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RESUMO

Nanotubos de carbono no desenvolvimento de sensores eletroquimicos

Os nanotubos de carbono (CNTs) tém despertado um grande interesse na area de
eletroanalise, pois estes materiais possuem importantes caracteristicas, como a alta
velocidade na transferéncia de carga, alta area superficial e a presenca de grupos
funcionais que fazem com que os sensores baseados em CNTs sejam atrativos para
serem modificados com diversos tipos de espécies. As ftalocianinas metalicas (MPc)
sdo conhecidas como excelentes mediadores redox e podem ser eletrostaticamente
adsorvidas sobres os CNTs, onde o sistema MPc-CNT apresenta efeito sinérgico e
altamente eletrocatalitico. Desta forma, o objetivo deste trabalho ¢ caracterizar as
propriedades eletrocataliticas dos CNTs, em relagdo a etapa de funcionalizacao destes
em meio oxidante e desenvolver sensores eletroquimicos com CNTs modificados com
MPc para a determinacdo de substancias de interesse ambiental e medicinal. Os CNTs
foram funcionalizados em meio oxidante (mistura 1:3 HNO3;/H,SO,). A anélise micro-
estrutural foi antes e apos a etapa de funcionalizagdo foi realizada utilizando as
técnicas de FTIR e as microscopias do tipo FEG-SEM e TEM, nas quais foram
observados que a etapa de funcionalizagao diminui o diametro dos tubos, desbloqueia
os planos de borda e aumenta a populagcdo de grupos funcionais. As caracteristicas
eletrocataliticas dos CNTs foram analisadas pela voltametria ciclica e pela
espectroscopia de impedancia eletroquimica, nas quais estas andlises demonstraram
que os CNTs funcionalizados diminuiram tanto o potencial de oxidagdo do par redox
[Fe(CN)s]*/*, quanto a resisténcia de transferéncia eletronica, além de aumento nas
correntes de oxidacao e reducdo e melhoria na reversibilidade do sistema. Foram
desenvolvidos métodos para a deteccdao dos defensivos agricolas 4-nitrofenol (4-NP),
carbaril e glifosato (Gli) em 4guas naturais. Para cada defensivo agricola foi utilizado
um sensor especifico de CNTs e ftalocianinas metélicas. Substancias medicinais
(catecolaminas) também foram avaliadas e os sensores desenvolvidos foram baseados
em CNTs modificados com ftalocianina de cobalto. Os sensores eletroquimicos
propostos mostraram-se altamente eletrocataliticos e sensiveis na determinagdo dos
defensivos agricolas das catecolaminas. A metodologia proposta comparada com os
métodos oficiais de andlise e foi observado que os sensores atingem os limites
minimos necessarios de detec¢do, demonstrando que sensores eletroquimicos baseados
em CNTs tornam-se uma alternativa no desenvolvimento de metodologias altamente

sensiveis, rapidas e de baixo custo.
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ABSTRACT

Carbon nanotubes on development of electrochemical sensors

Carbon nanotubes (CNTs) have attracted great interest in electroanalysis. This material
shows important properties as high charge transfer rate, high surface area and the
presence of functional groups that make the sensors based on CNTs are attractive to be
modified with several species. Metallic phthalocyanines (MPc) are well recognized for
their excellent electrocatalytic properties and can be electrostatically adsorbed onto
CNTs, where the CNT-MPc system shows a synergic and electrocatalytic effect. Thus,
this work aims to characterize the electrocatalytic properties of CNTs, after a
functionalization step of CNTs in an oxidizing media. Another objective is the
development of electrochemical sensors based in functionalized CNTs modified with
metallic phthalocyanines for the determination of environmental and medicinal
substances. The CNTs were functionalized in oxidizing media (mixture 1:3
HNO5/H,S0O,). The micro-structural analysis was characterized by FTIR and the FEG-
SEM and TEM microscopy, in which was observed that the functionalization step
decreases the diameter of the tubes, unlocks the edge plans and increases the density of
functional groups. The electrochemical characteristics of CNTs were examined by
cyclic voltammetry and electrochemical impedance spectroscopy, in which these tests
showed that the functionalized CNTs shift for more negative values the oxidation
potential of redox couple [Fe(CN)s]*/*, as the electron transfer resistance, increase in
oxidation and reduction current besides the improvement in the reversibility of the
system. An electrochemical methodology were developed for the detection of
pesticides 4-nitrophenol (4-NP), carbaryl, and glyphosate (Gly) in natural waters. For
each pesticide used a specific sensor was constructed based on CNTs and metallic
phthalocyanines. Medicinal substances (catecholamines) were also evaluated and
developed sensors based on CNTs modified with cobalt phthalocyanine were
developed. The proposed electrochemical sensors presented highly electrocatalytic and
sensitive in the determination of pesticides and catecholamines. The proposed
methodology were compared with the official methods of analysis and noted that the
sensors yielded the detection limits required, demonstrating that electrochemical
sensors based on CNTs become an alternative for the development of highly sensitive,

rapid and low cost methodologies.
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1.1 Apresentacao

M¢étodos de analise consistem na utilizacdo de técnicas analiticas com a
finalidade de separar, identificar ou quantificar substancias de interesse. Nos
dias atuais, todas as substancias de interesse ambiental, medicinal ou que possua
grande impacto econdmico possuem um protocolo de andlise. Esses métodos
padrdes de andlise, bem como os niveis maximos e minimos estabelecidos para
essas substancias em determinadas amostras sao determinados por legislacdes
especificas de um pais, conglomerados de paises ou por agéncias mundialmente
reconhecidas como: a Farmacopeia Europeia ¢ Americana, OMS (Organizacao
Mundial de Saude), IUPAC (International Union of Pure and Applied
Chemistry), USEPA (United States Enviromental Protection Agency), EEA
(European Enviromental Agency). No Brasil, os principais 6rgdos de legislacao
sao a ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria) e o CONAMA
(Conselho Nacional do Meio Ambiente).

Os métodos oficiais de analise das substancias estudadas neste trabalho,
como as catecolaminas (dopamina e adrenalina) e os defensivos agricolas (4-
nitrofenol, carbaril e glifosato) sdao determinados por métodos cromatograficos.

Dopamina' e adrenalina® possuem protocolos oficiais de anélise que
utilizam a cromatografia liquida de alta eficiéncia com deteccao no ultravioleta
(HPLC-UVvis). Com relagao aos defensivos agricolas, as normas determinadas
pela USEPA para a andlise desses contaminantes em 4guas sdo as seguintes:
para o 4-nitrofenol’, a técnica oficial de andlise é a cromatografia gasosa
acoplada ao espectrémetro de massa (CG-MS); para o carbaril* ¢ (HPLC-UVvis)
e para o glifosato’, o protocolo de anilise ¢ HPLC com deteccdo por
fluorescéncia.

As técnicas cromatograficas possuem alta sensibilidade e seletividade na
determinacao das substancias mencionadas anteriormente. Contudo, apresentam
algumas limitagdes, como a necessidade de varias etapas de pré-tratamento

(preparagdo de amostra, extracdo, clean up, derivatizagdes da amostra em meio
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acido ou alcalino). Essas etapas t€ém como objetivo obter um extrato final
totalmente compativel com a técnica. Na cromatografia liquida, normalmente,
sdo geradas altas quantidades de residuos contendo solventes organicos, que
além de serem toxicos, tornam o procedimento mais complicado e caro. Outro
ponto a salientar ¢ que a cromatografia ndo permite a analise em campo, direta e
in situ. Nesse contexto, o uso das técnicas eletroanaliticas aparece como uma
alternativa aos métodos oficiais de analise.

Métodos eletroquimicos tém como vantagem baixo custo, alta
sensibilidade, facilidade de operacdo, potencialidade de miniaturizagdo e
automagdao. Permitem a constru¢do de dispositivos simples, portateis e
possibilitam o monitoramento rapido de substancias diretamente no campo e in
situ.

Entretanto, alguns pontos tém de ser levados em conta no
desenvolvimento de uma metodologia eletroquimica de monitoramento. A
constru¢do do sensor deve ser feita de modo que esse possua maior
sensibilidade, seletividade, robustez, etc. Para isso, nas etapas de construgao, a
escolha do transdutor ¢ de suma importancia, pois esse deve possuir,
principalmente, condutividade elétrica adequada e servir de suporte para
possiveis modificagdes ou imobilizagdes de substancias.

Dentre os transdutores mais utilizados podem ser destacados os eletrodos
metalicos como ouro® e platina’ e os eletrodos & base de carbono como o
diamante dopado com boro (BDD)®, carbono pirolitico altamente ordenado
(HOPG)’, carbono vitreo (GC)" e os compésitos a base de carbono, como a
pasta de carbono'', o grafite epdxi'>, dentre outros.

Outro item relevante na area de desenvolvimento e construcao de sensores
eletroquimicos ¢ a utilizagdo de modificadores, cuja principal finalidade ¢
propiciar um aumento na sensibilidade e na seletividade do sensor. A busca de
novos materiais para modificacdo de sensores ¢ alvo de diversos grupos de
pesquisa em todo mundo. Dentre os materiais mais estudados e utilizados,

atualmente, encontram-se os filmes e compositos a base de nanotubos de
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carbono (CNTs). As propriedades e diversas aplicacdes dos CNTs serdo
discutidas a seguir, bem como a utilizacdo de mediadores redox, como as
ftalocianinas metélicas no desenvolvimento de sistemas sinérgicos, onde a

principal finalidade ¢ aumentar a sensibilidade dos sensores.

1.2 Nanotubos de carbono

Desde sua descoberta, em 1991", os nanotubos de carbono (CNTs) tém
despertado um grande interesse em diferentes aplicagdes, devido as suas
caracteristicas proprias como propriedades eletronicas, grande resisténcia
mecanica e suas propriedades quimicas'®. Com uma forga de tensio cem vezes
maior que a do ago, excelente condutividade térmica e elétrica, os CNTs, hoje
em dia, sdo um dos componentes mais usados no desenvolvimento da
nanotecnologia ¢ vém sendo alvo da pesquisa para varios grupos de pesquisas ¢
em diversos ramos da industria de alta tecnologia em todo o mundo.

Os CNTs sao formados por arranjos hexagonais de carbono dispostos em
folhas de grafeno, que sdo enroladas em formato cilindrico com didmetro na
ordem de nandmetros € comprimento que varia de nandometros a centimetros.
Esses cilindros sdo fechados como uma espécie de aboboda de carbono', a qual
¢ o resultado da inclusdo de pentagonos na estrutura hexagonal da parede de
grafeno durante o processo de sintese.

Os CNTs podem ser sintetizados por diversos métodos: a sintese catalitica
que utiliza metais de transi¢do sobre suportes de silica, alumina e zedlitas', a
decomposi¢do de mondxido de carbono em altas pressdes e altas temperaturas'®,
a erosdo a laser'’, o método de pirdlise em arco voltaico'® ¢ o método mais
utilizado que ¢ o da deposi¢do por vapor quimico (CVD). Esses processos
apresentam o problema de produzir, paralelamente, o carbono amorfo, além da
presenga inevitavel de particulas metéalicas oriundas dos catalisadores. No
entanto, a sintese catalitica e a CVD possibilitam um maior controle das

varidveis de sintese quando comparadas aos demais processos listados
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anteriormente. Com a otimizacdo das condi¢cdes de sintese, o método CVD
apresenta alta eficiéncia na obtencdo de grandes quantidades de nanotubos de
boa qualidade e com baixo teor de impurezas'.

Do ponto de vista estrutural, ha dois tipos de CNTs que a maioria dos
métodos de sintese produz: os nanotubos de carbono de parede simples
(SWCNT) cuja sigla deriva do inglés Single-Walled Carbon Nanotubes, que
podem ser considerados como uma unica folha de grafeno enrolada sobre si
mesma para formar um tubo cilindrico € os nanotubos de carbono de parede
multipla (MWCNT), do inglés Multi-Walled Carbon Nanotubes, que
compreendem um conjunto de trés ou mais nanotubos concéntricos enrolados

sobre si, como mostrados na Figura 1.

CNT - Parede simples CNT - Paredes multiplas

CNT - cone

:' ! 240" disclination

5nm

Figura 1 — Diagrama e microscopias dos diferentes tipos de CNTs.

Entretanto, outros tipos de CNTs podem ser sintetizados tais como:
nanotubos de carbono de paredes duplas, nanotubos de carbono alinhados,
nanotubos de carbono em formato de cone (cup-stack), dentre outros. A
formagao dessas estruturas ¢ simplesmente devido a variagdes das condicdes de

sintese.
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Os nanotubos podem ser utilizados como materiais em diferentes areas
tecnoldgicas e seu uso como material para o desenvolvimento de sensores tem
adquirido importancia fundamental. Contudo, a utilizagdo de CNTs como
material para o desenvolvimento de sensores na area de eletroanalise ¢ devido a
duas de suas principais propriedades: a alta area superficial, o que permite uma
amplificacdo no sinal analitico e a segunda propriedade pronunciada ¢ a
eletrocatalise. A propriedade eletrocatalitica vem do fato dos CNTs possuirem
um mecanismo de transporte de elétrons que pode variar desde o tipo
semicondutor até o tipo metalico, dependendo do seu didmetro e angulo chiral,
também chamado angulo de helicidade (). Esses dois pardmetros resultam dos
chamados indices de Hamada (n,m)*’.

Um CNT ¢ produzido a partir de uma folha de grafeno enrolada de tal
forma que coincidam dois sitios cristalograficamente equivalentes de sua rede
hexagonal. O vetor C chamado chiral, que define a posicdo relativa dos dois
sitios ¢ definido mediante dois nimeros inteiros (n,m) e pelos vetores unitarios

da rede hexagonal a; ¢ a, (C =na; + ma,) como mostrado na Figura 2A.

Figura 2 — (A) Diagrama da formacao de nanotubos de carbono a partir de uma
folha de grafeno e (B) Geometrias dos CNTs: (a) armchair, (b) zig-zag, (c)

chiral.

Dependendo dos valores relativos do par (n, m), os CNTs podem ser:

armchair (n = m), zig-zag (n, m = 0), ou chiral (n # m # 0) e estdo definidos
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pelo angulo de helicidade @. Se ¢ varia de 0 a 30° podem ser gerados tubos
partindo do tipo zig-zag até o armchair como limites, passando pelos tubos
chiral. As trés variedades de CNTs sdo ilustradas na Figura 2B. Em fung¢ao dos
indices de Hamada (n,m), um nanotubo ¢ metalico quando n-m ¢ multiplo de 3;
em caso contrario, ¢ semicondutor. Todos os nanotubos do tipo armchair sio
metalicos, enquanto que os zig-zag e chiral podem ser metalicos ou
semicondutores'’.

Alguns estudos relataram o funcionamento do transporte eletronico nos
CNTs. Em 2002, Baughman et al.*' descreveram que o transporte eletronico nos
CNTs ocorre de forma balistica, isto €, sem espalhamento no decorrer do
comprimento do tubo, o que possibilita a condugdo de correntes através de
grandes extensdes dos CNTs, sem a necessidade de aquecimento.

Em 2007, Masheter et al.*> demonstraram que o transporte eletronico nos
CNTs pode ocorrer de forma balistica no plano basal. Entretanto, o aumento da
velocidade no transporte eletronico ¢ devido a presenca de grupos funcionais
dispostos nos CNTs. Esses grupos estdo localizados principalmente nos planos
de borda, que surgem nos CNTs via tratamento em meio oxidante. Esses planos
de borda encontram-se, principalmente, em defeitos presentes no corpo do tubo
além das extremidades, chamada de “boca do tubo”. Dessa forma, tanto a
conducao balistica, quanto a presenca de planos de borda fornecem a esses
materiais a capacidade de mediar a transferéncia de elétrons em reagdes com
espécies em solugio™.

Assim, os CNTs atendem as principais caracteristicas de um material no
desenvolvimento de sensores eletroquimicos que podem ser descritas como: alta
velocidade na transferéncia de elétrons, alta area superficial e a presenca de
grupos funcionais que fazem com que os sensores baseados em CNTs sejam
atrativos para serem modificados com diversos tipos de espécies. A literatura
possui varios exemplos de diferentes tipos de sensores de CNTs modificados
com enzimas, material genético, complexos metalicos, polimeros condutores,

nanoparticulas metélicas, etc. Alguns exemplos sdo mostrados a seguir.
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Yan et al** desenvolveram um genossensor no qual um eletrodo de
carbono vitreo (GC) foi recoberto com um filme de MWCNT modificado com
ssDNA (DNA com uma Unica hélice) para a detec¢do do antibidtico
daunorubicina. O sensor foi feito dispersando MWCNT em uma solugdo
contendo ss-DNA e foi observada uma interacdo entre os nucleotideos
aromaticos da molécula de DNA com os grupos carboxilicos presentes nos
CNTs. O sensor GC/MWCNT/ss-DNA mostrou-se eficiente na deteccdo do
antibiotico.

Utilizando novamente o sistema CNTs e DNA, Berti et al.*® utilizaram um
sensor feito a partir de um filme fino de nanotubos de carbono alinhados para a
deteccao de residuos de DNA. Nesse trabalho foram descritas as caracterizagoes
morfologica e eletroquimica da formagdo dos CNTs-alinhados. O sensor
demonstrou excelente interagdo com as bases nitrogenadas adenina e guanina,
sendo promissor na confec¢do de genossensores.

Filmes de CNTs podem ser eficientes na eletropolimerizagdo de polimeros
condutores como polianilina e polipirrol. Manisankar ef al*® descreveram a
construcao e a caracterizacao de eletrodos de carbono vitreo recoberto com um
filme de MWCNT, em que filmes de polianilina e/ou polipirrol foram
eletropolimerizados para a deteccdo dos pesticidas isoproturon, dicofol e
voltage. Os limites de deteccdo encontrados para os pesticidas, utilizando o
eletrodo de GC/MWCNT/PAni, foram de 0,1 pg L' para o isoproturon,
0,01 ug L™' para o voltage ¢ 0,05 pg L' para o dicofol. Esses valores de LD sdo
bem abaixo em relacdo aos descritos em literatura para estes pesticidas, quando
se utiliza a detecgdo eletroquimica e demonstra a conveniéncia em se utilizar
CNTs modificados com polimeros condutores no desenvolvimento de sensores.

Shahrokhian et al®’ construiram um eletrodo de pasta de CNTs
modificado com o complexo cobalto-Salophen (CoSal) para a determinacao
eletroquimica de triptofano. A oxidacdo eletrocatalitica do triptofano foi
investigada sobre a superficie do eletrodo de MWCNT/CoSal wusando

voltametria ciclica e voltametria de pulso diferencial. O eletrodo foi capaz de
.
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diferenciar completamente a resposta voltamétrica do triptofano de espécies
potencialmente interferentes como o 4cido ascorbico e a cisteina. O limite de
deteccio calculado para o triptofano foi de 1,0 x 107 mol L' A
reprodutibilidade da resposta do eletrodo, com base em seis medi¢des durante
um mes, foi de 2,2%, mostrando a robustez do eletrodo.

A incorporagdo de nanoparticulas metéalicas nos CNTs apresenta grande
interesse no desenvolvimento de novos materiais para a construgdo de eletrodos
em diversas areas da eletroquimica, tais como: armazenamento de energia,
catalisadores e sensores eletroquimicos.

Na area de sensores, um exemplo pode ser visto no trabalho descrito por
Zhang et al.*®. Neste trabalho, foi utilizado um eletrodo de ouro recoberto com
uma camada auto-organizada de cistamina. Sobre essa camada foi adicionado
um filme de MWCNT modificado com nanoparticulas de ouro (AuNP). Os
grupos aminicos da cistamina ligavam-se covalentemente aos grupos
carboxilicos dos CNTs, promovendo uma alta estabilidade do sensor. A
propriedade eletrocatalitica era proveniente da sinergia dos CNTs com as AuNP.
Esse sensor foi utilizado na detec¢ao de salsolinol e acido urico na presenca de
grande quantidade de 4cido ascorbico. Os limites de detecgdo encontrados foram
de 3,2 x 10® mol L™ para o salsolinol e 1,7 x 107 mol L™ para o acido trico.

Viérios artigos publicados tém demonstrado que os CNTs promovem

29,30
. Essa

reagoes de transferéncia eletronica em baixos sobrepotenciais
vantagem tem inspirado uma crescente quantidade de pesquisa que acoplam os
sensores baseados em CNTs com enzimas.

A glicose oxidase ¢ uma das enzimas mais estudadas em associagao com
os CNTs. Assim, Wang & Musameh’' propuseram a imobiliza¢io da glicose
oxidase sobre MWCNT com a utilizagdo do polimero condutor polipirrol. O
nanobiossensor composto por PPy/MWCNT/GOx (polipirrol/nanotubos de
carbono/glicose oxidase) mostrou-se efetivo para a determinacao de glicose em

um intervalo de concentracdo entre 0 e 50 pmol L™, com uma sensibilidade de

2,33 nA/umol L, com um limite de detecgio de 0,2 umol L' e tempo de
8
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resposta de 15 segundos. O biossensor ndo mostrou qualquer atividade para
interferentes como o acido urico ou o acido ascorbico, adicionados até uma
concentracdo de 0,1 mmol L™

Lim et al® utilizaram um biossensor de glicose construido pela
eletrodeposicdo de nanoparticulas de paladio com a posterior imobilizagdo da
glicose oxidase solubilizada em uma solu¢do de nafion sobre os nanotubos de
carbono. Nesse caso, o paladio serviu como um eficiente eletrodo de trabalho
para a oxidagdo e reduc¢ao do H,O, liberado no processo enzimatico. Os autores
ainda utilizaram uma cobertura extra de nafion para evitar a agdo de
interferentes como os acidos Urico e ascorbico. O nanobiossensor desenvolvido
mostrou uma resposta linear até 12 umol L' de glicose e um limite de detecgio
de 0,15 pmol L™

Em todos os casos apresentados anteriormente, fica evidente a eficiéncia
desses sensores eletroquimicos baseados em CNTs, pois podem ser
confeccionados em diversas formas (compdsitos, filmes, blendas, -etc),
apresentam alta sensibilidade, possibilitam a imobiliza¢do de diversos tipos de
modificadores e exibem propriedades eletrocataliticas, que ndo sdo tao evidentes
em outros materiais a base de carbono como os eletrodos de diamante dopado

com boro, carbono vitreo, pirolitico € o p6 de grafite.
1.3 Ftalocianinas

A descoberta das ftalocianinas ocorreu, acidentalmente, em 1907, por
Brawn & Tcherniac”, sendo um subproduto da sintese da o-cianobenzamida.
Em 1927, pesquisadores suicos sintetizaram, acidentalmente, a ftalocianina de
cobre, nafto-ftalocianina de cobre e a octometil-ftalocianina de cobre em uma
tentativa de converter a o-dibromobenzeno em ftalonitrila. Eles observaram a
enorme estabilidade desses complexos e a possivel utilizagdo como pigmentos™*.

Por volta de 25% de todos os pigmentos organicos artificiais sdo

derivados de ftalocianinas. Corantes de ftalocianina de cobre (CuPc) possuem
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ampla utilizacdo em diversas areas de na industria téxtil (corantes direto para o
algodao) e na industria do papel. Esses tipos de complexos também sdo
comumente utilizados na fabricacdo de midias de alta velocidade do tipo
CD-R”.

Outras aplicacdes das ftalocianinas metalicas podem ser vistas no uso de
catalisadores para reacao redox, na area de reducao de oxigénio e na producao
de edulcorantes de fluxo de gads para a remocdo de sulfeto de hidrogénio.
Complexos de ftalocianina sdo excelentes doadores de elétrons e foram
estudados no desenvolvimento de transistores organicos de efeito de campo™®.

Quanto a sua estrutura, a ftalocianina (Pc) apresenta um sistema em anel
de quatro unidades isoindol ligado por 4&tomos de nitrogénio, aza, como pode ser

visto na Figura 3.

Figura 3 — Estrutura de uma metaloftalocinaina (MPc).

As MPc neutras sdo insoluveis em solventes polares. Tal solubilidade
pode ser aumentada através de substituicdes nos anéis benzénicos, em que se
utilizam substituintes que apresentam carater polar. A substituicdo de grupos
polares como o grupo sulfonico aumenta a solubilidade em solventes polares. A
substituicdo dos atomos de hidrogénio dos anéis aromaticos ou sulfona¢do no
anel da ftalocianina resulta na obtengao de ftalocianinas tetrassulfonadas (TsPc),
aumentando, significativamente, a sua solubilidade em solventes polares como
agua e outros .

As ftalocianinas de Co (II), Cu (II) e Fe (II) e outras ftalocianinas de

metais de transi¢do sdo conhecidas hd muito tempo como catalisadores
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homogéneos e heterogéneos para uma grande variedade de reacdes quimicas. O
macrociclo funciona como catalisador redox no qual o estado de oxidagao do
complexo metalico varia durante o ciclo catalitico®™’. Contudo, os complexos
de MPc sdo reconhecidos por sua excelente atividade eletrocatalitica em muitas
reagoes, que sdo altamente dependente do atomo metalico central.

Geralmente, estes complexos metalicos sdo estdveis, até em reagdes
redox, e apresentam estruturas similares as porfirinas de origem natural, as quais
tém fungdes caracteristicas em muitos sistemas biologicos tais como a clorofila,

40,41 .
. Assim, as

a hemoglobina, o citocromo e varias enzimas do tipo oxidases
ftalocianinas podem ser reconhecidas como moléculas biomiméticas, que podem
substituir convenientemente proteinas naturais, atuando como o centro ativo de
moléculas enzimaticas, com a mesma seletividade e sensibilidade®.

Nesse contexto, a utilizacdo destas moléculas no desenvolvimento de
sensores apresenta-se como um grande campo de pesquisa a ser explorado,
porque estes complexos podem facilitar a transferéncia eletronica entre o
substrato e¢ a superficie do eletrodo, sem a presenca de um escudo protéico,
cOmo nas enzimas, o que geraria um aumento capacitivo na resposta do sensor.
Assim, diversos trabalhos relatam o uso de ftalocianinas metalicas no
desenvolvimento de sensores, como pode ser visto nos exemplos a seguir.

Sotomayor et al.* desenvolveram um biossensor amperométrico “sem
enzima” para a deteccdo de compostos fendlicos. Neste trabalho foi
desenvolvido um eletrodo de pasta de carbono modificado com CuPc ¢ histidina,
com a finalidade de substituir a enzima dopamina-f-monooxigenase, que
catalisa a hidroxilacdo de compostos fendlicos como a dopamina. O sensor, em
condi¢des hidrodinamicas, apresentou uma resposta linear em um intervalo de
concentracdo de catecol de 30 e 250 pmol L™, com tempo de resposta de trés
segundos ¢ o tempo de vida do sensor durou aproximadamente cinquenta dias.

Em condicdes estaticas, o sensor apresentou uma resposta linear em um

intervalo de concentragdo de catecol 40 e 250 pmol L™. O eletrodo biomimético
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também foi utilizado na deteccdo de outros compostos fenolicos como:
dopamina, guaiacol, serotonina e fenol.

Em outro trabalho, Shahrokhian et al.** descreveram a utilizacdo de um
eletrodo de pasta de carbono modificado com ftalocianina de ferro para a
determinacao eletroquimica de adrenalina. A resposta eletroquimica do eletrodo
proposto em solugdes padroes de adrenalina, 4cido urico e 4cido ascorbico foi
investigada utilizando voltametria ciclica e voltametria de pulso diferencial. Os
resultados mostraram uma eficiente atividade eletrocatalitica do eletrodo na
eletrooxidagdo da adrenalina conduzindo a uma melhoria na reversibilidade da
resposta do eletrodo. Uma curva analitica foi feita utilizando a técnica de DPV
em meio de tampao acetato pH 4,0 e observou-se uma regido linear de 1 a 300
pumol L' de adrenalina com limite de detecgdo calculado em 0,5 pmol L™,

Com a finalidade de melhorar a sensibilidade dos sensores, as
ftalocianinas metélicas estdo sendo utilizadas como modificadores de eletrodos
baseados em CNTs. E conhecido que os complexos MPc amino-substituidos
podem ser covalentemente ligados aos CNTs (via formagio de amida)®,
enquanto as MPc ndo substituidas sdo adsorvidas sobre os CNTs por meio de
interacoes do tipo eletrostaticas. Foi observado que o sistema MPc-CNTs possui
efeito sinérgico, que soma o alto poder mediador e catalitico das ftalocianinas,
sem perder nenhuma das propriedades eletronicas dos nanotubos de carbono.
Desta forma, alguns trabalhos sdo relatados mostrando a eficiéncia deste
sistema, como nos exemplos a seguir.

Geraldo et al.* reportaram a eletro-oxidacdo de hidrazina catalisada por
SWCNT modificado com ftalocianina de cobalto. Este sistema apresentou um
aumento na atividade catalitica do processo oxidativo da hidrazina, sem que
ocorresse qualquer mudanga do mecanismo da reacdo. O eletrodo hibrido
desenvolvido foi testado em condi¢des hidrodindmicas, mostrando dois
diferentes processos de oxidacao, sugerindo a presenca de dois diferentes tipos
de centros ativos na superficie do eletrodo. A espectroscopia de impedancia

3+/4+

eletroquimica na presenga do par redox [Fe(CN)g] revelou que o eletrodo de

12
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GC/SWCNT/CoPc diminui  a resisténcia de transferéncia eletronica,
confirmando o efeito sinérgico do composito.

Zhu et al.*’” desenvolveram um genossensor eletroquimico para a deteccio
do gendtipo de DNA do virus Avian Influenza sem a presenca de marcadores
sequenciais de DNA. Primeiramente, um eletrodo de carbono vitreo foi
modificado com filme de MWCNT/CoPc e sobre este filme foi depositado
dendrimeros de PAMAM (poliamidoamina). Entdo, sondas de DNA foram
imobilizadas sobre os dendrimeros atuando como agente de acoplamento. Os
eventos de hibridizacado foram monitorados utilizando DPV, baseados na
oxidacdo da base guanina sem a presenga de marcadores especificos. As
diferencas nos sinais de oxidagdo da guanina na presen¢a € na auséncia das
bases nitrogenadas do virus Avian Influenza foram analisadas e o sensor
apresentou limites de deteccdo de 1,0 pg mL™.

Utilizando o sistema MPc-CNTs, Siswana et al®® descreveram a
utilizacdo de eletrodos CNTs modificados com tetra-aminoftalocianina de
cobalto (CoTAPc) para a deteccio do herbicida asulan. Nesse trabalho, o
complexo CoTAPc foi eletropolimerizado sobre a superficie de MWCNT
abrasivamente imobilizado sobre eletrodo de carbono pirolitico (HOPG). O
sensor demonstrou excelente comportamento eletrocatalitico no processo de
oxidacdo do herbicida aumentando em seis vezes o pico de corrente e
deslocando (para valores mais negativos) em 120 mV o potencial de oxidacao
quando comparado ao eletrodo de HOPG sem modificacdo. A deteccao
cronoamperométrica do asulan foi realizada em PBS pH 7,0 em potencial fixo
de trabalho de 0,65 V (vs. Ag/AgCl) e apresentou limite de detec¢do de
1,15pumol L™, com tempo de resposta de dois segundos.

Com base nos exemplos mencionados acima, fica evidente a vantagem de
se utilizar os CNTs e as MPc no desenvolvimento de sensores. Caracteristicas
como alta area superficial, eletrocatalise, facil preparagdo, facilidade de
imobiliza¢do de outros modificadores (enzimas, organelas, sondas de DNA,

nanoparticulas metélicas, polimeros condutores, etc) e a possibilidade de
13
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miniaturizagdo tornam este sistema sinérgico importantissimo na utilizacao de

sensores eletroquimicos.
1.4 Catecolaminas

As catecolaminas sdo neurotransmissores presentes no sistema nervoso
simpatico e sao sintetizadas pela glandula adrenal. O nome catecolamina ¢
devido a presenca do grupo catecol nas moléculas e todas as catecolaminas
presentes em nosso corpo sdo derivadas do aminoacido tirosina®. Este
aminoacido ¢ obtido pelo corpo humano via ingestdo direta de proteinas na
alimentagdo, ou via hidroxilagdo da fenilalanina (presente no organismo) feita
pela enzima fenilalanina hidroxilase. Assim, para a producdo das outras
catecolaminas, a tirosina ¢ enviada para os neurdnios secretores de
catecolaminas e sofre uma série de derivagdes enzimaticas que vai convertendo
o precursor (tirosina) em L-dopa, dopamina, noradrenalina e adrenalina™

sucessivamente, como mostrado no mecanismo da Figura 4.

? OH
o HO
NH, HN_
Tirosina Adrenalina
L Feniletanolamina
Tirosina .
. ) n-metiltransferase
Hidroxilase
HO | o HO
NH, NH,
HO )
HO Noradrenalina
L-Dopa
Dopamina
DOPA pami
. P-Hidroxilase
Descarboxilase HO
HO

Dopamina

Figura 4. Mecanismo de transformacao das catecolaminas no organismo.
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As catecolaminas podem ser secretadas no organismo em resposta a
qualquer forma de estresse, atuando diretamente na frequéncia cardiaca e
respiratdria, pressao arterial, forca muscular e agilidade mental. Em situagdes de
estresse, as catecolaminas podem ser liberadas na corrente sanguinea com a
finalidade de reduzir a quantidade de sangue que vai para a pele, transferindo o
fluxo sanguineo para orgdos importantes como coracdo, cérebro, figado e rins’'.

A dosagem das catecolaminas no organismo pode ser indicio de uma série
de doengas. Altas concentragcdes podem indicar trauma no sistema nervoso
central, danos no tronco cerebral, tumores neuroendocrino medular™, diabetes e
hipertensdo arterial. Baixas concentragdes de catecolaminas podem acarretar em
sérias doencas neurologicas, déficit de aprendizado e de memoria, dificuldade
no controle da pressao arterial, mal de Parkinson e esquizofrenia. Dessa forma, o
desenvolvimento de métodos analiticos para o controle dos teores de
catecolaminas em fluidos bioldgicos torna-se muito importante. Nesse trabalho,

serdo analisadas as catecolaminas: dopamina e adrenalina.

1.4.1 Dopamina

Dopamina (DA) desempenha um papel importante no sistema nervoso
central e possui propriedades regulatérias das fungdes renais, hormonais e
cardiovasculares™. E provado que a anélise de DA tem sido uma ferramenta
muito eficaz para verificar distirbios no funcionamento do cérebro, como déficit
de aprendizagem, mé formacao da memoria e também em processos patologicos
como a esquizofrenia e a doenga de Parkinson™.

A associagdo da DA com diversos problemas do sistema neurologico
evidencia a grande importincia do desenvolvimento de novos métodos
analiticos para sua detec¢do, em baixas concentragdes, nos seres humanos.
Dessa forma, diversos métodos sao descritos em literatura para a determinacao
de DA em diferentes fluidos corporais, utilizando diferentes sistemas de

~ . r r * 55 ~ A . 56
detecgdo, tais como os métodos: amperométricos”, deteccao por fluorescéncia™,
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espectrofotométricos57, cromattoglraiﬁcos5  etc. Dentre estes, os métodos
eletroquimicos apresentam-se como uma das técnicas mais favoraveis para a
determinacao de DA por causa de seu baixo custo, alta sensibilidade e de facil
operacgao.

No entanto, um grande problema com a determinagdo eletroquimica de
DA ¢ a interferéncia de 4cido ascorbico (AA) que ¢ encontrado em fluidos
extracelulares, no sistema nervoso central, em concentracdes mais elevadas do
que a DA. Nesses fluidos, a concentracdao basal de DA pode variar de 0,01 a 1,0
umol L', enquanto a concentracio de AA estd em torno de 1,0 x 10™ mol L™.
Além disso, dependendo da natureza do eletrodo, o &cido ascorbico pode ser
oxidado na mesma regido de potencial da DA, possuindo assim um mecanismo

de oxidag¢io™ muito semelhante para ambos, como representado na Figura 5.

Dopamina - pKa = 8,87

NH, EN NH,
2e/ 2Hf =—m—m———=
Y/

HO o)

HO

Acido ascorbico — pKa = 4,10

-2e/-2H*

Figura 5. Estruturas moleculares € mecanismos de oxidagao eletroquimica para a

dopamina e acido ascorbico.

Como resultado, ¢ observado uma sobreposicao dos perfis voltamétricos
dos processos de oxidagio da DA e do AA®. Além disso, dependendo do
eletrodo de trabalho, ¢ necessario um alto valor positivo de potencial para que
ocorram os processos de oxidagao, possibilitando que outras espécies interfiram

na deteccdo eletroquimica. Portanto, o desenvolvimento de superficies
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cataliticas que maximizam e individualizam a resposta eletroquimica da DA na
presenca de AA tem sido um objeto em varias pesquisas, como pode ser visto
nos exemplos a seguir.

Yogeswaran et al.”' desenvolveram um eletrodo de filme compésito de
MWCNT e poli-vermelho neutro (PNR) eletropolimerizado sobre eletrodo de
GC. Esse celetrodo exibiu uma excelente propriedade eletrocatalitica que
conseguiu individualizar as respostas eletroquimicas de uma mistura bioquimica
contendo acido ascorbico (AA), acido arico (UA) e dopamina (DA), em solucao
aquosa pH 4,0. O comportamento eletroquimico dos neurotransmissores, frente
ao eletrodo proposto, foi avaliado por voltametria ciclica e voltametria de pulso
diferencial e mostrou uma separagdo de 170 mV nos potenciais de oxidacao do
par AA-DA e 150 mV para DA-UA. Utilizando a técnica de DPV, foi medida a
sensibilidade do eletrodo filme composito para a mistura (AA, UA e DA) com
valores de calculados em 0,028 para AA; 0,146 para DA e 0,084 pA/umol L™
para UA.

Ragupathy e al.** descreveram a utilizagdo de um eletrodo de carbono
vitreo modificado com filme de MWCNT incorporado a uma rede de silica
(silica-NW), produzido por sol-gel e sobre esse filme foram eletrodepositadas
nanoparticulas de ouro (AuNPS). O sensor apresentou alta sensibilidade e
seletividade para o AA na presenga de DA, com separacdo nos processos de
oxida¢do de 260 mV. Efetiva propriedade eletrocatalitica, excelente resolucao
dos picos e capacidade de determinacao independente de DA na presencga de AA
revelam que o sensor GC/MWCNT/silica-NW/AuNPS ¢ adequado para
individualizar e determinar DA e AA.

Kumar et al.”® demonstraram a detec¢do de DA na presenca de excesso de
AA utilizando um eletrodo de GC modificado por um filme do polimero
condutor poli(3,4-etilenodioxitiofeno) (PEDOT). Estudos de voltametria ciclica
apresentaram uma oxidacdo catalitica da DA e do AA sobre o eletrodo de
GC/PEDOT, o que propiciou uma separagdo de 200 mV nos processos de

oxidacdo da DA e do AA. E especulado que o filme catidnico de PEDOT
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interage com o anion ascorbato, resultando em uma pré-concentragdo do
ascorbato em valores menos anddicos. A técnica de SWV foi utilizada para a
detec¢do de DA em niveis de concentracio abaixo de 1,0 pmol L', em um meio
contendo AA em concentragdo 1000 vezes maior. Assim, o eletrodo modificado
com PEDOT exibiu uma resposta estavel e sensivel para a deteccdo de na

presenca de excesso de AA.

1.4.2 Adrenalina

Adrenalina ou epinefrina (EP) ¢ um hormoénio secretado pela glandula
suprarrenal que foi isolado pela primeira vez, em 1901, por Takamine & Aldrich
e fora sintetizado, em 1904, por Stolz & Dalkin®. A EP existe como um cation
organico nos tecidos do sistema nervoso central dos mamiferos e possui um
modo de acdo em nosso corpo que estd diretamente relacionado a condigdes
externas como estresse fisico ou psicologico.

Nessas situacdes a EP ¢ secretada na corrente sanguinea aumentando a
frequéncia dos batimentos cardiacos e a pressdo arterial. Também eleva o nivel
de acucar no sangue (hiperglicemia) ou "queima" gorduras contidas nas células
adiposas com a finalidade de gerar energia. Outro ponto ¢ que a EP pode
funcionar minimizando o fluxo sanguineo nos vasos periféricos € no sistema
intestinal, enquanto maximiza o fluxo sanguineo para os musculos voluntarios
nas pernas € nos bracos. Isso faz com que o corpo esteja preparado para
qualquer reacdo. Como por exemplo, fugir ou reagir agressivamente.

Entretanto, muitas doencas estdo relacionadas com as variagdes da
concentracdo de EP no organismo, como: bronquite asmatica, infarto do
miocardio, diabetes, hipertensao arterial®, além de tumores neuroenddcrinos
como os feocromocitomas e neuroblatomas®’. A grande parte da EP secretada no
organismo aparece na urina na forma de metabolitos, 3% aparece na forma de
acido vanilmandélico e uma pequena quantidade ¢ excretada na forma nao

metabolizada na urina®, conhecida como epinefrina livre na urina.
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Na area de analise clinicas, a determinacao de catecolaminas livres na
urina (UFCA), sigla que deriva do inglés (Urinary Free Cathecholamines), é
uma técnica muito utilizada para o diagndstico de uma série de doengas.
Especificamente, a epinefrina encontrada livre na urina, serve como teste para os
tumores neuroenddcrinos®’, fornece informacdes adicionais a respeitos das
doengas circulatorias. Este teste (UFCA) tem sido cada vez mais utilizado para
avaliar os efeitos da exposi¢do ao estresse ocupacional®™.

Os métodos analiticos utilizados para a determinagdo de EP, livre em

: ~ o . 70,71
urina, sdo baseados em técnicas cromatograficas™

. A determinacao de EP
utilizando métodos eletroquimicos possui todas as vantagens ja descritas
anteriormente. No entanto, um grande problema na determinacao eletroquimica
de EP em urina ¢ a interferéncia do acido trico (UA). O UA oxida-se na mesma
regido de potencial da EP, o que pode causar uma sobreposi¢ao dos perfis
voltamétricos. Desta forma, o grande objetivo do desenvolvimento de métodos
eletroquimicos para a deteccdo de EP em urina ¢ o de obter uma superficie
catalitica o suficiente para diminuir os limites de detec¢dao e individualizar os
picos de oxidagdo da EP e do UA, como pode ser exemplificado nos trabalhos a
seguir.

Zare & Nasirizadeh desenvolveram um eletrodo de GC modificado com
filme de MWCNT e sobre esse filme foi eletrodepositado hematoxilina (HM). O
eletrodo GC/MWCNT-HM mostrou uma excelente atividade eletrocatalitica
para a oxidagdo da adrenalina, com uma diminuicdo do sobrepotencial de
oxidagdo em 395 mV, quando comparado ao eletrodo de GC. Utilizando a
técnica de DPV, obtiveram-se curvas analiticas com faixa linear variando de
0,2 — 78,3 umol L' e78,3-319,7 umol L', com limite de detec¢do calculado em
2,4 x 10® mol L. Esse eletrodo modificado foi eficaz, ndo so na deteccdo
individual de AA, EP, ¢ UA, mas também na determinacao simultanea de cada
componente numa mistura. O eletrodo de GC/MWCNT-HM foi aplicado na
determinacdo de EP em amostras de injecoes de EP e de UA e em uma amostra

de urina humana, com resultados satisfatorios.
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Beitollahi et al.”” mostraram a eletro-oxidac¢do de epinefrina (EP), acido
urico (UA) e acido folico (FA) e suas misturas sobre um eletrodo de pasta de
CNTs modificados com 2,2-[1,2-etanodilbis(nitriloetilidino)]-bis-hidroquinona.
Esse eletrodo modificado mostrou-se eficiente na separacdo dos picos de
oxidacdo da mistura ternaria EP, UA e FA, utilizando a voltametria ciclica com
velocidade de varredura de 20 mV s™'. Os picos de corrente foram linearmente
dependentes com as concentracdes de EP, UA e FA e para epinefrina foi
observado um intervalo linear de 0,7 a 1200 pmol L™, com limite de deteccdo de
0,216 umol L'. O eletrodo modificado apresentou boa sensibilidade,
seletividade e estabilidade e foi empregado na determinagdo dos acidos urico,
folico e epinefrina em amostras reais de urina.

Li & Lin”™ fabricaram um biossensor por deposicdo eletroquimica de
nano-clusters de ouro sobre um filme ultrafino de polipirrol oxidado (PPyox),
formando um composito nano-Au/PPyox sobre um eletrodo de GC. O eletrodo
nano-Au/PPyox/GC apresentou grande atividade eletrocatalitica na oxidacdo de
epinefrina (EP), acido urico (UA) e acido ascorbico (AA), com total resolucao
nos picos de oxidagdo dos compostos estudados. Os picos de corrente foram
obtidos por DPV e aumentaram linearmente com as concentracdes de EP e UA
num intervalo linear de 3,0x1077 a 2,1x10° mol L' e 5,0x10° a
2,8x107° mol L™ respectivamente. O limite de detec¢do calculado para EP foi de
3,0x10° mol L. Os resultados mostraram que o eletrodo modificado consegue
determinar EP e UA concomitantemente em amostras contendo alto teor de AA.
O sensor apresentou excelente sensibilidade, seletividade e estabilidade e foi
aplicado na determinagdo de EP em amostras farmacéuticas e urina com

resultados satisfatorios.

1.5 Defensivos agricolas

Com o continuo aumento da populacdo mundial, a crescente demanda

por alimentos induz a busca por meios de producdo mais eficientes. Nas
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plantagdes, as pestes (animais, insetos, fungos ou mesmo plantas) constituem
uma ameaga, pois diminuem a qualidade e a quantidade dos alimentos
produzidos. Assim, para atender a necessidade cada vez maior da produgao,
essas pragas sdo intensamente combatidas com os defensivos agricolas, também
conhecidos como agrotdxicos ou pesticidas.

Segundo a IUPAC”, o termo pesticida, defensivo agricola ou agrotoxico
¢ uma substancia ou mistura de substancias que podem prevenir qualquer peste
que interfira na produgdo, processamento, armazenamento, estocagem de
alimentos, produtos agricolas ou produtos derivados da madeira.

Os agrotoxicos ou defensivos agricolas sdo divididos em diferentes
classes, como pesticidas, herbicidas, inseticidas, fungicidas, acaricidas, etc.
Inicialmente, os compostos organoclorados (como o BHC - benzeno
hexaclorado) foram extensivamente utilizados como defensivos agricolas.
Contudo, esses compostos sdao altamente toxicos, além disso, sdo muito
persistentes no meio ambiente, o que gerou bioacumulacdo de BHC e seus
derivados em solos, mananciais e lengdis freaticos. Desse modo, os compostos
hexaclorados foram proibidos e substituidos por outras classes de agrotoxicos,
como: organofosforados (paration e fenitrotion), piretréides (deltametrina e
cibermetrina) e os carbamatos (carbaril, metomil e carbofuran). Os
organofosforados e carbamatos possuem persisténcia muito menor no meio
ambiente, porém sao muito mais téxicos que os organoclorados. Estudos
indicam que a exposi¢do a pesticidas estd associada, em longo prazo, com varios
problemas de satde como distirbios respiratérios, problemas de memoria,
afecgOes cutaneas, cancer, dentre outros’®.

Assim, para se produzir cada vez mais alimentos, se faz necessario o uso
cada vez maior de defensivos agricolas, o que torna um risco inerente a saude
humana e ao meio ambiente. O monitoramente destas substancias passa a ser
muito importante. Neste trabalho, sdo propostas metodologias eletroanaliticas
para o monitoramento, em amostras de aguas naturais, dos defensivos:

4-nitrofenol, carbaril e glifosato
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1.5.1 4-Nitrofenol

A andlise de fenodis e fenois substituidos em efluentes ou em aguas
naturais ¢ uma importante ferramenta para o controle ambiental. Esses
compostos tém efeito altamente toxico em animais, plantas e seres humanos.
Fenois sdo gerados a partir de poluentes presentes nos processos da industria
petrolifera, farmacéutica, de papel, plasticos e agrotoxicos’ .

Em particular, o 4-nitrofenol (4-NP) apresenta alto impacto ambiental
devido tanto a sua toxicidade, quanto a persisténcia no meio ambiente. A origem
de sua contaminagdo ¢ proveniente de contaminantes da industria quimica e de
praticas agricolas’. Além disso, o 4-NP esta envolvido na maioria das vias de
degradagdo de pesticidas organofosforados como fenitrotion, metilparation.
Essas substancias sao decompostas pela luz ou micro-organismos no ambiente
produzindo o 4-NP, quer como um intermediario ou como um produto final da
reagﬁo79. Como conseqliéncia, o 4-NP ¢ citado, na lista de poluentes ambientais,
pela USEPA, que estabeleceu um limite méaximo permitido de 0,22 umol L™ de
4-NP, em efluentes’.

O 4-NP geralmente ¢ quantificado utilizando técnicas cromatograficas,
como a cromatografia gasosa™, a cromatografia liquida de alta eficiéncia
acoplada ao espectrometro de massa (HPLC-MS)*' ¢ a eletroforese capilar®,
Métodos eletroquimicos para a determinacdo de 4-NP sdo baseados em duas
vias: oxidagdo ou reducao eletroquimica. Na primeira, a determinacao ¢ feita a
partir da reducdo do 4-NP formando a hidroxilamina, em uma reacdo que

envolve 4 elétrons, como mostrado na Figura 6.

HO_ + _H
NO, \N/
4e-/ 4H*
OH OH

Figura 6. Redugdo eletroquimica do 4-NP formando hidroxilamina.
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Utilizando a idéia da redugéo eletroquimica do 4-NP, Lawrence et al.”’
descreveram a caracterizacao eletroquimica de um arranjo de microeletrodos de
diamante dopado com boro (BDD-MEA), para a detec¢ao de 4-NP em agua. A
resposta voltamétrica do eletrodo apresentou um processo sigmoidal, na regiao
de reducdo do 4-NP (-1,0 V vs. ECS). A determinagdo direta de 4-NP foi
realizada utilizando a voltametria de varredura linear, ¢ a curva analitica
apresentou uma regido linear de 1,8 29,2 umol L™.

Da mesma forma, utilizando como sinal analitico a corrente gerada no
processo de reducdo do 4-NP, Cordero-Rando et al.** determinaram 4-NP
utilizando um eletrodo de pasta de carbono modificado com zedlita. A reducao
eletroquimica do 4-NP ocorreu em -1,0 V em tampao BR pH 3,5. Uma curva
analitica foi obtida, utilizando a técnica de DPV, e apresentou uma regido linear
de 0,2 a 10 mg L', com limite de deteccdo de 0,04 mg L. Esse eletrodo foi
aplicado na determinacdo de 4-NP em amostras de 4guas marinhas da bacia de
Cadiz e apresentou resultados satisfatorios.

A outra via eletroquimica para a deteccao direta de 4-NP ¢ a oxidagdo do
grupo fenol, transformando o produto em p-benzoquinona, como mostrado na

Figura 7.

NO, NO,

OH O

Figura 7. Oxidagdo eletroquimica do 4-NP formando p-benzoquinona.

Nesse caminho, Pedrosa et al.® determinaram 4-NP, via oxidagdo, sobre
um eletrodo de BDD, processo que ocorre em +1,0 V vs. Ag/AgCl. A técnica de
analise foi a voltametria de onda quadrada (SWV) em meio de tampao BR. A
partir das correntes de oxidagdao do 4-NP, foram obtidas curvas analiticas, nas

quais foram observadas uma regido linear de 9,4 a 53,1 ug L'l, com limite de
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deteccdo de 2.8 pug L. Esse sistema foi utilizado na determinacio de 4-NP em
agua de rio e apresentou uma porcentagem de recuperagao de 95%.

Na mesma linha, Garbellini et al.* utilizaram o eletrodo de BDD para a
detec¢do de 4-NP, via oxidacdo eletroquimica (£, = +1,0 V). Entretanto, foi
proposta uma metodologia utilizando sonda de ultrasson, com a finalidade de
diminuir o limite de deteccdo do 4-NP, ou seja, a sonovoltametria acoplada a
técnica de SWV. Foram observadas melhorias significativas na sensibilidade
analitica devido a limpeza da superficie eletrodica e ao aumento no transporte de
espécies ao eletrodo proporcionado pelo ultrassom. O limite de detecgao
calculado foi de 2,57 pg L™.

Contudo, tanto nos processos de reducao ou de oxidacdo eletroquimica do
4-NP nos diferentes materiais citados acima, foram observados altos valores de
potencial redox do 4-NP, tanto na varredura anddica, quanto na varredura
catodica. Esses altos valores de potencial na andlise do 4-NP podem estar
sujeitos a interferéncia de muitas substancias, que estdo usualmente presentes
em matrizes ambientais. Nesse contexto, a utilizacdo de materiais com
caracteristicas eletrocataliticas, como os CNTs, torna-se uma alternativa

interessante para o desenvolvimento de sensores.

1.5.2 Carbaril

Carbamato ¢ uma das classes de pesticidas mais utilizadas mundialmente,
devido a sua alta atividade inseticida e a baixa persisténcia no solo®’. Carbaril
(1-naftil metilcarbamato) ¢ um pesticida de amplo espectro utilizado para
controlar mais de cem espécies de insetos e também ¢ usado como moluscicida e
acaricida.

O carbaril ¢ principalmente utilizado como defensivo agricola em
gramados, plantas ornamentais, arvores, silvicultura e até mesmo em animais® .
No Brasil, segundo a ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria)®, o

carbaril ¢ aplicado a quatorze culturas como: frutas (tomate, banana, mac¢a e
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péssego), legumes (batata, pepino e cebola) e hortalicas (couve e repolho).
Considerado um pesticida de curta de duragdo no ambiente, o modo de agdo do
carbaril em vertebrados ¢ insetos ¢ baseado na inibi¢cdo da atividade da enzima
acetilcolinesterase (AChE), que, no organismo, hidrolisa o neurotransmissor
acetilcolina, que & o responsavel pela transmissdo de impulsos nervosos™.

O uso indiscriminado de carbaril pode causar a sua bioacumulacdo em
alimentos, agua de rios e lagos ou lengdis freaticos, com subsequente
bioconcentragao através de toda cadeia alimentar. Nos seres humanos, a
exposicao ocupacional aguda e/ou cronica foi observada causando a inibigao da
atividade da enzima colinesterase no sangue, o que acarretou sérios efeitos
neuroldgicos, nduseas, vomitos, coma, insuficiéncia respiratoria e morte’®.

Os limites maximos de residuos (MRL) de pesticidas nos alimentos, agua
e amostras vegetais sdo regulados por agéncias governamentais na maioria dos
paises. Entretanto, a [UPAC”' relata que os MRL de carbaril em diferentes
amostras de aguas (residuais, potavel, de superficie, marinha, manancial e de
poco), que sdo determinados por diferentes agéncias governamentais, podem
variar de 50,0 a 0,1 uL'l. Assim, a determinagdo sensivel e rapida desses
compostos ¢ de suma importincia para a protecdo ambiental e para a saude
humana.

A maioria dos métodos analiticos empregados para a determinacdo de
carbaril € baseada em técnicas cromatograficas que utilizam diferentes sistemas

~ 92,93
de deteccao ™

. Métodos eletroquimicos utilizados para a deteccao do carbaril
sao baseados na detecc¢ao indireta, via inibicdo da enzima acetilcolinesterase
(AChE), ou por hidrolise do carbaril em meio alcalino, no qual o produto da
hidrélise ¢ detectado. Os métodos diretos ocorrem pela oxidagdo eletroquimica
do carbaril na superficie do eletrodo.

A utilizagdo de biossensores modificados com a enzima AChE baseia-se
na inibicdo da enzima na presenca do pesticida, ou seja, a enzima AChE,

imobilizada no eletrodo, reage com o substrato acetiltiocolina, produzindo

tiocolina mais ions acetato. Com a aplicacdo de um determinado valor de
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potencial, a tiocolina se dimeriza formando uma espécie eletroativa, ditio-bis-
colina, que pode ser detectada. Quando o biossensor entra em contato com o
carbaril, este inibe a atividade da enzima AChE em transformar o substrato em
tiocolina, o que leva a diminui¢do da corrente de oxidacdo da ditio-bis-colina.
Dessa forma, o pesticida pode ser detectado indiretamente.

Neste contexto, diversos biossensores a base da enzima AChE sao

N ~ 94,95
utilizados na detec¢do de carbamatos

. Um exemplo ¢ o descrito por Pedrosa
et al’ que desenvolveram um biossensor amperométrico por meio da
imobilizacdo da enzima AChE sobre um eletrodo de ouro modificado com
camadas auto-organizadas (SAM) de tiois. Experimentos de voltametria ciclica
realizados com o biossensor SAM-AChE em solu¢des de tampao fosfato
(pH = 7,2), contendo acetiltiocolina, confirmou a formagdo de ditio-bis-colina e
sua oxidacdo eletroquimica em um potencial de +0,28 V vs. Ag/AgCl. Uma
metodologia indireta envolvendo o efeito da inibicdo do paration e do carbaril
sobre a reacdo enzimatica foi desenvolvida e utilizada para medir os pesticidas
em aguas naturais e amostras de alimentos, sem a necessidade de etapas pré-
tratamento ou pré-concentragdo. O biossensor apresentou limite de detec¢do de
9.0 ug L.

Outro método indireto para a determinacdo de carbaril baseia-se na
hidrélise alcalina do pesticida, formando produtos fendlicos, como o 1-naftol,
que pode ser facilmente oxidado a baixos potenciais’’. Assim, Guiberteau et al.”®
propuseram um método utilizando a técnica de DPV para a determinagdo dos
carbamatos: carbaril e carbofuran, baseado no pico de oxidacdo anddica dos
produtos da hidrélise alcalina (formacdao de derivados fenolicos). O método
apresentou um intervalo linear de concentragio, que variou de 5,0 x 107 a
1,0 x 10” mol L' de carbaril € 5,0 x 107 a 5,0 x 10° mol L de carbofuran. O
método foi aplicado para a determinagdo destes pesticidas em formulagdes e,
com o auxilio da ferramenta quimiométrica, PLS-1, o método foi aplicado na

determinagdo destes carbamatos em agua de rio e apresentou resultados

satisfatorios.
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No entanto, a utilizacdo de métodos indiretos possui alguns
inconvenientes. No caso dos biossensores, a utilizacdo de enzimas como
modificadores de eletrodos necessitam de cuidados especiais em relagdo ao pH,
a temperatura, a atividade enzimatica, ao potencial util de trabalho, ao tempo e
as condigdes de armazenamento, o que torna esses sistemas com diversas
variaveis para se otimizar, além do fato de serem menos robustos. O método que
utiliza a derivatizagdo alcalina tem como principal inconveniente a necessidade
de etapas prévias a andlise, o que acarreta em gasto com tempo. Dessa forma, o
desenvolvimento de uma metodologia que detecte diretamente o carbaril seria de
grande importancia.

Entdo, Rao et al.” relataram a oxidacdo direta do carbaril sobre eletrodo
de BDD, em um potencial de +1,45 V vs. Ag/AgCl. Essa oxidacao, da molécula
de carbaril ¢ proveniente da oxidacdo do grupo amida da cadeia lateral da

100
1

molécula de carbaril ™, como pode ser visto no mecanismo da Figura 8.

o )
o/lkN _CH, /[k CH,
) 0 N

H [ ]
_—

Figura 8. Mecanismo de oxidagado eletroquimica do carbaril.

Seguindo essa metodologia, Codognoto et al.'” utilizaram a técnica de
SWYV para a oxidagao eletroquimica do carbaril sobre a superficie do eletrodo de
BDD, sem etapas prévias de extracdo, pré-concentragdo ou derivatizacao
alcalina. O eletrodo apresentou um limite de detec¢do de 8,2 pg L' e foi
utilizado para a detec¢do de carbaril em amostras de 4gua de rio.

Contudo, a viabilidade deste método torna-se complicada, pelo fato de se
necessitar de um alto valor de potencial de trabalho (aproximadamente +1,4 V),

0 que pode acarretar possiveis interferéncias. Deste modo, a utilizagdo de
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materiais mais eletrocataliticos que consigam diminuir este valor de potencial

torna-se muito interessantes, como € o caso dos CNTs.

1.5.3 Glifosato

O glifosato (N-fosfonometil glicina) ¢ um herbicida de amplo espectro,
sistémico e ndo seletivo, utilizado, amplamente, em todo mundo, na eliminagao
de ervas daninhas, rizomas e tubérculos. Sua utiliza¢ao foi descrita inicialmente
por Baird em 1971 e foi introduzido comercialmente em 1973'*. O Brasil,
desde os anos 70, destaca-se como um dos dez maiores consumidores mundiais
de defensivos agricolas, mas o unico dado relativo a extensdo com que sdo
usados no pais refere-se as linhas de comercializacdo, destacando-se a grande
utilizacdo de herbicidas, principalmente nas culturas de soja, milho, cana-de-
actcar, café e arroz'”.

O modo de agdo do herbicida glifosato consiste na alteracao de diferentes
processos bioquimicos vitais nas plantas, como a biossintese de aminoécidos, de
proteinas e de acidos nucléicos'®. O herbicida é absorvido pelo tecido vivo e
transportado via floema, através da planta para raizes e rizomas, € sua acao inibe
enzimas especificas como a enolpiruvil shikimato-3-fosfato sintase (EPSP),
suspendendo a sintese de aminoacidos aromaticos'”. As plantas tratadas com
glifosato morrem lentamente, em poucos dias ou semanas e, devido ao
transporte por todo o sistema, nenhuma parte da planta sobrevive.

A toxicidade do glifosato em seres humanos ¢ muito baixa e ndo sao

106
. O uso

relatados casos de doencas relacionadas a exposicdo ao glifosato
indiscriminado desse herbicida causa alto impacto ambiental com comprovada
bioacumulacdo em fontes de dgua. A poluicdo ambiental gerada pelo glifosato
estd diretamente relacionada as propriedades fisico-quimicas de sua molécula.
Esta ¢ considerada pequena, altamente polar, muito soluvel em agua e por ter

alta afinidade em se complexar com metais de transicdo formando quelatos, e

1sso ocorre devido a presenca de grupos funcionais, como mostrado na Figura 9.
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OH (l)l
Y OH

Figura 9. Formula estrutural do glifosato.

O grupo fosfonato R-PO(OH), do composto tem a habilidade de formar
complexos fortes com metais. Todos os processos de adsor¢do, de
fotodegradacdo e de biodegradagdo dos fosfonatos sao modificados pela
presenga de ions metalicos, devido a formagdo de complexos soluveis e nao
solaveis'”’.

Além do grupo fosfonato, o herbicida possui outros dois grupos
funcionais (amino e carboxilato) que podem se coordenar fortemente com ions
metalicos, especialmente com os de metais de transicdo, em pH proximo da
neutralidade, em que os grupos carboxilato e fosfonato estio desprotonados'®.

Segundo Sprankle et al.'”

, o glifosato apresenta uma seqiiéncia de
equilibrios, com as seguintes constantes de dissociagao acida (pKa): < 2,0; 2,6;
5,6 ¢ 10,6. Em pH abaixo de 2,0, o glifosato apresenta carga liquida positiva, o
que contribui para sua adsorcao a argila e matéria organica do solo, que possui
carga negativa. Em pH acima de 2,6, o glifosato tem carga zero e o nimero de
cargas negativas aumenta com o aumento do pH. Em pH acima de 12,
praticamente todo o glifosato estd na forma trianidnica.

Contudo, as habilidades do glifosato em se adsorver em argilas, matéria
organica, como 4acidos humicos, € seu uso indiscriminado justificam a
preocupagao em controlar os niveis do herbicida em amostras ambientais. Desta
forma, os principais 6rgaos legisladores determinaram os limites maximos de
residuos (MRL) do glifosato em amostras de dgua e vegetais' °. O MRL de
glifosato em agua potavel determinado pelos Estados Unidos''' é de 70 pg L.

Na Unido Europeia''? este valor ¢ de 0,1 pg L. No Brasil, a ANVISA

determina que os niveis de glifosato encontrados em diversas culturas como o
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algodao, soja, milho, cana de agucar, citros, trigo, etc, podem variar desde 0,05 a
20 mg kg™, dependendo da cultura'’’,

A maioria dos métodos analiticos empregados na determinagdo de
glifosato ¢ baseada em técnicas cromatograficas, utilizando diferentes sistemas

~ 114,115
de deteccao

. Entretanto, como a molécula de glifosato ndo apresenta
eletroatividade, sdo observados em literatura que os métodos eletroquimicos
mais utilizados para a determinagdo de glifosato sdo indiretos. Desta forma,
podem ser vistos a seguir alguns exemplos que caracterizam estes métodos
indiretos.

No primeiro exemplo, Teofilo et al.''® descreveram a determinagdo de
glifosato via hidrdlise, em meio contendo acido nitroso, do grupo amino
presente na molécula do glifosato. Esse processo de hidrolise transforma o grupo
nitro em um grupo do tipo N-nitroso, que pode ser facilmente reduzido e assim
detectado eletroquimicamente. Entdo, utilizando um eletrodo de gota de
mercurio ¢ a técnica de SWV, o glifosato foi determinado em uma faixa
operacional de concentracdo de 0,050 a 100,0 ug mL™ com limite de deteccdo e
quantificacio calculados em 0,025 e 0,080 pg mL™' respectivamente.

Em outro exemplo de detecgio eletroquimica de glifosato, Songa et al.'”’
relataram o uso de um biossensor amperométrico construido a partir da
eletropolimerizacdo do poli(2,5-dimetoxianilina) (PDMA) dopado com
poli(acido 4-estirenosulfonico) (PSS) depositados sobre um eletrodo de ouro.
Sobre esse filme polimérico foi eletrostaticamente depositada a enzima
peroxidase (HRP). A enzima HRP, imobilizada na superficie do eletrodo,
catalisa a redugdo do perdxido de hidrogénio. A corrente de reducdo de H,O, ¢
inibida na presenca de glifosato e este sistema foi utilizado para detectar
glifosato com um limite de detecgdo de 0,16 ug L™

Entretanto, o método eletroquimico mais utilizado para a detec¢do de
glifosato baseia-se na teoria da forma¢do de complexos soluveis e eletroativos
do glifosato com metais de transi¢do. Desta forma, um exemplo claro desta

aplicacdo pode ser visto na metodologia descrita a seguir.

30



Capitulo 1 - Introdugdo

Garcia & Rollemberg''® relataram que os grupos funcionais (amino,
carboxilico e/ou fosfonato) da molécula de glifosato, coordenam-se com ions
Cu®’, formando o complexo solivel glifosato-Cu’’. Essa forte interacio
coordenada ocorre em solugdes, cujo pH estd proximo a neutralidade. Esse
complexo soluvel formado possui eletroatividade e pode ser eletroquimicamente
detectado. Para isto, foi utilizado um eletrodo de cobre metalico, o qual foi
submetido a um processo de hidrdlise alcalina, com a finalidade de dispor ions
Cu'"? na superficie do eletrodo. Usando esse eletrodo na presenca de glifosato em
pH 7,3, foi observado um processo de oxidagdo em -180 mV, que fora atribuido
a oxidagio do complexo glifosato-Cu’*. Assim, utilizando a técnica de DPV, o
glifosato foi determinado indiretamente, com limite de deteccdo de 59,6 pg L™.

Portanto, a determinagdo eletroquimica de glifosato, obrigatoriamente,
tem de ser de forma indireta. Contudo, os métodos apresentados, anteriormente,
necessitam de algumas etapas prévias como a hidrolise do analito, ou a
utilizagdo de enzimas (ndo seletivas) ou mesmo a etapa de pré-tratamento da
superficie do eletrodo, como a hidrolise alcalina do eletrodo de cobre metélico.
Esses procedimentos requerem um grande tempo de preparacdo € nem sempre
atingem a sensibilidade esperada. Dessa forma, a utilizagdo de um sistema que
possua fons Cu®" disponiveis, como a molécula de ftalocianina de cobre, que
pode ser convenientemente imobilizada sobre materiais extremamente
condutores e eletrocataliticos, como os CNTs. Esse sistema torna-se uma

excelente alternativa para a detecc¢do eletroquimica do herbicida glifosato.

31



Capitulo 2 - Objetivos




Capitulo 2 - Objetivos

O principal objetivo deste trabalho de tese foi funcionalizar, caracterizar e
utilizar os nanotubos de carbono de paredes multiplas com ou sem modificacao de
ftalocianinas metalicas, no desenvolvimento de sensores eletroquimicos para a
determinac¢ao de substancias de interesse ambiental e medicinal

Os objetivos especificos foram:

» Funcionalizar os CNTs em meio oxidante acido.

» Caracterizar a morfologia e o aparecimento de grupos funcionais nos CNTs
apos a etapa de funcionalizagdo.

» Avaliar as propriedades eletrocataliticas geradas nos CNTs, a partir da etapa de
funcionalizacao.

» Desenvolver eletrodos modificados com filmes ou compositos de CNTs
funcionalizados, com ou sem modificacdo de ftalocianina de cobalto e
ftalocianina de cobre, para deteccdo eletroquimica dos defensivos agricolas

(4-nitrofenol, carbaril e glifosato) e das catecolaminas (dopamina e adrenalina).
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3.1 Reagentes e solugdes

Capitulo 3 - Experimental

Os reagentes utilizados neste trabalho foram de pureza analitica. Na

Tabela 1 encontram-se listados os reagentes utilizados, a procedéncia e a pureza.

Tabela 1 — Reagentes utilizados no desenvolvimento deste trabalho

Reagentes

Acetato de sodio
Fosfato de sddio dibasico
Fosfato de s6dio monobasico
Acetonitrila
Dimetilformamida
MWOCNT (giam. = 100 - 150 nm e comp. 1-5 ym)
Ftalocianina de cobalto
Ftalocianina de cobre
K;[Fe(CN)]
4-nitrofenol
Carbaril
Glifosato
Dopamina

Adrenalina

Reagentes

Acido sulftrico
Acido nitrico
Acido acético

Acido fosforico

Procedéncia

JT Baker
JT Baker
JT Baker
JT Baker
JT Baker
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
JT Baker
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Procedéncia
Merck
Merck
Merck
Merck

Pureza
99,0 %
99,6 %
98,0 %
PA
PA
95 %
PA
PA
99,4 %
PA
PA
PA
PA
PA

% (/1)

96,4 %
65,0 %
96,0 %
85,0 %

Todas as solugdes foram preparadas com agua purificada em um sistema

Millipore Milli-Q (resistividade > 18 MQ cm™).
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Para a etapa de funcionalizacdo dos CNTs foi utilizada uma solugao
sulfonitrica concentrada (3H,SO, : 1HNO;). Para as medidas eletroquimicas
foram preparadas as seguintes solugdes eletroliticas: 0,1 mol L de tampdo
acetato e 0,2 mol L' de solugdo tampio fosfato (PBS) em diferentes pHs.
Foram preparadas solugdes estoque de concentragdo 1,0 x 10° mol L de
K;[Fe(CN)g], 4-nitrofenol, glifosato, dopamina e adrenalina. A solugdo estoque
de carbaril foi preparada diariamente, em meio de acetonitrila. As demais
solucdes utilizadas foram obtidas pela diluigdo das solugdes estoques

correspondentes.

3.2 Funcionalizacdo do CNTs

O método de funcionalizagdo consistiu em misturar 100 mg de nanotubos
de carbono de paredes multiplas (MWCNT) com 250 mL de uma solucao
concentrada de sulfonitrica (3H,SO, : 1HNO;). Essa mistura foi agitada por 12
horas e posteriormente foi realizado o processo de filtragio dos MWCNTs,

lavagem com agua ultrapura e secagem em estufa a vacuo por 12 horas a 70 °C.

3.3 Preparacao das suspenstes de MWCNT e MWCNT/MPc

A modificagdo dos MWCNTs com ftalocianinas metélicas (MPc) foi feita
a partir da mistura de: 1,0 mg de MWCNT funcionalizado ¢ 1,0 mg de
ftalocianinas de cobalto (CoPc) ou ftalocianina de cobre (CuPc), utilizando 1,0
mL de dimetilformamida (DMF) como solvente. Essas misturas foram
submetidas a trinta minutos de banho de ultrassom até a formacdo de uma

suspensao homogénea.
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3.4 Preparagao dos eletrodos

Neste trabalho foram utilizados sensores preparados a partir de eletrodos
de carbono vitreo (GC) recobertos com filmes de MWCNTs com ou sem
modificagdo de CoPc ou CuPc e eletrodos compositos a base de parafina,

MWCNT e CoPc.

3.4.1 Eletrodos filmes

Inicialmente foi realizada uma etapa de limpeza e condicionamento do
eletrodo de disco de GC (¢ = 3,0 mm). A limpeza consistiu em polimento do
eletrodo em suspensdo de alumina 0,5 um, seguido de banho de ultrassom em
etanol por cinco minutos e em dgua ultrapura por cinco minutos. O eletrodo GC
polido e limpo foi imerso em solugdo tampdo fosfato 0,1 mol L™ pH = 7,0, foi
aplicado um potencial de +1,5 V por sessenta segundos, seguido por aplicagao
de um potencial -1,55 V vs. Ag/AgCl por sessenta segundos. Finalmente, foram
feitos ciclo voltamogramas entre os potenciais de -1,0 V e +1,0 V vs. Ag/AgCl,
com velocidade de varredura de 100 mV s™ até obter um voltamograma ciclico
reprodutivel.

Apos a etapa de limpeza e condicionamento do eletrodo de GC, 10 pL das
suspensdes (MWCNT, MWCNT/CoPc e MWCNT/CuPc) foram gotejadas sobre
a superficie do eletrodo de GC. Foi realizada secagem a temperatura ambiente
os sensores GC/MWCNT, GC/MWCNT/CoPc ¢ GC/MWCNT/CuPc foram

preparados.

3.4.2 Eletrodos compdsitos

A preparacdo dos eletrodos compoésitos consistiu na mistura de
quantidades em massa de parafina s6lida, MWCNT e CoPc. Como em 55 °C a
parafina solida se liquefaz, a mistura foi homogeneizada por vinte minutos sob

temperatura constante de 60° C. A mistura homogénea liquida foi inserida na
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extremidade de uma seringa de insulina (¢ = 4,0 mm) e uma haste de cobre foi
utilizada como contato elétrico. A espessura de material inserido no tubo foi de
aproximadamente 3,0 mm. O esquema do eletrodo compdsito pode ser

visualizado na Figura 10.

Parafina/MWCNT/CoPc —l

Embolo

Seringa de insulina «—

ol s

— » Hastedecobre

Figura 10. Esquema do eletrodo compdsito Parafina/MWCMT/CoPc.

O compésito foi mantido a temperatura ambiente até solidificacdo. A
superficie do eletrodo composito Parafina/MWCNT/CoPc foi polida em papel
sulfite e o eletrodo foi lavado com &gua ultrapura. Antes da realizagdao dos
experimentos, o eletrodo foi submetido a um banho de ultrassom em &gua
ultrapura por cinco minutos. A titulo de comparagdo, eletrodos de
Parafina/MWCNT e Parafina/Grafite foram construidos utilizando o mesmo

método descrito acima.
3.5 Eletrodos
3.5.1 Eletrodos de referéncia

As medidas voltamétricas foram realizadas utilizando como eletrodo de

referéncia: Ag/AgClI/KCI 3,0 mol L™ ou eletrodo de calomelano saturado (ECS).
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3.5.2 Eletrodo auxiliar

O eletrodo auxiliar empregado nas medidas voltamétricas foi um fio de
platina de 1,0 cm de comprimento, soldado a um fio de cobre para contato
elétrico. O conjunto foi fixado em um tubo de vidro (¢ = 5 mm) e foi preenchido

com resina epoxi (Silaex).

3.5.3 Eletrodos de trabalho

Foram utilizados como eletrodos trabalhos os eletrodos de GC recobertos
com filmes de MWCNT com ou sem modificacao de ftalocianina de cobre ou
cobalto e os eletros compodsito de Parafina/MWCNT/CoPc. Os eletrodos foram

preparados conforme descrito na secao 3.3.

3.6 Célula eletroquimica

Todas as medidas foram realizadas em uma célula de vidro com
capacidade total de 20,0 mL possuindo entrada para trés eletrodos, com

borbulhamento e saida de gés.

3.7 Métodos

3.7.1 Caracteriza¢do morfologica e estrutural dos CNTs funcionalizados

Com o objetivo de visualizar nos CNTs o desbloqueio dos planos de
borda, diminui¢cdo do diametro ¢ comprimento dos tubos e fraturas no corpo dos
tubos, foram realizadas anélises de microscopia dos MWCNTSs antes e apds a
etapa de funcionalizagdo.

As técnicas de microscopia utilizadas foram: Microscopia eletronica de
varredura acoplada a um canhdo de elétrons (FEG-SEM), no qual foi utilizado

um microscopio FEG-Zeiss modelo Supra 35VP (Zeiss), equipado com detector
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secundario de elétrons de alta definicdo operando a 6,0 kV e resolugdao de 3,8
nm. As amostras foram preparadas a partir do gotejamento de suspensdo de
CNTs (funcionalizados) e CNTs (ndo funcionalizados) sobre uma placa de
carbono vitreo. Os filmes foram secos durante a noite. Outra analise morfologica
utilizada foi a microscopia de transmissdao eletronica (TEM), no qual foi
utilizado um microscopio STEM VG-603 (East Grinsted), com corre¢do Cs e
300 kV. Quantidades de p6 de CNTs (funcionalizados) e CNTs (nao
funcionalizados) foram dispersos em isopropanol anidro e a dispersdao foi
gotejada em uma rede de cobre.

O aparecimento de grupos funcionais na superficie dos CNTs foi
observado a partir de espectros de infravermelho (FTIR) obtidos em um
espectrometro Nicolet SSXC e os difratogramas de raios X foram registrados em
um difratdbmetro Rigaku Rotaflex modelo RU200B em 50 kV e 100 mA,
utilizando uma onda de radia¢io Cu K, (1= 1.542 A).

3.7.2 Caracteriza¢do eletroquimica dos CNTs antes e apos a etapa de
funcionalizagdo

Para a caracterizagdo eletroquimica dos CNTs (funcionalizados e nao
funcionalizados) foram realizados experimentos de voltametria ciclica (VC) e a
espectroscopia de impedancia eletroquimica (EIS). Para isso, utilizou-se um
potenciostato/gavanostato Autolab tipo PGSTAT 30 (Eco Chemie), gerenciado
pelo software GPES 4.9 e pelo software FRA2 (Eco Chemie).

Os espectros de EIS foram obtidos em um intervalo de frequéncia com
variagdo de 100 kHz a 40 mHz, com amplitude de 10 mV e com 10 pontos por
década de frequéncia. Os espectros de EIS foram analisados com o software de
simulagdo Zplot View (Scribner Associates).

Os experimentos de VC e de EIS foram realizados utilizando os eletrodos:

GC, GC modificado com filme de CNTs (funcionalizados e nao
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funcionalizados). As medidas foram realizadas na presenca do eletrdlito suporte

0,1 mol L™ H,SO, contendo 5,0 mmol L' de K4[Fe(CN)g].

3.7.3 Técnicas eletroquimicas de andalise

Todas as analises deste trabalho foram realizadas utilizando as técnicas
voltamétricas de pulso. A técnica de voltametria de pulso diferencial (DPV) foi
utilizada nas determinagdes eletroquimicas de dopamina, adrenalina e glifosato e
a técnica de voltametria de onda quadrada (SWV) foi utilizada nas

determinacdes de 4-nitrofenol e carbaril.

3.7.4 Cromatografia liquida de alta eficiéncia

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) foi utilizada como
método comparativo, para a determinagdo de 4-NP em dgua de lago. Os
experimentos foram realizados utilizando a técnica de HPLC-UV em condig¢des
isocraticas. O equipamento utilizado foi um cromatédgrafo liquido modelo SCL-
10Avp (Shimadzu), equipado com uma bomba LC-10ATVP (Shimadzu) e
detector espectrofotométrico UV-vis modelo SDP-10AVP (Shimadzu). A coluna
cromatografica utilizada foi a STRODS — II PEEKLC- 18 (250 x 4,6 mm e
tamanho de particula de 5,0 um) da empresa Shinwa Chemical Industries. A
fase movel foi a mistura (90/10) acetonitrila : dgua (1 % de 4cido acético
glacial), com vazdo de 1,2 mL min". O volume de injegdo foi de 20 pL. O

comprimento de onda utilizado para as analises quantitativas foi de 310 nm.

41



Capitulo 4 — Resultados e Discussao




Capitulo 4 — Resultados e Discussao

4.1 Efeito da funcionalizacdo quimica dos nanotubos de carbono

A principal finalidade da etapa funcionalizagdo quimica dos CNTs ¢
desbloquear os planos de borda, criar defeitos no corpo dos tubos, diminuir tanto
do comprimento, quanto do didametro dos tubos e favorecer o aparecimento de
grupos funcionais, principalmente, grupos carboxilados que se ancoram nos
planos de borda e defeitos dos CNTs. Esta nanoestruturagdo e funcionalizagao
dos CNTs podem manifestar um carater mais eletrocatalitico e condutor nos

CNTs. Esses efeitos serdo analisados a partir dos resultados a seguir.

4.1.1 Caracterizagdo morfologica e estrutural dos CNTs.

Na Figura 11 sd@o mostradas as imagens da microscopia FEG-SEM, em
que, pode ser observado que os CNTs ndo funcionalizados (Figura 11a)
apresentam tubos de diversos comprimentos e diametros e estdo dispersos de
forma ndo homogénea. Os didmetros de alguns nanotubos podem alcangar até
250 nm, o que ¢ um valor considerado bastante elevado para estes tipos de
estruturas. Nesses tubos, ¢ observada a presenca de uma capa protetora que esta

recobrindo o nanotubo e tampando os planos de borda.

200 nm

=

Figura 11. Microscopia FEG-SEM: (a) CNTs nao funcionalizados e (b) CNTs

funcionalizados.
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ApOs a etapa de funcionalizacdo dos nanotubos de carbono (Figura 11b),
podem ser observadas significativas modificagdes, tais como: a remocao das
capas protetoras, ou seja, o desbloqueio dos planos de borda, a diminuig¢ao tanto
do comprimento, quanto do diametro dos tubos acarretando em uma melhor
homogeneizagao da amostra.

Com a utilizagdo da microscopia TEM, esta exposi¢ao dos planos de
borda pode ser melhor visualizadas. A Figura 12 mostra imagens de TEM dos
CNTs antes e apods a funcionalizagdo. Na Figura 12a, cuja imagem ¢ dos CNTs
ndo funcionalizados, fica evidente que os tubos estdo totalmente fechados.
Entretanto, na Figura 12b, a funcionalizacdo desbloqueia totalmente a
extremidade do tubo. Estas observacdes estdo em concordancia com diversos

119,120

trabalhos descritos em literatura que demonstraram a eficiéncia da etapa de

funcionalizacao em meio oxidante.

Figura 12. Microscopia TEM: (a) CNTs ndo funcionalizados e (b) CNTs

funcionalizados.
O tratamento em meio oxidante, como a solucdao de sulfonitrica,

funcionaliza a superficie do carbono com o ancoramento de grupos funcionais

como: hidroxila (-OH), carboxilas (-COOH) e carbonilas (-C=0)"*". Na Figura
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13 sdo apresentados espectros tipicos de FTIR para os CNTs ndo

funcionalizados (=) e funcionalizados (==).

WO zerE
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Figura 13. Espectros de FTIR para os CNTs nao funcionalizados (=) e CNTs

funcionalizados (==).

Na Figura 13 o pico em 3432 cm™ corresponde ao estiramento do grupo
hidroxila presente nas duas amostras de CNTs. As pequenas oscilagdes que
aparecem em torno de 2900 cm™ sdo caracteristicas do estiramento do grupo
—CH,-CH3;, que aparece nos CNTs funcionalizados, sendo um indicativo das
fraturas nas laterais dos tubos'*.

O pico em 1650 cm™ ¢ atribuido a deformagdes dos grupos carboxilicos
(-COOH), que possui uma magnitude muita maior para o CNTs
funcionalizados, quando comparado ao CNTs nao funcionalizados. Outros
processos importantes, que aparecem depois da etapa de funcionalizagdo, podem
ainda ser observados, como por exemplo: o pico na regido de 1400 cm™ que é
atribuido a deformagdes da hidroxila do grupo carboxilico (—COOH), as
oscilagdes do grupo —C-O que aparecem em 1192 cm™ e o processo que aparece

em 700 cm’, que pode ser atribuido a formacio de grupos do tipo éter
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(-C-O-C-). O aparecimento ou aumento da intensidade dos grupos funcionais,
que se ancoram tanto nas paredes, bem como nas bordas dos CNTs ¢ devido
estritamente a etapa de funcionalizagdo em meio acido oxidante e estas

~ ~ : 122,123
afirmacodes estdo de acordo com os relatos encontrados em literatura = .

4.1.2 Caracterizagdo eletroquimica da etapa de funcionalizagdo

O comportamento eletroquimico dos CNTs, frente a etapa de
funcionalizagdo, foi caracterizado por estudos ciclo voltamétricos utilizando o
eletrodo de carbono vitreo (GC), o eletrodo de GC modificado com filme de
CNTs ndo funcionalizados e o eletrodo de GC modificado com filme de CNTs
funcionalizados. O experimento foi realizado em meio 0,1 mol L' de H,SO,
contendo 5,0 mol L' de K;[Fe(CN)s], com velocidade de varredura de potencial
de 50 mV s™. A Figura 14 mostra os voltamogramas ciclicos para o eletrodo de

GC (=), eletrodo de GC/MWCNT nao funcionalizado (=) e eletrodo de
GC/MWCNT funcionalizado (=).

80
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E /V vs. Ag/AgCI

Figura 14. Voltamogramas ciclicos para os eletrodos: GC (=), GC/MWCNT nao

funcionalizado (=) e GC/MWCNT funcionalizado (=), em meio 0,1 mol L™ de

H,SO, contendo 5,0 mmol L™ de K;3[Fe(CN)], com velocidade de varredura de

potencial de 50 mV s™.
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Comparando o eletrodo de GC/MWCNT nao funcionalizado com o
eletrodo de GC pode ser observado que a reversibilidade do par redox
[Fe(CN)s]*" / [Fe(CN)s]* é muito menor para o eletrodo de GC/MWCNT néo
funcionalizado (AE = 169 mV). No entanto, a reversibilidade para o eletrodo de
GC ¢ bem menor (AE = 253 mV). Mesmo sem funcionalizar, os CNTs ja
apresentam algumas caracteristicas eletrocataliticas quando comparados ao
carbono vitreo, como o deslocamento de 50 mV para valores mais negativos de
potencial de oxidagio do [Fe(CN)s]>. Essa oxidacio no eletrodo de
GC/MWCNTs ndo funcionalizado ocorre em +222 mV e no eletrodo de CG em
+272 mV. Foram observados também significativos aumentos nas correntes de
pico anddicas (/,,), bem como nas correntes de pico catodicas (/).

O eletrodo de GC/MWCNT funcionalizado apresentou um AE = 77 mV
para o par redox [Fe(CN)]> / [Fe(CN)]", mostrando que a etapa de
funcionalizagdo melhora a reversibilidade do sistema. O potencial de pico de
oxidacdo (E,) foi de +180 mV, ou seja, o eletrodo de GC/MWCNT
funcionalizado apresentou um deslocamento de potencial de 42 mV para valores
mais negativos, quando comparado o eletrodo de GC/MWCNT nao
funcionalizado. O eletrodo de GC/MWCNT funcionalizado também apresentou
um aumento de 37% na I,, em relagdo ao eletrodo construido com filme de
CNTs nido funcionalizados. Foi observado também um aumento de 72% na I,
quando comparado ao eletrodo de GC.

A partir dos estudos de voltametria ciclica, utilizando um par redox com
comportamento bem estabelecido, foi possivel evidenciar que a etapa de
funcionaliza¢do melhorou o carater eletrocatalitico e condutor dos CNTs. Estas
caracteristicas foram observadas devido a melhoria da reversibilidade do
sistema, ao deslocamento do potencial de oxidag¢do para valores mais negativos
e aos significativos aumentos nas correntes de oxidacao e reducao.

Esse mesmo comportamento eletrocatalitico dos CNTs funcionalizados

foi observado nos estudos de espectroscopia de impedancia eletroquimica (EIS).

47



Capitulo 4 — Resultados e Discussao

Os experimentos de EIS foram utilizados com a finalidade de se obter os valores
da resisténcia de transferéncia de cargas, para a reagcdo de oxidac¢ao do par redox
[Fe(CN)s]* / [Fe(CN)]", nas superficies dos eletrodos estudados. Os espectros
de EIS foram analisados sob condi¢ao de potencial fixo, ou seja, eletrodo de GC
(Epa =270 mV), eletrodo de GC/MWCNT néo funcionalizado (E,, = +222 mV)
e eletrodo de GC/MWCNT funcionalizado (£,, = +180 mV). Os espectros de
impedancia sdo mostrados na Figura 15, na forma de diagramas de Nyquist, no
qual o plano complexo consiste na forma¢do de um semicirculo, em altas e
médias frequéncias e uma reta, em baixas frequéncias, sugerindo um controle

cinético e difusional respectivamente.
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Figura 15. Diagramas de Nyquist para os eletrodos: GC (H), CNTs nao

funcionalizado (©) e CNTs funcionalizados (A), na presenga de 5,0 mmol L™ de

K;[Fe(CN)g). Detalhe: circuito de Randles modificado.

Para andlise quantitativa dos resultados desses experimentos foi utilizado
um circuito de Randles modificado (detalhe da Figura 15), que consiste na
resisténcia da solucdo R, ligada em série com uma combinagdo em paralelo de

um elemento de fase constante CPE (usado para representar um capacitor nao
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ideal) e uma resisténcia de transferéncia de carga R, no qual, esse sistema esta
ligada em série com uma impedancia de Warburg Z,, (dominio difusional do
sistema).

Foi observado, que o eletrodo de GC/MWCNT funcionalizado apresentou
o menor tamanho de semicirculo, indicando o menor valor de resisténcia de
transferéncia de carga R, A diminuicdo de R pode se atribuida a etapa de
funcionalizacdo dos CNTs, que gerou nanoestruturacdo e aumento da area de
planos de borda disponiveis, que sdo as regides mais eletroativas dos CNTs,
devido a alta populacdo de grupos funcionais. A Tabela 2 dispde os valores de
R calculados para todos os sistemas estudados. Estes valores foram obtidos a

partir dos ajustes dos espectros, utilizando o programa de simulacao Zplot view.

Tabela 2. Sumadrio dos parametros de EIS estimados para os eletrodos, em 0,5

mol L de H,SO, contendo 5,0 mmol L de K5[Fe(CN)y].

Eletrodos R/Q CPE/uF cm™s*?! R/Q  Kapp/cms™
GC 32 5,36 0,897 1562 341x10°
GC/CNTs
ndo funcionalizados 31 7,25 0,869 709 7,05 x 107
GC/CNTs
funcionalizado 31 40,8 0,764 254 2,09x 10

Como esperado, os valores de R; s3o muito similares para os trés
eletrodos. O crescente aumento, tanto nos valores de CPE, como no parametro
o, estd relacionado com o aumento da area superficial do eletrodo. A etapa de
funcionalizagdo promoveu um aumento da area superficial dos CNTs, o que
refletiu diretamente no aumento da area e na rugosidade do eletrodo'*.

O termo k,y, ¢ a constante aparente de velocidade, que foi calculada a

partir da seguinte equagio'>.
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o RT
“  F’R.C

A partir da equacdo, C é a concentragio (mol cm™) de K5[Fe(CN)g], Ry, é
a resisténcia de transferéncia de carga, R (constante fisica dos gases), T
(temperatura) e F' (constante de Faraday). Como apresentado na Tabela 2, o
eletrodo de GC/MWCNT funcionalizado apresentou o maior valor na constante
aparente de velocidade, ou seja, as propriedades eletrocataliticas que surgiram
apods a etapa de funcionalizagdo fez com os CNTs diminuissem a resisténcia de
transferéncia de carga, acelerando a velocidade da reacdo redox. Esse aumento
no valor de k,,, estd em concordancia com os experimentos de voltametria
ciclica, que mostraram que o eletrodo construido com filme de CNTs
funcionalizados melhora a reversibilidade, aumenta /,, e [, € desloca para

valores mais negativos o potencial de oxidacdo do [Fe(CN)e]™.

4.1.3 Consideragoes gerais

A funcionalizagdo acida dos nanotubos de carbono evidenciou uma
melhora significativa nas propriedades eletrocataliticas dos CNTs. Essa melhora
foi devida a quebra dos tubos, tornando-os com menor comprimento € menor
diametro, desbloqueio das extremidades e, consequentemente, um aumento na
densidade populacional de grupos funcionais nos planos de borda. Essas
modificacdes estruturais, aliadas ao ancoramento dos grupos funcionais
carboxilas, hidroxilas, éteres, dentre outros, melhoraram acentuadamente o
desempenho eletrocatalitico e condutor dos CNTs. Outro ponto ¢ o fato dos
CNTs funcionalizados permitirem a incorporacdo de diversos tipos de
moléculas, que pode melhorar o desempenho dos sensores construidos com

esses materiais.
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4.2 Determinacdo de 4-nitrofenol em aguas naturais utilizando sensor a

base de filmes de nanotubos de carbono de paredes multiplas'*

Esta parte descreve o desenvolvimento, a caracterizagdo eletroquimica e a
utilizagdo de um eletrodo de carbono vitreo modificado com filme de CNTs para

a determinacao de 4-NP em amostras de 4guas naturais.

4.2.1 Estudo do comportamento eletroquimico do 4-NP

O estudo do comportamento eletroquimico do 4-NP foi avaliado
utilizando a técnica de voltametria ciclica, com eletrodo de GC/MWCNT. Os
experimentos de VC foram realizados em meio de 0,2 mol L' de PBS contendo
1,0 mmol L de 4-NP ¢ velocidade de varredura de 50 mV s”'. A Figura 16
mostra nove voltamogramas ciclicos obtidos em diferentes potenciais de

inversao que variaram de -0,30 até -1,0 V.

100

I/ uA

-100

-200

_300 B R

1

I-l,O -0,8 -0,6 -04 -O,2I 0,0 | 0,2 | 0,4 | 0,6
E/Vvs. Ag/AgCl

Figura 16. Voltamogramas ciclicos obtidos para 1,0 mmol L™ de 4-NP em meio
de PBS (pH = 6,0), com os seguintes potenciais de inversdo: (a) -0,3; (b) -0,4;
(C) -035; (d) -096; (e) -097; (f) -038; (g)'0,9, (h) -190 C (1) -191 V.
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Nos voltamogramas ciclicos foi observado um pico de redugcdo bem
definido (R;) em -0,70 V. Esse processo ¢ associado a redug¢dao do grupo nitro,
envolvendo 4 elétrons®™. Outros dois processos, bem definidos (O; e Ry),
aparecem em +0,18 V e -0,15 V respectivamente. Esses processos s0 aparecem
quando o potencial de inversdo atinge valores mais negativos do que -0,60 V.
Desta forma, este experimento teve como finalidade mostrar que o aparecimento
do par redox (O; e R,) ¢ dependente da espécie formada no processo de reducao
Rl.

A confirmagdo dessa dependéncia foi realizada, por meio de um
experimento que consistiu em dez voltamogramas ciclicos sucessivos, como

apresentado na Figura 17.

100
0
<
— -100
- 10 sucessivos ciclos
-200
— 1°ciclo
-300

I-1,O | -0,8 | -0,6 | -0,4 -0,2I 0,0 | 0,2 | 0,4 | 0,6
E /V vs. Ag/AgCI

Figura 17. Voltamogramas ciclicos sucessivos na presenca de 1,0 mmol L™ de
4-NP em meio de PBS (pH = 6,0). (=) PBS na auséncia de 4-NP, (=) primeiro

ciclo e (=) nove sucessivos ciclos.

Os resultados indicaram que pico de reducdo R;, no primeiro ciclo,
diminuiu pela metade a partir segundo ciclo e permaneceu constante nos

subsequentes ciclos. Devido a dependéncia do pico O; em relagdo ao pico Ry, o
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processo de oxidacao O, ja aparece na varredura positiva do primeiro ciclo. So a
partir do segundo ciclo ¢ que vai aparecer o processo R,. Isto demonstra que, o
processo R; forma o pico de oxidagdao O;, no qual, este se reduz formando um
par redox e reversivel O/R,.

Com base apenas nessas informacdes ndo foi possivel determinar um
mecanismo redox do 4-NP na superficie do eletrodo. Assim, foi realizado um
experimento de eletrdlise, sob condicdo de potencial controlado, com o
acompanhamento da técnica de espectrofometria UV-vis.

O experimento de eletrolise foi realizado utilizando o eletrodo de
GC/MWCNT, em um potencial fixo de -1,1 V, por uma hora e em uma solugao
contendo 1,0 pmol L™ de 4-NP. Os espectros de UV/vis foram coletados antes e

depois da eletrolise, os quais sdo apresentados na Figura 18.
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Figura 18. Espectros de UV/Vis para uma solugdo contendo 1,0 pmol L™ de

4-NP: antes da eletrolise (=) e apds uma hora de eletrdlise, em potencial fixo de

-1,0 V (=). Detalhe: ampliagao da regido da banda de absor¢ao do 4-NP.

Utilizando a lei de Lambert-Beer, a concentracao de 4-NP foi calculada
apos a eletrolise, em um comprimento de onda de 320 nm, sendo esse o processo
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maximo de absorcdo do 4-NP. Esse resultado estda em concordancia com o
trabalho reportado por Tian ef al.'”’. A partir da carga observada na eletrélise e
com a diferenga de concentracdo encontrada pela espectrofotometria UV/vis, a
lei de Faraday foi aplicada e foi possivel determinar 4,1 elétrons transferidos no
processo de redugdo, confirmando que a redugdo do grupo nitro da molécula de
4-NP forma a espécie hidroxilamina em uma reagdo que envolve 4 prétons e 4
elétrons™,

Considerando o comportamento do 4-NP apresentado nas Figuras 16 ¢ 17
¢ tendo como base o estudo de eletrélise, um mecanismo de reacao

eletroquimica para 4-NP foi proposto, como mostrado na Figura 19.

OH R, OH
+4e / +4H*
VRN NOZ
H OH
OH O, OH
-2¢/ -2H"
+2e / +2H*
NG R, NO
H OH

Figura 19. Mecanismo eletroquimico do 4-NP na superficie do eletrodo de

GC/MWCNT.

O pico R, ¢ o resultado da reducao eletroquimica do 4-NP (envolvendo
4H"/4¢") formando a espécie hidroxilamina, que por sua vez se oxida em uma
reacdo envolvendo 2H'/2¢’, formando o processo O;. O pico O, se reduz de
forma reversivel, formado o processo R,. Entretanto, a significativa diminui¢ao
da corrente de pico do processo R;, no segundo ciclo (Figura 17) ¢ devido a
adsorcao da espécie hidroxilamina na superficie do eletrodo.

O mecanismo proposto na Figura 19 ¢ diferente do trabalho relatado por

128

Honeychurch & Hart ™, no qual foi descrito a oxidacdo do 4-NP sobre a
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superficie do eletrodo de GC. Nesse trabalho, o par redox O,/R; foi atribuido ao
processo de oxidagdo do grupo fenol, formando quinona e sua subsequente
reducdo. Contudo, o mecanismo proposto nesse trabalho sugeriu que,
inicialmente, o grupo nitro se reduz a hidroxilamina e essa espécie se adsorve na
superficie do eletrodo. Posteriormente, a hidroxilamina se oxida formando o
equilibrio O,/R;. Esse mecanismo ¢ suportado pelo trabalho realizado por Zen et
al.'”® que utilizou um eletrodo de carbono vitreo modificado com filme de
nafion para a eletro-oxida¢do do pesticida paration . Foi demonstrado que a

reacdo eletroquimica ocorreu exclusivamente no sitio nitrogenado da molécula.

4.2.2 Efeito eletrocatalitico do eletrodo de GC/MWCNT
O efeito eletrocatalitico do filme de MWCNT, na eletro-oxidacao de 4-NP
foi avaliado utilizado a técnica de voltametria de varredura linear (LSV). Os
eletrodos estudados foram: GC, GC/MWCNT e BDD. Os experimentos de LSV
foram realizados com uma velocidade de varredura de 50 mV s, em uma
solugdo eletrolitica de 0,2 mol L™ de PBS (pH 6,0) contendo 1,0 mmol L™ de 4-
NP. Antes de cada varredura de potencial, o eletrodo foi mantido polarizado em
-1,1 Vpor 10 s.
Foi observado na Figura 20, que a oxidacao do 4-NP sobre os eletrodos de
GC e de BDD ocorreu no mesmo valor de potencial, i.e. +1,0 V. Também pode
ser visto que, embora os perfis voltamétricos sejam todos corrigidos pela area
geométrica dos eletrodos, a corrente de oxidacdo obtida para o eletrodo de
GC/MWCNT ¢ muito maior do que o valor de corrente obtido para o eletrodo de
BDD, que por sua vez, também ¢ maior que a corrente observada para o eletrodo
de GC sem modificagdo. No entanto, a informagao mais importante obtida ¢ a
presenca de um pico de oxidagdo, bem definido, em aproximadamente +0,25 V,
sobre o eletrodo de GC/MWCNT. Esse processo estd associado com a oxidagao
da espécie hidroxilamina formada na superficie do eletrodo durante a
polarizagdo inicial em -1.1 V. A auséncia do pico de oxidacao, da hidroxilamina,

nas outras superficies estudas (GC e BDD), estd associada as baixas
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caracteristicas adsortivas destas superficies, quando comparada a superficie dos

CNTs.
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Figura 20. Voltametria de varredura linear para os eletrodos de GC (=), BDD
(=) ¢ GC/MWCNT (=) em PBS 0,2 mol L' (pH 6,0) contendo de
1.0 mmol L de 4-NP, com v=50 mV s

A utilizagdo do processo em +0,25 V, para detectar 4-NP, pode minimizar
alguns efeitos de interferéncia, quando comparados aos altos valores de
potencial de oxidacdo observados para os eletrodos de GC e de BDD. E
evidente, que esse processo de formacao hidroxilamina ndo ocorre na superficie
dos eletrodos de GC e do BDD, pois nenhum processo foi observado nos
voltamogramas desses eletrodos. Neste sentido, as propriedades eletrocataliticas
dos CNTs tornam o sistema GC/MWCNT promissor na detec¢dao de 4-NP em

amostras ambientais.

4.2.3 Otimizagdo dos parametros eletroanaliticos
Com a finalidade de maximizar o sinal analitico da técnica de SWV e
melhorar as condi¢des experimentais, a melhor resposta para o eletrodo de

GC/MWCNT foi avaliada em relagdo ao pH, freqiiéncia, salto de potenciais e a
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amplitude de pulso. Essas medidas foram realizadas em solugdo 0,2 mol L™ de
PBS (pH 6,0) contendo 1,0 mmol L de 4-NP. A Tabela 3 resume o intervalo

empregado para cada varidvel investigada e as melhores condi¢cdes encontradas.

Tabela 3. Otimizagdes dos parametros da técnica de SWV para a oxidagao de 4-

NP sobre o eletrodo de GC/MWCNT

Parametros estudados Intervalo Valor 6timo
pH 3,0-9,0 6,0
Frequéncia / Hz 10-100 100
Amplitude de pulso / mV 10—-100 50
Salto de potencial / mV 1-10 2

O efeito do pH sobre o potencial de pico (E,,) ¢ da corrente de pico (/,,) de
oxidacdo do 4-NP foi examinado em um eletrdlito composto por
PBS 0,2 mol L contendo 1,0 mmol L™ de 4-NP, com o pH ajustado entre 3,0 e
9,0, utilizando o eletrodo de GC/MWCNT, como mostrado na Figura 21.
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Figura 21. Grafico da relacdo linear entre a variagdo de pH vs. £, (@) e

pH vs. Ipa (@), em um meio 0,2 mol L' PBS contendo 1,0 mmol L' de 4-NP.
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Na Figura 21 foi observado que o aumento nos valores do pH promoveu
uma mudanga no E,, para valores menos positivos, em uma relagdo linear, cuja
inclinagio ¢, aproximadamente, 50 mV dec”. Esse resultado mostra que o
processo ¢ dependente da concentragdo hidrogenionica do meio e a etapa de
transferéncia de elétrons € precedida por uma protonacao, com niimero igual de
protons e elétrons envolvidos na oxidacdo do 4-NP. Por outro lado, a
dependéncia de pH vs. ,, revelou que o pico de corrente tem um valor maximo
de pH 6,0 diminuindo em ambas as dire¢des, tanto para maiores, quanto para
menores valores de pH. Por este motivo, todas os experimentos posteriores
usando o eletrodo de GC/MWCNT foram realizados em pH 6,0.

Foram realizados estudos das variagdes de freqiiéncias, da técnica de
voltametria de onda quadrada (SWV), na qual, as frequéncias foram variadas de
10 a 100 Hz, com a amplitude de potencial fixa em 50 mV e o salto de potencial
fixo em 2 mV. O meio eletrolitico foi composto por 0,2 mol L™ PBS contendo
1,0 mmol L™ de 4-NP. Os resultados obtidos para esse estudo sdo apresentados

na Figura 22.
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Figura 22. Efeito da frequéncia nos voltamogramas de SWV na detec¢dao de
4-NP: Frequéncias: (a) 10; (b) 20; (b) 30; (d) 40; (e) 50; (f) 75 e (g) 100 Hz.
Detalhe: dependéncia linear do pico de corrente com a raiz quadrada da
frequéncia.
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Na Figura 22 ¢ mostrada claramente a influéncia da frequéncia sobre os
perfis de SWV, para a oxidagdo de 4-NP, sobre o eletrodo de CG/IMWCNT. A
relagdo entre o /,, € a raiz quadrada da frequéncia foi linear em todo o intervalo
estudado (detalhe da Figura 22). Como [, vs. f "2 ¢ uma relago linear, em geral,
esta relacdo pode ser associada a um processo controlado pelo transporte de
massa, neste caso por difusdo linear semi-infinita. Como a frequéncia de 100 Hz
apresentou o valor maximo de corrente, esta foi utilizada como frequéncia
otima.

Outros parametros como amplitude de potencial e salto de potencial foram
avaliados, sob as mesmas condigdes experimentais apresentadas anteriormente.
As medidas de SWV foram feitas com diferentes amplitudes na faixa de 10 a
100 mV e a melhor resposta para a amplitude no processo de oxidagao do 4-NP
foi de 50 mV. Finalmente, o salto de potencial foi avaliado em um intervalo de
1 - 10 mV e acima de 2 mV nao foi observada quaquer influencia na variacao da
corrente de pico. Desta forma o valor de salto de potencial de 2 mV foi

escolhido.

4.2.4 Curva analitica e andlise de amostra

ApoOs a otimizagdo dos parametros experimentais, uma curva analitica para
o 4-NP foi obtida. A curva analitica mostrada na Figura 23 apresentou uma
resposta linear no intervalo 1,0 - 35,0 pmol L', que pode ser expressa segundo a

equagao abaixo, com um coeficiente de correlagao de 0,9946 (para n = 7):

La (uA) = 1,12 £ 0,30 (uA/umol L) + 0,56 + 0,06[4-NP] (umol L™)

O limite de deteccio (LD) calculado foi de 0,12 pmol L™ (16,42 pg L") e
foi determinado usando a relagdo 3o/coeficiente angular, de acordo com as
recomendagdes da IUPAC, onde o ¢ o desvio padrao dos valores médios de 10

voltamogramas do branco.
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Figura 23. Voltamogramas de SWV para o eletrodo de GC/MWCNT, com os
valores otimizados mostrados na Tabela 3. As concentragdes de 4-NP
em umol L™ sdo: (a) 1,0; (b) 5,0; (c) 10,0; (d) 15,0; (e) 20,0; (f) 25,0 e (g) 30,0.
Detalhe: dependéncia linear dependence do pico de corrente com a concentragao

de 4-NP.

O préximo passo no desenvolvimento desse método eletroanalitico foi
avaliar a influéncia dos componentes da matriz de uma amostra de agua natural
na determina¢ao 4-NP. Para isso, um processo de adi¢ao e recuperagdo foi
realizado. Uma amostra da dgua natural, poluida e com alto teor de moléculas
organicas, foi coletada em um lago localizado em Sao Carlos (SP) em
Janeiro/2008, o lago possui as coordenadas: 21°, 59', 08" sul - 47°, 52', 58"
oeste. Posteriormente, essa amostra foi tamponada com 0,2 mol L™ de PBS (pH
6,0) e foi artificialmente fortificada com 5,5 pmol L' de 4-NP. Os sinais
voltamétricos de onda quadrada obtidos apos sucessivas adigoes de 4-NP foi
representado em relacdo as concentragdes adicionadas de 4-NP e a relagao linear

pode ser representada por:
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Ly (MA) = 3,64 = 0,30 (uA/umol L) + 0,69 = 0,07 [4-NP] (umol L)

O método de adig¢ao e recuperacao apresentou um valor médio de 96.5 %
para cada amostra, confirmando que o eletrodo de GC/MWCNT ¢ sensivel para

a determinacao de 4-NP em amostras de 4guas naturais

4.2.5 Utilizagdo da cromatografia HPLC como método comparativo

Com a finalidade de validacdo do método proposto, curvas analiticas
foram construidas utilizando a cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC)
com detec¢do UV/vis. Para isso, oito solugdes diferentes de 4-NP, que variaram
de 1 - 35 pmol L' foram preparadas em meio 0,2 mol L de PBS (pH 6,0).
Aliquotas dessas solucdes foram injetadas no cromatografo, com comprimento
de onda fixo em 310 nm. As aliquotas de 4-NP apresentaram picos com tempo
de retencao de 2,6 minutos.

O LD obtido pelo método HPLC/UV-vis foi calculado utilizando anélise
estatistica’° e apresentou valor de 54,9 nmol L (7,64 pg L™"). Os experimentos
de adicao e recuperagao foram realizados utilizando véarias concentragdes (1 - 35
pumol L") de padrio de 4-NP, preparadas com a agua de lago coletada em Sdo
Carlos, com descrito na se¢do anterior. O valor de 90,6 % (média para 5
amostras) foi recuperado. Comparando este valor com o recuperado pelo método
proposto demonstra-se que o sensor GC/MWCNT ¢ vidvel para a detecgdo de 4-

NP em amostras de dguas naturais.

4.2.6 Consideracgoes gerais

Nesse estudo, a determinagdo eletroquimica de 4-NP foi realizada com
sucesso por um processo indireto, que usa a oxidacdo da hidroxilamina
produzida pela redu¢do de 4-NP em um estado adsorvido na superficie do
eletrodo. Este intermediario pode ser oxidado em baixo potencial, portanto,

envolvendo pequenos valores de erros associados com o efeito de matriz. O
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método produziu valores de LD inferiores aos necessarios para o controle

ambiental, determinado pela USEPA, no caso de 4gua de lago
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4.3 Determinacdo eletroquimica direta de carbaril utilizando eletrodo
modificado com nanotubos de carbono de paredes multiplas/ftalocianina de

cobalto®

A detecgdo eletroquimica direta de carbaril, em baixo valor de potencial,
com a finalidade de minimizar efeito de interferentes ¢ um grande desafio na
area de eletroanalise. Este estudo descreve o desenvolvimento, caracterizacao
eletroquimica e utilizacdo de um eletrodo de carbono vitreo (GC) modificado
com filme de nanotubos de carbono de paredes multiplas (MWCNT) e
ftalocianina de cobalto (CoPc), para a detec¢do de carbaril em amostras de dgua

de rio.
4.3.1. Analise morfologica da superficie dos eletrodos modificados
A morfologia dos eletrodos modificados foi examinada pela técnica

microscopica FEG-SEM. A Figura 24 mostra imagens tipicas dos filmes de

MWCNT e MWCNT/CoPc depositados sobre o eletrodo de GC.

Figura 24 — Micrografias de FEG-SEM para os filmes: (A) MWCNT e (B)

MWCNT/CoPc.
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Foi observado que os filmes de MWOCNT funcionalizado e
MWCNT/CoPc estao uniformemente distribuidos sobre a superficie do eletrodo
de carbono vitreo. A Figura 24A mostra que 0 MWCNT possui didmetro médio
dos tubos de 80 nm. Na Figura 24B pode-se constatar que para o filme de
MWCNT/CoPc, a ftalocianina de cobalto, preferencialmente, adsorve sobre as
extremidades do tubos (destaque da Figura 24B). Esta afirmacao foi constatada
por meio da técnica de microanalise. Nos pontos destacados foi possivel
identificar a presenca de atomos de cobalto, nos aglomerados, ¢ desta forma,
pode se intuir que estes aglomerados sdo compostos por conjuntos de moléculas
de CoPc adsorvidas. Este processo de adsor¢do estd de acordo com o fato das

ftalocianinas se ligarem eletrostaticamente nos planos e borda dos CNTs™.

4.3.2. Eletro-oxidacado do carbaril

O estudo da eletro-oxidagdo de carbaril foi realizado utilizando SWV, em
um intervalo de potencial de +0,5 a +1,45 V, em solu¢do de tampao acetato 0,1
mol L (pH 4,0) contendo 1,0 x 10 mol L™ de carbaril. A Figura 25 mostra os
voltamogramas de onda quadrada para os trés tipos de eletrodos e foi observado,
que no intervalo de potencial estudado, existe apenas um processo de oxidacao.

No cletrodo de GC/MWCNT, a oxidac¢ao de carbaril ocorre em +1,29 V e
apresenta um deslocamento de 0,31 V para valores de potencial menos
positivos, quando comparado ao eletrodo de GC, mostrando o efeito
eletrocatalitico dos CNTs. Além disso, a oxidacdo catalitica de carbaril sobre a
superficie contendo MWCNT aumentou em 3,3 vezes a corrente de pico, em
comparagdo com o eletrodo de GC. Este aumento pode estar relacionado a
elevada area superficial dos nanotubos de carbono.

Para o eletrodo de GC/MWCNT/CoPc, o potencial de oxidagdao do
carbaril diminui 0,18 V em relacao ao eletrodo de GC/MWCNT, com um fator

extra de 1,5 vezes no aumento na corrente de pico. Assim, as propriedades
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eletrocataliticas dos nanotubos de carbono adicionadas ao excelente poder
mediador eletronico da ftalocianina de cobalto tornou o sistema com efeito
sinérgico. Assim, o eletrodo GC/MWCNT/CoPc apresenta-se como um

promissor sistema para a detec¢@o eletroquimica direta de carbaril.
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Figura 25. Voltamogramas de SWV para os eletrodos: GC (=), GC/MWCNT
(=) e GC/MWCNT/CoPc¢ (=) em solucdo tampdo acetato 0,1 mol L™ (pH 4,0)

contendo 1,0 x 10 mol L' de carbaril, com frequéncia de 20 Hz, amplitude de

100 mV e salto de potencial de 2 mV.

Com a finalidade de verificar a reversibilidade do comportamento
eletroquimico do carbaril, foi realizado um voltamograma de SWV, utilizando o
eletrodo de GC/MWCNT/CoPc, em solugdo tampdo acetato 0,1 mol L™ (pH 4,0)
contendo 1,0 x 10 mol L' de carbaril. Os pardmetros de SWV utilizados
foram: frequéncia de 20 Hz, amplitude de 100 mV e salto de potencial de 2 mV.
Na Figura 26 sdo apresentadas as componentes totais, diretas e reversas das
correntes, na técnica de SWV, para o eletrodo de GC/MWCNT/CoPc. Esse

estudo mostrou que o processo eletroquimico de oxidagdo do carbaril ¢ um
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processo irreversivel, pelo fato da auséncia de processo na componente reversa,

na varredura de SWV.
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Figura 26. Componentes da corrente da SWV para o eletrodo de

GC/MWCNT/CoPc: total (==); direta (=) e reversa (=).

4.3.3 Espectroscopia de impeddncia eletroquimica

Os experimentos de EIS permitem obter importante informagdes dos
eletrodos como a resisténcias do material, a resisténcia de transferéncia
eletronica, a capacitancia do filme, etc. Neste estudo a caracterizagdo por EIS
dos eletrodos foram realizadas no potencial de pico anddico para a oxidagao do
carbaril. Os valores de potencial aplicado para os eletrodos forma: GC +1,25 V,
GC/MWCNT +0,92 V e GC/MWCNT/CoPc +0,75 V. Na Figura 27 sao
mostrados os espectros, no plano complexo, para a reagdo de oxidag¢dao do
carbaril. Os espectros apresentaram semicirculos em altas ¢ médias frequéncias
e uma reta, com inclinagdo de aproximadamente 45°, em baixas frequéncias, que

corresponde aos processos controlados por difusao.
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Os espectros foram modelados utilizando o circuito de Randles
modificado que consiste na resisténcia da célula R; em série com uma
combinagdo de um elemento constante fase CPE (considerado como uma
capacitancia ndo ideal C, com fator exponencial a, onde a = 1 representa uma
superficie perfeitamente lisa e homogénea). Esse sistema esta em paralelo com a
combinagdo em série da resisténcia de transferéncia de carga R e a impedancia
Warburg Z,, (dominio do controle de transportes de massa, resultante da difusao

de carbaril para a superficie do eletrodo)
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Figura 27. Espectros no plano complexo para os eletrodos de GC (A),
GC/MWCNT () e GC/MWCNT/CoPc (O), em solucdo de tampao acetato

0,1 mol L' (pH 4.0) contendo 1,0 x 10* mol L' de carbaril.

Os valores dos parametros obtidos a partir da técnica de EIS foram
calculados por meio do ajuste feito pelo circuito de Randles e estdo listados na

Tabela 4.
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Tabela 4. Sumario dos parametros de EIS estimados para os eletrodos, para a

oxidacao do carbaril.

Eletrodos R/Qcm?  CluFcm?s*t R4 /Qcm?

GC 97 7,80 2720 1,95x 107
GC/MWCNT 103 35,4 1050 5,04x 107
GC/MWCNT/CoPc 94 65,2 420 1,26 x 10™

Nao foram observadas variagdes nos valores de R, para os diferentes
eletrodos'*®. Os valores de capacitincia aumentaram para os eletrodos de
GC/MWCNT/CoPc e GC/MWCNT, quando comparados com eletrodos de GC,
provavelmente, esse aumento estd relacionado com o aumento da darea
superficial do eletrodo. As constantes aparentes de velocidade (ku,p) foram
calculadas, como descrito na se¢do 4.1.2 (pagina49).

Tal como indicado pela grande diminui¢do dos valores R, (Tabela 4), o
eletrodo de GC/MWCNT/CoPc exibiu um rapido processo de transferéncia
eletronica para a oxidacdo carbaril, em comparagdo aos outros eletrodos
investigados. A constante aparente de velocidade (k,p,), determinada a partir dos
espectros de impedancia, apresentou uma ordem crescente a medida que a
superficie do GC foi modificada, por CNTs e CNTs/CoPc. Isso mostra

novamente o sinergismo entre os CNTs e a CoPc para a oxidagdo do carbaril.

4.3.4 Estudos da otimizagdo dos parametros eletroanaliticos

Com a finalidade de maximizar o sinal analitico, foram otimizados os
efeitos dos parametros experimentais tais como: potencial e tempo de pré-
tratamento, pH, amplitude de pulso, frequéncia e salto de potencial para o
eletrodo de GC/MWCNT/CoPc, utilizando solu¢do tampio acetato 0,1 mol L™
(pH 4,0) contendo 1,0 x 10 mol L™ de carbaril.

Em geral, a deteccdo eletroquimica de pesticidas ¢ acompanhada por forte

adsor¢do do pesticida ou seus produtos de oxidacdo sobre a superficie do
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eletrodo e consequentemente a diminui¢do do sinal analitico'”. Um pré-
tratamento foi imposto ao eletrodo para limpar sua superficie e a influéncia do
potencial de condicionamento aplicado, apos cada varredura, foi investigado. Os
seguintes valores de potenciais de pré-tratamento aplicados foram: -1,0; -0,75;
-0,50; -0,25; 0,0; e +0,25 V ¢ os resultados sao mostrados na Figura 28.

Houve completa recuperagdo da resposta inicial obtida entre -1,0 V
e -0,5 V. Em valores de potencial de condicionamento mais positivos, como
+0,25 V, a corrente de pico (/,,) obtida durante o experimento diminuiu por
volta de 30%. Deste modo, -0,50 V foi escolhido como o potencial de pré-

tratamento em estudos posteriores.
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Figura 28. Efeito do potencial de pré-tratamento no pico de oxidagao do carbaril
em solucdo tampdo acetato 0,1 mol L™ (pH 4,0) contendo 1,0 x 10 mol L™ de

carbaril.

A influéncia do tempo no pré-tratamento também foi avaliada, onde
variou-se o tempo de 10 a 60 s e neste intervalo ndo foi observada diferencga
significativa na ,. Assim, o tempo de 10 s fo1 escolhido como o tempo de pré-

tratamento.
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A dependéncia da oxidacdo eletroquimica de carbaril sobre o pH foi
estudada por SWV, na faixa de pH variando de 3,0 at¢ 9,0, com
1,0 x 10* mol L™ de carbaril. Os resultados obtidos sdo mostrados na Figura 29.

Na Figura 29A sdo mostrados os voltamogramas SWV, para o eletrodo de
GC/MWCNT/CoPc, em diferentes valores de pH e a Figura 29B mostra a
dependéncia da corrente de pico anddica (/) € potencial de pico anodico (E,,)

como funcao do pH.
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Figura 29. (A) Voltamogramas de SWV para o eletrodo de GC/MWCNT/CoPc
em em solugdo eletrolitica tamp3o com forca idnica de 0.1 mol L' em diferentes
valores de pH, contendo 1.0 x 10* mol L™ de carbaril. (B) Grafico de E, em

fung¢do do pH (M) e I, em fun¢do do pH (@®).

A variacdo de E,, com pH fornece informagdes sobre o processo de

oxidag¢do do carbaril, como ilustrado no esquema da Figura 30.

Figura 30. Mecanismo eletroquimico para a reacao de oxidacao de carbaril.
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O aumento do pH provocou um deslocamento no pico de potencial para
valores menos positivos, no qual o coeficiente angular da curva £}, vs. pH fo1 de
53 mV por unidades de pH. A largura do pico de meia onda para a oxidagao de
carbaril ¢ cerca de 90 mV, sugerindo o envolvimento de um elétron na reagdo de
transferéncia eletronica. Assim, foi evidenciado que o mesmo numero de
protons e elétrons estdo envolvidos no processo de oxidagao carbaril.

A curva de I, vs. pH mostrou que o pico de corrente tem um valor
maximo em pH 4,0 diminuindo, acentuadamente, tanto para valores mais
elevados de pH, quanto para os mais baixos. Por esta razao, todas os seguintes
experimentos usando o eletrodo de GC/MWCNT/CoPc foram realizados em pH
4,0.

A influéncia dos parametros da técnica de SWV foi investigada. Primeiro,
a amplitude de pulso foi variada num intervalo de 10 a 100 mV. A frequéncia foi
fixada em 50 Hz e o salto de potencial em 2mV. Foi observado que a I,
aumentou com o aumento da amplitude e nenhuma deformagao significativa foi
observada, mesmo para amplitudes acima de 50 mV. Desta forma, a amplitude
de 100 mV foi escolhida como valor 6timo.

Na voltametria de onda quadrada, a relagdo do salto de potencial junto
com a frequéncia determina a velocidade de varredura efetiva. A frequéncia foi
variada em um intervalo de 10 - 100 Hz. O aumento na resposta eletroquimica
do carbaril aumentou com a frequéncia até um valor de 20 Hz. Para valores
acima de 20 Hz foi observada uma grande deformacao no perfil voltamétrico em
conjunto com a diminui¢do do pico de corrente.

Fixando a amplitude em 100 mV e a frequéncia em 20 Hz, o efeito do
incremento do salto de potencial foi estudado em um intervalo de 1 a 10 mV.
Para valores maiores que 2 mV foi verificado deformagao no perfil voltamétrico
e diminui¢do na altura do pico de oxidagdo do carbaril. Desta forma, uma
frequéncia de 20 Hz e um salto de potencial de 2 mV foram escolhidos o que

corresponde a uma velocidade efetiva de varredura de 40 mV s™.
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4.3.5 Curva analitica e andlise de carbaril em amostra de dguas naturais

Com a finalidade de se obter uma curva analitica para o carbaril,
experimentos de SWV foram realizados em triplicata, utilizando o eletrodo de
GC/MWCNT/CoPc, com os parametros experimentais otimizados. A curva
analitica mostrada na Figura 31 apresentou uma resposta linear no intervalo

0,33 - 6,61 pumol L™ e pode ser representada pela seguinte equagio:

I

pa

(HA cm™®) = 0,68 + 0,22 (A cm™*/pumol L™) + 6,71 + 0,09 [Carbaril] (umol L™)

50
45
40-
35-

307 %S iz s as 6y
o5 ] [Carbaryl] / umol L
20
151
10

|/ uA cm?

0,2 0,4 | 0,6 | 0,8 | 1,0 1,2
E/Vvs. ECS

Figura 31. Curva analitica utilizando SWV com o eletrodo de
GC/MWCNT/CoPc com os parametros otimizados para as seguintes
concentra¢des de carbaril em pumol L™: (a) 0,33; (b) 0,66; (c) 1,33, (d) 1,99; (e)
2,66, (f) 3,33; (g) 3,99; (h) 4,66; (1) 5,33; (j) 5,99 e (k) 6,62. Detalhe:

dependéncia linear do pico de corrente com a concentragao de carbaril.

A curva apresentou um coeficiente de correlagdo de 0,9991, para n = 11.
O limite de deteccao LD calculado de 5,46 = 0,02 nmol L! (1,09 £ 0,02 ng L'l),

foi determinado por meio da razdo 3o/slope, onde ¢ ¢ o desvio padrdo do valor
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médio de 10 voltamogramas do branco e slope € o coeficiente angular da reta.
Esta relacdo foi determinada de acordo com as recomendacdes da TUPAC'".

O método proposto foi aplicado para a andlise do pesticida em aguas
fluviais, fortificadas com carbaril, no qual, foi utilizado o método de adicao
padrdo, a fim de eliminar quaisquer efeitos matriz. A precisao e exatidao foram
determinadas ap6s a adicdo de 1,66 umol L' de carbaril nas amostras. Para esse
efeito, amostras de 4agua poluida com um elevado teor de componentes
organicos foram recolhidas em um rio nas proximidades de Coimbra, Portugal.

Os percentuais de recuperagdes com os desvios padroes sdo apresentados na

Tabela 5.

Tabela 5. Determinagdo de carbaril em amostra de agua de rio (cada valor ¢ a
média de trés determinagdes).

Adicionado  Encontrado  Recuperado
(umol L™) (umol L™) (%)

Amostra 1
Amostra 2
Amostra 3

Os valores observados mostraram que o processo de adigdo e recuperagao,
utilizando o método proposto, foi adequado para a determinagdo quantitativa de
carbaril e que o eletrodo de GC/MWCNT/CoPc mostrou-se eficiente para essa
determinacdo. O procedimento ¢ simples, rapido e apresentou limites de
detec¢do em torno de 1,0 pg L.

Uma comparacdo dos resultados obtidos para o eletrodo de
GC/MWCNT/CoPc, com outros métodos eletroanaliticos, foi realizada. Na
determinacio direta de carbaril, descrita por Codognoto et al.'”!, foi encontrado
um limite de detec¢do, 40,7 nmol L (8,2 ng L), com sensibilidade de 3,07 pA
pumol L. Para o método que usa a analise indireta de carbaril, via hidrolise em
meio basico'””, o limite de detec¢io encontrado foi de 3,7 pmol L
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(74,0 ug L™). Assim, um menor limite de deteccdo utilizando os experimentos
de SWV e uma maior sensibilidade foram observados para o eletrodo de
GC/MWCNT/CoPc. Essas caracteristicas podem ser atribuidas a baixa
resisténcia do filme de MWCNT/CoPc na transferéncia eletronica.

M¢étodos amperométricos que utilizam biosenssores enzimaticos para
detectar carbaril também apresentaram altos limites de detecgdo, 20 nmol L
(4,0 pg LY e 50 nmol L™ (10 pg L™)’**, quando comparados com o método
proposto. No entanto, para o eletrodo de GC/MWCNT/CoPc foi observado uma
alta sensibilidade, boa reprodutibilidade e simples instrumentagdo. Esse método
pode ser facilmente aplicado para a determinacdo de outros pesticidas

eletroativos em amostras de agua.

4.3.6 Consideracgoes gerais

O procedimento proposto para a deteccdo de carbaril em aguas naturais,
ndo precisou de etapas de preparo de amostra como separacdes, limpeza,
derivatizagdes, que sdao indispensaveis para um grande nimero de metodologias
analiticas. O efeito do envenenamento da superficie eletrodica, que ocorre por
meio da adsor¢do do pesticida ou dos seus produtos de oxidagao foi facilmente
solucionado, aplicando um potencial de condicionamento em -0,5 V durante 10
s. As propriedades eletrocataliticas dos CNTs, adicionadas ao excelente poder
mediador redox da CoPc, diminuiram o potencial de oxidacdo do carbaril,

quando comparado ao eletrodo de GC.

O método atingiu valores de LD abaixo dos requeridos pelas agéncias
governamentais europeias, no caso de agua rio. A aplicacdo da metodologia
analitica em amostras de dguas contaminadas, contendo matéria organica foi
satisfatoria e demonstrou que o sensor eletroquimico desenvolvido pode ser

usado para analisar e monitorar carbaril diretamente em amostras de dgua.

74



Capitulo 4 — Resultados e Discussao

4.4 Determinacéo eletroquimica do herbicida glifosato utilizando um sensor
a base de nanotubos de carbono modificados com ftalocianina de cobre'®

A determinacao eletroquimica do herbicida glifosato ¢ baseada em uma
reacdo do herbicida com ions cobre formando um complexo solavel e
cletroativo. Este estudo descreve o desenvolvimento, a caracterizacao
eletroquimica e a utilizacdo de um eletrodo de carbono vitreo (GC) modificado
com filme de nanotubos de carbono de paredes multiplas (MWCNT). Os CNTs
serviram como suporte para a imobilizacao de ftalocianina de cobre (CuPc), para

a deteccao do herbicida glifosato.

4.4.1 Estudo da resposta e do comportamento eletroquimico do glifosato

O estudo da resposta eletroquimica do herbicida glifosato (Gli) foi
realizado utilizando a técnica de voltametria de pulso diferencial (DPV), com
intervalo de potencial de -0,5 a +0,5 V, com amplitude de potencial de 100 mV,
salto de potencial de 2 mV e velocidade de varredura efetiva de 10 mV s™. Os
experimentos foram realizados em solugdo tampéo fosfato 0,1 mol L™ (pH 7,5)
contendo 1,0 mmol L™ de Gli. A Figura 32 mostra os voltamogramas de DPV
para os eletrodos de GC/MWCNT e GC/MWCNT/CuPc. Foi observado que no
intervalo de potencial estudado existe apenas um processo de oxidagao.

Para o eletrodo de GC/MWCNT foi observado um processo de oxidacao
em -70 mV, tanto na presenga, quanto na auséncia de Gli. Esse processo pode
ser atribuido a oxidag¢do de grupos funcionais, do tipo carbonila ou carboxila,

presente nos CNTs'’

, sendo esta uma caracteristica dos perfis voltamétricos dos
CNTs funcionalizados. A resposta de DPV para o eletrodo de
GC/MWCNT/CuPc na auséncia de Gli revelou um processo de oxidagdo em

-50 mV.
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Figura 32. Voltamogramas de DPV, em PBS (pH 7,5) para os eletrodos:
GC/MWCNT na auséncia (=) e¢ na presenca de 1,0 mmol L™ de Gli (=) e
GC/MWCNT/CuPc na auséncia (A) e presenca de 1,0 mmol L™ de Gli (A). Os
parametros de DPV foram amplitude de 100 mV e step de potencial de 2mV.

Entretanto, além da oxidagdo da superficie dos CNTs funcionalizados, De
Wael et al."*® reportaram que a ocorréncia do processo anoédico em -50 mV pode
ser atribuido a oxidacdo dos ions Cu(l) para Cu(Il) presentes no anel da
ftalocianina. Estes autores mostraram que a corrente de pico aumentou com o
aumento do numero de ciclos ¢ este aumento refere-se a oxidacdao dos ions
Cu(I), a partir da varredura de potenciais.

Com a adi¢ao de Gli ao eletrolito foi observado um significante aumento
na corrente de pico do processo de oxidagao em -50 mV. Esse aumento ¢ devido
a interacdo entre a molécula do glifosato e o ion cobre presente no centro
metalico na molécula de ftalocianina. Este comportamento estd de acordo com a
discussdo feita por Coutinho & Mazo"’ que demonstraram a forte interagio
entre a molécula de Gli e ions Cu(ll), formando um complexo estavel e

eletroativo (Gli-Cu®™). Assim, o eletrodo de GC/MWCNT/CuPc conseguiu de
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forma indireta responder a adi¢cdes de Gli e mostrou-se um promissor sistema
para a detecgdo eletroquimica do herbicida glifosato.

A avaliagdo da dependéncia do pH com o pico de corrente (/,,) € 0 pico de
potencial de oxidagdo (E,) do complexo Gli-Cu™, foi realizada por DPV.
Utilizou-se o eletrodo de GC/MWCNT/CuPc, em 0,1 mol L' de PBS (com
valores de pH variando de 6,0 a 9,0) contendo 1,0 mmol L' de Gli. Os

resultados obtidos sdo apresentados na Figura 33.
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Figura 33. Grafico da relagdo linear entre a variagdo de pH vs. E,, (M) e

pH vs. Ipa (@), em meio 0,1 mol L' PBS contendo 1,0 mmol L de Gli.

A variagdo de E,, com pH demonstrou que o aumento no pH causa um
deslocamento para valores mais negativos no potencial de pico. Esta relagdo
linear apresentou uma inclinagdo de 32 mV por unidade de pH. Esse valor
sugere o envolvimento de dois elétrons para cada proton na reacdo de
transferéncia eletronica, entre os ions cobre presentes no eletrodo de
GC/MWCNT/CuPc e a molécula de glifosato.

O grafico de pH vs I, apresentou um valor maximo em pH 7,5, o qual

diminui, acentuadamente, tanto para maiores, quanto para menores valores de
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pH. Sprankle et al.'” relata que o Gli apresenta a sequéncia de constantes de
dissociacdo acida (pKa): 2,0; 2,6; 5,6 ¢ 10,6. Em pH 7,5 os grupos funcionais,
presentes na molécula de Gli, carboxilato e fosfonato encontram-se

desprotonados, como mostrado na Figura 34.
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Figura 34. Esquema do equilibrio e constante de dissociacao acida do glifosato.

Estes grupos funcionais desprotonados coordenam-se fortemente com
metais de transi¢do'”, estabilizando a espécie Cu(I). Em pH 7,5 o pico de
corrente de oxidagdo apresenta a maior resposta. Por esta razdo, todos os
seguintes experimentos, usando o eletrodo de GC/MWCNT/CuPc, foram

realizados em pH 7,5.

4.4.2 Estudo de adsor¢do de glifosato na superficie do eletrodo de
GC/MWCNT/CuPc

Com a finalidade de se evidenciar o tipo de transporte de massa envolvido
no processo de oxidag¢dao do glifosato, foi realizado um estudo de variacdo da
velocidade de varredura, utilizando a técnica de LSV. As velocidades de
varredura foram variadas em um intervalo de 10 - 100 mV s, em 0,1 mol L™
PBS (pH = 7,5) contendo 1,0 mmol L™ de Gli. A Figura 35 mostra a variagdo da
corrente de pico anodica /,, como funcdo da velocidade de varredura.

A corrente do pico de oxidagio do complexo Gli-Cu*"aumentou
linearmente com o aumento da velocidade de varredura. A relagdo linear, entre a
I, e a velocidade de varredura, ¢ descrita pela equagdo: I, (u A) = 0,121 +
0,125v (mV s™), com r = 0,9992. Este sistema permite intuir que o processo

eletroquimico ¢ controlado pela adsorgdo de espécies.
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Figura 35. Dependéncia linear da velocidade de varredura com a /.

Experimentos de EIS foram realizados com a finalidade de confirmar a
possibilidade de adsor¢do de Gli na superficie do eletrodo. Espectros de EIS
foram coletados em trés situagdes: (a) 0,1 mol L' de PBS (pH 7.5),
(b) 0,1 mol L™ de PBS (pH 7.5) contendo 1,0 mmol L de Gli e (c) 0,1 mol L
de PBS (pH 7,5) depois que o eletrodo de GC/MWCNT/CuPc foi submetido a
dez voltamogramas ciclicos sucessivos, em um intervalo de -0,5 a +0,5 V, em
solugdo contendo 1,0 mmol L' de Gli. Os espectros de EIS foram realizados em
condi¢cdo de potencial fixo (-50 mV), que ¢ o pico de oxidagdo do complexo
Gli-Cu®".

Na Figura 36 sdo apresentados os espectros, no plano complexo, para o
eletrodo de GC/MWCNT/CuPc, nas trés situacdes. Um circuito equivalente
composto por uma resisténcia da solugdo (R;) ligado em série, com uma
combinacdo de um elemento constante fase (CPE) e uma resisténcia de

transferéncia de carga (R.), foi usado para ajustar os espectros.
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Figura 36. Espectros no plano complexo para os eletrodos de
GC/MWCNT/CuPc, nas seguintes situagdes: a) 0,1 mol L' de PBS (pH 7,5)
(A); b) 0,1 mol L™ de PBS (pH 7,5) contendo 1,0 mmol L™ de Gli (M) ¢ ¢) 0,1
mol L' de PBS (pH 7,5) apds dez sucessivos voltamogramas ciclicos em

solugdo contendo 1,0 mmol L™ de Gli (O).

O espectro para 0,1 mol L' de PBS (situacdo a), apresentou-se no
formato de uma linha reta ascendente. Este tipo de formato ¢é caracteristico de
um capacitor nao ideal. Esta situacdo ¢ atribuida ao carregamento da dupla
camada elétrica em superficies nio homogéneas'*. Neste caso, a componente
R, foi retirada do circuito equivalente de ajuste. Assim, os valores obtidos para
CPE ¢ a, a partir dos ajustes foram: CPE = 1,55 uF cm™ s*" e o= 0,85.

Com a adicao de 1,0 mmol L' de Gli ao eletrolito, o espectro de EIS
(situacdo b) apresentou um semicirculo em regido de alta para médias
frequéncias, sendo esta regido caracteristica de reagdes de transferéncia de
carga. Foi observada também, em regido de baixas frequéncias, uma linha reta
ascendente com inclinacdo de 45°, que corresponde ao controle difusional da
reagdo. Os valores calculados para a R foi de 0,68 kQ cm™, para o CPE 2,72

1,55 uF cm™ s*' e para o parametro « o valor calculado foi de 0,82.
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ApoOs dez voltamogramas ciclicos na presenca de Gli, o eletrodo de
GC/MWCNT/CuPc foi imerso em uma solucdo 0,1 mol L' de PBS e um
espectro de EIS foi realizado (situagdo c). Os valores obtidos para este espectro
foram: 10 uF cm™ s para o CPE, 0,85 para o parimetro « e 4,75 kQ cm™ para
R... O aumento nos valores de CPE e R pode ser atribuido a saturagdo dos sitios
ativos das ftalocianinas, causado pela reacdo de complexacao com moléculas de
Gli. Outro ponto a salientar ¢ o formato do espectro coletado na situagdo a
apresentar significativas diferengas em relagdo ao espectro da situacdo c. Isto
evidencia que a superficie do eletrodo se modificou, por causa da adsor¢dao do
Gli na superficie do eletrodo de GC/MWCNT/CuPc. Desta forma, os
experimentos de EIS estdo em concordincia com o estudo de variacdo da
velocidade de varredura, confirmando um processo adsortivo na superficie do

eletrodo.

4.4.3 Otimizagdo dos parametros experimentais

Com a finalidade de maximizar o sinal analitico, efeitos dos pardmetros
experimentais como a composicdo do filme, a amplitude pulso e salto de
potenciais foram estudados, utilizando o eletrodo de GC/MWCNT/CuPc.

A influéncia da quantidade de CuPc na composicdo do eletrodo foi
avaliada utilizando a técnica de DPV, com amplitude de pulso de 100 mV e
salto de potencial de 2 mV, em solugdo tampao fosfato 0,1 mol L' (pH = 17.,5)
contendo 1,0 mmol L™ de glifosato. Para isso, os eletrodos de GC foram
recobertos com filmes de diferentes propor¢coes de MWCNT e CuPc. Os filmes
foram preparados conforme descrito na secdo 3.3.1. Para este estudo, a
quantidade em massa de MWCNT foi mantida constante em 1,0 mg e o volume
de DMF também foi mantido constante em 1,0 mL. Entretanto, as quantidades
em massa de CuPc foram variadas nos seguintes valores: 0,25; 0,50; 0,75; 1,0;
1,25; 1,50; 1,75 e 2,0 mg de CuPc, por mL de suspensdo. Os resultados sao

mostrados na Figura 37.
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Figura 37. Relacdo entre a concentragdo de CuPc na suspensao de MWCNT e o

pico de corrente de oxidagdo de 1,0 mmol L' de Gli, em meio PBS pH 7,5.

Foi observado que a corrente aumentou a medida que o teor de CuPc
aumentou, até o valor de 1,0 mg. Isso se deve a maior concentragdo de ions
cobre disponiveis para se complexar com a molécula de Gli. Contudo, para
valores acima de 1,0 mg observou-se uma diminui¢ao na corrente de pico, isto €
possivel pelo fato do filme tornar-se menos estavel, ou seja, desgrudam com
maior facilidade da superficie do eletrodo de GC, pois os complexos de
ftalocianina ndo conseguem se adsorver bem sobre esta superficie. Desta forma,
¢ necessaria a presenga de agentes ancorantes, neste caso 0s nanotubos de
carbono, que possuem boa adsorcdo sobre o carbono vitreo'**'*!. Assim, com a
diminuicdo da concentragdo de MWCNT no filme observou-se uma perda de
estabilidade e, consequentemente, diminui¢ao na resposta analitica. Desta forma,
a melhor propor¢ao da suspensao foi 1,0 mg de MWCNT, 1,0 mg de CuPc e 1,0
mL de DMF, como solvente.

Os parametros da técnica de DPV, como a influéncia da amplitude de pulso

de potencial e o incremento do salto de potencial foi avaliada para o eletrodo de
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GC/MWCNT/CuPc, em uma solucao de tampao fosfato 0,1 mol L (pH = 7,5)
contendo 1,0 mmol L™ de glifosato. A Figura 38 mostra os voltamogramas de

pulso diferencial com a amplitude de pulso variando de 10 a 100 mV.

160
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80 |-
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E/Vvs. ECS
Figura 38. Estudo da amplitude de pulso na técnica de DPV para o eletrodo de
GC/MWCNT/CuPc, em solugdo tampdo fosfato 0.1 mol L™ (pH 7.5) contendo

1.0 mmol L™ de glifosato, com amplitude de pulso variando no intervalo de 10 a

100 mV.

Foi observado que a [,, aumentou com o aumento da amplitude, sem
ocorrer uma significativa deformag¢do no perfil voltamétrico, mesmo para
amplitudes acima de 50 mV. Desta forma, a amplitude de 100 mV fo1 escolhida
com valor 6timo. Fixando a amplitude em 100 mV, o efeito do incremento do
salto de potencial foi estudado em um intervalo de 1 - 10 mV. Para valores
maiores que 2 mV foi verificado deformagdo no perfil voltamétrico e
diminuicdo na altura do pico de oxidagdo do Gli. Desta forma, o salto de

potencial de 2 mV foi escolhido.
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4.4.4 Curva analitica para glifosato

Os experimentos de DPV foram realizados em triplicata, utilizando os
parametros experimentais otimizados, com a finalidade de se obter uma curva
analitica para o Gli, utilizando o eletrodo de GC/MWCNT/CuPc. A curva
analitica mostrada na Figura 39 apresentou uma resposta linear no intervalo 0,83

~9,90 umol L™, de acordo com a seguinte equagio:

Lu (WA) = 0,54 % 0,05 (uA /umol L) + 6,14 + 0,09 [Glifosato] (umol L™

6 L
5 L
e oal
o ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
< 3 2 4 6 8 10
= i [Glifosato] / pmol L™
— oL
1 L
Ot ] 1 ] ] T
-06 -04 -02 OO0 02 04 0,6

E/Vvs. ECS

Figura 39. Curva analitica utilizando DPV com eletrodo de GC/MWCNT/CuPc
com os parametros otimizados para as seguintes concentragdes de glifosato em
umol L™ (a) 0,83; (b) 1,66; (c) 3,32, (d) 4,97; (e) 6,62, () 8,26 e (g) 9,90.
Detalhe: dependéncia linear do pico de corrente com a concentracdo de

glifosato.

O coeficiente de correlagdo foi de 0,9994 para n = 7. O limite de detec¢ao
LD calculado foi de 12,2 nmol L™ (2,02 ug L") e foi determinado por meio da

razao 3o/slope, onde ¢ ¢ o desvio padrao do valor médio de dez voltamogramas
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do branco e o slope € o coeficiente angular da reta e esta relagdo foi determinada
de acordo com as recomendacdes da [TUPAC"*.

Comparando os resultados obtidos para o eletrodo de GC/MWCNT/CuPc
com métodos eletroanaliticos, que utilizam eletrodos de cobre metalico para
determinar Gli, foi observado que estes métodos possuem limite de deteccao
mais alto: 30,0 pmol L™ (5,07 mg L™")* € 0,35 pmol L™ (59 pg L™)''®. Assim, a
facil preparagdo, boa sensibilidade e reprodutibilidade do eletrodo de
GC/MWCNT/CuPc torna este sistema um promissor dispositivo para a deteccao

de herbicidas e pesticidas em amostras ambientais.

4.4.5 Consideragoes gerais

A utilizacao do eletrodo de CuPc mostrou-se interessante na determinagao
do herbicida glifosato. Esta metodologia proposta, em que visa a formacao de
um complexo soluvel e eletroativo, entre os ions cobre presentes na superficie
do eletrodo e a molécula de glifosato, mostrou-se mais sensivel e mais rapida
quando comparada aos métodos eletroquimicos relatados. O eletrodo de
GC/MWCNT/CuPc nao necessitou de etapas de pré-tratamento de sua
superficie, como no caso dos métodos que utilizam eletrodos de cobre metélico.
Nao precisou de etapa de derivatizagdo, para métodos que determinam o

herbicida por meio do seu produto de hidrolise em meio acido.

Os limites de detecgcdo foram bem abaixo dos métodos relatados e o
eletrodo de GC/MWCNT/CuPc apresentou boa reprodutibilidade, sensibilidade,
facil preparacdo e pode ser uma boa alternativa para analise de herbicidas e

pesticidas em amostras ambientais.
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4.5 Deteccao seletiva de dopamina na presenca de excesso de acido
ascorbico utilizando sensor de nanotubos de carbono de paredes multiplas e
ftalocianina de cobalto'*

O grande problema na deteccdo eletroquimica de dopamina (DA) ¢ a
interferéncia do acido ascorbico (AA). Dependendo da natureza do sensor e do
meio eletrolitico, 0 AA pode se oxidar no mesmo potencial de oxidagao da DA
causando uma sobreposicao de sinais e inviabilizando a detec¢do. Assim, neste
trabalho ¢ proposto o desenvolvimento, a caracterizagdo eletroquimica e a
aplicagdo de um sensor a base de nanotubos de carbono de paredes multiplas
(MWCNT) e ftalocianina de cobalto (CoPc), cuja principal finalidade ¢ a de

individualizar os processos de oxidacao da DA e do AA.

4.5.1 Comportamento eletrocatalitico do eletrodo de GC/MWCNT/CoPc na
eletro-oxidagdo de dopamina

O estudo do comportamento eletroquimico da dopamina (DA) foi
realizado utilizando a voltametria ciclica, em um intervalo de potencial de
-0,3 a +0,8 V, com velocidade de varredura de 50 mV s, em solucao de
tampdo fosfato 0,2 mol L' (pH 4,0) contendo 1,0 mmol L™ de DA. A Figura 40
mostra os voltamogramas ciclicos para os eletrodos de carbono vitreo (GC),
carbono vitreo modificado com filme de MWCNT (GC/MWCNT) e carbono
vitreo modificado com MWCNT e CoPc (GC/MWCNT/CoPc).

Sobre a superficie do eletrodo de GC/MWCNT a dopamina apresentou
um potencial de oxidacdo de +390 mV, ou seja, um deslocamento de 170 mV
para valores mais negativos de potencial, quando comparado ao eletrodo de GC.
Outro ponto ¢ que o filme de MWCNT melhorou a reversibilidade do sistema
(AE, = 100 mV) e aumentou a corrente de pico de oxidagdo (/,,) em 26 % em

relagdo ao eletrodo de GC.
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Figura 40. Voltamogramas ciclicos para os eletrodos de GC (=), GC/MWCNT
(=) ¢ GC/MWCNT/CoPc (=), em PBS 0,2 mol L (pH 4.0) contendo

1,0 mmol L de dopamina, com velocidade de varredura de 50 mV s,

Sobre a superficie do eletrodo de GC/MWCNT/CoPc, a oxidagdo da DA
ocorreu no mesmo valor de potencial observado para o eletrodo de
GC/MWCNT. Contudo, foi observado um aumento de 65 % no valor de /,, em
relagdo ao eletrodo de GC/MWCNT. Este aumento ¢ devido ao efeito sinérgico
causado pela presenca da ftalocianina de cobalto no eletrodo, que conseguiu
acelerar a reacdo de oxidacdo da DA, na superficie do eletrodo, além do
aumento da area eletroativa do eletrodo.

O efeito eletrocatalitico apresentado no eletrodo de GC/MWCNT/CoPc
foi avaliado pela espectroscopia de impedancia eletroquimica (EIS). Os
espectros de EIS foram realizados no potencial de pico anddico, para a oxidagao
da DA, para os eletrodos: GC +0,55 V, GC/MWCNT +0,39 V e
GC/MWCNT/CoPc +0,39 V. A Figura 41 apresenta os espectros, no plano

complexo, para a reacdo de oxidacdo da DA, e apresentam semi-circulos em
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altas e médias frequéncias e uma reta com inclinagdo de aproximadamente 45°

em baixas frequéncias, que corresponde a processos controlados por difusao.
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Figura 41. Espectros no plano complexo para os eletrodos de GC (W),
GC/MWCNT (®) ¢ GC/MWCNT/CoPc (A), em PBS 0.2 mol L' (pH 4.0)

contendo 1.0 mmol L de DA. Detalhe mostra a ampliacdo do espectro.

Os espectros foram modelados utilizando o circuito de Randles
modificado, como descrito na pagina 48. Os valores dos parametros da técnica
de EIS, obtidos por meio de ajustes, utilizando o circuito de Randles, sdo

listados na Tabela 6.

Tabela 6. Sumario dos parametros de EIS estimados para os eletrodos, para a

oxidacao de DA.

Eletrodos RJ/Qcm?  CluFem?s*! Ry /Q cm?

—6
e 128 210 16461 1,60 x 10
GC/MWCNT 150 20,0 550 440 x 107"
GC/MWCNT/CoPc 135 30,0 450 5,50 x 107
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Os valores de R, sdao muito semelhantes para os diferentes eletrodos. Os
valores de capacitdncia aumentaram para os eletrodos de GC/MWCNT/CoPc e
GC/MWCNT, quando comparados com eletrodos de GC, provavelmente, esse
aumento esta relacionado com o aumento da area superficial do eletrodo.

Tal como indicado pela diminui¢ao dos valores R (Tabela 6), o eletrodo
de GC/MWCNT/CoPc exibiu um rapido processo de transferéncia eletronica,
para a oxidagdo da DA, em comparagdo aos outros eletrodos investigados. A
constante aparente de velocidade (k,,,) determinada a partir dos espectros de
impedancia, para os eletrodos de GC/MWCNT/CoPc, GC/MWCNT e para GC,
foram 5,50 x 104,40 x 10* ¢ 1,60 x 10° cm 57/, respectivamente.

Desta forma, a associagdo das propriedades eletrocataliticas dos
nanotubos de carbono aliadas ao poder mediador redox da CoPc faz com que o
sistema MWCNT/CoPc seja um promissor método para a determinacdo de

dopamina.

4.5.2 Mecanismo de oxidacdo da dopamina na superficie do eletrodo de
GC/MWCNT/CoPc

Uma proposta de mecanismo de oxidagdao eletroquimica da dopamina
sobre o eletrodo de GC/MWCNT/CoPc, foi realizada a partir do estudo da
dependéncia do potencial de oxidagdo (£,,) da dopamina, em fun¢do da variacdo
do pH. Os experimentos foram realizados utilizando a técnica de DPV, com
valores de pH variando de 3,0 até¢ 9,0 contendo 1,0 mmol L' de DA. A Figura
42 mostra a dependéncia da corrente de pico anoddica (Z,,) e potencial de pico
anodico (E,,) como fungdo do pH.

A variagdo de E,, com pH demonstrou que, um aumento no pH causa um
deslocamento para valores mais negativos no potencial de pico. Esta relacao
linear apresentou uma inclinagdo de 60 mV por unidade de pH. A inclinagao
sugeriu o envolvimento do mesmo numero de protons e de elétrons na reacao de

eletro-oxidagio da DA, como no trabalho relatado por Hawley et al.'*.
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Figura 42. Efeito do pH no E,, (W) ¢ /,, (®) para a oxidacdo de dopamina sobre
o eletrodo de GC/MWCNT/CoPc¢, em PBS 0,2 mol L contendo 1,0 mmol L™

de dopammina.

A curva de I, vs. pH mostrou que o pico de corrente tem um valor
maximo em pH 4,0, diminuindo, acentuadamente, tanto para valores mais
elevados de pH, quanto para os mais baixos. Esse comportamento pode ser
atribuido a interagcdo entre o grupo catecol presente na molécula de DA, que
interage com o centro metalico presente na ftalocianina, como na proposta
] 144

descrita por Kienzl ef a

usando o eletrodo de GC/MWCNT/CoPc, foram realizados em pH 4,0.

. Por esta razdo, todos os seguintes experimentos,

Com a finalidade de se evidenciar o tipo de transporte de massa envolvido
no processo de oxidagdo da dopamina foi realizado um estudo de variagdo da
velocidade de varredura, utilizando a técnica de VC. As velocidades de
varredura foram variadas em um intervalo de 5 - 100 mV s, em 0,2 mol L
PBS (pH = 4,0) contendo 1,0 mmol L' de DA. A Figura 43 mostram os
voltamogramas, em diferentes velocidades de varredura e a variagdo da corrente

de pico anodica [, como funcdo da velocidade de varredura.
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Figura 43. Voltamogramas ciclicos para o eletrodo de GC/MWCNT/CoPc em

solugao 0,2 mol L' PBS contendo 1,0 mmol L de dopamina, nas seguintes
velocidades de varredura: 5; 10; 25; 50; 75 ¢ 100 mV s™. Detalhe: relacao linear

entre /,, € a velocidade de varredura.

A corrente do pico de oxidacdo da dopamina aumentou linearmente com o
aumento da velocidade de varredura. A relagdo linear entre a /,, e a velocidade
de varredura foi descrita pela equagdo: I,, (WA) = 17,69 + 0,62v (mV s,
com » = 0,9953. Esse sistema permite intuir que o processo eletroquimico ¢

controlado pela adsor¢ao de espécies.

4.5.3 Estudo da interferéncia do acido ascorbico

O estudo da interferéncia do acido ascérbico (AA) na resposta
eletroquimica da dopamina (DA) foi avaliado utilizando a técnica de VC, com
velocidade de varredura de 50 mV s. Utilizou-se os eletrodos de GC,
GC/MWCNT e GC/MWCNT/CoPc, em 0,2 mol L de PBS (pH 4,0) contendo
1,0 mmol L' de DA e 2,0 mmol L de AA, como mostrado na Figura 44.
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Figura 44. Voltamogramas ciclicos para os eletrodos de GC (=), GC/MWCNT

(=) ¢ GC/MWCNT/CoPc (=), em 0,2 mol L' PBS (pH 4.0) contendo

1,0 mmol L' de DA e 2,0 mmol L™ de AA, com velocidade de varredura de 50

-1
mV s

No voltamograma ciclico para o eletrodo de GC (==) foram observados
dois processos sobrepostos, que sdo atribuidos a oxida¢do do AA (E,, = +500
mV) e a oxidagdo da DA (E,, = +675 mV). E notdrio que sobre a superficie do
eletrodo de GC, o AA interfere no pico de oxidag¢do da DA, pois desloca £, da
DA para valores mais positivos, além de causar uma sobreposi¢dao nos picos de
oxida¢do. Em contrapartida, com o eletrodo de GC/MWCNT/CoPc (=) ¢
possivel observar uma completa distingao entre os processos de oxidacao do AA
(Epa = 1220 mV) e da DA (£,, = +395 mV), sem que exista sobreposi¢cdo ou
inibicdo nas correntes de oxidacdo. O mesmo comportamento pode ser visto
para o eletrodo de GC/MWCNT (=), na auséncia de CoPc. Entretanto, foi
observado uma diminui¢do tanto na /,, quanto na /., devido a auséncia da

propriedade mediadora redox da CoPc, como descrito na secao 4.5.1.
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Com a finalidade de avaliar o efeito da concentracdo de AA na resposta
eletroquimica da DA, foram registrados voltamogramas ciclicos, utilizando o
eletrodo de GC/MWCNT/CoPc, em meio em 0,2 mol L™ PBS (pH 4.0), em duas
situacdes: (a) 1,0 mmol L™ de DA + 2,0 mmol L de AA e (b) 1,0 mmol L™ de
DA + 100,0 mmol L de AA, como apresentado na Figura 45.
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Figura 45. Voltamogramas ciclicos para o eletrodo de GC/MWCNT/CoPc: (a)
1,0 mmol L™ de DA + 2,0 mmol L™ de AA e (b) 1,0 mmol L™ de DA + 100,0
mmol L™ de AA. Os simbolos correspondem aos processo de deconvolucdo dos

voltamogramas para o AA (@) e para a DA (@).
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Os voltamogramas apresentados na Figura 45 mostram que o pico de
oxida¢ao da DA ndo sofreu sobreposicdo do processo de oxidacao do AA, nas
duas condi¢oes estudadas: 2[DA] = [AA] e 100[DA] = [AA]. Para melhor
visualizagdo dessa separagao dos processos de oxidacdo do AA e da DA, foi
aplicada uma metodologia de processamento matemdtico, que permite a
separacao das componentes da corrente gerada em cada processo. Para fazer
isso, foi utilizado o processo de deconvolugio ndo linear'®, aplicado nos dados
experimentais. Nos voltamogramas da Figura 45, que apresentam dois picos
oxidagdo, foi utilizado um ajuste com gaussianas de grau cinco. Os calculos dos
minimos quadrados, a partir das gaussianas foram capazes de deconvoluir a
curva em duas componentes diferentes (@) AA ¢ (®) DA, na qual a soma destas
componentes reproduz as respostas voltamétricas dos processos de oxidacao do
AA e da DA. Este estudo mostrou que o AA, independente da concentragdo, nao

interferiu na determinacao de DA.

4.5.4 Otimizagdo dos parametros da técnica de DPV

Os parametros da técnica de DPV, como a influéncia da amplitude de
pulso de potencial e o incremento do passo de potencial foi avaliada para o
eletrodo de GC/MWCNT/CoPc, em uma solucao de tampao fosfato 0,2 mol L'
(pH = 4,0) contendo 1,0 mmol L' de DA.

Foi observado que a I, aumentou com o aumento da amplitude, sem que
ocorresse uma significativa deformacdo no perfil voltamétrico, mesmo para
amplitudes acima de 50 mV. Desta forma, a amplitude de 100 mV foi escolhida
com valor 6timo. Fixando a amplitude em 100 mV, o efeito do incremento do
salto de potencial foi estudado em um intervalo de 1 a 10 mV. Para valores
maiores que 2 mV foi verificado deformagdo no perfil voltamétrico e
diminuicdo na altura do pico de oxidacdo da DA. Desta forma, o salto de

potencial de 2 mV foi escolhido.
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4.5.5 Curva analitica para DA em meio contendo excesso de AA

Os experimentos de DPV, com os parametros experimentais otimizados,
foram realizados em triplicata, utilizando o eletrodo de GC/MWCNT/CoPc, em
0,2 mol L' de PBS (pH 4.,0) contendo 0,1 mol L' de AA. A curva analitica
mostrada na Figura 46 apresentou uma resposta linear no intervalo

3,1-90,3 umol L, de acordo com a seguinte equacgao:

Lq (WA)=3,1£0,3 (uA /umol L) + 4,1 0,1 [DA] (umol L")
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Figura 46. Voltamogramas de DPV para o eletrodo de GC/MWCNT/CoPc, em
0,2 mol L' de PBS (pH 4,0) contendo 0,1 mol L de AA. As concentragdes de
DA em pmol L™: (a) 3,1; (b) 13,5; (¢) 32,5; (d) 50,5; (e) 62,5 e (f) 90,3. Detalhe:

Resposta total dos voltamogramas contendo AA e as adi¢oes de DA.

O coeficiente de correlagdo foi de 0,9997 para n = 6. A repetibilidade para
o eletrodo de GC/MWNT/CoPc foi medida em dez diferentes experimentos € o
coeficiente de variacdo determinado foi de 2,3 %. A reprodutibilidade também

foi testada em dez experimentos, em diferentes dias e o coeficiente de variagao
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observado foi de 3,1 %. O limite de deteccao LD calculado foi de 2,56 x 107
mol L e foi determinado por meio da razdo 3a/slope, onde ¢ ¢é o desvio padrio
do valor médio de 10 voltamogramas do branco e slope ¢ o coeficiente angular

da reta e esta relacdo foi determinada de acordo com as recomendacdes da

IUPAC"*,

4.5.6 Consideragoes gerais

As propriedades eletrocataliticas dos CNTs adicionadas ao excelente
poder mediador redox da CoPc deslocou o potencial de oxidacdo da dopamina,
quando comparado ao eletrodo de GC. Foi observado que a DA adsorve sobre a
superficie do eletrodo, via interacdo com atomos de cobalto, presentes no centro
metalico da molécula de ftalocianina. Esta interagdo permite que o eletrodo de
GC/MWCNT/CoPc seja capaz de separar os processos de oxidacao da DA e do
AA, com uma diferenca de 175 mV, mesmo em elevada concentragao de AA. O
eletrodo de carbono vitreo modificado com MWCNT/CoPc mostrou-se eficiente
na quantificacdo de dopamina e o efeito sinérgico do sistema CNTs/CoPc
melhorou, significativamente, a seletividade e a sensibilidade do método,

indicando que este sensor ¢ promissor para aplicagdes em eletroanalitica.
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4.6 Determinacéo de epinefrina em urina utilizando um eletrodo compadsito
de parafina e nanotubos de carbono de paredes multiplas modificados com
ftalocianina de cobalto'®

A determinacdo de epinefrina (EP) livre em urina ¢ considerada teste
sensivel e especifico para a presenca de tumores cerebrais como
feocromocitoma e neuroblastomas. Além de poder obter informagdes adicionais
sobre doengas cardiacas ¢ circulatérias. Este estudo descreve o
desenvolvimento, a caracterizacdo eletroquimica e a utilizacdo de um eletrodo
composito de parafina, nanotubos de carbono de paredes multiplas (MWCNT) e
ftalocianina de cobalto (CoPc), para a deteccdo de EP em amostras de urina

humana.

4.6.1 Estudo do comportamento eletroquimico do eletrodo compdsito

Parafina/MWCNT/CoPc frente ao processo de oxida¢do da epinefrina

O primeiro experimento utilizado, com a finalidade de estudar o
comportamento eletroquimico do eletrodo compdsito Parafina/MWCNT/CoPc,
foi realizado utilizando a técnica de voltametria ciclica. Esse estudo foi realizado
em meio 0,2 mol L' de PBS (pH 6,0) contendo 1,0 mmol L' de EP, em que foi
avaliado a variagdao do processo de oxidacao da EP em funcao da velocidade de
varredura, as quais foram variadas em um intervalo de 10 — 100 mV s,

conforme apresentado na Figura 47.

Na resposta voltamétrica, do eletrodo composito Parafina/MWCNT/CoPc,
na auséncia de EP (=), ndo foi observado nenhum processo eletroquimico. Na
presenca de 1,0 mmol L™ de EP, usando como pardmetro o voltamograma com
velocidade de 50 mV s (O), foi observado um par de processos redox bem
definido, cuja diferenca entre E,, e E, foi calculada em 95 mV. Esse
comportamento quase-reversivel ¢ atribuido ao controle de transferéncia

eletronica, da reagdao da EP na superficie do eletrodo.
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Figura 47. Voltamogramas ciclicos para o eletrodo compoésito de
Parafina/MWCNT/CoPc¢ na auséncia de EP (=) e na presenca de 1,0 mmol L™
de EP (O), com velocidade de varredura de 50 mV s™'. Voltamogramas ciclicos
com 1,0 mmol L™ de EP (=) nas seguintes velocidades de varredura: 10; 20; 30;
40; 75 e 100 mV s"'. Detalhe: Relagdo linear entre /,, e a velocidade de

varredura.

Esse fato esta de acordo com a dependéncia linear entre [, € a velocidade
de varredura, sugerindo um processo controlado por adsorcdo de epécies na
superficie do eletrodo modificado. A equacdo linear, encontrada para este
processo foi: I, (LA) = 5,38 + 0,13 v (mV s1) (r=0,9991).

O efeito eletrocatalitico do eletrodo compdsito Parafina/MWCNT/CoPc,
na reacao de cletro-oxidacao de EP, foi estudado utilizando a técnica de DPV,
com amplitude de pulso de 100 mV, salto de potencial de 2 mV e velocidade de
varredura de 10 mV s™'. A resposta eletroquimica, da eletro-oxidagdo de EP, foi
comparada com os eletrodos compositos de Parafina/MWCNT e
Parafina/Grafite, em meio 0,2 mol L' de PBS (pH 6,0) contendo 1,0 mmol L

de EP, como apresentado na Figura 48.
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Figura 48. Voltamogramas de DPV para os eletrodos compositos:

Parafina/Grafite (=), Parafina/MWCNT (=) e Parafina/MWCNT/CoPc (=) em

0,2 mol L' PBS (pH 6,0) contendo 1,0 mmol L de EP, amplitude de 100 mV ¢

salto de potencial de 2 mV.

Sobre a superficie do eletrodo composito Parafina/MWCNT (=) a
epinefrina apresentou um potencial de oxida¢do de +240 mV, ou seja, um
deslocamento de 200 mV para valores mais negativos de potencial, quando
comparado ao eletrodo composito Parafina/Grafite (=) (£,, = +400 mV). Outro
ponto ¢ que o eletrodo composito, contendo MWCNT, aumentou a corrente de
pico de oxidagdo (Z,,) em 250 %, em relacdo ao eletrodo contendo grafite.

Sobre a superficie do eletrodo compdsito Parafina/MWCNT/CoPc (=), a
eletro-oxidagdo de EP ocorreu no mesmo valor de potencial observado para o
eletrodo de Parafina/MWCNT. Contudo, foi observado um aumento de 245 %
no valor de /,, em relagdo ao eletrodo ndo modificado com CoPc. Esse aumento
¢ diretamente relacionado ao efeito sinérgico causado pela presenca da

ftalocianina de cobalto no eletrodo, que conseguiu acelerar a reagdo de oxidagao
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de EP na superficie do eletrodo, além da alta interacdo adsortiva entre a EP e a

CoPc, como pode ser visualizado no mecanismo ilustrativo da Figura 49.

+ 2H*

Figura 49. Mecanismo e oxidagdo da epinefrina na superficie do

MWCNT/CoPc.

Um comportamento similar foi observado no trabalho relatado por Moraes

et al.'*

, no qual, dois atomos de oxigénio do grupo catecol, presente na
molécula de dopamina, se adsorve, preferencialmente, no 4tomo de cobalto do
anel da ftalocianina. Esse comportamento esta de acordo com as observagdes

. . . 144
previamente descritas por Kienzl et al.

. Nesse trabalho foi relatado que o
metabolismo da dopamina, no ambiente fisioldgico, estd intrinsecamente ligado
as altas interagcdes das catecolaminas com metais de transicdo presentes nos
centros ativos das enzimas.

Assim, o0 uso de CoPc como modificadores de eletrodos, para a detecgao

de catecolaminas, torna-se uma area muito interessante, pois as ftalocianinas
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metalicas podem atuar de forma biomimética, substituindo, convenientemente,
os centros ativos de moléculas enzimaticas. Desta forma, a associacio das
propriedades eletrocataliticas dos CNTs, o forte poder mediador e a capacidade
biomimética da CoPc transformam o sistema MWCNT/CoPc, em um promissor
método para a detecgdo de EP.

Com a finalidade de confirmar o mecanismo de eletro-oxidagao de EP,
sobre a superficie do eletrodo compdsito Parafina/MWCNT/CoPc, foi realizado
um estudo da dependéncia do pH com o potencial de oxidacao eletroquimica da
EP. Os experimentos foram realizados utilizando a técnica de DPV, com valores
de pH variando de 3,0 até 9,0 contendo 1,0 mmol L' de EP. A Figura 50
apresenta a dependéncia da corrente de pico anoddica (/,,) € potencial de pico

anodico (£,,) como fun¢do do pH.

g/AgCl

E /Vvs. A

Figura 50. Grafico da relacdo linear entre a variagdo de pH vs. E,, (H) e

pH vs. Ipa (@), em meio 0,2 mol L' PBS contendo 1,0 mmol L™ EP.

A variagdo de E,, com pH demonstrou que um aumento no pH causa um
deslocamento para valores mais negativos no potencial de pico. Esta relacao
linear apresentou uma inclinacao de 58,3 mV por unidade de pH. A inclinacao
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sugeriu o envolvimento do mesmo numero de protons e de elétrons na reacao de

eletro-oxidacio da EP, como no trabalho desenvolvido por Hawley ef al.'*

, que
explica que a eletro-oxidacdo de catecolaminas ¢ acompanhada pela
transferéncia de numeros iguais de protons e elétrons.

A curva de I, vs. pH mostrou que o pico de corrente tem um valor
maximo em pH 5,0, diminuindo, acentuadamente, tanto para valores mais
elevados de pH, quanto para os mais baixos. Entretanto, no ambiente fisioldgico,
o valor do pH da urina, para individuos sadios, ¢ proximo a 6,0. Analisando o
grafico de I, vs. pH, ndo foram observadas diferencas significativas entre as

magnitudes das correntes geradas em pH 5,0 e pH 6,0. Desta forma, o pH 6,0 foi

selecionado para os subsequentes experimentos.

4.6.2 Otimizagoes dos parametros para a resposta eletroquimica da EP sobre o
eletrodo composito Parafina/MWCNT/CoPc

Para maximizar o sinal da técnica de DPV, os efeitos das condicoes
experimentais (composi¢do do eletrodo, amplitude de pulso e salto de potencial)
foram estudados, utilizando o eletrodo composito Parafina/MWCNT/CoPc, em
meio 0,2 mol L™ de PBS (pH 6,0) contendo 1,0 mmol L™ de EP

O efeito da composicao do eletrodo foi estudado. Primeiramente, os
compositos foram construidos sem a presenga de CoPc, com a finalidade de
evidenciar o efeito da fase isolante (parafina) na resposta do eletrodo. Para isso,
foram misturadas porcentagens em massa de MWCNT com parafina, nas
propor¢des de 55, 60, 65, 70, 75 ¢ 80 % ("/y,), em relagdo a massa de parafina.
Esses eletrodos foram avaliados por DPV, em 0,2 mol L' de PBS (pH 6,0)
contendo 1,0 mmol L' de EP, com amplitude de pulso de 100 mV e salto de
potencial de 2mV.

Na Figura 51A foi observado que o pico de oxidagdao da EP aumentou até
o valor de 60 % MWCNT e 40 % ("/,,) de parafina. Nos valores acima de 40 %

de parafina foi observado um acentuado decaimento no pico de corrente, devido
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ao aumento da fase isolante e, consequentemente, o aumento da resisténcia

elétrica.

12+ A
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6 C 1 . 1 . 1 . 1 . 1 . 1
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Figura 51. Efeito da composi¢do do eletrodo no pico de oxidagdao da EP, em 0,2
mol L' de PBS (pH 6,0) contendo 1,0 mmol L™ de EP, com amplitude de pulso
de 100 mV e salto de potencial de 2mV. (A) Propor¢do ("/,) de MWCNT e
parafina. (B) Propor¢do ("/;,) de MWCNT e CoPc, com teor de parafina fixo em
40 %.

O efeito da quantidade de modificador (CoPc) também foi avaliado. Para
1sso, a quantidade da fase isolante foi mantida constante em 40 % e quantidades

da fase condutora (MWCNT) foram substituidas por CoPc, cujas quantidades de
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CoPc, no compésito, foram variadas entre 5 — 30 % ("/,,). Na Figura 51B foi
observado que os valores de corrente de aumentaram até 10 % de CoPc. Para
valores acima de 10 % foi observado uma diminui¢do na /,,, que novamente,
pode ser atribuida ao aumento da resisténcia elétrica do sistema. Assim, a
melhor composicao encontrada para o eletrodo foi de 40 % parafina, 50 %
MWCNT e 10 % CoPc.

De forma ilustrativa, a morfologia do composito foi examinada, por meio

da microscopia FEG-SEM, como apresentado na Figura 52.

Figura 52. Microscopias do tipo FEG-SEM para o eletrodo composito de
Parafina/MWCNT/CoPc: (A) magnitude de 10000x e (B) magnitude de 80000x.

Na Figura 52A pode ser observado que os MWCNTs estdo distribuidos de
forma homogénea e o composito apresenta uma estrutura do tipo 3D. A Figura
52B mostrou que os aglomerados de moléculas de CoPc estao eletrostaticamente
adsorvidas, sobre os planos de borda, dos tubos. Esse fato esta de acordo com as
observagdes relatadas por Moraes ef al."'.

A influéncia dos parametros de DPV foi avaliada. Primeiramente, a
amplitude de pulso foi estudada em um intervalo de 10 — 100 mV, com salto de

potencial fixo em 2 mV. Foi observado que a /,, aumentou com o aumento da
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amplitude, sem que ocorresse uma significativa deformagdo no perfil
voltamétrico, mesmo para amplitudes acima de 50 mV. Desta forma, a
amplitude de 100 mV foi escolhida com valor 6timo. Fixando a amplitude em
100 mV, o efeito do incremento do salto de potencial foi estudado em um
intervalo de 1 a 10 mV. Para valores maiores que 2 mV foi verificado
deformacgao no perfil voltamétrico e diminui¢do na altura do pico de oxidagdo da

EP. Desta forma, o salto de potencial de 2 mV foi escolhido.

4.6.3 Estudo da interferéncia do acido urico

Como mencionado na pagina 19, a interferéncia do 4cido trico (UA) € um
dos maiores problemas a ser resolvido na determinacdo eletroquimica de
epinefrina. Na urina humana, a concentracio de UA ¢ muito maior que a
concentracdo de EP livre, ou seja, na forma ndo metabolizada. Nesse sentido, a
significativa interferéncia do UA na eletro-oxidagdo de EP, utilizando o eletrodo
composito de Parafina/MWCNT/CoPc, foi avaliada.

Os experimentos foram realizados utilizando a técnica de DPV, com
amplitude de pulso de 100 mV e salto de potencial de 2 mV, em meio
eletrolitico de 0,2 mol L de PBS (pH 6,0) contendo 1,0 x 10* mol L™ de UA e
foram adicionadas as seguintes concentragdes de EP: (a) 1,0 x 107,
(1) 5,0x 107, (c) 1,0x 10 e (d) 5,0 x 10* mol L™".

A Figura 53 mostrou que, mesmo a concentracdo de EP sendo dez vezes
menor que a concentracdo de UA, ndo foi observada nenhuma sobreposi¢ao nos
processos de oxidacdo do UA e da EP, uma vez que o eletrodo proposto
conseguiu separar os picos de oxidacao tanto do UA, quanto da EP. O sensor
proposto se mostrou adequado para ser usado na determinacao eletroquimica de

EP em urina humana, sem que o UA interfira na medida eletroquimica.
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Figura 53. Voltamogramas de DPV para o eletrodo compdsito de
Parafina/MWCNT/CoPc¢, em 0,2 mol L' de PBS (pH 6,0) contendo 1,0 x 10*
mol L' de UA e foram adicionadas as seguintes concentracdes de EP:

(@) 1,0x 107, () 5,0 x 107, (¢) 1,0 x 10* ¢ (d) 5,0 x 10* mol L™

4.6.4 Curva analitica

Experimento de DPV foram realizados utilizando os parametros
experimentais descritos anteriormente, com a finalidade de se obter uma curva
analitica para a  epinefrina, utilizando o eletrodo  composito
Parafina/MWCNT/CoPc. Todas as medidas foram feitas em triplicata e as
figuras de mérito foram calculadas a partir dos valores médios obtidos. A curva
analitica mostrada na Figura 54 apresentou uma resposta linear no intervalo de

1,33 - 5,50 umol L™ e pode ser representada pela seguinte equagio:

Ly (WA) = 6,29+ 0,17 (uA/pumol L) + 5,92 + 0,12 [EP] (umol L)

O coeficiente de correlagao foi de 0,9995, para n = 6. O limite de deteccao

LD calculado foi de 15,6 nmol L™ (2,86 ug L") e foi determinado por meio da
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razao 3o/slope, onde o ¢ o desvio padrao do valor médio de dez voltamogramas
do branco ¢ o slope € o coeficiente angular da reta e esta relagdao foi determinada

de acordo com as recomendacdes da [TUPAC'*.

1 2 3 4 5 6
[EP] / umol L™

o0 01 02 03 04 05 0,6

E /V vs. Ag/AgCI

Figura 54. Curva analitica utilizando DPV com eletrodo compdsito
Parafina/MWCNT/CoPc com os parametros otimizados para as seguintes
concentra¢des de epinefrina em pmol L™: (a) 1,33; (b) 1,99; (c) 2,66; (d) 3,33;
(e) 3,99 e (f) 5,50. Detalhe: dependéncia linear do pico de corrente com a

concentracao de epinefrina.

A reprodutibilidade do eletrodo compdsito Parafina/MWCNT/CoPc foi
medida em dez experimentos, em diferentes dias, no qual, para cada
experimento foi construido um eletrodo novo. Antes de cada experimento, o
eletrodo composito recém construido, foi polido usando papel sulfite e lavado
com agua ultrapura. Entdo, sete voltamogramas de DPV foram realizados em 0,2
mol L™ de PBS (pH 6,0) contendo 1,0 mmol L™ de EP. O desvio padréo relativo
(RSD) foi calculado em 3,1 %.
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Testes de repetibilidade foram realizados com o eletrodo composito
Parafina/MWCNT/CoPc. Sete voltamogramas de DPV foram coletados em meio
em 0,2 mol L' de PBS (pH 6,0) contendo 1,0 mmol L™ de EP. O eletrodo foi
polido, lavado e repetiu-se esse experimento dez vezes. O RSD calculado, para o
estudo de repetibilidade, foi de 1,7%. O tempo de vida para o sensor proposto

fo1 de pelo menos 1000 determinacgdes.

4.6.5 andlise de amostra de EP em urina humana

Com a finalidade de simular o teste UFCA, o eletrodo composito de
Paratina/MWCNT/CoPc foi utilizado na determina¢ao de EP em urina humana
(sem etapa de pré-tratamento). A amostra foi diluida (propor¢ao 1 : 10) em 0,2
mol L' de PBS (pH 6,0), para minimizagio do efeito de matiz. Os

voltamogramas de DPV sao mostrados na Figura 55.
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E /V vs. Ag/AgCI

Figura 55. Voltamogramas de DPV para o eletrodo composito de
Parafina/MWCNT/CoPc: PBS na auséncia de urina humana (=), PBS contendo
urina humana (O) e adi¢des consecutivas de padrdo de EP (=) nas seguintes
concentracdes: 100, 150, 200 e 250 nmol L. Detalhe: ampliagcdo da regido de

cletro-oxidagao da EP.
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Na resposta voltamétrica do eletrodo, na presenga de urina humana (O),
foi observado um pico de corrente em +250 mV, que corresponde a eletro-
oxida¢dao da EP e um processo em valores de potencial acima de +600 mV, que
pode ser atribuido a espécies eletroativas presente na matriz da amostra. Nos
voltamogramas de DPV, para as consecutivas adi¢coes de padrao de EP (=), foi
observado que os picos de corrente aumentaram linearmente com as adigdes de
EP. Utilizando o método de adigdo e recuperagdo foi possivel calcular a
concentracdo de epinefrina contida nas amostras. A Tabela 7 apresenta os
resultados das medidas de adicao de padrdao de EP, para duas amostras de urina

humana, coletadas em diferentes dias.

Tabela 7. Determinacao de EP em amostras de urina humana

EP detectada  EP adicionada  EP recuperada Recuperagdao RSD

N el 455nmol LY 100 nmol L' 95,7 nmol L 95,7 % 2,54 %
Nl 56,8 nmol L 150 nmol L™ 147,1 nmol L 98,1 % 1,35 %

Os valores de recuperagdo observados, para as concentracdes de EP
adicionadas, variaram entre 95,8 e 98,1 %, com pequenos valores nos desvios
padrdes relativos (2,54 e 1,35 %). Os valores de epinefrina, detectados nas
amostras de urina humana, encontram-se em niveis aceitaveis para um individuo
saudavel. Em individuos saudaveis, o maximo de concentracao aceitavel ¢ 70,0
nmol L, para adrenalina livre encontrada em urina’'. Valores de EP livre,
maiores que o nivel aceitavel, ¢ indicativo de doencas como a hipertensdao

: . . . 66,67
arterial, diabetes e até mesmo tumores cerebrais’ .

4.6.6 Consideragoes gerais
As propriedades eletrocataliticas dos CNTs aliadas ao excelente poder
mediador redox da CoPc diminuiram o potencial de oxidacdo da EP, quando

comparado aos outros eletrodos estudados. O eletrodo composito de
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Parafina/MWCNT/CoPc mostrou-se seletivo, em relacdo a interferéncia do
acido turico e apresentou boa sensibilidade na determinacao de epinefrina com
baixo limites de deteccdo. A facilidade de renovagdo da superficie tornou o
método mais rapido, pois ndo foi gasto tempo com o preparo de novos eletrodos,
além de demonstrar baixos coeficientes de variagdo para repetibilidade e
reprodutibilidade. O sensor proposto mostrou-se eficiente na detec¢do de EP em
urina humana, pois ndo foi observada a interferéncia dos constituintes da matriz

¢ as amostras ndo necessitaram de qualquer etapa de pré-tratamento prévio.
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Capitulo 5 — Conclusoes

Tendo como base as consideragdes gerais, apresentadas no Capitulo 4, foi
possivel fazer uma conclusio geral da utilizagdo do desenvolvimento,
caracterizacdo ¢ da aplicagdo de nanotubos de carbono em sensores
eletroquimicos.

A etapa de funcionalizacido dos CNTs, em meio oxidante, mostrou-se
imprescindivel, para que as propriedades eletrocataliticas dos CNTs sejam
pronunciadas.

As analises de microscopias, FEG-SEM e TEM, demonstraram que a etapa de
funcionalizag¢do atua diminuindo as tanto o comprimento, quanto o didmetro dos
CNTs, promoveu o aparecimento de defeitos, no corpo dos tubos e desbloqueou
os planos de borda. A andlise de FTIR mostrou que o tratamento em meio
oxidante promoveu o aparecimento de grupos funcionais (carboxilatos,
hidroxilas, carbonilas, etc), cuja principal importancia ¢ a de melhorar a
velocidade de transferéncia eletronica e permitir a incorporagdo de
modificadores.

Por meio da caracterizagdo voltamétrica, foi possivel observar que os CNTs
funcionalizados diminuiram os potenciais de oxidagdo, aumentaram as correntes
de pico anddicas e catddicas e melhoram a reversibilidade do par redox
[Fe(CN)s]> / [Fe(CN)]", evidenciando o efeito eletrocatalitico dos CNTSs
funcionalizados.

O efeito eletrocatalitico foi confirmado por experimentos de espectroscopia
de impedancia eletroquimica, na qual foi evidenciado que os eletrodos
construidos com CNTs funcionalizados diminuiram a resisténcia de
transferéncia eletronica e consequentemente, aumentaram a constante aparente
de velocidade da reagao redox.

A utilizagdo de sensores eletroquimicos, a base de CNTs e CNTs modificados
com ftalocianinas metalicas, mostrou-se eficiente na determinacao dos
contaminantes ambientais: 4-nitrofenol, carbaril e glifosato, pois apresentou as

propriedades eletrocataliticas dos CNTs e o alto poder mediador redox das
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ftalocianinas metélicas. Os métodos eletroanaliticos propostos atingiram os
limites maximos permitidos pelas principais agéncias mundiais ambientais.

A utilizacdo de sensores baseados em filmes de MWCNT/CoPc, conseguiu
individualizar os processos de oxidacao da dopamina e do 4cido ascérbico. O
método apresentou boa sensibilidade na determinacdo de dopamina em altas
concentracdes de acido ascorbico.

O sensor compdsito Parafina/MWCNT/CoPc mostrou-se robusto, de facil
preparacao, seletivo e altamente sensivel na determinagdo de epinefrina livre em
urina humana, sem que houvesse interferéncia do acido trico, além das amostras
nao necessitarem de qualquer etapa de pré-tratamento.

A utilizacdo de sensores a base de CNTs com ou sem modificagdo de
ftalocianinas metalicas apresenta-se como uma metodologia sensivel, de baixo

custo e serve como uma alternativa aos métodos oficiais de analise.
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