica a ser utilizada
em analise quimica e, nos anos trinta e no inicio dos anos quarenta a
Unica técnica automatical3#46-481,

Dentre as técnicas voltamétricas mais aplicadas em estudos
eletroquimicos e desenvolvimento de métodos eletroanaliticos, destacam-

se a Voltametria Ciclica (VC) e a voltametria de onda quadrada (VOQ).

1.8.1. A Voltametria Ciclica

A VC é considerada uma ferramenta poderosa e versatil para
estudar reacOes eletroguimicas, sendo muito atil na prospeccao de
informacgdes qualitativas sobre a termodinamica dos processos redox
envolvidos. Além disso, possibilita avaliar a reversibilidade de processos
eletroquimicos, favorecendo a realizagdo de estudos exploratérios quando
ndo se tem informacdes sobre a eletroatividade do analito em estudol4®"
491 A VC é uma técnica de varredura reversa de potencial, onde o
potencial aplicado ao eletrodo é variado numa velocidade conhecida, e ao
atingir o potencial final desejado, a varredura é revertida ao valor inicial,
na mesma velocidade. Obtém-se, como resposta a essa perturbacdo, por
exemplo, um par de picos, catddicos e anddicos, cujos parametros
eletroquimicos mais importantes, sdo os potenciais de pico catodico e
anddico (Epc e Epa), as correntes de pico catédico e anddico (Ipc e Ipa), e
os potenciais de meia onda (E;,2), essenciais para caracterizar o processo

ol[46-49]

eletrédico ocorrid . A Figura 1.2 ilustra o sinal de excitacao e os
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voltamogramas ciclicos registrados caracterizando a reversibilidade dos

processos eletroquimicos.

(i)

Oxidacao

(iii) (iv)

Figura 1.2 - i) Sinal de excitacdo para VC e Voltamogramas Ciclicos esquematicos para

um processo redox de um sistema reversivel (ii) irreversivel (iii) e quase-reversivel
(iv)[Adaptagéo 46-47]

1.8.2. A Voltametria de Onda Quadrada

O avanco da eletronica e computacao, possibilitou o controle digital
da perturbacao imposta ao eletrodo de trabalho, bem como a aquisicao e
tratamento de dados, possibilitando o maior desenvolvimento das técnicas
voltamétricas, em especial das técnicas de pulso que, na década de 50,
comecaram a substituir técnicas polarograficas classicas até entado
utilizadas!34,

Nos processos eletroquimicos, a intensidade de corrente total deve-
se ndo sO6 a fendmenos faradaicos, mas também a capacitivos. Estes
ultimos sao originados pela transferéncia de carga associada a formacao

da dupla camada elétrica enquanto que a outra é a componente residual
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associada com reacdes de impurezas da solucdo (tracos de espécies
eletroativas e ainda oxigénio dissolvido), ou decomposicao do eletrdlito
suporte (ou solvente) ou reagoes do proprio eletrodo.

Nos anos 80, estudos realizados por Osteryoung permitiram otimizar
e popularizar a VOQ, que passou a ser incorporada na maioria dos
equipamentos voltamétricos comerciais, devido a varredura rapida e
sensibilidade figurando entre as principais vantagens da técnica [3446-48],

A VOQ é uma técnica onde a variacao de potencial é realizada na
forma de uma escada, onde pulsos de potencial (AEs) de igual amplitude
sdao sobrepostos a uma escada de potenciais de altura constante (AEp) e
duragdo 2t, (periodo). As correntes elétricas sao medidas ao final dos
pulsos direto (A-catédico) e reverso (B-anddico), originando um pico
simétrico com posicdo, largura e altura caracteristicos do sistema avaliado
(AI), o qual é um sinal obtido diferencialmente, e apresenta excelente
sensibilidade e alta rejeicdo a correntes capacitivast3*#4%-481 Na Figura 1.3,
podemos observar o sinal de excitacdo e o voltamograma tipico para
analises VOQ.

¥ Ciclo o+ Ciclo resultants
: . ¥ T Yy
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(i) (ii) (iii)

Figura 1.3 - i) Sinal de excitagdo para VOQ e Voltamogramas esquematicos de onda
quadrada para um processo redox de um sistema reversivel (ii) e de um sistema
irreversivel (iii) 341,

A VOQ apresenta as seguintes vantagens em comparagao as outras

técnicas de pulso:
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< Reducdo no ruido de fundo por meio de varreduras
repetitivas;

< Registro de correntes de pico bem definidas em
experimentos executados em alta velocidade de varredura,
com excelente discriminacdo entre a corrente capacitiva e a
faradaica, melhorando, assim, a sensibilidade da técnica;

< Baixo consumo de espécies eletroativas e reducdo nos
problemas de passivacdo dos eletrodos;

< Em muitos casos, a interferéncia do O, dissolvido é pouco
significativa em medidas com VOQ);

< A velocidade efetiva para uma analise por VOQ é dada por
(fAEs).

1.9. Eletrodos Quimicamente Modificados

No desenvolvimento de sensores, a sensibilidade, seletividade,
estabilidade, precisdo, resposta rapida, facilidade de uso, custo baixo e
robustez constituem as caracteristicas mais importantes. Na pratica,
eletrodos sélidos sdao os mais adequados para fins comerciais. A crescente
demanda, das areas da medicina, da industria e do meio ambiente, tem
impulsionado o desenvolvimento dos mais variados sensores. No entanto,
a regeneracao da superficie apés o uso é o maior entrave para o
desenvolvimento de eletrodos sélidos comerciais!®°].

Nas ultimas décadas é notavel o uso de eletrodos quimicamente
modificados, denominacdo inicialmente utilizada na eletroquimica por
MURRAY et al.l®'1 na década de 70, cujo objetivo da modificacdo é pré-
estabelecer e controlar a natureza fisico-quimica da interface eletrodo-
solugdo como forma de alterar a reatividade e seletividade do sensor
base, favorecendo assim, o desenvolvimento de eletrodos para varios fins
e aplicacoes, desde a catdlise de reagdes organicas e inorganicas até a

[511  Um eletrodo

transferéncia de elétrons em moléculas de interesse
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modificado consiste de duas partes, isto &, o eletrodo base e uma camada
do modificador quimico. O sensor base deve apresentar caracteristicas
eletroquimicas apropriadas e também ser adequado para o método de
imobilizacao selecionado. Entre os materiais convencionais, a literatura
destaca como mais usuais os substratos de carbono vitreo, ouro, platina,
pasta de carbono, fibra de carbono e merctrio na forma de filmel®1,

De forma geral, adsorcdo irreversivel direta, ligacdo covalente a
sitios especificos da superficie do eletrodo, recobrimento com filmes
poliméricos, constituem os métodos mais importantes para promover a

[511 " Dentro deste contexto, vém se

modificacao do eletrodo base
destacando ultimamente os eletrodos de Nanotubos de Carbono (Carbon
NanoTubes - NTC), que apresentam morfologia tubular com dimensodes
nanométricas.

Desde sua descoberta em 19911521 os NTC tém despertado grande
interesse em diferentes aplicagdes nas areas da quimica e fisica dos
materiais, devido as suas caracteristicas proprias como propriedades
eletronicas, Oticas, grande resisténcia mecanica e suas propriedades
guimicas resultantes da combinacao de sua dimensionalidade, estrutura e
tipologial®3]. Os NTC s3o nanoestruturas cilindricas com didmetros da
ordem de poucos nandmetros e comprimentos da ordem de microns,
levando a grandes razdes comprimento/didmetrol®431, A constituicdo
basica do reticulo do nanotubo sdo as ligagdes covalentes C-C, como nas
camadas de grafite. Portanto, nos nanotubos o carbono também se
encontraria com uma hibridizagdo nominal sp2l34-5¢1,

Hoje em dia, os NTC sao os componentes mais comuns usados na
nanotecnologia. Com uma forca de tensao 100 vezes maior que a do aco,
condutividade térmica maior que a de todos os compostos (exceto a do
diamante ultrapuro), e uma condutividade elétrica maior que a do cobre,
com a possibilidade de transportar correntes maiores. Sua popularidade
como objeto de pesquisa de muitos grupos em todo mundo, &, pois, bem

justificavel.
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Estudos realizados por ULLOA et al.[®71, apontam o uso de NTC para

analisar o comportamento eletroquimico de um composto derivado do 4-
Nitroimidazol. J& estudos desenvolvidos por LUZ et al.[°8 | descrevem o
desenvolvimento de um sensor voltamétrico sensivel a L-glutationa
reduzida sobre eletrodo de grafite pirolitico modificado com porfirina de
ferro (III) adsorvido em NTC.

Os NTC, quanto ao numero de camadas, podem ser classificados em
duas formas (Figura 1.4): (i) NTC de paredes multiplas (Multi-Walled
Carbon Nanotubes - NTCPM), que sdo constituidos por varios cilindros
concéntricos de grafite, espacados de 0,34-0,36 nm um do outro e (ii)
NTC de parede simples ou unica (Single-Walled Carbon Nanotubes -
NTCPS), que sdo constituidos por apenas uma camada cilindrica de grafite
[55]-

Uma maneira simples de representar os NTCPS (Figura 1.4 (A)) é
considerar uma camada simples de grafite e enrola-la até formar um
cilindro de tal modo que dois sitios cristalograficamente coincidam. Uma
camada simples de grafite esta constituida por atomos de carbono
formando uma rede hexagonal, com ligacdes simples e duplas, sendo a
distancia entre dois atomos mais proximos da ordem de 0,14 nm. No
grafite, as ligacdes entre camadas sao do tipo Van der Waals, sendo a
distancia entre elas da ordem de 0,34 nm!®5-381, por outro lado os NTCPM
(Figura 1.4 (B)) sao constituidos por duas ou mais camadas simples de
cilindros coaxiais (obtidos enrolando uma folha de grafite), fechados nos
seus extremos também com “hemisférios” de fulerenos, os quais em
geral, apresentam defeitos (presenca de pentagonos ndo isolados e
heptagonos). A distancia de separacao entre camadas é da ordem de 0,34
nm (3-5% maior que o espacamento entre as camadas do grafite de
aproximadamente 0,339 nm). Na maioria dos casos, a relagao
comprimento/diametro atinge valores entre 100 e 1000 e, portanto,

podem ser considerados como sistemas unidimensionaist®®-3¢1,
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NTC tém sido usados na confeccdo de diferentes tipos de
dispositivos, como emissores de elétrons para mostradores, sensores de
gases e sensores bioldgicos, pontas para microscopio de forca atomica e,
guando combinados a outros materiais, como polimeros e fibras, servem
como elementos de reforco formando compdsitos com excelentes
propriedades mecanicas, além de sua grande aplicacdo tecnoldgica na

construcao de biosensores e transdutores eletroquimicos, que atuam

acelerando reaclOes de transferéncia de elétrons em moléculas do tipo
5[52,55,59]

proteina ou neurotransmissore

Figura 1.4 — Nanotubos de Carbono - (A) parede Unica e (B) parede multipla[GO].

A adsorcao irreversivel de NTC sobre superficies eletrddicas
convencionais constituem uma estratégia util para preparar, de forma
simples, sistemas de deteccao que exibem um excelente comportamento
frente as reacdes eletroquimicas de algumas moléculas de interessel®],
Para a preparacao destes eletrodos e, devido a baixa solubilidade dos NTC
na maioria dos solventes, é preciso selecionar um meio de solubilizacao
gue seja compativel com as espécies envolvidas na deteccao. Os agentes

al57:5%1 polimeros como o nafion

dispersantes mais utilizados tem sido agu
(perfluorosulfonato sodico), solventes organicos como o dimetilformamida
(DMF)[57:5%] @ tensoativos, como o dodecilsulfato s6dicol®%:®31, Estes meios

influem sobre a morfologia dos recobrimentos e sobre as propriedades
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eletroquimicas dos NTC dependendo do mecanismo do sistema redox, nao

alterando a superficie quimica do nanomaterial como ocorre quando se
empregam meios acidos ou tratamentos eletroquimicos de ativagdol®°l,
Devido as caracteristicas Unicas dos NTC, recentemente alguns
trabalhos foram publicados fazendo uso destas nanoestruturas para
estudos com pesticidas. Para exemplificar tais aplicacdes destacaremos os
trabalhos desenvolvidos por:
<+ SISWANA et al.!®'1 estudaram a eletrocatdlise do herbicida
“asulam” sobre grafite pirolitico modificado com NTCPM e
ftalocianina de cobalto.
<+ HUANG et al.t®2] analisaram eletroquimicamente o herbicida
“trifluralin” usando ECV-MNTC.
<+ MANISANKAR et al.[®31 estudaram a eletroandlise dos
pesticidas “Isoproturon, Voltage e Dicofol” usando polimero
condutor/ ECV-MNTC.
<+ WANG et al.[® aplicaram NTCPM para extracdo da fase

sdlida de pesticidas organofosforados.

1.10.Objetivos

1.10.1. Geral

Determinar tracos do pesticida MBC sobre eletrodo modificado com
NTC utilizando a técnica de VOQ.

1.10.2. Especificos

Para atingir o objetivo proposto, os seguintes objetivos especificos

foram estabelecidos:

< Estudar as propriedades eletroquimicas do MBC em eletrodos de

carbono vitreo modificados com NTCPM;
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< Estabelecer condicbes experimentais e parametros instrumentais

para desenvolvimento de método analitico para determinacdo de

MBC com eletrodo modificado utilizando VOQ);

< Determinar os Limites de Deteccao (LD) e Quantificacao (LQ),

repetibilidade e reprodutibilidade da metodologia proposta;

< Determinar os niveis de recuperacao aparente do pesticida MBC

em amostras reais.
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2. EXPERIMENTAL

2.1. Instrumentacao

As medidas de pH foram realizadas em um pHmetro 713 da
Metrohm. A homogeneizacdao das solucdes e a dispersao dos NTC foram
conduzidas em um banho-ultrasom USC 1400 da Ultrasonic Cleaner. As
medicOes voltamétricas foram realizadas em um potenciostato Eco
Chemie, pAutolab® Type II, acoplado a um moédulo polarografico Metrohm,
663 VA Stand®, equipado com um eletrodo de referéncia Ag/AgCl - KCl
(3,0 mol L'!) e com um fio de platina como contra eletrodo, Figura 2.1.

Como eletrodo base, utilizou-se um eletrodo de ECV Metrohm, 3 mm
de didmetro, o qual era polido em um feltro contendo uma suspensao de

alumina nas granulometrias 0,3 e 0,05 pm em agua.

i\
|

\

Eletrode |} \ A a" Eletrado de
auxiliar ! 1 [ ' referéncia
3 : Agitador
! ﬂ Eletrodo de

Agitador i\ —= ° trabalho

Figura 2.1 - (A) Potenciostato Eco Chemie, a esquerda, e o mddulo polarografico a
direita. (B) Célula eletroquimica.

2.2, Solugoes e Reagentes

Todos os reagentes foram de grau analitico. As solucbes aquosas
foram preparadas com agua deionizada em sistema Milli pore, Milli-Q Plus.
O MBC foi da Sigma-Aldrich e Dimetil Formamida (DMF) e Acetonitrila
(Vetec). NTCPM (CNT CO., LTD), pureza 90%, diametro 10-70 nm,

comprimento 20 ym. MBC comercial (Derosal 500 SC), cuja formulagao
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apresenta como solvente &cido sulfurico 0,1 mol L*!' (50% v/v
agua:acetonitrila), foi adquirido da Bayer. Solugdo estoque 4,3 x 10 mol

L' do MBC foi preparada em solucdo de acido sulfdrico 0,1 mol L.

2.3. Solubilizacao do MBC

A solubilidade do MBC comercial foi testada em diversos meios,
mostrando-se imiscivel em agua e solUvel quando tratado com solvente
misto, a exemplo de solugdo alcodlica de &cido cloridrico 0,1 mol L™ (50%
v/v - agua/etanol), solucdo alcodlica de &cido sulfirico 0,1 mol L'! (50%
v/v - &gua/etanol) e &cido sulfdrico 0,1 mol L! (50% v/v -
agua/acetonitrila). Optou-se pela solucdo de acido sulfurico em meio
acetonitrila para solubilizar o MBC comercial visto ter proporcionado
melhor solubilidade em menor tempo para homogeneizagao. Para
completa solubilizacdo do padrdo MBC 97%, fez-se necessario apenas o
uso de uma solugdo aquosa de &cido sulftrico 0,1 mol L. A escolha do
melhor solvente para o MBC comercial comprova os estudos desenvolvidos
por MANISANKAR et a/.[42],

2.4. Pretratamento do Eletrodo

O eletrodo base, de ECV, recebia diariamente polimento em
suspensao aquosa de alumina, granulometria 0,3 e 0,05 um, sobre feltro
disposto em placas de petri, realizando-se movimentos em forma de
“oito”, tendo-se o cuidado de lavar o eletrodo para mudar para a proxima
granulometria da alumina. Em seguida, o0 mesmo era introduzido num
banho de ultrasom de forma seqliencial em &cido nitrico (1:1 v/v),
acetona e agua deionizada por 3 minutos. A eficiéncia da limpeza era
certificada visualmente observando-se a superficie em um microscépio.

Antes das medicOes voltamétricas, tanto para o eletrodo base

guanto para o eletrodo modificado, a superficie do eletrodo era ativada
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submetendo-se o mesmo a dez varreduras ciclicas no proprio eletrdlito de
suporte numa janela de potencial de -0,8 a 1,5 V com velocidade de

varredura (v) = 250 mV s,

2.4.1. Preparacao do Eletrodo Modificado

Os eletrodos de NTCPM foram preparados pela técnica de “casting”
(evaporacdao do solvente). Os NTC foram dispersos em agua e DMF,
baseando-se nos estudos desenvolvidos por ULLOA et all®71, Apés
sonicados por 2 horas a temperatura ambiente, uma suspensao de NTC foi
obtida para concentragdes de 1,0; 2,0 e 4,0 mgnrcpm/MLagente dispersante-
Uma aliquota de 20 pL foi depositada sobre a superficie do sensor base e
seco a 50 °C, em estufa, por 30 minutos para completa evaporacao do
solvente, obtendo filmes homogénios e uniformes. Apds esfriar a
superficie eletrodica modificada e realizar a ativacao em eletrélito puro, as
medidas voltamétricas foram executadas. O preparo do eletrodo esta

esquematizado na Figura 2.2.

Figura 2.2 - Elaboracado do eletrodo modificado ECV-MNTCPM. (a) Banho ultra-som para
dispersao dos NTC; (b) aliquota de NTC depositada sobre o eletrodo e (c) etapa de
secagem do eletrodo.

Apds as medidas voltamétricas, o eletrodo deve ser limpo para
evitar que algum efeito da modificacdo prejudique a superficie do carbono
vitreo. A remocao da modificacdo ¢é facilmente promovida quando

colocada por alguns segundos em um banho ultrasbénico com &gua
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deionizada, sendo a superficie regenerada com polimento em alumina

conforme seqliéncia de tratamento apresentada na secao 2.4.

2.5. Procedimento Experimental

As medicOes voltamétricas foram realizadas a temperatura ambiente
em 5,0 mL de eletrdlito de suporte deaerado com nitrogénio por 5

minutos.

2.5.1. Voltametria Ciclica

Os Voltamogramas ciclicos foram registrados em solucao tampao
acido acético/ acetato 0,1 mol L'! (pH 4,7) a uma v= 500 mV s! e tempo

de deposicao em circuito aberto (ty,circuito aberto))= 0 S.

2.5.2. Voltametria de Onda Quadrada

Os voltamogramas de onda quadrada foram registrados em tampao
acido acético/acetato de sédio 0,1 mol L™ (pH 4,7), usando um tg (circuito
aberto)= 60 s @ NTC 1,0 mg mL™?, exceto os voltamogramas da Figura 3.2 e
do estudo do pH 1,0, foram registrados em meio acido sulfirico 0,1 mol L
! (pH 1,0). Para otimizacdo do sistema voltamétrico, foram adotados
preliminarmente os parametros instrumentais freqiiéncia de aplicacao do
pulso (f)= 25 s'; amplitude de aplicacdo do pulso (4E,)= 100 mV e
incremento de potencial (AEs)= 5 mV. Além disso, a influéncia do pH foi
analisada numa faixa de 1,0 a 9,0. Para tanto, utilizou-se uma solucao 0,1
mol Lt de &cido sulfdrico (pH 1,0), tamp&o acido acético/acetato de sédio
(pH 4,7) e Tampao Britton-Robinson (pH 3,0; 7,0 e 9,0).
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2.6. Figuras de Mérito

O desenvolvimento de um método analitico, a adaptacdao ou
implementacao de método conhecido, envolve processo de avaliacao que
estime sua eficiéncia na rotina do laboratério. Este processo costuma ser
denominado de validacdo, cujo objetivo consiste em demonstrar que o
método analitico é adequado para seu propdsito. Sendo assim,
sensibilidade, LD, LQ, curva analitica, linearidade, precisdao (repetibilidade
e reprodutibilidade) e exatidao (teste de recuperacao aparente), sao
parametros que constituem as figuras de mérito essenciais a validacao de
métodos analiticos!®3771,

Para determinacao analitica do MBC a curva analitica com o padrao
de MBC foi construida em intervalo de concentracdao estabelecido de
acordo com o interesse analitico, mediante adicdo de padrdao em eletrélito
puro. Entende-se como sensibilidade de um método a capacidade que este
tem, em determinado nivel de confianca, de distinguir duas concentragoes
proximas. O LD é a menor concentracdao do analito a ser detectada e é
responsavel por um sinal que é igual a trés vezes o nivel de ruido da linha
de base, ndao sendo necessariamente quantificado. J& o LQ consiste na
menor concentracao do analito, que pode ser quantificada na amostra,
com precisdo e exatiddo aceitdveis, sob as condicdoes em que foram
estabelecidos os ensaios, onde se considera que o limite do potenciostato
ainda ndo tenha sido atingido. Assim, a sensibilidade da metodologia sera
avaliada pelo calculo do LD e LQ, conforme Equagdes (2.1) e (2.2),

respectivamentel47:67],

LDz% (Eq. 2.1) e LQ:% (Eq. 2.2)

(S» € o desvio-padrdao da média do sinal do branco em eletrdlito puro e
“b” a sensibilidade da curva analitica, ou seja, o coeficiente angular em

um nivel de significancia de 95% de confianga).
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Em uma curva analitica, o intervalo linear compreende uma faixa de
concentragcao que se estende desde a menor concentragao (LQ), a qual se
pode realizar uma medida quantitativa, até a concentracdo na curva
analitica que se desvia da linearidade (Limite de Linearidade - LL),

conforme se observa na Figura 2.3.

Resposta LD LQ
analitica

d ».
<« L

Intervalo Linear

Concentracgao
Figura 2.3 - Intervalo linear de um método analiticot4®1,

A precisdao foi avaliada com base no nivel de repetibilidade
(diferenca maxima aceitavel entre as repeticdes dos voltamogramas em
um mesmo nivel de concentracdao da amostra) e de reprodutibilidade
(diferenca maxima aceitavel entre resultados obtidos para o registro do
voltamograma em amostras diferentes) do sensor proposto, em termos do
Desvio Padrao Relativo (DPR), de acordo com a Equacao (2.3), cujo

inverso corresponde a relacdo sinal-ruido (S/R)€71,

CV = %DPR=>x100% (Eq. 2.3)
X

("S” é o desvio-padrao do grupo de medidas (recuperacoes) e X a média
do grupo de medicdes das recuperacoes).

A exatiddo é definida como a concordancia entre o valor real do
analito na amostra e o estimado pelo processo analitico. Neste sentido, a

exatiddo da metodologia foi avaliada pelo nivel de recuperacao
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aparentel®®! obtido em eletrélito puro e em duas amostras de dgua de rio
(A; e Ay), localizado em Cruz do Espirito Santo - PB, previamente filtradas
com papel de filtro para remocao de particulas suspensas.

No caso de amostras de eletrélito suporte preparado com agua do
MIlli-Q, o calculo de recuperacao aparente foi realizado afim de se
observar quanto da amostra adicionada pode ser realmente detectada,
mostrando dessa maneira a viabilidade da utilizacao da metodologia para
amostras reais. Procedimento semelhante foi adotado para o tratamento
com as amostras ambientais, sendo as mesmas usadas como solvente
para o eletrdlito de suporte.

Como as amostras analisadas ndo apresentaram  pico
correspondente ao MBC, simulamos uma contaminagao das amostras com
uma concentracdo 4,3 x 10 mol L! de MBC. Em cada analise, uma
aliquota de 50 pL de MBC ("batismo da amostra”) foi adicionada na célula
eletroquimica, seguida de quatro adicdes de 50 pL da solucdo padrao de
MBC 4,3 x 10™ mol L. O Método de adicdo de padrdo sem particdo da
amostra foi implementado e a partir do registro dos voltamogramas
obtemos o sinal analitico da amostra (sem adicao de padrao- adotando a
concentracao inicial igual a zero) e das quatro adicdes de padrao (V= 50
huL) MBC de concentracdo final conhecida na cela eletroquimica. A relacao
entre o coeficiente linear (A) e o coeficiente angular (B) da reta obtida (y=

0), possibilitou obter as concentracdes aparentemente recuperadas,

? B V,

C :_(é}{VﬁWsj, a partir das amostras analisadast®®!., Para uma
adicional verificacdo da exatiddo do método desenvolvido e da
interferéncia da matriz, foram calculados os valores de recuperacao
aparente do MBC para a aliquota de 50 pL (4,22 x 10”7 mol L'!) do padrdo
MBC em relacdo as amostras batizadas (A1 e Ay>). A taxa de recuperacao

aparente (%RA) foi calculada pela relagao percentual entre as quantidades
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de MBC recuperadas e adicionadas, de acordo com a Equacao (2.4),

conforme recomenda a IUPACL®61:

B {5
B recuperada Vo

MBC

%RA=

X100 (Eq. 2.4)

adicionada

Na Figura 2.4 (A) e (B), tem-se um esquema indicando a
metodologia de trabalho adotada para os experimentos de recuperagao

para eletrélito puro e com as amostras de agua de rio.

(A)

4 adicbes de 50 uL da solucdo estoque 4,3 x 10°° mol L™ do padrdo MBC

\c::____—j— - Amostra batizada = 5 mL de eletrélito de suporte + 50 pL de padrao
MBC 4,3 x 10° mol L

(B)

4 adicées de 50 uL da solucédo estoque 4,3 x 10™° mol L™* do padrido MBC
'| -j'——»Amostra batizada = 5 mL de eletrélito de suporte em agua de rio + 50
KL de padriao MBC 4,3 x 10° mol L™*

Figura 2.4 - Procedimento de Recuperagdo aparente baseado no método de adicdo de
padrdo. (A) em eletrdlito puro; (B) em agua de rio.
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3. Resultados e Discussao

3.1. Comportamento Voltamétrico do MBC em ECV e ECV-MNTCPM

A Figura 3.1 apresenta voltamogramas ciclicos do MBC em ECV e em
ECV-MNTCPM. Duas ondas quase-reversiveis sao verificadas em
Epa,1=1,25 V, Epc,1=1,10 V, Epa2=0,71 V, Ep2=0,67 V com o eletrodo nao
modificado, as mesmas ondas quase-reversiveis (Eps1=1,25 V, Ep,1=0,85
V, Eps2=0,75 V e Ep,2=0,45 V), sao verificadas com o eletrodo
modificado. Ressalte-se que HERNANDEZ et al.['31 e FIORUCCI et a/.[1?!]
também identificaram processos eletroquimicos quase reversiveis para o

MBC em outros eletrodos modificados.

90 -~

a
1" varredura

a
2" varredura

60 -

b (MA)

.02 0,0 02 04 06 08 1,0 1,2 1.4 1,6

E/Vvs Ag/AgClI

a
—— 1" varredura
(B)

a
—— 2" varredura

lp (LA)

20,2 00 02 04 06 08 1,0 1.2 1.4 16
E/Vvs Ag/AgCl

Figura 3.1 - Voltamogramas ciclicos de uma solugdo 1,13 x 10> mol L' MBC em
tampdo acido acético/acetato de sédio 0,1 mol L™ (pH 4,7); V= 500 mV s e ty circuito
aberto) = 0 s em (A) ECV e (B) ECV-MNTCPM.
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Concomitantemente a VC experimentos usando VOQ também foram
executados. A Figura 3.2 apresenta o perfil voltamétrico VOQ do MBC em
ECV em comparagao com ECV-MNTCPM, cujos dados mostram claramente
que o uso do eletrodo modificado, como eletrodo de trabalho, apresentou
melhor perfil voltamétrico e corrente com magnitude mais acentuada,
indicando um ganho expressivo de sensibilidade analitica e seletividade, o
gue justifica a modificacao do ECV para o desenvolvimento de uma nova

metodologia analitica para deteccdo de tracos do pesticida MBC.

90

1 —— Ecv-mnTCPMIDMF
80—_ — ECV

70
60
50
40
30-
20
10
0- —~

lpa (MA)

02000204 06 08 1.0 1.2 1.4 1.6
E../Vvs Ag/AgCI

Figura 3.2 - Voltamogramas de onda quadrada de uma solugdo de MBC 5,21 x 10 mol
L't (1,0 ppm) em tampé&o acido acético/acetato de sddio 0,1 mol L'! (pH 4,7), com f = 25
s!; AE, = 100 mV, AE;= 5 MV € ty(circuito aberto) = 60 S.

A varredura de potencial em VOQ nos da um voltamograma
resultante, cuja separacdao das correntes obtidas nas varreduras direta e
reversa constitui uma ferramenta de suma importancia para
diagnosticarmos inicialmente o grau de reversibilidade do sistema. A
Figura 3.3 nos mostra a separacao das correntes onde € possivel observar
gue a corrente resultante advém da soma da contribuicdo das correntes
das varreduras direta (anddica) e reversa (catddica), cuja variacao entre

o potencial de pico catdédico e anddico é maior que a razdao 59/n (mV),
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valor tipico para sistema totalmente reversiveis, confirmando assim a

guase-reversibilidade do sistema observada nos voltamogramas ciclicos.

20

— Resultante
—— Direta
16- Reversa

12+

IPa (HA)

080 0,85 0,90 0,95 1,00 1,05 1,10 1,15
Ep,/V vs Ag/AgCl

Figura 3.3 - Voltamogramas de onda quadrada de uma solugdo de MBC 5,21 x 10 mol
L' mostrando as componentes das correntes registradas sobre ECV-MNTCPM-H,0 em
tampdo acido acético/acetato de sédio 0,1 mol L (pH 4,7), com f = 25 s!; AE, = 50
mV, AEs= 5 mV e td(circuito aberto) = 60 s.

3.2 Modificacao do Eletrodo

3.2.1. Dispersido dos Nanotubos em Agua e em DMF

Ao depositar uma gota da suspensdao de NTC sobre a superficie do
eletrodo e evaporar o solvente, verificou-se que a morfologia da superficie
resultante depende fortemente da natureza do agente dispersante
utilizado. O procedimento empregado na obtencao da suspensao, a
concentracdo e espessura da camada depositada tém também influéncia
sobre a morfologia do eletrodo modificado.

Um estudo comparativo entre DMF e &gua como agentes
dispersantes, mostrou que a suspensao com agua produziu uma melhor
dispersao dos NTC, resultando uma maior homogeneidade do filme sobre
ECV e uma resposta voltamétrica muito mais sensivel, como mostra a
Figura 3.4 Estudos realizados por ULLOA et al.!®71 também apontam a

agua como um agente dispersante adequado para NTC.
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ECV-MNTCPM/DMF
ECV—MNTCPM/H20

IPa (HA)

02 00 02 04 06 08 10 12 14
E.,/Vvs Ag/AgCI

Figura 3.4 - Voltamogramas de onda quadrada de uma solugdo MBC 2,56 x 10 mol L
sobre ECV-MNTCPM em tamp&o acido acético/acetato de sédio 0,1 mol L! (pH 4,7), com
f=25s"; AE, = 50 mV, AEs= 5 MV e ty(circuito aberto) = 60 S.

Um estudo comparativo entre eletrodos modificados utilizando
dispersdoes com diferentes concentragdes de NTC, Figura 3.5, ndo revelou
diferenca significativa entre suas respostas analiticas, em desacordo com
estudos realizados por ULLOA et al.!37], Optou-se entdo pela concentracdo
de 1,0 mg mL™.

25

_ -1
[NTC-H,0] = mg mL

o8 10 12
E/V vs Ag/AgCI
Figura 3.5 - Voltamogramas de onda quadrada de uma solugdo 2,56 x 10°® mol L de
MBC sobre ECV-MNTCPM em tamp&o acido acético/acetato de sédio 0,1 mol L™ (pH 4,7),

com f = 25 st AE, = 50 mV, AE;= 5 mV e tycircito aberoy = 60 s e diferentes
concentracdes do modificante.
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3.3. Estudo do pH

A Figura 3.6 apresenta o estudo da influéncia do pH no
comportamento voltamétrico do MBC. Percebe-se nitidamente a forte
influéncia do pH no processo eletroquimico, com uma dependéncia linear
(-64,7 mV/pH) entre o potencial de pico e o pH da solugao. Apesar da
elevada sensibilidade verificada em pH fortemente acido, a forte distorcao
no pico voltamétrico desfavorece o uso desta faixa de pH para fins
analiticos. Optou-se, portanto, pelo tampdo acido acético/acetato de sddio

pH 4,7 como eletrélito de suporte, numa concentracdo 0,1 mol L™.

140
|l —pH10
P A
1204 L ®
1 ——pH70
1004 PH9.0
_ 80A
< 4
2 60-
© l
o
= 404
20-
] L-
0] === 2
J X\I“
04 06 08 10 12 14 16
E /V vs Ag/AgClI
140 v T v 1 M L] v L v L] v L] v L] v L] v ) v 210
T (B) —n—
120- Pa £ 1,8
L m
1 L1695
1004 [0
~ - [ 1,4
EN:IE 5
o 1 -1,2 g
—  60-
_ F1.0 3
i (@]
40 [0 O
20 0.6
0 10

pH

Figura 3.6 - Estudo de pH. (A) Voltamogramas de onda quadrada do MBC 2,56 x 10°®
mol L' sobre ECV-MNTCPM, com f = 25 s™'; AE, = 100 mV, AEs= 5 mV € tycircuito aberto) =
60 s em diferentes valores de pH. (B) Dependéncia da Ipa, Epavs PH.
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A dependéncia do potencial de pico com o pH indica que a oxidacao
da molécula do MBC, nas condicbes dos experimentos, envolve processo
de protonacao, o que é esperado devido a presenca de grupos protonaveis
(trés dtomos de nitrogénio) na molécula do pesticida, ilustrada na Figura
3.7.

i 1®
H

N /O
(Lt
N OCHg

Figura 3.7 - Estrutura do MBC indicando os trés grupos de protonagao

E importante ressaltar que segundo MAZELLIER et al.[®?! o MBC
pode existir tanto na forma protonada (pH<pKa) ou neutra (pH>pKa,),

assumindo um valor de pK,; da ordem de 4,53 £+ 0,07.

3.4. Efeito de Memoria

Um dos maiores entraves para a disseminacao do uso de eletrodos
sdlidos para fins analiticos em anadlise de rotina é a regeneracdo da
superficie do eletrodo apdés uma medicao analitica.

Para avaliar a magnitude do efeito de memodria na determinacdo de
MBC com o eletrodo modificado em questao, foram realizados varios
voltamogramas consecutivos alternando-se entre os tempos de deposicao,
do material eletroativo, 0 e 60 s. Conforme pode ser verificado na Figura
3.8, nenhum efeito de memodria foi observado, indicando a plena
regeneracdo da atividade do sensor apds o uso, através de uma simples
lavagem com agua. Sabendo-se que o MBC adsorve na superficie do
eletrodo, entdao seu produto de oxidacao ou sofre dessorcao e migra para
0 seio da solucao ou, se permanece adsorvido, nao exerce nenhuma

influéncia no processo de oxidacao subseqliente.
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Figura 3.8 - Efeito de memodria. Voltamogramas de onda quadrada do MBC em ECV-
MNTCPM para varreduras alternadas com tycircuito aberto) =0 € 60 s. MBC 2,56 x 10® mol L
!, tamp&o acido acético/acetato de sédio 0,1 mol L™ (pH 4,7), com f = 25 s’!; AE, = 100
mV, AEs= 5 mV e td(circuito aberto) = 60 s.

3.5. Pré-Concentracgao

A capacidade de adsorcao dos NTC foi avaliada para pré-concentrar
MBC sobre a superficie do eletrodo. Os estudos revelaram nao haver
diferenca significativa entre a pré-concentracdo em circuito aberto e com
aplicacdo de potencial, Figura 3.9 Assim, optou-se pela pré-concentracao

em circuito aberto.

80
| =—ZCircuito aberto
_— 02V
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Figura 3.9 - Voltamogramas de onda quadrada do MBC em ECV-MNTCPM com pré-
concentracdo em circuito aberto e com aplicacdo de potencial. MBC 2,56 x 10°® mol L},
tampdo acido acético/acetato de sédio 0,1 mol L™ (pH 4,7), com f = 25 s*; AE, = 100
mV, AEs= 5 mV e td(circuito aberto) = 60 s.
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A Figura 3.10 apresenta um estudo do tempo de pré-concentracao,
onde ndo se verifica saturacao da superficie do eletrodo nos tempos de
pré-concentracao estudados. Optou-se por um tempo de pré-concentracao
de um minuto por atender a uma boa condicdo de compromisso entre

sensibilidade e tempo de analise.
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Figura 3.10 - Pré-concentracdo. (A) Voltamogramas de onda quadrada do MBC 2,56 x
10°® mol L sobre ECV-MNTCPM tamp&o acido acético/acetato de sédio 0,1 mol L! (pH
4,7), com diversos tempos de pré-concentragdo em circuito aberto e f = 25 s'; AE, =
100 mV, AE;= 5 mV. (B) Dependéncia da Ip, s ta(circuito aberto)-
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3.6. Escolha dos Parametros Instrumentais

Assim como a velocidade de varredura esta para a VC, a freqiéncia
de aplicacdao dos pulsos esta para a VOQ, sendo esta a responsavel pela
magnitude do sinal analitico e consequentemente a sensibilidade do
método. Outro parametro possivel de otimizacdo na técnica VOQ é a
amplitude do pulso de potencial aplicado. Sua variacao influencia
diretamente na seletividade do pico, que tende a ficar mais largo para
altos valores de amplitude. Nesse contexto, a velocidade de varredura na
VOQ é resultado do produto entre freqiéncia de aplicacdo do pulso e o
incremento de potencial, que assim como a freqiéncia detém influéncia
com respeito a sensibilidade das analises.

A Figura 3.11 apresenta os resultados de um estudo realizado para
estabelecer a magnitude dos parametros instrumentais mais adequadas
para a obtencao dos voltamogramas de onda quadrada, o que resultou a
opcdo por uma freqiiéncia de 25 s, amplitude de 50 mV e incremento de
5 mV, por representar uma boa condicdo de compromisso entre

sensibilidade e seletividade.
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Figura 3.11 - Voltamogramas de onda quadrada de uma solugdo 2,56 x 10°® mol L de
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3.7. Curva Analitica

A Figura 3.12 apresenta voltamogramas de onda quadrada e a
respectiva curva analitica para MBC nas condicdes experimentais eleitas.
Verifica-se uma ampla faixa de linearidade (Ip/pA = -0,42 (£ 0,23) +
4,20 x 10° (£ 0,13 x 10°) [MBC]/ mol L' e R= 0,9966 para N= 9).

N
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Figura 3.12 - Curva analitica em tampé&o acido acético/acetato de sédio 0,1 mol L™ (pH
4,7). Voltamogramas de onda quadrada do MBC em ECV-MNTCPM.

3.8. Figuras de Mérito

Sabe-se que as figuras de mérito constituem os parametros
requeridos para validacdo da metodologia analitica proposta. Nesse
intuito, avaliou-se o sistema quanto a sua sensibilidade, em termos de LD
e LQ, precisao (repetibilidade e reprodutibilidade) e exatidao por meio do
teste de recuperacdo aparente em eletrolito puro e em amostra de agua
de rio.

Do ponto de vista pratico a sensibilidade constitui a inclinacao da

curva analitica (b), cujo valor encontrado é da ordem de 4,20 x 10° (£
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0,13 x 109 ’ul’l“i‘l’ a qual foi usada para estimarmos os limites de
mol

deteccao e quantificacdo do método.

O LD foi calculado com base na Equacao (2.1) apresentada na secao
2.5. Foram registrados 20 brancos a fim de estimar o desvio-padrao da
média aritmética (Sp,= 0,0786 pA), os quais sao de extrema importancia
para avaliar a resposta da metodologia. Sendo assim, o LD obtido foi de
5,59 x 10 mol L™ (10,7 ppb).

O LQ, 1,87 x 107 mol L (35,8 ppb), foi calculado mediante
Equacao (2.2) apresentada na secao 2.5. Observa-se que o LQ encontra-
se abaixo do primeiro ponto que foi determinado na curva analitica.

Cabe aqui apresentar, para efeito de comparacao, as figuras de
mérito estabelecidas para um estudo realizado com MBC sobre ECV.
Experimentos realizados para otimizacao do pH e dos parametros da VOQ,
permitiram estabelecer as seguintes condicdes de anadlise: pH=1,0 (acido
sulfarico 0,1 mol L™ (50% v/v agua:etanol); f= 350 s'; AE,= 35 mV e
AEs= 4 mV. A curva analitica apresentou uma faixa de concentracao de
4,30 x 10° mol L'! a 4,26 x 10 mol L' com equacdo da reta Ips/pHA =
0,6263 (+ 0,0871) + 1,34 x 10 (£ 0,33 x 10%) [MBC] / mol L't e R=
0,9976 para N= 10. Os limites de deteccdo e quantificacao, calculados
com base no desvio padrdo da média de 15 brancos (Equagdes (2.1) e
(2.2)), foram 150,03 pg L e 500,1 pg L, respectivamente.

As figuras de mérito aqui apresentadas estdao resumidas na Tabela
3.1 em comparacao com os resultados encontrados para eletrodo nao
modificado, onde pode ser comprovado que este € bem menos sensivel,
demonstrando a viabilidade de ECV-MNTCPM para estudos analiticos com

a metodologia proposta.
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Tabela 3.1 - Figuras de mérito para ECV e ECV-MNTCPM.

Eletrodo Faixa dindmica Sensibilidade R LD LQ
(umol L") (pA/mol L") (ppb) (ppb)
ECV 4,30-42,6 1,34 x 10% (£ 0,33 x 10%) 0,9976 150,03 500,1

ECV-MNTCPM 0,256 - 3,11 4,20 x 10° (+ 0,13 x 105)|  0,9966 10,7

3.8.1. Repetibilidade e Reprodutibilidade

A repetibilidade foi estimada considerando-se 10 medicoes
sucessivas realizadas em uma mesma solugdo contendo 1,25 x 10 mol L
1 (0,24 ppm) de MBC, nas mesmas condicdes da curva analitical®®l. A
Tabela 3.2 apresenta os valores das correntes de pico do MBC para a
repetibilidade do eletrodo. As correntes de pico de oxidacao foram
avaliadas e o DPR foi entao calculado de acordo com a Equacao (2.3)

apresentada na secao 2.5.

Tabela 3.2 - Estudo da repetibilidade do ECV-MNTCPM.

Replicata 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Ioa (pA) 3,732 3,55 3,42 3,61 3,47 3,29 3,95 3,14 3,14 3,99
Media (pA) 31,53
Desvio Padrao (pA) 0,3004
DPR (%) 8.5

A reprodutibilidade foi

diferentes, em solugdes diferentes e em 5 sensores diferentes, realizadas

estudada considerando-se 5 medicoes

em dias diferentes em solugdo contendo 1,25 x 10® mol L! (0,24 ppm) de
MBC, nas condigbes consideradas otimizadas. A Tabela 3.3 mostra os
valores das correntes de pico do MBC para a reprodutibilidade do eletrodo
proposto. O desvio padrao relativo foi entao calculado de acordo com a

Equacao (2.3) apresentada na secao 2.5.
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Tabela 3.3 - Estudo da reprodutibilidade do ECV-MNTCPM.

Replicata 1 2 3 4 5
L. (pA) 4,76 4,00 3,90 4,54 4,30
Meédia (pA) 4,29
Desvio Padrao (pA) 0,353
DPR (%) 8,23

De acordo com os resultados apresentados nas Tabelas 3.2 e 3.3,
foi observado que o sensor proposto apresenta uma boa repetibilidade e
reprodutibilidade para determinacao analitica de MBC, uma vez que os
desvios padroes relativos encontrados para as mesmas foram inferiores a
20%, limite considerado para analise de residuos de pesticidas!®®l,

Estudos de recuperacao aparente em eletrélito puro foram
executados a fim de avaliarmos a exatiddo da metodologia para
posteriores aplicacdes em amostra real. O método de adicdo de padrao
nos possibilitou construir uma curva analitica para MBC numa faixa de
4,22 x 107 mol L't a 1,64 x 10° mol L'}, a fim de estimar o nivel de
recuperacdo aparente para uma concentracdo adicionada de 4,22 x 107/
mol L. A Figura 3.13 apresenta os voltamogramas e a faixa linear para
as adicbes de padrao realizadas. O nivel de recuperacdo aparente foi

estimado em 120% com base na Equacao (2.4) listada na secgao 2.5.
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Figura 3.13 - Curva analitica para adicdo de padrdo MBC em eletrélito puro.
Voltamogramas de onda quadrada do MBC em ECV-MNTCPM.

3.8.2. Aplicacdao do Sensor em Amostras Ambientais

O método de adicao padrao (sem particdo da amostra) foi utilizado
devido a possibilidade de minimizar o efeito da matriz nas analises das
amostras de agua do rio. As curvas analiticas para a determinagao de MBC
foram construidas na faixa linear de 4,22 x 10" mol L' a 1,64 x 10 mol
L%, tal que o intervalo de concentracdes nos experimentos de recuperacdo
obedece aqueles da curva analitica. Para tanto, foram analisadas duas
amostras de aguas de rio (A; e A,) realizando, apds a leitura da amostra,

quatro adicdes (n = 4) de 50 pL de padrdo analitico MBC 4,3 x 10™ mol L
1, As Figuras 3.14 e 3.15 apresentam os voltamogramas de onda
guadrada registrados para as condigOes estabelecidas acima. Como nao
foi realizado um estudo de interferentes, a quantidade de MBC recuperada
ndo pode ser obtida diretamente da curva analitica, sendo esta
determinada a partir da relagao entre coeficiente linear e angular da curva
obtida para os ensaios de recuperacdo aparente. O nivel de recuperacao

aparente para as amostras de agua do rio foram estimados em 75,3% e
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81,3%, respectivamente, com base na Equacao (2.4) listada na secao 2.5.

Os niveis de recuperacdo aparente obtidos para estudos com
eletrélito puro e com amostra de agua de rio, estdo de acordo com os
limites sugeridos pelo manual da Association of Official Analytical
Chemists (AOAC), o qual sugere uma faixa de 70-120% para ppb e baixos

niveis de ppm(®®],

N —

.80 085 090 095 1,00 1,05 1,10
E/Vvs Ag/AgCI

Ipa (WA)
AR R R R

6
lpg = 1,31 + 4,29 x 10 [MBC]

R =0,996

2 0 2 4 6 8 10 12 14 16 18
[MBC] x 10" mol Lt

Figura 3.14 - Curva analitica para adicdo de padrdo MBC em agua de rio (A,).
Voltamogramas de onda quadrada do MBC em ECV-MNTCPM.
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Figura 3.15 - Curva analitica para adicdo de padrdo MBC em agua de rio (A,) — canal de
irrigacao. Voltamogramas de onda quadrada do MBC em ECV-MNTCPM.
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O nivel de recuperacao aparente obtido para as amostras ambientais
foram menores quando comparadas com a recuperacdao em eletrolito
puro, sem duvidas estes resultados devem esta diretamente relacionado a

complexidade da matriz em estudo.
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4. CONCLUSOES

Os resultados evidenciaram a viabilidade do emprego do eletrodo de
carbono vitreo modificado com nanotubos de carbono para determinacao
de MBC em niveis de tracos, utilizando a voltametria de onda quadrada
com pré-concentracao. Tal efeito se deu em virtude da capacidade de pré-
concentrar MBC sobre NTC e da excelente resposta voltamétrica do
material pré-concentrado, sem evidéncias de efeito de memédria, aliada a
facil elaboracdo do eletrodo.

A partir da otimizacdo dos parametros experimentais, a curva
analitica foi obtida num intervalo de concentracdo entre 0,256 - 3,11
pmol L' com um limite de deteccdo de 10,7 ppb, o que comprova a
excelente sensibilidade do ECV-MNTCPM em comparacdao ao ECV que
apresenta um LD da ordem de 150,03 ppb.

A precisao das medidas foi avaliada pelos testes de repetibilidade e
reprodutibilidade, os quais apresentaram um DPR da ordem de 8,5 e
8,23%, respectivamente, abaixo do limite maximo de 20% para analise de
residuos de pesticida.

Os fatores de recuperacao aparente, para uma concentragao 4,22 x
107 mol L de MBC, obtidos em eletrélito puro (120%) e nas amostras
ambientais, A:; (75,3%) e A, (81,3%), foram satisfatérios para
metodologia proposta, uma vez que o0s niveis de recuperagao

encontraram-se dentro dos limites estabelecidos pela legislacao.

4.1 Perspectivas Futuras

< Estudo eletroquimico minucioso do processo quase-reversivel para o
MBC em ECV-MNTCPM;

< Aplicacdao da metodologia proposta em amostras alimenticias, a

exemplo do abacaxi, uma vez que seu cultivo faz parte da
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economia do Estado da Paraiba, sendo uma preocupagao
constante dos produtores no periodo pré e pds-colheita no que
diz respeito ao uso de MBC para controle de fusariose e podridao-
negra;

< Desenvolvimento de um analisador automatico flow-batch para

determinacao de MBC.
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