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RESUMO

A atividade agricola exerce papel de crucial relevancia na malha socioeconémica
brasileira. O pais, lider em diversos setores da agroinddstria mundial, teve um
aumento gigantesco de produtividade no século XX, muito em decorréncia da
implementagéo crescente de fertilizantes agricolas. Estes insumos, entretanto, se
usados de maneira incorreta ou desmedida, podem causar grandes maleficios a
saude humana. Analises de solo para a quantificacdo de macronutrientes de interesse
agricola, fundamental para a adequacdo de estratégias de fertilizacdo, séo
tradicionalmente caras, demoradas e pouco acessiveis. Portanto, faz-se pertinente o
uso de dispositivos portateis, baratos e de rapida resposta, para a realizacédo de tais
analises. A Deteccao Condutomeétrica sem Contato Acoplada Capacitivamente, ou
C*D, é um método de deteccgdo universal, pratico e versatil, empregado com sucesso
na construcdo destes dispositivos. Objetivou-se, com este trabalho, a utilizacdo de
eletrodos metalicos em vidro, construidos por técnicas baratas e acessiveis, para a
deteccdo em C*D dos macronutrientes de interesse agricola fosfato, potassio e
amoénio (NPK). Para a quantificacdo individual destes ions em mistura, foram
utilizados os reagentes complexantes oxido de magnésio (MgO) e éter 18-coroa-6.
Foram produzidas curvas analiticas para a calibracdo do eletrodo com cada ion
individualmente, sendo que todas apresentaram um aumento linear da condutividade
com a concentragdo destes com um coeficiente de determinacéo (R?) =2 0,992. Foram
aferidos parametros de qualidade da medicdo como reprodutibilidade (>96,0%),
repetibilidade (>99,3%), limite de deteccdo e quantificacdo, que mostraram a
capacidade do eletrodo de determinar analitos na ordem de poucos pmol L. Foram
realizados diversos testes utilizando combina¢des dos ions NPK, em mistura e
isoladamente, com os reagentes complexantes MgO e coroa. Esses testes, apesar de
inconcluidos, apresentam perspectivas otimistas, que devem ser futuramente
investigadas para adequacdo metodoldgica da deteccdo. Como resultado, espera-se
desenvolver um dispositivo de deteccdo de baixo custo e producao acessivel, capaz
de quantificar macronutrientes de interesse agricola com boa sensibilidade, rapidez e

praticidade.

Palavras-chave: NPK, quantificacédo, C*D, MgO, 18-coroa-6.
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1. Introducéo

1.1 Agricultura Brasileira: uma contextualizac&o histérica e atual

O Brasil é, historicamente, um pais com raizes fortemente entrelacadas a
producdo e comercializagdo de bens agricolas. Sua trajetoria foi, desde cedo,
marcada  pelo desenvolvimento agropecudrio, sobretudo extrativista
(REIFSCHNEIDER et al., 2010). Os colonizadores que aqui se instalaram, iniciaram
uma cultura de producao completamente voltada para a exportagdo de monoculturas,
aumentando os lucros dos grandes produtores (PALAVRO, 2014)(NASCIMENTO,
2020). Assim, a exploracao agréaria do solo brasileiro foi aos poucos estimulando a
criacdo de uma vocagao agricola no pais, resultando, hoje, em uma das maiores

poténcias mundiais neste setor.

Uma perspectiva recente demonstra o impacto gigantesco que a atividade
agraria tem sob a economia brasileira: mesmo no ano de 2020, que apresentou um
cenario inusitado e economicamente desafiador, o setor agrario do pais conseguiu
gerar frutos positivos: um aumento de cerca de 1,5% no PIB do agronegadcio, que ja
havia fechado em alta de 21,4% do PIB nacional (cerca de 1,55 trilhdo de reais) no
ano anterior (CNA, 2020)(CONJUNTURA, 2021)(CEPEA, 2021). O saldo da balanca
comercial brasileira claramente aponta que os superavits do setor agropecuario, que
compdem a maior parcela de exportacdes do pais, tem sido fundamentais para quitar
os déficits gerados em outros setores de sua economia, e criar um cenario positivo da
balanca econdmica (GOVERNO DO BRASIL, 2021).

O crescimento do setor agrario no Brasil esta intrinsecamente relacionado ao
movimento internacional do uso de fertilizantes e insumos agricolas, iniciado na
metade do século XX (TEIXEIRA, 2005)(KHUSH, 1999). Durante esse periodo, o que
se observou foi um crescimento sem precedentes de produtividade no setor
agropecudrio, principalmente por conta do desenvolvimento de tecnologias agricolas,
como maquinas e tratores a combustdo, organismos geneticamente modificados,
fertilizantes, pesticidas e outros insumos, criando um ambiente rural de altissimo
rendimento (NASCIMENTO, 2020)(KHUSH, 1999)(EVENSON; GOLLIN, 2003).
Estima-se que, dentre os anos de 1975 e 2017, a producdo de grdos no pais,
principalmente arroz, milho, soja, feijao e trigo, aumentou cerca de seis vezes, com
apenas o dobro de terras cultivaveis (EMBRAPA, 2018).



O uso desmedido de fertilizantes €, entretanto, motivo de grande preocupacéo
nos setores de saude humana e sustentabilidade. Por exemplo, dentre os 150
fertilizantes disponiveis para a lavoura de soja no Brasil — uma das maiores e mais
importantes do pais nos anos recentes, e uma das que mais utilizam desse recurso —
35 sdo banidas na Unido Europeia por serem cancerigenas e afetarem diversos
tecidos humanos (ROCHA, 2019). No que diz respeito ao controle ambiental e de
biodiversidade, por exemplo, h4 muito se conhece o impacto de fertilizantes na
contaminagcdo de lencgois freaticos e eutrofizagdo de corpos d’agua (KAISER,
2001)(HODGKIN; HAMILTON, 1993), na queda de populacbes de insetos
polinizadores (LIMA et al., 2016), e seu efeito na alteragéo de biomassa e composicao
de comunidades de microrganismos do solo (GEISSELER; SCOW, 2014).

Tendo em mente a ainda crescente demanda mundial por alimentos,
acompanhando o crescimento populacional e distribuicdo demogréfica de fome e ma-
nutricdo (ROSER; RITCHIE; ORTIZ-OSPINA, 2019) é preciso reforcar a necessidade
de se estabelecer uma quantificacdo responsavel quanto ao uso de fertilizantes no
pais. A analise quantitativa da aplicacéo e uso destes insumos se mostra fundamental
para conciliar a boa produtividade de alimentos, com o0 consumo responsavel e
sustentabilidade, aumentando-se a qualidade de vida humana-ambiental, e gerando

um ambiente agricola de maior precisdo (KOPITTKE et al., 2019).

1.2 Anélises de solo e o uso de fertilizantes

Fertilizantes nada mais sdo do que suplementos nutricionais para o solo, que
criam condicBes mais favoraveis de crescimento para o plantio, aumentando sua
produtividade, ou até ampliando o portifolio de culturas que podem ser plantadas em
um determinado solo. Isso porque podem, agora, serem ali suplementados nutrientes
essenciais, ou simplesmente na quantidade adequada, para o crescimento de novas

culturas, por vezes nao endémicas (MILLER, 2005).

Plantas necessitam, basicamente, de 17 nutrientes essenciais para seu
crescimento, sendo 14 deles minerais, e 3 ndo minerais (Carbono, Hidrogénio e
Oxigénio). Os nutrientes minerais podem ser agrupados em duas categorias:
macronutrientes, que por sua vez podem ser distinguidos em primarios (N, P, K) e
secundarios (Ca, Mg, S), e micronutrientes (Cl, Fe, B, Mn, Zn, Cu, Mo e Ni), que se
diferem pela quantidade relativa em que sao exigidos pela planta (CASARIN; STIPP,
2013).
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O perfil nutricional necessario para o crescimento da cultura, bem como a
composi¢cdo mineral do solo onde serd cultivada, sdo os fatores primarios
considerados para o desenvolvimento da estratégia de fertilizag&o do plantio. Grande
parte dos fertilizantes comuns sdo especialmente focados na suplementacdo de
macronutrientes primarios, ou seja, nitrogénio (N), fésforo (P) e potassio (K), que séo
requeridos em grandes quantidades em basicamente quaisquer tipos de cultivo, e,
portanto, sdo fatores limitantes para seu crescimento e rendimento. Especialmente
em solo brasileiro, particularmente pobre em potéssio e fosforo, esta abordagem de
fertilizacédo se faz bastante pertinente (NASCIMENTO; LAPIDO-LOUREIRO, 2004).

Além disso, outra fundamental questdo deve ser apresentada: a disponibilidade
guimica destes nutrientes em solo, que diretamente afeta a capacidade de seu
aproveitamento pela cultura, e muitas vezes implicam necessidade de fertilizac&o.
Sabidamente, a disponibilidade de fésforo (na forma de fosfato inorganico, Pi) é
altamente variavel na grande maioria dos solos, e esta diretamente ligada a recorrente
baixa fertilidade do cultivo em regides tropicais e subtropicais, sobretudo em solos
mais acidos. O potéassio sofre da mesma problematica: apresar de ser relativamente
abundante em basicamente quaisquer tipos de solo, estima-se que apenas 1 a 2%
deste esteja biologicamente disponivel para as plantas (na forma de cation, KY)
(HOSSAIN et al., 2017).

O balanco e disponibilidade de nitrogénio no solo € mais delicado. Plantas
essencialmente podem absorver este elemento na forma de compostos nitrogenados
inorganicos, nitrato (NOgs), mais abundante, e aménio (NH4*), sendo a quantidade
proporcional destes altamente variavel, a depender do tipo de solo. Por ser um produto
do processo de nitrificacdo da amoénia por bactérias aerébicas no solo, a
disponibilidade de nitrato é elevada em solos mais aerados (maior presenca de Oy).
Do contrario, em solos alagados, pantanosos ou de pH mais baixo, a presenca de
amoénio € mais acentuada, justamente por um acumulo originado da queda do
processo de nitrificacdo (XU; FAN; MILLER, 2012). O balanc¢o de nitrato/aménio para
0 aproveitamento de nitrogénio pelas plantas depende de uma série de outros fatores
fisicos e ambientais, e podem estar diretamente relacionadas a produtividade da

plantacéo.

7

Contudo, uma pratica frequentemente observada € a combinacdo de

fertilizantes diversos, em quantidades desmedidas, ou em locais inadequados, com 0
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intuito despretensioso de garantir um ambiente mais nutritivo e completo. O problema
do balanco na utilizagdo destes recursos pode ser, entdo, compreendido: €&
absolutamente fundamental que se conheca o perfil nutricional ja existente no solo,
para que entdo se adequem a natureza e quantidade dos fertilizantes a serem
utilizados. Assim, € possivel garantir o uso desses insumos de modo sitio-especifico
e com taxas variaveis de aplicacdo (LOBSEY; ROSSEL; MCBRATNEY, 2010).

Conhecimentos sobre a composi¢cdo do solo sdo adquiridos através de
analises, quantitativas e qualitativas, que servem de base para guiar o produtor rural
no uso de fertilizantes. Analises focadas nesta aplicacédo sao geralmente de dois tipos:
fisicas (granulométricas) e quimicas. Analises fisicas do solo sao utilizadas sobretudo
para aferir sua granulometria, e a presenca proporcional de componentes como areia
e argila, parametros extremamente importantes quando se trata da adequacéo de
fertilizantes. Isso porque muitos destes insumos apresentam diferenca de
performance quando em solos mais, ou menos, granulosos, porosos, ou permeaveis,
0 que pode consequentemente interferir no rendimento do cultivo (LOPES;
GUILHERME, 2000)(PYE; BLOTT, 2004)(MELERO et al., 2007).

Andlises quimicas do solo, por sua vez, determinam principalmente sua acidez
(pH), a composicdo de nutrientes minerais nele presentes, e em qual quantidade.
Todos estes fatores sdo absolutamente determinantes para o crescimento de uma
planta, e, portanto, para o sucesso e rendimento do plantio. Métodos tradicionais para
guantificacdo de nutrientes no solo (em especial NPK), como espectrometria
colorimétrica e espectrometria de absorcdo atomica (KIM; SUDDUTH; HUMMEL,
2009), apesar de sensiveis e precisos, sao caros, feitos em laboratérios
especializados, afastados das plantacbes, e requerem equipamentos de acesso
limitado, manipulados por pesquisadores de alta especialidade (SILVA; RAIJ,
1999)(AUROQUX et al., 2002).

Além disso, os resultados ndo sdo entregues de prontiddo, levando dias para
serem finalizados, e s6 entdo sédo repassados ao agricultor. A razdo para isso se da,
em partes, devido as multiplas etapas envolvidas neste processo tradicional de
analise, que por vezes exigem que a amostra seja individualmente preparada,
extraida, manipulada, e separada, para entdo ser detectada (SILVA; RAIJ,
1999)(AUROUX et al., 2002)(DE MORAES et al., 2011). Somado ainda as dificuldades

relacionadas ao transporte de amostras, que muitas vezes ocasiona sua
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descaracterizacao e perda de propriedades, o conjunto desses fatores cria um cenario
pouco estimulante para que o produtor rural busque um servigo de andlise de solo, o
qgue pode levar, em muitos casos, as aplicacdes desmedidas e exageradas de

fertilizantes e outros insumos.

1.3 Miniaturizacao de dispositivos analiticos

Neste cenario, a possibilidade de realizar analises quimicas in situ, com rapida
resposta, baixo custo e simples aplicagdo, mantendo-se a sensibilidade e
confiabilidade do teste, se torna extremamente interessante. Um sensor quimico
pratico, portatil, miniaturizado, que dispensa a necessidade de sair da plantacao e
pouco exigente de profissionais especializados, seria uma solu¢cdo extremamente
interessante para as diversas dificuldades encontradas nos métodos tradicionais de

analise de solos.

A miniaturizacdo do sistema acaba sendo bastante vantajosa por ndo soO
diminuir o tempo em que a amostra é analisada, mas também a quantidade de
amostra necessaria para analise. Estes dispositivos podem possibilitar a reducao do
volume de amostra a ordens inferiores a nanolitros (nL) (COLTRO, 2008), e com isso,
seu manejo se torna mais eficiente. Isso porque muitas delas ndo sao extraidas em
abundancia, e sdo por vezes bastante caras, sendo extremamente vantajoso,
portanto, que se desprendam quantidades pequenas destas amostras para que se
realize a analise. Também, volumes reduzidos das amostras implicam no ajuste das
guantidades de reagentes utilizados para sua analise, fator que pode ser de grande
importancia financeira, e pela reducédo dos possiveis riscos ambientais relacionados
ao descarte inadequado destes compostos (STARK-ROGEL et al., 2020). Além disso,
a portabilidade destes sistemas e a possibilidade da realizacao de testes in situ evitam
o desprendimento de gastos relacionados ao transporte e eventual comprometimento
de amostras. A longo e médio prazo, desenvolvimentos de pesquisas acerca do
processo de miniaturizacdo possibilita o aprimoramento de técnicas de montagem e
fabricacéo, além da selecdo de materiais viaveis mais baratos, e, portanto, tendem a
contribuir também para o barateamento da realizacéo de testes. E de grande interesse
que, eventualmente, seja possivel baratear a produgéo destes dispositivos em tal nivel
gue seja viavel o descarte destes apdés a realizacdo dos testes, facilitando

manipulagao e evitando contaminac¢des entre amostras.
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Durante a década de 1990, os estudos de miniaturizacéo de sistemas analiticos
comecaram a ganhar bastante espaco, e principalmente a partir do inicio dos anos
2000 o volume de literatura cientifica produzida neste campo cresceu intensamente
(DITTRICH; TACHIKAWA; MANZ, 2006)(VILKNER; JANASEK; MANZ, 2004)(CHOW,
2002). Isso se deu por conta da percepcao do gigantesco potencial de aplicabilidade
desta tecnologia principalmente nos campos de controle de qualidade alimenticia,
farmacéutica, andlise diagnostica na saide humana e monitoramento ambiental, que
motivou o setor privado, além do j4 envolvido setor académico, a investir no
desenvolvimento de dispositivos miniaturizados (FIGEYS; PINTO, 2000).
Sabidamente, esta corrente que se formava veio a criar um novo setor de mercado,
focado especialmente na miniaturizacdo de procedimentos de analise laboratorial, e
gue tem investido, mais recentemente, na intercomunicacdo destes dispositivos
analiticos com tecnologias de bolso personalizadas, como smartphones, melhorando

acessibilidade a agilizando o tempo de resposta (FREIRE, 2019).

1.4 Sensores Quimicos

Sensores quimicos sao dispositivos capazes de transformar informacdes
guimicas em sinais analiticamente detectaveis, ou seja, podem traduzir a presenca de
um componente especifico, ou composi¢cdo completa de uma mistura, em um sinal Gtil
mensuravel (THEVENOT et al., 1999). Estas informacdes quimicas podem advir de
reacdes quimicas na amostra analisada, ou de propriedades fisicas deste sistema
(HULANICKI; GLAB; INGMAN, 1991). O caréater analitico destes sensores implica nos
principios de qualificacdo e quantificacdo, e sendo assim, tais dispositivos podem
possibilitar a determinacdo qualitativa, quantitativa, ou semi-quantitativa da
concentragdo de um componente de interesse em determinada amostra
(COMPAGNONE et al., 2017).

Sensores quimicos sdo basicamente compostos de duas partes principais: um
receptor, e um transdutor. O componente receptor faz o reconhecimento da amostra,
podendo ser baseado em principios fisicos (reconhece propriedades fisicas da
amostra, como condutividade ou absorbancia), quimicos (quando a ocorréncia de uma
reacdo quimica da origem a um sinal analitico) ou bioquimicos (processo bioquimico
é fonte do sinal analitico) (HULANICKI; GLAB; INGMAN, 1991). Ja o transdutor, ou
detector, por sua vez, é responsavel pela conversdo desta informacdo em um sinal

mensuravel, processo denominado transducdo do sinal (THEVENOT et al.,
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1999)(LOWINSOHN; BERTOTTI, 2006) . O sinal detectado pode entdo passar por
etapas de amplificacédo e processamento, feitas em sistemas eletronicos, para entao
serem comunicados ao operador (GRIESHABER et al., 2008) (Figura 1).

Sao diversos 0s métodos de transducdo encontrados em associacdo a
microdispositivos de analise quimica, como meétodos calorimétricos, Oticos,
eletroquimicos e elétricos (GADDES; REEVES; TADIGADAPA, 2017) (MEHRVAR;
ABDI, 2004)(THEVENOT et al., 1999). O uso de dispositivos baseados em papel para
testes de cromatografia liquida capilar (COLTRO et al., 2010), por exemplo, podem
ser bastante baratos e préticos, e tem sido amplamente empregados em escala

comercial para testes de gravidez e abuso de drogas (MARK et al., 2010).

\
£
|
—> 4
"\
| iy
Ambiente Cultura celular Detectores/Eletrodos
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Figura 1. Esquematizacdo das principais etapas e componentes de um sensor quimico, desde a coleta
e reconhecimento de amostras diversas, passando pela deteccdo do sinal, sua amplificacao,
processamento e comunicac¢é@o do resultado em displays eletrbnicos. FONTE: produzido pelo autor,
adaptado de Grieshaber et. al., 2008.

1.4.1 Detectores Elétricos e Detec¢cdo Condutométrica

Detectores elétricos sao dispositivos, ou circuitos integrados, que fazem a
deteccdo de um paradmetro fisico especifico em uma amostra, e convertem esta
informacdo em um sinal elétrico, que pode ser entdo processado e utilizado para a

uma medicdo (MAXIM INTEGRATED, 2021). Atualmente, os sensores elétricos, como
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sdo denominados aqueles que utilizam de técnicas de deteccdo elétricas,
compreendem boa parte dos esfor¢cos voltados ao desenvolvimento de dispositivos
analiticos por serem sistemas de grande sensibilidade, custo moderado e boa
portabilidade. Sdo versateis, e demonstram grande capacidade de automacéo,
miniaturizacdo e controle de varidveis experimentais. Algumas desvantagens,
entretanto, associadas a estes dispositivos estao relacionadas as reacdes analito-
eletrodo, que podem afetar a sensibilidade, especificidade e reprodutibilidade do
método, e a complexidade de interacBes de tunelamento de elétrons que podem
ocorrer na interface eletrodo-amostra (GRIESHABER et al., 2008)(LOWINSOHN;
BERTOTTI, 2006).

Sao diversos os métodos classificados como elétricos para a transducao de
sinal. Condutometria, ou impedimetria, € o método de transducao elétrica empregado
pelos denominados detectores condutométricos. O termo se refere a medicdo de
diferengcas em condutividade, ou impedéancia, em uma amostra, diretamente
relacionadas a concentracdo de cargas ibnicas presentes na solucao,
consequentemente traduzidas na concentracdo de analitos especificos
(KARUNAKARAN; RAJKUMAR; BHARGAVA, 2015). Condutividade elétrica é um
parametro importante de uma solucdo eletrolitica, conferindo relevancia a sua
deteccéo, tanto para a pesquisa académica quanto para aplicacdes industriais (LYU
et al., 2016). Dentre as diversas abordagens para deteccdo condutométrica
disponiveis hoje no campo da quimica analitica, o C*D, ou Detec¢édo Condutométrica
Sem Contato Acoplada Capacitivamente, ocupa posicéo de destaque, principalmente

por sua simplicidade, aplicabilidade e baixo custo.

1.5 Deteccdo Condutométrica Sem Contato Acoplada Capacitivamente (C*D)

1.5.1 Descrigcéo

O C*D é um método capaz de analisar, de maneira simples e sensivel, a
presenca de diversos analitos, como cations metélicos, aminoacidos e ions organicos,
através da avaliacdo de mudancas de condutividade em uma amostra (ZHANG et al.,
2019). E uma técnica analitica bastante conveniente, que ganha espaco crescente por
ser rapida, de baixo custo, e por exigir instrumentacdes simples, além de possibilitar
o0 acoplamento de outros métodos de deteccdo simultaneos, e ter bastante
versatilidade estrutural (ELBASHIR; SCHMITZ; ABOUL-ENEIN, 2017)(KUBAN;
HAUSER, 2008).
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Como mencionado, a técnica funciona em resposta a quaisquer alteracfes de
condutividade detectadas em sua célula detectora. Este carater de universalidade do
C*D é importante por conferir abrangéncia de analitos passiveis de deteccéo,
aumentando o espetro de aplicacbes para o método (ELBASHIR; ABOUL-ENEIN,
2014). Contudo, o ganho de universalidade implica diretamente em perda de
seletividade, & medida que se torna difici, com o uso isolado do detector
condutométrico, atribuir em uma mistura a qual componente especifico corresponde
determinada alteracdo de condutividade observada. Por isso, o uso da técnica de C*D
€ mais comumente descrito sendo acoplado a métodos de separacdo, com base na
aplicacdo pretendida (ELBASHIR; SCHMITZ; ABOUL-ENEIN, 2017), como a
eletroforese capilar (CE), descrita pelos pesquisadores Fracassi da Silva e do Lago, e
Zemann, em 1998 (FRACASSI DA SILVA,; DO LAGO, 1998).

Convencionalmente, os métodos de detec¢cdo condutométrica acontecem com o
contato da solucdo da amostra com o eletrodo detector (LYU et al,
2016)(KANIANSKY et al., 1999). Esse contato, entretanto, pode se mostrar contra
produtivo, a medida que oferece ao método riscos relacionados a reacdes
eletroquimicas da amostra com o eletrodo (eletrolise, por exemplo), efeito direto de
polarizacéo, além da contaminacao e desgaste do proprio eletrodo, que podem levar
a erros experimentais e imprevisibilidade de resultados, limitando também as
aplicacdes da técnica (LYU et al., 2016)(ELBASHIR; ABOUL-ENEIN, 2012). Em C*D,
por ser uma deteccdo condutométrica sem contato, essas complicacdes deixam de
ser relevantes, dado que o eletrodo é fisicamente separado da amostra por um
componente dielétrico (isolante) (VANDAVEER IV et al., 2004)(ZHANG et al., 2012).

1.5.2 Estrutura e funcionamento

Dispositivos de deteccdo C*D possuem detectores formados por trés eletrodos:
um eletrodo de excitacdo, um sistema terra, e um eletrodo receptor (ZHANG et al.,
2019). A medida de condutividade nestes detectores € feita da seguinte maneira:
primeiramente, aplica-se a amostra um sinal de corrente alternada (AC), ou seja, uma
onda senoidal de alta frequéncia, por meio do eletrodo de excitacdo. O sinal aplicado
a amostra é detectado pelo eletrodo receptor, em forma de uma corrente resposta.
Este eletrodo é conectado a um conversor corrente-voltagem, que posteriormente
retifica e amplifica o sinal para fazer sua medi¢édo. O sistema terra, posicionado entre

os eletrodos de excitacdo e receptor, cumpre a fungdo minimizar a capacitancia de
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fuga, aumentando sensibilidade e evitando a ocorréncia de interferéncias elétricas
entre os eletrodos, que poderiam causar imprecisdao dos resultados e falta de
coeréncia experimental (ZHANG et al, 2019)(ELBASHIR; ABOUL-ENEIN,
2012)(HAUSER; KUBAN, 2020).

Inicialmente, os dispositivos C*D utilizavam agulhas como eletrodos de excitacdo
e receptor, posicionados nas pontas dos capilares, e unidos aos microcanais por
adesivos condutores de prata, com a finalidade de aumentar sensibilidade do sistema
(ZHANG et al., 2019). Atualmente, uma estruturacdo comumente encontrada para
estes dispositivos adota eletrodos tubulares, alinhados externamente ao capilar de
separacéo de eletroforese capilar, fazendo a deteccao condutométrica da solucao que
percorre o interior da estrutura (FELIX et al., 2006)(GUIJT et al., 2001). Desta maneira,
os eletrodos ficam galvanicamente isolados da amostra, resultando na geracao de
capacitancia, possibilitando, por consequéncia, a sondagem condutométrica da

solucdo, ainda que sem contato com o eletrodo (HAUSER; KUBAN, 2020).

Alternativamente, visando melhorar a integracéo do sistema e otimizar a relacéo
entre o sinal medido e ruidos, muitos detectores condutométricos C*D sédo construidos
em estrutura planar atualmente (ZHANG et al., 2019). No modelo adotado, baseado
em placas de circuito impressa (printed circuit boards, PCB), o capilar de transporte
da amostra é posicionado horizontalmente sobre o eletrodo planar — sendo que o
isolamento entre eles é mantido (ZHANG et al., 2019)(VANDAVEER 1V et al., 2004).

1.5.3 Construcio de dispositivos analiticos em C*D

Tradicionalmente, eletrodos metélicos em vidro para deteccdo condutométrica
sdo construidos por meio de técnicas fotolitograficas (COLTRO et al., 2007). Técnicas
alternativas, como deposicdo elétrica e reducdo quimica, por exemplo, também
podem ser encontradas na fabricacdo de eletrodos metalicos, e em geral dependem
do metal escolhido (KLOKE et al.,, 2011). Fotolitografia € um protocolo para a
fabricacdo de estruturas planares em relevo, baseada na deposicdo demarcada de
um material de interesse sobre uma base estavel. Apesar de adaptacdes protocolares
serem encontradas para a realizacéo da fotolitografia, as etapas basicas do processo
permanecem um denominador comum, bem como o conjunto basico de reagentes
(COLTRO et al., 2007).
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Figura 2. Esquematizac@o da técnica de fotolitografia para a fabricacdo de eletrodos metalicos em
vidro, destacando a deposicdo do fotorresiste (1) sobre uma lamina (limpa) de vidro, posicionamento do
fotolito sobre o fotorresiste (Il), exposicdo do conjunto vidro-fotorresiste-fotolito a uma radiacao
especifica UV (lll), revelacdo do padrdo no fotorresiste com solventes organicos (1V), deposicdo do
metal, comumente pelo método de deposicéo fisica a vapor (V), e etapa de lavagem para a retirada do
metal excedente (VI). Ao centro: viséo frontal das demarcacdes vazadas em um fotolito para o desenho
de um eletrodo hipotético, com eletrodo de excitagdo (Eexc), sistema terra e eletrodo receptor (Er).
FONTE: produzido pelo autor.

Para eletrodos metalicos em vidro, o funcionamento da técnica fotolitogréafica
(Figura 2) é descrito pela deposicédo, sobre lamina limpa de vidro, de um material
fotossensivel chamado fotorresiste, que servira de base para a deposicdo do metal.
Sobre ele é deposto um outro componente, denominado fotolito, uma mascara opaca
gue possui demarcacOes transparentes do design planejado para o eletrodo. O
conjunto € exposto a radiacdes UV, em condi¢ces ambientais controladas, que leva o
fotorresiste a se polimerizar, e se aderir fortemente ao vidro somente nas regides
demarcadas pelo fotolito (COLTRO et al., 2007). Este € o método convencionalmente
denominado fotolitografia por contato ou proximidade, ja que a mascara (fotolito) se
encontra em contato com a camada do fotorresiste, e, portanto, produzird uma
imagem 1:1 do desenho da méascara sobre a lamina, mediante exposicdo a radiacao
UV (WU; HSIEH; LEE, 2019).

Entdo, a lamina de vidro com o fotorresiste em design desejado € tratada com
solventes organicos especificos (processo chamado de revelacdo)(COLTRO et al.,
2007) e passa pelo processo de deposicéo fisica do metal por jateamento a vapor

(outros métodos, como deposicdo quimica do metal, também podem ser realizados).
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O metal, que se encontra deposto tanto sobre o vidro quanto sobre o fotorresiste,
passa por uma etapa de lavagem, visando a retirada do metal excedente sobre o vidro.
Ao final deste processo, 0 que resta é a lamina de vidro com o metal, firmemente

deposto somente no design pretendido.

Embora as técnicas fotolitograficas tenham resultados excelentes no quesito
precisdo, reprodutibilidade e dimenséo dos eletrodos produzidos, muito adequados a
miniaturizacdo, as diversas etapas envolvidas no método exigem equipamentos de
acesso limitado, estrutura especifica (sala limpa) e reagentes de alto custo (WU,
HSIEH; LEE, 2019). Assim, é extremamente interessante que sejam desenvolvidos
novos métodos, com materiais de baixo custo, equipamentos acessiveis e de simples
manipulacdo, bem como pré-requisitos estruturais menos exigentes, para a fabricacéo

de eletrodos metdlicos para C*D.

1.5.4 Método Alternativo para a producao de detectores condutométricos

Anteriormente a entrada do autor no grupo de pesquisa BioMics, o
desenvolvimento de um dispositivo analitico baseado em C*D para deteccdo de
nutrientes em solo ja estava em andamento. J& haviam sido produzidos resultados
extensos e bastante satisfatorios quanto aos meétodos de fabricacdo eletrodos
metalicos para deteccdo C*D, visando simplificar e baratear seus meios de producéo.
Materiais alternativos foram testados, adaptados e protocolados, e possibilitaram a
producéo destes eletrodos de maneira mais acessivel e conveniente, com reducéo de
até 64% do custo de producéo, se comparados a técnicas tradicionais (TAKEKAWA
et al., 2021).

Optou-se pela técnica de mascaras vazadas, que consiste na deposicao fisica
direta de metal (a vapor) em laminas de vidro demarcadas por mascaras de papel
adesivo com o desenho desejado para o eletrodo, feitos por cortadoras a laser, que
sdo entdo removidas com solvente, deixando depositado sobre a lamina de vidro
somente o metal com o desenho planejado (Figura 3). Além de instrumentacdo
simplificada, os reagentes e processos envolvidos neste método sdo mais acessiveis,
de custo reduzido e manipulacdo menos exigente. Foram testados varios metais: ouro
(ouro-cromo), cobre e aluminio. O aluminio se mostrou claramente a melhor opcéo
para a producgdo dos eletrodos: barato, acessivel, com boas propriedades mecénicas,

condutividade e aderéncia no vidro.
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Figura 3. Produgdo esquematizada de eletrodos de aluminio pelo método de mascaras vazadas e
deposicao fisica a vapor, destacando as etapas de colagem da mascara sobre a lamina de vidro (1),
deposicdo do metal sobre mascara (cobrindo a totalidade da lamina, mas em contato com o vidro
somente nas por¢ées vazadas) (Il) e retirada da mascara (lll). FONTE: produzido pelo autor.

O isolamento da superficie eletrodo-amostra, indispensavel para o C*D,
também foi adaptado. Tradicionalmente, esse isolamento pode ser feito pelo o
revestimento da superficie do eletrodo com um dielétrico de oxido de silicio (SiO2), por
deposicao fisica a vapor. Apesar desta estratégia ter sido testada pelo grupo,
padronizou-se 0 uso da propria lamina de vidro como dielétrico, fazendo a aplicacao
da amostra na superficie da lamina oposta aos eletrodos, tornando o0 processo

significativamente mais simples e acessivel.

1.5.5 Aplicacbes

Até entdo, a aplicabilidade do C*D tem sido restrita principalmente para o campo
da quimica analitica, na deteccdo e quantificacdo de ions (LYU et al., 2016). Essa
aplicabilidade, contudo, passa por uma notavel expansao, e diversos trabalhos tém
sido publicados relatando o emprego deste método em finalidades diversas,
principalmente nas esferas farmacéutica, biomédica e de analises alimentares e
ambientais (ELBASHIR; SCHMITZ; ABOUL-ENEIN, 2017). O ganho de notoriedade
do método resultou em seu uso para analises de amostras de baixo peso molecular,
por sua resposta de condutividade equivalente relativamente alta, facilmente
detectada em C*D (KUBAN; BOCEK, 2013). Por consequéncia, a técnica foi
empregada, com sucesso, em detec¢bes de amostras de urina, saliva e sangue para
analises biomédicas, e tentativas tém sido feitas para a quantificacdo de células
inteiras, de grande utilidade na pesquisa académica (ZHANG et al., 2019)(ELBASHIR,;
ABOUL-ENEIN, 2012)(ELBASHIR; ABOUL-ENEIN, 2010)(KUBAN; BOCEK, 2013).

1.5.6 Deteccdo C*D para o uso de fertilizantes
Como previamente contextualizado, o Brasil é atualmente um dos principais

atuantes do mercado internacional agropecuario. O papel que o pais exerce neste
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cenario cria uma relacdo mutua de dependéncia bastante delicada: € exigido das
plantacdes brasileiras que se tenha grande rendimento, o que paralelamente significa,

a nivel pratico, que o uso de fertilizantes é indispensavel.

Isso né&o significa, contudo, que deva haver descaso e falta de controle, tanto de
guantidade, quanto de qualidade no uso de fertilizantes. Na verdade, este cenério
serve para exemplificar a importancia do conhecimento do perfil de solos e suas
propriedades nutricionais, para melhor avaliagcdo dos tipos e quantidades de
fertilizantes a serem aplicados. Estima-se que cerca de 600 milhdes de andlises de
solo sejam feitas anualmente no mundo, 400.000 dessas somente no Brasil, dados
qgue fornecem também exemplificacdo clara da propor¢cdo mercadolégica deste
servico (DEMATTE et al., 2019).

Assim, sensores quimicos miniaturizados baseados em C*D se fazem de
extrema relevancia socioecondmica. Muitos métodos de detecc¢ao, sobretudo oticos e
eletroquimicos, ja foram associados a dispositivos para determinacdo de
macronutrientes agricolas para agricultura de preciséo (KIM; SUDDUTH; HUMMEL,
2009), sobretudo os chamados eletrodos ion-seletivos (ISE/ISFET). Apesar de ja
registradas (SMOLKA et al., 2017), ndo se encontram frequentemente publicadas
aplicactes da técnica C*D para esta finalidade, sem o uso de etapas de separacéo ou
controle de injecdo de amostra. Além de ser pratica e de rapida resposta, seu caracter
universal de analise possibilita a deteccéo de uma grande variedade de compostos no
solo, in situ e com boa sensibilidade. Também, a preservacéo do eletrodo pelo fato da
técnica ser sem contato, concede a estes dispositivos miniaturizados maior vida util,

aspecto de grande relevancia pela relacéo de eficiéncia e custo.

Para maior seletividade, podem ser associadas a deteccao etapas adicionais de
separacao e controle de injecdo de amostra, por exemplo, que capacitam o dispositivo
a realizar deteccbes de ions de interesse em amostras complexas. Dado o caracter
universal do método de C*D, é natural imaginar que a medida de amostras onde haja
a mistura de analitos de interesse deve necessariamente ser acompanhada etapas
preparatérias. Alternativamente, uma estratégia foi inicialmente proposta no presente
trabalho: a deteccdo de um composto especifico através da exclusdo de sinais
adjacentes, correspondentes a interferentes. Em outras palavras, foi proposto o uso
de reagentes complexantes para a mascarar a condutividade de interferentes,

possibilitando a deteccéo dos remanescentes (analitos de interesse). Neste contexto,
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0 uso dos reagentes Oxido de magnésio (MgO) e éter 18-coroa-6 tem crucial

importancia para a estratégia apresentada (figura 4).
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Figura 4. Esquematizacéo ilustrativa da complexacéo dos ions NPK com o uso dos reagentes MgO e
éter 18-coroa-6. FONTE: produzido pelo autor.

O MgO € um composto ha muito amplamente utilizado para precipitacao
guimica de fosforo e amonio no tratamento de aguas residuais de granjas, fabricas de
laticinios e esgoto humano (ULUDAG-DEMIRER; OTHMAN, 2009). Apesar de, se
comparado a sais de calcio ou aluminio, ndo ser a op¢cédo de menor custo, seu uso tem
grandes vantagens: a complexacao dos ions fosfato e amonio na forma de estruvita,
formando fosfato de aménio magnésio, ou MAP. Além de possibilitar reciclagem
destes ions e descontaminagdo da agua, o MAP pode ser utilizado como insumo
agricola de lenta dissociacdo e baixissimo impacto ambiental (CHIMENOS et al.,
2003). Ja o éter 18-coroa-6, apesar de menos caracterizado classicamente para esta
aplicacao, também ja foi amplamente reportado pela caracteristica forca de interacéao
na captura dos ions potassio, principalmente, mas e também do aménio (OZUTSUMI,
ISHIGURO, 1992)(KADO; KIMURA, 2003)(MULLER et al., 2009). Assim, apresenta-
se a proposicao metodoldgica deste trabalho: o uso destes reagentes, chamados
complexantes, para a complexacdo quimica seletiva dos ions NPK em solucdo
aquosa, possibilitando sua detecc¢éo, e posterior quantificagéo. O desenvolvimento de
Novos ou mais acessiveis métodos de fabricacdo dos eletrodos e aprimoramento de
sua geometria, bem como maior integracéo e controle do sistema C*D como um todo,

sédo fundamentais para otimizar sua resolucdo e espectro de deteccao esperado do



23

método. Além disso, o aprimoramento destas técnicas deve levar & diminuicdo do
tempo e custo de analises, criando maior acessibilidade e possibilidades para os
dispositivos analiticos em C“D.
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2. Objetivos

Objetiva-se com esse trabalho, a padronizacdo do uso de um eletrodo metélico
baseado em C*“D, produzido por meio de técnicas baratas e acessiveis, para a
deteccdo pratica e sensivel dos ions Amonio, Fosfato e Potassio (NPK),
macronutrientes de interesse agricola, em solu¢des padrdo e em mistura. Para isso,
pretende-se desenvolver um protocolo com o uso de reagentes complexantes, que
possibilitem sua quantificacédo individual com rapidez e confiabilidade. Assim, espera-
se conseguir evidéncias para a aplicacéo deste dispositivo na deteccdo C*D de NPK

em amostras de solo.

2.1 Objetivos especificos

e Detectar em amostras padrédo de ions fosfato, potassio e aménio (NPK)
utilizando o eletrodo metdlico para C*D produzido pelo grupo pela técnica de
mascaras vazadas;

e Otimizar das faixas de concentracdo para deteccdo de cada ion de interesse
de maneira individual e produzir curvas analiticas dos eletrodos;

e Aferir dos parametros de reprodutibilidade, repetibilidade, limite de deteccéo e
limite de quantificacéo para os eletrodos;

e Investigar a deteccdo individual dos ions em misturas, mediante reacdes de
complexacdo com os reagentes Oxido de Magnésio (MgO) e éter 18-coroa-6;

e Monitorar parametros amplitude e frequéncia do sinal senoidal, averiguando a
existéncia possiveis regides de maior sensibilidade para a deteccdo de cada

ion de maneira isolada;
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3. Materiais e Métodos

3.1 Fabricacédo dos eletrodos

Para o processo de producdo dos eletrodos de aluminio pelo método de
deposicao fisica em mascaras vazadas, mascaras em papel adesivo (etiqueta inkjet
+ laser, papel carta, Bic) foram cortadas em uma cortadora a laser (modelo laser6000,
COMBAT LASER), com base em designs feitos em programas computacionais
(AutoCAD, Autodesk). Para a cortadora a laser, adotou-se a configuracdo de uso:
velocidade 30 e forca 15. Para a remoc¢do das mascaras, apos testes com varios
reagentes (dgua, acetona, etanol), adotou-se a submersdo da lamina-mascara em
alcool isopropilico por 20 minutos. A deposicéo fisica do aluminio metélico na lamina
de vidro foi feita com jateamento a vapor em uma Evaporadora Balzers Modelo BAK

600, adquirindo uma espessura de aproximadamente 150 nm de metal depositado.

3.2 Experimentos em C*D

3.2.1 Setup Experimental

A realizacao dos testes se inicia com a montagem dos equipamentos (Figura 5).
Um gerador de fungbes (Tektronix Inc., CFG250) e o préprio equipamento C*D
(desenvolvido por Francisco e do Lago, no Departamento de Quimica Fundamental,
Instituto de Quimica, Universidade de S&o Paulo, 2009) (FRANCISCO; DO LAGO,
2009) sao conectados. O eletrodo é posicionado em um suporte especifico de acrilico,
com orientacdo determinada. Como o proprio vidro da lamina do eletrodo é usada
como dielétrico no experimento, a superficie da lamina contendo o metal deve ser
corretamente posicionada para baixo, deixando a superficie oposta do vidro para cima

€ em contato com a amostra.

O suporte (IlI) € composto basicamente de duas partes acrilicas independentes,
feitas em cortadora a laser e fixadas por meio de quatro parafusos e porcas. A base,
onde se posiciona a lamina de vidro, possui fitas metalicas (aluminio) para conexao
dos eletrodos de excitacdo e receptores (juntamente ao sistema terra), a cabos ligados
ao gerador de funcdes e ao C*D, respectivamente. A segunda parte, montada sobre
a lamina, possui uma janela retangular vazada, contornada por uma fina camada de
PDMS (poli(dimetilsiloxano)), que delimita o espaco para a amostra na célula de

deteccdo do sistema, e realiza a selagem do suporte quando este esta corretamente
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fechado. Para os testes, o volume de 500 pyL de amostra (Il) se mostrou adequado

para o preenchimento do espaco reservado do suporte.

O gerador de funcbes (l) possui uma série de parametros que devem ser
ajustados anteriormente a realiza¢édo do teste. Séo eles a frequéncia, a voltagem, e o
tipo do sinal. Padronizou-se o uso de sinais senoidais, com frequéncia 400 kHz e
0,75V, protocolo que foi mantido durante a realizacdo dos testes deste trabalho (a

menos que indicado o contrario).

O equipamento C*D, corretamente conectado ao suporte do eletrodo, foi ligado
a um computador (via conexao USB), que contém o software C4DSoft (desenvolvido
pelos grupos de Francisco e do Lago) (FRANCISCO; DO LAGO, 2009), por meio do
gual foi controlado o andamento do teste, e por onde foram comunicados os resultados
(IV). O tempo de duracao da corrida e o controle de inicio e fim do teste foram feitos
também por meio da interface do software C4DSoft.

Em geral, multiplas medidas foram realizadas para uma amostra, afim de garantir
a reprodutibilidade dos dados obtidos. Foi feito um namero (n) de trés medicdes para
cada amostra (n=3). Intervalos breves e controlados de tempo foram adotados para a
permanéncia da amostra na célula, e para a troca entre medi¢cées ou amostras, de
modo que fosse possivel identificar isoladamente, ao final do experimento, a qual
amostra corresponde determinado sinal. Para os testes, adotou-se o uso de intervalos
15s/30s/90s (15 segundos entre medi¢bes, 30 segundos para a permanéncia da

amostra na célula detectora, e 90 segundos entre amostras distintas).
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Figura 5.A. Esguematizacdo do setup experimental para os experimentos realizados em C“D,
denotando principais componentes e etapas. B. Foto da montagem dos equipamentos para testes em
C*D em bancada, ilustrando sua disposicdo e setup experimental. FONTE: desenvolvido pelo autor.

Por ser um teste bastante sensivel e susceptivel a interferéncias externas,
utilizou-se uma pequena caixa revestida de aluminio como gaiola de Faraday,
posicionada sobre e cobrindo a célula detectora. Sua funcdo € melhor isolar
eletricamente a célula do dispositivo, e garantir maior consisténcia nos resultados
apresentados. Esse aparato foi utilizado a todo momento, retirado somente quando

havia necessidade de adicionar ou remover a amostra na célula detectora.

Finalizado o experimento, realizou-se a rotina de higienizagéo do eletrodo, que

consiste em sua limpeza com algodao, lavagens com isopropanol, agua ultrapura e



28

secagem com ar comprimido. Este foi entdo armazenado, e reutilizado em testes

subsequentes.

3.2.2 Curvas Analiticas

Para a producéo de curvas analiticas dos ions fosfato, potassio e amonio, duas
etapas de testes em C*D foram feitas. Primeiramente, foram testadas solu¢ées padréo
(em agua ultrapura) de fosfato de sodio dibasico, acetato de potassio e acetato de
amonio isoladamente, nas concentracdes: 0,00 (branco), 0,01, 0,025, 0,05,0,075, 0,1,
0,25, 0,5, 0,75, 1,00 e 10,00 mmol L. Posteriormente, para cada ion foi identificado
um conjunto de amostras em uma faixa de concentragbes mais estreita, onde o

eletrodo apresentasse maior sensibilidade de resposta, que foi novamente testado.

As curvas analiticas foram produzidas por meio da selecdo de solucdes de
concentragéo distintas, que exprimissem um padrdo de condutividade crescente e
linear, fora dos platés de saturacdo do sinal analitico e do limite inferior de deteccéo.
Cada concentracao foi medida um total de trés vezes (n=3), de modo que o valor de
condutividade de cada amostra seja um calculo da média de condutividade de suas
trés medidas, subtraidas de seus sinais base (sinal detectado quando n&o ha amostra
na célula detectora). Foram também calculados o desvio padrao destas medicoes, e
bem como seu desvio padréo relativo (%RSD). Os valores de RSD, ou porcentagem
de erro, foram analisados e julgados aceitaveis quando relativamente uniformes

dentre as amostras, e contidos abaixo da faixa ideal admitida em 5,00%.

3.2.3 Repetibilidade

Para o teste de repetibilidade, amostras padrdo dois ions NPK, de
concentracdo determinada com base em suas respectivas curvas analiticas, foram
medidas em um mesmo eletrodo. As concentracdes escolhidas para este teste foram
0,125 mmol L* para o ion fosfato, 0,200 mmol L! para o potassio, e 0,035 mmol L*
para o amonio. Adotou-se seis medi¢des para cada ion (n=6), e entao foram feitos os
célculos de média de condutividade, desvio padrédo das medicbes, e porcentagem de

erro associada ao desvio padréao.

3.2.4 Reprodutibilidade
Para o teste de reprodutibilidade, amostras padrdo de cada ion, em uma
determinada concentracdo, foram medidas em trés eletrodos diferentes, fazendo-se

os calculos de média de condutividade, desvio padrdo, e porcentagem de erro
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associada a estas medi¢cbes (n=3). O processo foi repetido para os trés ions. A
concentracéo escolhida para cada ion foi baseada nos resultados da curva analitica,
sendo as mesmas utilizadas no teste de repetibilidade.

3.2.5 Limite de Deteccéo e Limite Quantificacédo

Os limites de deteccdo (Limit of Detection, LOD) e quantificagdo (Limit of
Quantification, LOQ) foram determinados fazendo-se seis medidas, em um Unico
eletrodo, da amostra branca, ou de concentracdo zero de ions. Neste caso, utilizou-
se agua ultrapura, que é também o solvente utilizado nos preparos de solu¢cdes de
cada ion. Assim como foi feito para o teste de repetibilidade, foram adotadas seis
medicdes. Escolhidas essas medigbes, foram feitos os célculos de média de
condutividade, desvio padrao e porcentagens de erro.

O valor de desvio padréo encontrado para as medicées do branco (DP) foi
entdo utilizado para o calculo dos parametros de LOD e LOQ para cada ion, que
também leva em consideracdo a inclinacdo de reta de sua curva analitica (IC),

conforme equacionado abaixo (baseado em T6th et al., 2004) (TOTH et al., 2004).

3.DP 10.DP
Equacdo I: LOD = —c Equagdo i LOQ = "

3.2.6 Testes de misturas dos ions com complexantes éter 18-coroa-6 e MgO

Nos testes de complexacdo foram detectadas misturas dos ions NPK em
concentragfes distintas da curva analitica, com diferentes combinacfes dos
reagentes complexantes éter 18-coroa-6 (Sigma Aldrich) e éxido de magnésio, MgO
(Henrifarma), sempre em concentracdo suficiente calculada para ocorréncia de
complexacdo, acompanhando as concentracbes adotadas para 0s ions.
Primeiramente, uma mistura dos trés ions foi detectada, resultando em um valor de
condutividade admitido para sua combinacdo, denominado sinal total. Entdo, essa
mistura foi incubada por tempo estimado em 15 minutos, com solu¢bes de cada
precipitante (pesados em balanca analitica, em solvente agua ultrapura), e entao
detectada, fornecendo um sinal base tomado como controle. Em seguida, a mistura
dos ions foi exposta somente ao reagente MgO, que complexaria os ions amonio e
fosfato, cujo sinal resposta, quando subtraido do sinal base mencionado, fornece o
sinal correspondente somente ao ion potassio na mistura. O mesmo se repetiu para o

reagente 18-coroa-6, que deveria complexar os ions amonio e potassio, possibilitando
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a afericdo do sinal correspondente ao fosfato. Por fim, o sinal correspondente ao
amonio pode ser avaliado com base na subtragcdo dos sinais anteriormente obtidos

em relagdo ao sinal total (figura 6).

=t NPK )
?3 arhrn Sinal Total Potassio (K)
é NPK +
= Mg0 o

NPK + .g 777777777777777777777777777 Adicdo Mg0

Coroa
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Amb e
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Figura 6. Representacdo ilustrativa do delineamento experimental planejado para o protocolo de
complexacdo com reagentes MgO e éter 18-coroa-6, ressaltando a obtencéo dos sinais individuais de
condutividade dos NPK com base na combinacdo de solu¢cdes mistura dos ions com complexantes.

FONTE: produzido pelo autor.
3.2.7 Monitorando Amplitude e Frequéncia: protocolo alternativo para deteccao
individualizada de NPK

Solucdes de cada ion, em concentracdo intermediaria da curva analitica (0,125
mmol L* para o fosfato, 0,20 mmol L* para o potassio, e 0,035 mmol L para o
amonio) foram testadas, separadamente, na célula de deteccdo do dispositivo, sob
condi¢cBes variaveis de amplitude e frequéncia do gerador de funcfes. A solucéo
permaneceu sobre o eletrodo, enquanto um espectro crescente de amplitudes (0,25 a
2,00 V), em combinacdo com um espectro, também crescente, de frequéncias (200 a
1200 kHz) eram aplicados ao sistema. O mesmo foi feito para a célula detectora vazia,
sem quaisquer amostras, para a producdo da curva correspondente ao baseline do
sinal, posteriormente subtraido dos sinais correspondentes para cada ion. O mesmo

teste foi repetido para os ions todos em mesma concentracdo, 0,20 mmol L.

3.3 Tratamento e anélise de dados
Apoés a realizacdo do teste em C“D, o arquivo gerado no software C4DSoft deve

ser transportado a outros programas, como Microsoft Office Excel (2019) e o OriginPro
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(Origin Lab, versao 9.6.5.169, 2019), que facilitardo manipulacdo mateméatica dos

dados e possibilitam a visualizacdo esquematizada de seus resultados.

O design do eletrodo de aluminio em vidro foi desenvolvido de modo conter dois
eletrodos receptores, além dos tradicionais eletrodos de excitacdo e sistema terra
(Figura 7). Para os experimentos realizados neste trabalho, aproveitou-se somente o
sinal de apenas um dos eletrodos receptores (C4D1), visto que este demonstrou, em
todas as ocasides, maior sensibilidade (maior alteracdo de condutividade observada
para as medicdes, em relagdo aos valores de sinais base) e estabilidade do sinal

observado.

——‘ Eletrodo de Excitacado ‘

g _" Lamina de vidro ‘

| Sistema Terra

| Eletrodo Receptor (C4D1) |

| Eletrodo Receptor (C4D2) |

Figura 7. Eletrodo utilizado para os experimentos C*D descritos, ressaltando seus componentes
estruturais e a presenca de dois eletrodos receptores. FONTE: desenvolvido pelo autor.

E também realizada uma etapa de tratamento da curva conhecida como
smoothing, ou suavizacdo. O método selecionado para o smoothing foi o0 de média de
pontos adjacentes, feito com 50 pontos. Isso significa que cada valor de condutividade
€ recalculado como média dos 50 pontos adjacentes, e, portanto, sinais agudos e de
comportamento incoerente sdo suavizados na curva (Figura 8).
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Figura 8. Exemplificacdo do processo de smoothing (suavizag&o) da curva, no processamento de
dados, feito com amostra de acetato de amdnio em concentragdo 0,015 mmol L%, em C*D. Em A,
observa-se a curva antes da suaviza¢éo, com sinais de interferéncia e instabilidade, que j4 ndo podem
ser observadas na curva suavizada pelo método de média adjacente com 50 pontos (em B). FONTE:

desenvolvido pelo autor.
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4. Resultados

4.1 Producdao de curvas analiticas para os ions fosfato, potdssio e amoénio
Primeiramente, o comportamento de deteccdo do eletrodo para cada ion foi
investigado através da construcdo de curvas analiticas. Sua producdo consiste na
medicdo de solugdes padrao de concentragdes distintas, contidas em janelas 6timas
identificadas para cada ion e medidas em C“D, e na utilizagdo destes pontos para a
regressao do método analitico. Um comportamento crescente é esperado para este
método de deteccdo, dado que a condutividade de uma solucdo é altamente
dependente da quantidade de ions (cargas) nela presente. Além dos valores de desvio
padréo e porcentagem de erro associada as medicdes de cada amostra, a esta curva
€ atribuida uma regressao linear, da qual, por sua vez, analisam-se parametros como
inclinagéo da reta (fundamental ao calculo de sensibilidade do eletrodo) e coeficiente
de determinacdo (R?), que fornecem confirmacéo da representatividade da calibracao,

ou seja, da qualidade das medicOes feitas pelo sistema.

A inadequacéo da margem de erro, ou desvio padrao relativo a média (admitida
como ideal maximo em 5,0%), por vezes observada nas medi¢cbes, € um
comportamento que apesar de pouco previsivel, pode ser atribuido a falta de
homogeneidade no manuseio e aplicacdo de amostras no equipamento, instabilidade
de condi¢cbBes experimentais, e falta de reprodutibilidade na producéo dos eletrodos.
Para a producéo das curvas analiticas, foi necessaria avaliacdo dos dados obtidos

para exclusdo de amostras inadequadas, e garantir maior qualidade dos resultados.

4.1.1 Fosfato

Para o ion fosfato, buscando-se a maior sensibilidade do eletrodo, foi testado
um espectro de amostras espacadas entre as concentracdes de 0,075 e 0,300 mmol
L1, identificado com base no resultado da otimizacédo de sua faixa de deteccdo. As
amostras apontadas tiveram concentracdo de 0,05 a 0,175 mmol L™, e a curva
analitica por elas produzida esta descrita na Eq. Ill, onde Cond indica condutividade

em ADC reading, e Conc indica concentracdo, em mmol L.
Equacao llI:

Cond (ADC reading) = 2,49x10°Conc (mmol L™1) + 8,49x10°
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Figura 9. Curva analitica para o ion fosfato, com desvio padrdo associado (barras de erro verticais), e
regresséo linear (vermelho), de acordo com a Eq. Ill.

Como se observa na Figura 9, a curva analitica gerada para o ion fosfato foi
bastante satisfatéria, dado o valor do coeficiente de determinagdo, ou R?, anotado em
0,9962. Esse parametro é fundamental, pois indica que o modelo de curva produzido
(linear) representa em excelente propor¢cdo o comportamento dos dados obtidos,
conferindo bastante acuracia a calibracado, e foi tido como satisfatério quando acima
de 0,990. Além disso, é necessario novamente observar que, como esperado, ha um
padrdo de crescimento positivamente dependente na curva, onde a condutividade da
solucdo de fato aumenta conforme o aumento da concentracdo do analito. A
sensibilidade de eletrodo para o ion fosfato, calculada pela razéo da inclinacao de reta
da curva de calibracdo sobre a area do eletrodo (0,4 cm x 0,6 cm), anotada no valor

de 1,04x10’ L mmol~t cm 2, foi dada satisfatoria.

4.1.2 Potassio

Para o ion potéassio, a faixa de concentracdes investigada foi de 0,075 a 0,300
mmol L™1). Os resultados deste teste foram bastante préximos ao esperado, dado que
grande parte das amostras testadas para o conjunto demonstraram comportamento
estavel e linear. Além disso, os desvios padrédo calculados para as medicbes do
conjunto de amostras foi adequado, refletindo em baixa porcentagem de erro (contida
abaixo de 5,00% para todas as amostras do conjunto), e, portanto, boa confiabilidade

para a calibragao.

Equacéo IV:
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Cond (ADC reading) = 1,58x10° Conc (mmol L™1) + 8,52x10°
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Figura 10. Curva analitica para o ion potassio, com desvio padréo associado (barras de erro verticais),
e linha de tendéncia (vermelho) conforme Eq. IV.

Assim como foi para o ion fosfato, a curva produzida para o ion potassio
também foi satisfatoria (FiguralQ). O valor anotado de 0,9996 do coeficiente de
determinacdo € bastante interessante, dada sua indicacdo de que esta curva
representa de maneira extremamente fiel o comportamento das amostras testadas
neste espectro de concentracdo, e a sensibilidade do eletrodo nesta faixa, para o ion
potassio. O crescimento da curva foi, como esperado, bastante linear e estavel, sendo
a sensibilidade do eletrodo para o ion potassio registrada em 6,59 x 106 L mmol~*cm

—2, cerca de 1,6 vezes menor que a sensibilidade anotada para o ion fosfato.

4.1.3 Amobnio

O teste em C*D para padrées contendo ion amdnio apresentou particularidades
antes nao vistas nos testes realizados para as amostras de ions fosfato e potassio. As
amostras de concentracdo entre 0,01 e 0,05 mmol L™, significativamente mais baixas
gue as faixas identificadas para os outros ions, exprimiram um bom padrdo de
resposta concentragdo/condutividade, indicando que, para este ion, faixas mais

baixas de concentracdo devem ser mais apropriadas para sua calibracéo.
Equacéo Il

Cond (ADC reading) = 2,69x10°Conc (mmol L™1) + 2,67x10*
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Figura 11. Curva analitica para o ion amonio, com desvio padrdo associado (barras de erro verticais),
e linha de tendéncia (vermelho) conforme Eqg. Il.

Assim como para 0s ions anteriormente testados, a curva de calibracdo para o
ion amoénio foi satisfatoria, tendo em vista o valor de coeficiente de determinacao
anotado em 0,9924 (Figura 11). Como ja discutido, este valor é admitido como 6timo,
ja que reflete bem o comportamento dos dados na curva, conferindo precisdo e maior
confiabilidade na calibracéo do eletrodo. Novamente, a correlacdo positiva e linear da
curva era esperada, e é refletido pela sensibilidade do eletrodo para o ion aménio,

anotada em 1,12 x 10°% L mmol~ cm 2, menor que os demais ions.

Contudo, ndo se pode afirmar que os resultados obtidos para esse ion foram
ideais. Os valores de porcentagem de erro associada aos desvios padrdo das
amostras deste teste ndo foram homogéneos. Apesar de nenhuma amostra utilizada
na producdo da curva de calibracdo ter porcentagem de erro inadequada, a baixa
uniformidade encontrada para este parametro no conjunto de amostras revela a falta
de estabilidade na deteccéo para o aménio em particular, ja que este comportamento

nao foi observado para os ions anteriores.

Embora as razbGes para este comportamento ndo sejam evidentes, ha a
possibilidade destes resultados serem explicados pelo preparo de solugdes, dado que
concentragdes tdo baixas tornam mais drasticos os efeitos de erros ocorridos durante

manipulacéo de pipetas e diluicdes, por exemplo.
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4.2 Repetibilidade, Reprodutibilidade, LOD e LOQ

Tendo em maos as curvas de calibracdo produzidas para os ions fosfato,
potdssio e amodnio, outros parédmetros importantes deveriam ser aferidos:
repetibilidade, reprodutibilidade, LOD e LOQ. De modo geral, esses parametros
servem para traduzir numericamente a confiabilidade do teste para os trés diferentes
jons em um mesmo eletrodo, e também em eletrodos diferentes, assim como
dimensionar os minimos valores de analito que este pode detectar/quantificar. I1sso
garante que haja precisdo na medicdo de grupos de amostras diversas, bem como
boa sensibilidade e seguranca do eletrodo para os dados produzidos.

4.2.1 Repetibilidade

Para a obtencédo do parametro de repetibilidade, escolheram-se amostras de
concentracdo intermediaria na curva de calibragdo dos ions, e que idealmente
estivessem proximas da linha de tendéncia, sendo, portanto, amostras com
comportamento bem definido pela curva. As concentracdes escolhidas para cada ion
foram: 0,125 mmol L™ para o fosfato, 0,20 mmol L~* para o potassio, e 0,035 mmol L-
! para o amdnio, que foram entdo testadas para aferir a repetibilidade do eletrodo
proposto. Foram selecionadas seis medidas para cada ion (n=6). Este numero foi
assim determinado por ser o suficiente para manter a veracidade do teste, ao mesmo

tempo que garantindo também a qualidade do resultado.

_ Condutividade média _ . Desvio Padrio
Analito _ Desvio Padréo lativo (0
(ADC reading) Relativo (%)
Fosfato 0,125 mmol L™ 1,76 x 10° 6,63 x 102 0,38
Potassio 0,20 mmol L™ 2,15 x 10° 5,44 x 10? 0,25
Amonio 0,035 mmol L 1,16 x 10° 8,02 x 10? 0,69

Tabela 1. Dados de condutividade média, desvio padréo e porcentagem de erro, solu¢des de padrdes
selecionados para os ions fosfato, potassio e amonio, para o teste de repetibilidade.

Calculados o desvio padréo das amostras escolhidas e a porcentagem de erro
associada (Tabela 1), observa-se que os dados produzidos foram bastante
satisfatorios: para os trés ions, o desvio padrao relativo foi baixo, sendo que nenhum
ultrapassou a marca de 0,70%. Esses valores sao reflexo de grande adequacao do

desvio padrao das medic¢des, indicando, por sua vez, confiabilidade entre as medi¢des
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de cada amostra, dado que ha pouca variacdo entre medidas para um mesmo
eletrodo. Determinou-se, assim, que repetibilidade associada ao teste em C*D para
estes ions foi adequada, denotando estabilidade do equipamento, do eletrodo, e das

variagdes inerentes entre medidas, como volume pipetado.

4.2.2 Reprodutibilidade

O teste de reprodutibilidade visa melhor entender como se comportam as
amostras de um ion, em mesma concentracdo, quando medidas em eletrodos
diferentes. Fazendo-se cinco medi¢des para os trés ions, em trés eletrodos diferentes,
pode-se ter, ou ndo, a certeza de que o comportamento demonstrado por um ion
testado ndo é influenciado pela sensibilidade de um eletrodo especifico, e que a

precisdo do teste deve ser mantida mesmo em eletrodos diversos.

Condutividade média _ Desvio

Amostra ) Desvio Padréo Padréo
Fosfato 0,125 mmol L™ 7,05 x 10* 2,58 x 10° 3,66
Potassio 0,20 mmol L™ 7,28 x 10* 2,27 x 108 3,12
Amonio 0,035 mmol L™ 7,69 x 10* 3,07 x 108 3,99

Tabela 2. Dados de condutividade média, desvio padréo e porcentagem de erro, de solugBes padréo
selecionadas dos ions fosfato, potassio e aménio, para o teste de reprodutibilidade.

Os valores de desvio padrdo encontrados para este teste, como evidenciado
pela porcentagem a ele associada, foram aceitaveis (Tabela 2). Isso indica que,
mesmo medindo-se as amostras em eletrodos diferentes, existe um bom grau de
concordancia associado a realizacdo do meétodo para os ions de interesse,
fornecendo, mais uma vez, seguranca e confiabilidade para os dados obtidos, e,

portanto, boa reprodutibilidade para o teste C*D com os eletrodos produzidos.

4.2.3 Limites de Deteccdo e Quantificacédo

O parametro LOD serve para determinar qual a menor concentracdo de
amostra que pode ser distinguida de zero, ou branco, em um teste. Ou seja, mede a
menor quantidade possivel de analito que pode ser detectada, despertando um sinal
diferente de nulo (TOTH et al., 2004). Seria dado como sem sucesso caso o valor
obtido de LOD para cada ion fosse maior do que o valor mais baixo de concentracao

utilizado para a producédo das curvas de calibracdo, significando inconsisténcia do
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método, ou também caso se fizesse necesséria a detec¢ao dos ions em concentragao

menor do que a detectavel pelo método.

Condutividade média _ . Desvio Padrio
Amostra ) Desvio Padréo Relati o
(ADC reading) elativo (%)
Agua ultrapura
1,10 x 10° 4,53 x 10? 0,41
(branco)

Tabela 3. Dados de condutividade média, desvio padréo e porcentagem de erro, para medi¢cdes da
amostra de concentragdo zero (branco/agua ultrapura), para o teste de limite de deteccéo.

A repetibilidade do eletrodo com amostras de branco (agua ultrapura),
importante para o calculo de LOD, obteve 6timo resultado, ao julgar pela porcentagem
de erro medida em 0,41% (para 6 medicbes) (Tabela 3). Assim, conhecendo 0s
valores de inclinacdo de reta de cada curva de calibracdo, foi possivel calcular os

limites de deteccédo e quantificacéo (Tabela 4) para cada ion.

; Inclinacédo da curva Limite de Detecgéao Limite de
lon analitica ) Quantificacao
(umol L) (umol L)
Fosfato 2,49 x 10° 0,55 1,82
Potassio 1,58 x 108 0,86 2,86
Amonio 2,69 x 10° 5,05 16,8

Tabela 4. Inclinagdo da reta da curva analitica, limite de deteccdo e quantificacdo, para os ions
fosfato, potassio e amonio.

Quanto ao LOD, h4d uma observacéo clara a ser feita: os valores obtidos deste
parametro para os ions fosfato e potassio sao significativamente menores (cerca de
cem vezes) do que o encontrado para o ion amdnio. A razdo para isso pode ser
atribuida principalmente aos valores observados de inclinacdo de reta, que foram
cerca de dez vezes maiores para a curva de calibracdo do fosfato e potassio, em

relacdo ao amonio (Tabela 4).

O parametro de LOQ se assemelha bastante ao LOD. Porém, este descreve a
menor concentracdo que pode ser quantificada para um método, enquanto que para
o LOD, a concentracdo encontrada néo precisa ser necessariamente a menor
guantificavel, mas sim a menor detectavel. Como esperado, o valor de limite de
guantificacdo para o ion amonio também foi maior que os valores encontrados para o

mesmo parametro nos ions fosfato e potassio. Dada a similaridade nos célculos, as
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razdes para a diferenca observada devem ser atribuidas as mesmas ja discutidos para
o LOD.

Ainda assim, os valores anotados de LOD pra os trés ions, por serem menores
do que os valores mais baixos de concentracédo utilizados nas producdes das curvas
de calibragéo, estdo adequados para a proposta apresentada deste trabalho. Deve-
se observar também que os limites detectaveis destes ions pelo eletrodo sédo preditos
como seguramente menores que os valores a serem encontrados em amostras reais
de solo. Para os ions fosfato, potassio e aménio, respectivamente, valores médios
encontrados em extratos de solo giram em torno de 1 - 50 pmol.Lt, 100 - 4000 pmol
L=}, e 100 — 2000 pmol.L't, concentracdes significativamente maiores que as
guantificaveis com o eletrodo proposto (BARBER, 1995). Com isso, conclui-se que 0s
parametros de LOD e LOQ foram determinados satisfatorios para os ions fosfato,

potassio e amonio sob a técnica de detecgéo C*D.

4.3 Determinacao de misturas dos ions com complexantes éter 18-coroa-6 e

MgO
4.3.1 Resultados iniciais: testando adequacao do protocolo

Para o objetivo proposto neste trabalho de investigar quantitativamente, com o
uso do eletrodo de aluminio desenvolvido, a presenca dos ions fosfato, potassio e
amonio em amostras de solo, através de C*D, é fundamental que seja testada, em
primeiro lugar, a capacidade do método de quantificar tais ions em solucdes onde haja
a mistura dos analitos de interesse, ndo somente em solucbes padrdo isoladas.
Devido ao caracter de deteccéo universal do C“D, tentativas foram propostas para o
desenvolvimento de protocolos para a investigagao individual de cada ion em mistura,
com o uso dos complexantes éter 18-coroa-6 e MgO, reagentes ja descritos em
reacdes de complexacdo com os ions propostos (ULUDAG-DEMIRER; OTHMAN,
2009)(0ZUTSUMI; ISHIGURO, 1992).

Em um primeiro momento, o seguinte delineamento experimental foi montado e
testado: uma mistura dos ions (M), em concentragdo 0,125 mmol L™ para o fosfato,
0,020 mmol L™ para potassio, e 0,035 mmol L para o aménio (mesmas
concentragbes dos testes de repetitividade e reprodutibilidade, centrais em suas

respectivas curvas analiticas) foi testada, ora adicionada de MgO, ora de éter 18-
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coroa-6 (ambos em concentracdo 0,275 mmol L1), e ora com os dois, além de uma

amostra de 4gua (branco) (figura 12).

A adicdo de MgO a mistura foi feita visando testar a complexagédo dos ions
fosfato e amoénio, que em teoria possibilitaria a medicdo do sinal correspondente
somente ao ion potassio em solucdo. Similarmente, a adicdo de éter 18-coroa-6 € feita
visando reacdo com ions potassio e amonio, possibilitando medicdo do sinal isolado
de fosfato em solucdo, que por sua vez daria acesso ao calculo do sinal
correspondente ao amonio na mistura, tendo medido o sinal total da mistura de ions

(sem quaisquer reagentes).

A concentracdo proposta para os reagentes complexantes, 0,275 mmol L, foi
assim determinada por ser o maior valor de concentragdo em quaisquer curvas
analiticas dos trés ions, e, portanto, esperava-se testar se esta quantidade seria
suficiente para que as reagfes de complexagdo acontecessem, dado que se

conhecem também as concentragdes dos ions na amostra da mistura.
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Figura 12. Teste em C*D para amostras de mistura dos ions fosfato, potassio e aménio (identificada
como M), adicionada dos reagentes MgO, éter 18-coroa-6, e ambos, respectivamente (além da amostra
de 4gua ultrapura, branco). FONTE: desenvolvido pelo autor.
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Esperava-se encontrar uma reducdo da condutividade para as amostras da
mistura de ions M quando adicionada dos reagentes complexantes em relacdo ao
sinal somado de suas solucdes isoladas, significando que houve sucesso na captura
dos ions, eliminando suas cargas e diminuindo sua condutividade. Isso possibilitaria
a manipulagdo matematica dos sinais observados para atribuir a cada ion um valor de

condutividade, e, portanto, concentracdo (com o0 uso das curvas analiticas).
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Entretanto, isso ndo aconteceu do modo esperado: a amostra correspondente a
mistura dos ions teve condutividade medida bem abaixo das demais, com a adi¢cao de
reagentes. Além disso, a amostra com a adicdo de ambos os complexantes teve
condutividade observada bastante acima dos demais, com excec¢do da amostra de M
adicionado do éter 18-coroa-6 (de maior condutividade anotada), novamente ndo
corroborando para o delineamento experimental originalmente esperado. Assim,
tornou-se imperativo investigar o comportamento de cada ion separadamente, quando

expostos a cada um dos reagentes complexantes, também separadamente.

4.3.2 Fosfato, potassio e aménio em diferentes concentragfes das curvas analiticas

Decidiu-se, entdo, testar o comportamento de cada ion e cada reagente mais
profundamente, comparando solucbes de concentracbes diversas do ion quando
expostas aos complexantes. Em um primeiro momento, cada ion foi testado em trés
concentragdes distintas, determinadas com base em suas curvas analiticas, sendo
elas uma concentragdo baixa, uma intermediaria e uma mais alta. Essas amostras
seriam entdo acrescidas do reagente precipitante, em mesma concentracéo (0,275
mmol L), para se observar qual impacto a concentragdo do ion pode exercer sobre
a condutividade percebida, apds mistura. Isso se faz pertinente pelo fato de que, dada
aplicacdo visada para o dispositivo, ndo se pode predizer a concentracao do ion que
sera encontrada em amostras reais extraidas de solo, e, portanto, deve-se conhecer
0 comportamento do eletrodo para quaisquer um dos ions NPK em concentracfes

distintas.

Contudo, algo importante foi observado. Para todas as curvas onde era esperada
alguma interacdo entre o ion e o precipitante, criou-se um comportamento de platé
para as amostras onde ha adicdo do precipitante e ion. A este comportamento pode
ser atribuida uma possivel causa: a saturacdo da solucdo da mistura para as
concentracfes testadas, resultando, em teoria, em um sinal de condutividade menos
sensivel, e, portanto, menos representativo da real manifestacdo da adi¢do dos ions
e precipitantes. Por esse motivo, decidiu-se testar qual seria a resposta destas
combinacdes quando performadas em concentraces mais baixas dos ions em
solugcdo, com os reagentes complexantes MgO e éter 18-coroa-6 também em

concentragbes mais baixas.
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4.3.3 MgO

Assim como anteriormente proposto, para investigar a saturacdo do sinal analitico
foram produzidas solu¢cdes com diferentes combinagcbes de cada ion e reagente
complexante, em concentracdo mais baixa. Escolheu-se a concentracao de 0,05 mmol
L™, tanto para os fons, quanto para os complexantes, estimada nesse valor com base
nas curvas analiticas. Além disso, para cada ion e complexante foram produzidas uma
solugcdo contendo um ion adicional, ora esperando verificar reacdo com o agente
complexante testado, ora ndo. A razao disso foi averiguar o comportamento do sinal-
resposta mediante a adicdo de ions que deveriam causar complexacao, esperando
observar um decréscimo no sinal percebido de condutividade, devido a diminuicdo
das cargas. Do contrario, ao adicionar um ion que sabidamente ndo se complexaria,
esperava-se observar um acréscimo de sinal. Assim, seria possivel concluir qual o
nivel de adequacéo do método para 0 a detecc¢ao individual dos ions com o uso de

MgO e éter 18-coroa-6.
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Figura 13. Teste em C*D para avaliar saturagédo das solugées de ions NPK e MgO. Coordenacéo de
cores: pontos circulados em verde s&do aqueles em que se esperava encontrar complexacgéao, e,
portanto, diminuicdo de condutividade. Pontos em vermelho sdo aqueles em que ndo se esperava
complexacao, devendo ocasionar aumento no sinal percebido. Pontos sem circulos correspondem a
solugBes isoladas de cada composto. FONTE: desenvolvido pelo autor.

A realizacdo do teste para os ions NPK com o MgO (figura 13) foi pouco
ilustrativa, apesar dos resultados observados terem demonstrado conformidade com
o esperado. No teste com o fosfato (esquerda), sem a presenca de amébnio para a
formacdo de MAP, ndo se esperava reacdo entre o ion fosfato e MgO, e, portanto,
deveria ocorrer aumento no sinal. Isso se comprovou. Além disso, ao adicionar
potassio, que também ndo se esperava complexar com MgO, observou-se aumento
notéavel no sinal, embora este aumento no sinal n&o pareca corresponder a uma adigdo

linear em valores de condutividade das solugdes isoladas.
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Para o potassio-MgO (centro), na presenca ou auséncia de fosfato, ndo se
esperava quaisquer reacoes de complexacédo, e assim, 0s sinais deveriam sofrer um
aumento, sendo este aumento maior para a Ultima solugdo, como realmente ocorreu,
apesar de apenas ligeiro (compreensivel, dado o sinal bastante discreto da solugéo
de potassio isolado). Por fim, para os testes de combina¢édo do ion aménio com MgO
(direita) em concentracéo 0,05 mmol L1, observou-se novamente um aumento de sinal
(na auséncia de fosfato) devido a falta de reacéo. Os testes de combinacao amonio-
MgO-fosfato ndo foram esclarecedores: esperava-se uma diminuicdo do sinal na
formacdo do complexo MAP com a adi¢ao de fosfato ao complexo aménio-MgO, o

gue ndo aconteceu, pleo contrario, o sinal acabou por ser o mais elevado do conjunto.

Assim, baseado na falta de diferencas de condutividade medida, ndo se pdde
obter, até entdo, sucesso no uso do reagente MgO para a complexacédo dos ions
amonio e fosfato. Apesar disso, o acréscimo de sinal para as amostras onde nao
deveria haver formacdo de MAP fornece a comprovacédo de que o trabalho de sua
combinacdo com ions NPK na faixa de concentracdes proposta demonstra boa

sensibilidade de detecc¢éo do sistema, sem a ocorréncia de saturacoes.

4.3.4 Eter 18-coroa-6

Para o complexante 18-coroa-6, entretanto, os resultados dos testes com ions
NPK, separadamente, em concentra¢do 0,05 mmol L foram mais otimistas (figura
14). O teste do fosfato com o éter 18-coroa-6 foi coerente: a combinacdo destes
(teoricamente nédo resulta em complexacdo) demostrou acréscimo ligeiro de sinal. A
Gltima solucdo do conjunto apresentou, contudo, uma incoeréncia. Da solucao final,
onde é adicionado potassio a mistura, esperava-se um acréscimo ligeiro no sinal em
relacdo a solucédo anterior, dada a complexacéo tedrica entre o ion e a coroa, que
ocasionaria soma apenas parcial do sinal do ion potassio. Isso ndo aconteceu, e do
contrario, o sinal subiu consideravelmente, indicando possivelmente que a
complexacédo (nestas condi¢cdes) ndo ocorreu, ou pelo menos ndo com a intensidade

esperada.
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Figura 14. Teste em C*D para avaliar saturacdo das solucdes de ions NPK e éter 18-coroa-6.
Coordenacdo de cores: pontos circulados em verde sdo aqueles em que se esperava encontrar
complexacdo, e, portanto, diminuicdo de condutividade. Pontos em vermelho sdo aqueles em que ndo
se esperava complexacdo, devendo ocasionar aumento no sinal percebido. Pontos em amarelo
correspondem aqueles em que um dos ions adicionados deveria se complexar, mas o outro ndo. Pontos
sem circulos correspondem a solucg@es isoladas de cada composto. FONTE: desenvolvido pelo autor.

Para o potassio os resultados foram bastante encorajadores. No teste do potassio
com coroa, esperava-se que reagissem quando combinados, mas a adicao de fosfato
(que nédo reage neste cenario) deveria causar aumento do sinal. Como previsto, a
amostra correspondente ao complexo potassio-coroa apresentou diminuicédo de sinal
em relacéo a solucao isolada do potéassio, indicando captura (parcial) das cargas do
ion, enquanto que a adicédo de fosfato ao complexo ocasionou acréscimo notavel de

condutividade.

Também, para os testes de combinacao do ion amdnio com 0s complexantes em
concentracdo 0,05 mmol L, observou-se o que era esperado: para 0 amoénio com
coroa, nota-se uma diminui¢do do sinal. Embora o sinal do complexo amdnio-coroa
tenha sido maior que o do ion isoladamente, ele foi menor do que o do coroa isolado,
significando ao menos que parte do coroa se complexou com o amonio. Os testes de
combinacdo aménio-coroa-potassio, entretanto, foram menos esclarecedores. Por
também ser complexado pela coroa, da adi¢do de potassio ao conjunto amonio-coroa
naturalmente esperava-se uma diminuicao do sinal, ao menos parcial. Contudo, essa
expectativa € equivocada, jA ndo leva em consideracdo a saturacdo do éter na
solucdo, que provavelmente ndo existia em quantidade suficientemente disponivel

para a saturacdo de ambos os ions.

Por conta dos resultados obtidos do uso de coroa em combinagdo com 0s ions
NPK isoladamente, coerentes e promissores, decidiu-se continuar investigando a

capacidade complexante deste reagente com o0s ions amélnio e potassio, em
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combinagdes distintas. Desta vez, adotou-se o seguinte modelo: a solu¢des dos ions,
N e K, em concentracéo fixa, seria adicionado o complexante coroa em concentracdes
crescentes, até a concentracdo final do ion. A condutividade de cada adi¢do seria
aferida, buscando observar uma queda progressiva de sinal, conforme se equiparam
as concentracfes de complexantes e ions, ou seja, um modelo para assertivamente
confirmar a redugcdo de cargas em solucdo com o uso deste complexante. As
concentracdes escolhidas foram de 0,075 mmol L para os ions, e 0,025, 0,05 e 0,075
mmol L para o coroa, determinadas com base no teste anterior, a fim de evitar

saturacgdo do sinal (figura 15).
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Figura 15. Teste de coroa em concentracdes crescentes com os ions potassio (K) e aménio (N) em
concentracao fixa. Para ambos os testes sdo apresentados, da esquerda para a direita: 4gua, coroa
0,025, 0,05, 0,075 mmol L1, ion 0,075 mmol L1, e combinagées do ion com cada concentragdo de
coroa. FONTE: desenvolvido pelo autor.

Da figura 15 deve ser notado: para ambos potassio e amonio, existe clara
decaida progressiva do sinal, em relacdo ao sinal isolado do ion, conforme se
adicionam concentracdes crescentes de coroa nos ions em concentracdo fixa,
comprovando a ocorréncia de complexacéo e captura de cargas, nestas condicoes.
Deve ser notado também, entretanto, a ocorréncia de soluc¢des fora do padrdo, no
caso a solucédo de coroa 0,075 mmol L para o teste do potassio, e a solugdo de coroa
0,05 mmol L%, que exprimiram valor de condutividade mais baixo do que o esperado
pela progressdo de concentracdes. Esse fendmeno, embora dificilmente rastreavel,

by

pode ser ligado a ocorréncia de erros no preparo de solugbes ou aplicacdo de
amostras na realizacdo do teste. H4 também outra observacéo pertinente: apesar de

visivelmente insinuante, os valores de desvio padrao para o teste do coroa com
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potassio foram aceitdveis (contidos abaixo de 5%), sendo o efeito explicado pela

proximidade dos valores de condutividade anotados para o conjunto.

4.3.5 NPK e coroa: avaliando ponto de turnover da complexacéo

Dada a constatacdo de que a complexagdo com o reagente coroa acontecia de
maneira regular para os ions amonio e potassio, e que evidéncias dessa complexacao
foram observadas, desenhou-se o seguinte planejamento experimental: o teste da
mistura dos ions fosfato, potassio e amoénio (NPK), em concentra¢cfes distintas e
crescentes (contidas na faixa de 0,05 mmol L, ainda visando evitar a saturacédo do
sinal analitico), com solu¢des de concentracdo crescente de coroa, nesta mesma faixa
(figura 16) (acrescida de uma amostra a 0,1 mmol L1, para averiguar os efeitos do
excesso de complexante). Pretendia-se, com isso, combinar solucbes em
concentracgdes distintas de NPK com um espectro mais abrangente de concentragdes
de coroa, e avaliar, desta maneira, se existe um ponto de virada, onde a complexacéo
dos ions ndo pode mais acontecer, e 0 coroa remanescente torna a aumentar o valor
de condutividade da solucdo. Este ponto, chamado de turnover, indicaria qual a
proporcao de reagente e ions onde observa-se diminuicdo do sinal analitico, e em
gual magnitude, além de confirmar que o coroa remanescente, apds complexacao,
contribuiria novamente para o aumento de condutividade da solugdo, dando

evidéncias para adequacéo de seu uso no protocolo proposto.
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Figura 16. Testes de combinacdo de NPK e éter 18-coroa-6. A. Solucdes padréo de NPK, sem coroa,
em concentracdes crescentes (além de amostra de agua ultrapura, branco, a direita), onde NPK1 a 5
representam respectivamente 0,01, 0,02, 0,03, 0,04, 0,05 mmol L. B-F. Testes de NPK1 a 5,
respectivamente, com a adigdo de coroa em seis concentragdes distintas (0,01, 0,02, 0,03, 0,04, 0,05
e 0,1 mmol L) representadas por C1 a C6. FONTE: desenvolvido pelo autor.

A realizacdo deste teste forneceu importantes constatacfes. Para todos 0s
testes, a adicdo de coroa causa, em algum nivel, uma depreciacdo significativa de
sinal, e aparente existe um ponto para todos onde a combinacdo de coroa, embora
em concentracdes crescentes, com os ions NPK torna a aumentar a condutividade da
solucdo. Em primeiro lugar, como se observa em 16.A, a producdo de solu¢cdes em
concentragfes crescentes propostas para os ions NPK (NPK 1 a 5) demonstrou, como
esperado, crescimento estavel e linear, comprovando a qualidade de deteccéo pelo

meétodo e a adequacédo no preparo de solucdes.

Também, algo interessante de se notar € que o ponto de turnover no sinal parece
acontecer sempre na janela onde a concentragdo de coroa supera a concentragcao

dos ions NPK na solucéo. Isso pode ser observado, com excec¢éo de poucas solucdes
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fora de padréo (outliers), em todos os testes: a adicdo de coroa em concentracdes
inferiores ou iguais a dos ions NPK causa clara e progressiva diminuicdo de
condutividade, mas passa, a partir deste ponto, a aumentar o sinal analitico de modo
significativo. Esta conclusdo é importante por indicar inversamente que, em
determinado nivel, a descoberta de concentracao de solu¢cdes NPK é possivel através
da identificagdo do ponto de turnover com éter 18-coroa-6, adicionado

controladamente e com concentragdes conhecidas.

4.4 Monitoramento de parametros: Amplitude e Frequéncia

Paralelamente ao periodo inicial de testes com reagentes MgO e éter 18-coroa-6
para a deteccdo individual do sinal de condutividade dos ions NPK em mistura,
decidiu-se testar uma outra abordagem. Foi proposto que se revisitasse a
padronizacdo dos parametros de amplitude e frequéncia do sinal senoidal fornecido
pelo gerador de fungdes, desta vez de maneira individual para cada ion. Com isso,
pretendia-se averiguar se a faixa ideal de deteccéo de cada um (onde o eletrodo fosse
mais sensivel) aconteceria em combinacdes distintas destes parametros, até entao
mantidos em 0,75V (amplitude) e 400kHz (frequéncia) para quaisquer testes
produzidos, dada padronizacdo previamente realizada com o dispositivo pelo grupo
de pesquisa. Caso isso se confirmasse, uma abordagem interessante para a deteccao
dos ions isoladamente em amostra poderia ser proposta, através da adequacao do
setup experimental. O resultado deste teste foi a producdo de uma superficie
tridimensional (3D colormap, ou 3D mapping) para os valores correspondentes de
condutividade (ADC reading), mediante combinacdes distintas de amplitude e
frequéncia, para cada um dos trés ions, que pode também ser visualizada como mapa

de calor bidimensional.

Para a realizacao deste teste, foram utilizadas solu¢cées em mesma concentracao
pra os trés ions, garantindo que diferencas, se observadas, na sensibilidade do
eletrodo néo seria advinda da diferenca de cargas em solucédo. Foi selecionada a
concentracdo de 0,050 mmol L2, por ser considerada intermediaria no espectro
abrangido pelas curvas analiticas em conjunto. Os resultados apresentados, contudo,
nao foram otimistas para a proposta: observou-se que, em mesma concentracéo, nao
existem diferengcas significativas no perfil de condutividade medida, mediante
diferentes combinacdes de amplitude e frequéncia para os ions fosfato, potassio e

amonio (Figura 17). Isso implica que ndo foram encontradas faixas 6timas distintas de
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deteccédo para cada um, que poderiam levar a adequacéo do protocolo e montagem
de um método para deteccdo individual destes, sem etapas adicionais com o uso de
reagentes. Assim, descartou-se essa hipotese de trabalho, e devolveu-se o foco ao
trabalho com os reagentes complexantes anteriormente propostos.

1200 ADC reading
1,515E+06
1000 1,338E+06
I 1,161E+06
9,844E+05
8,075E+05
6,306E+05
4,538E+05
\‘-—.

800

600

Frequéncia (kHz)

400
2,769E+05

200 1,000E+05
04 06 08 10 12 14 16 18 20 04 0 08 10 1,2 14 16 18 20 04 06 08 10 12 14 16 18 20

Amplitude (V) Amplitude (V) Amplitude (V)

Fosfato Potassio Aménio

Figura 17. Teste de monitoramento de condutividade mediante combina¢gBes dos parédmetros de
amplitude (x) e frequéncia (y) para solugfes dos ions fosfato, potassio e aménio, todos na concentragdo
0,050 mmol L, denotando grande similaridade nos perfis de calor observados. FONTE: produzido pelo
autor.
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5. Conclusdes

Dada a escala de impacto socioeconémico, bem como necessidade, de anélises
guimicas para amostras de solo, em especial no contexto brasileiro, é de fundamental
importancia que se desenvolvam métodos de deteccdo mais acessiveis, e que
possibilitem analises mais dindmicas, personalizadas e baratas. O uso de técnica de
C*D para andlises de macronutrientes em solo possui todas as ferramentas para suprir
tais necessidades: a producdo de eletrodos metalicos com a técnica de mascaras
vezadas se mostrou bastante eficiente, com grande capacidade de escalonamento e
boa eficiéncia de custo de fabricacdo. Além disso, como demonstrado, os eletrodos
produzidos possuem excelente performance em parédmetros chave, como
repetibilidade, reprodutibilidade e limite de deteccéo, indicando boa confiabilidade e
seguranca em seu uso. O setup experimental proposto também se mostrou bastante
adequado, dada sua praticidade e acessibilidade. Além disso, as curvas analiticas e
repetidas analises dos ions fosfato, potassio e aménio com o uso do eletrodo,
demonstraram o grande potencial do método para a deteccdo de NPK em solucdes
padrdo. Até o0 momento, ndo se obtiveram resultados significativos na padronizacao
da quantificac&o individual dos ions em mistura, com o uso dos complexantes MgO e
18-coroa-6, mas alguns resultados otimistas devem ser apontados. A janela de
concentragfes Otimas para o trabalho com as solucdes dos ions parece ter sido
encontrada, e as interacbes desejadas foram por vezes observadas. O fator
determinante a ser consertado seria a estabilidade da deteccéo e inconsisténcia dos
resultados, que geram concordancias interpretativas. Embora ndo tenha sido
suficiente para apontar novas perspectivas metodologicas para a deteccéo isolada de
cada ion, a avaliacdo dos parametros de amplitude e frequéncia também foi bastante
interessante. Ajudou a entender mais sobre o perfil medido de condutividade para
cada ion e colocou em perspectiva o protocolo previamente estabelecido para estes
parametros, além de confirmar a utilidade de um mesmo setup experimental para a

determinacao de NPK, descobrimento de grande relevancia pratica.
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6. Perspectivas Futuras

Apesar do extenso progresso feito na obtencdo de um processo simples e barato
de producdo de eletrodos metalicos para deteccdo de macronutrientes agricolas com
base em C*D, ha ainda muito a se desenvolver em relacdo a aplicabilidade e
adequacédo do método. Os protocolos de preparacao das amostras com o0s reagentes
MgO e éter 18-coroa-6 para deteccéo isolada dos ions NPK em mistura ainda estéo
longe de concluidos: pouco consegue-se inferir sobre a performance destes reagentes
como complexantes dos ions, muito menos sobre sua adequacao para o processo de
deteccdo e andlise. Além disso, deve ser trabalhada ainda a possibilidade de que os
reagentes propostos nao sejam afinal adequados para a aplicacéo desejada, criando
necessidade de busca por outros que possam cumprir este papel com maior
eficiéncia. E pretendido que se dé continuidade a estes experimentos, concluindo as
etapas de padronizacdo e adequacdo do método para a deteccdo dos ions NPK
isolados, com o intuito consolidar a construcdo e aplicabilidade do dispositivo, e

idealmente gerar publica¢des cientificas relacionadas.

O método esta longe de perfeito, e apresenta algumas dificuldades fundamentais,
por enquanto sem solucdo, mas que eventualmente deverdo ser atendidas. Para que
se valide a aplicacéo proposta, deve-se tornar possivel a utilizacdo do eletrodo para a
deteccdo de amostras reais de solo, infinitamente mais complexas que as misturas
padrdo, produzidas em laboratoério e utilizadas nos testes feitos até entdo. Diversos
fatores problematicos se apresentam entre estes dois estagios: primeiramente, dada
a universalidade do método, a presenca de outros componentes quimicos carregados
no solo além do NPK pode drasticamente influenciar a condutividade da amostra,
completamente anulando a possibilidade da deteccao individual destes ions com a
metodologia proposta. Além disso, fatores como umidade, pH, temperatura,
granulosidade séo todos determinantes para a condutividade do solo, e também néo
podem ser aferidos ou controlados pelo uso da técnica de C*D. Todas estas etapas
devem ser cumpridas e bem estabelecidas entes que se possa pensar na aplicacédo
do dispositivo para a deteccdo de amostras reais de solo, objetivo final proposto para

esta pesquisa.
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