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RESUMO

No presente trabalho apresentou-se o emprego de sensores e de biossensores eletroquimicos para
a determinagéo dos pesticidas endossulfam (EDS), tiabendazol (TBZ) e cloridrato de formetanato
(FMT) em amostras de cana-de-agucar, tomate, manga, uva e aguas naturais. Além disso,
informacbes acerca do mecanismo redox dos pesticidas EDS, TBZ e FMT também foram
apresentadas. Os sensores consistiram em eletrodos de gota pendente de mercurio (HMDE, do
inglés Hanging Mercury Drop Electrode), de diamante dopado com boro (EDDB) e de carbono
vitreo modificado com nanotubos de carbono de paredes mdltiplas funcionalizados e ftalocianina
de cobalto (CV/NTCPMF-FcCo-Naf.0,5%). Para os biossensores, a enzima Lacase (Lac) foi
imobilizada pelo método de ligacGes cruzadas sobre ouro previamente modificado com
nanoparticulas de ouro (Au/NpAu/Lac-Glu.2%) e sobre eletrodo modificado com NTCPMF-
FcCo (CVINTCPMF-FcCo-Naf.0,5%/Lac-Glu.2%). A reducdo do EDS foi regida por processo
quase-reversivel. TBZ sofreu oxidacdo irreversivel sobre EDDB e CV/NTCPMF-FcCo-
Naf.0,5%. FMT sobre EDDB apresentou oxidacéao irreversivel do tipo quimico-eletroquimico.
No entanto, mecanismo eletroquimico-quimico-eletroquimico foi observado para FMT sobre
CVINTCPMF-FcCo-Naf.0,5%, totalizando quatro processos de oxidacdo (um irreversivel, dois
quase-reversiveis e um reversivel). Os valores dos limites de deteccdo (LD) e de quantificacéo
(LQ) calculados foram: LD = 0,121 mg kg™ e LQ = 0,406 mg kg* (EDS sobre HMDE), LD =
0,074 mg kg™ e LQ = 0,247 mg kg (EDS sobre CV/NTCPMF-FcCo-Naf.0,5%/Lac-Glu.2%),
LD = 0,052 mg kg™ e LQ = 0,177 mg kg™ (TBZ sobre EDDB), LD = 0,019 mg kg e LQ =
0,064 mg kg (TBZ sobre CV/NTCPMF-FcCo-Naf.0,5%), LD = 0,094 mg kg e LQ = 0,311
mg kg (TBZ sobre CV/NTCPMF-FcCo-Naf.0,5%/Lac-Glu.2%), LD = 0,094 mg kg e LQ =
0,314 mg kg (FMT sobre EDDB), LD = 0,025 mg kg™ e LQ = 0,083 mg kg* (FMT sobre
CVINTCPMF-FcCo-Naf.0,5%), LD = 0,088 mg kg* e LQ = 0,299 mg kg (FMT sobre
AU/NpAu/Lac-Glu.2%). Estes valores estdo de acordo com os limites maximos de residuos
estabelecidos pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria para os pesticidas EDS, TBZ e FMT
(0,01 a 10,0 mg kg *).Os valores dos percentuais de recuperacio calculados variaram de 70,89 a
117,32%, com desvio padrdo relativo entre 0,18 e 7,58%. Portanto, os resultados obtidos
comprovaram que as metodologias eletroanaliticas desenvolvidas podem ser consideradas
alternativas promissoras para a determinacgao de pesticidas em matrizes alimentares e ambientais.

Palavras-chave: Pesticidas, Sensores, Biossensores, Eletroanalitica, Alimentos, Aguas naturais.



ABSTRACT

The present work emphasized the use of electrochemical sensors and biosensors for the
determination of endosulfan (EDS, organochlorine), thiabendazole (TBZ, benzimidazole) and
formetanate hydrochloride (FMT, carbamate) pesticides in sugar cane, tomato, mango, grape and
natural waters samples. Furthermore, insights of redox mechanistic of EDS, TBZ and FMT
pesticide were also presented. The hanging mercury drop electrode (HMDE), boron-doped
diamond electrode (BDDE) and cobalt phthalocyanine with functionalyzed multi-walled carbon
nanotube modified glassy carbon electrode (Naf.0.5%-PcCo-fMWCNT/GCE) sensors were used.
For biossensors, Laccase enzyme (Lac) was imobilized via cross-linking onto a gold electrode
previously modified with gold nanoparticles (Glu.2%-Lac-AuNp/Au) and onto a PcCo-fMWCNT
modified electrode (Glu.2%-Lac/Naf.0.5%-PcCo-fMWCNT/GCE). EDS was reduced by quase-
reversible process. TBC was oxidized by an irreversible process on a BDDE and Naf.0.5%-PcCo-
fMWCNT/GCE. The electrochemical response of FMT on a BDDE showed the irreversible
oxidation mechanism of the type chemical-electrochemical. However, the electrochemical-
chemical-electrochemical mechanism was observed for FMT at Naf.0.5%-PcCo-fMWCNT/GCE
with four oxidation process (one irreversible, two quase-reversible and one reversible processes).
The detection limits (DL) and quantification limits (QL) calculated values were: DL = 0.121 mg
kg™ and QL = 0.406 mg kg (EDS at HMDE), DL= 0.074 mg kg™ and QL = 0.247 mg kg
(EDS at Glu.2%-Lac/Naf.0.5%-PcCo-fMWCNT/GCE), DL = 0.052 mg kg and QL = 0.177 mg
kg (TBZ at BDDE), DL = 0.019 mg kg and QL = 0.064 mg kg (TBZ at Naf.0.5%-PcCo-
fMWCNT/GCE), DL = 0.094 mg kg* and QL = 0.311 mg kg * (TBZ at Glu.2%-Lac/Naf.0.5%-
PcCo-fMWCNT/GCE), DL = 0.094 mg kg and QL = 0.314 mg kg* (FMT at BDDE), DL =
0.025 mg kg™ and QL = 0.083 mg kg (FMT at Naf.0.5%-PcCo-fMWCNT/GCE), DL = 0.088
mg kg * and QL = 0.299 mg kg * (FMT at Glu.2%-Lac-AuNp/Au). These values are according to
maximum residue limits established by National Health Surveillance Agency for EDS, TBZ and
FMT pesticides (0.01 a 10.0 mg kg™). The calculated recovery percentages varied from 70.89 to
117.32% with relative standard desviation from 0.18 to 7.58%. Thus, electrochemical sensors and
biosensors can be considered as an alternative tool for pesticides determination in foods and
environmental matrices.

Keywords: Pesticides, Sensor, Biosensors, Electroanalysis, Food, Natural waters.
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média com as respectivas barras de erro.........ccoveeevereeresesesiese s
Voltamogramas de onda quadrada para TBZ 1,0 x 10 mol L™ sobre
CV/NTCPMF/FcCo em tampdo BR pH 3,0comf=10s", a=25mV e
AEs =2 mV, preparado a partir de suspensdo contendo NTCPMF e FcCo,

ambos a 1 mg mL ! em DMF com percentuais de Nafion® variando de 0,0

Voltamogramas de onda quadrada para TBZ 1,0 x 10 mol L™ sobre
CV/NTCPMF-FcM-Naf.0,5% para M = Co?*, Fe?* e Ni** em meio de
tampdo BRpH 3,0 comf=10s, a=25mV e AEs=2 MV.....cooovevnn.......
Imagens por MEV-EC de NTCPM (A) nédo funcionalizados, (B)
funcionalizados e (C) CV/INTCPMF-FcCo-Naf.0,5% ........cccccovevviiiveiinnnnn,
Espectros Raman obtidos a partir do laser de ion argénio com A = 514,5
nm para NTCPM, NTCPMF e NTCPMF-FcCo-Naf.0,5%..........cccceovevunennee.
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Figura 35 —
Figura 36 —

Figura 37 —

Figura 38 —

Figura 39 —

Figura 40 —

Figura 41 —

Figura 42 —

Figura 43 —

Representacdo esquematica das interacoes entre NTCPMF e FcCo.............
Voltamogramas ciclicos obtidos para Ks[Fe(CN)s] e K4[Fe(CN)e], ambos
a 1,0 x 10° mol L™, sobre CV/Naf.0,5%, CV/NTCPM-Naf.0,5%,
CV/NTCPMF-Naf.0,5% e CV/NTCPMF-FcCo-Naf.0,5% em meio de KCI
0,1 MOl L @50 MV S et
Diagramas de Nyquist para TBZ 1,2 x 10 mol L™ sobre CV, CV-
Naf.0,5%, CV/NTCPMF-Naf.0,5% e CV/NTCPMF-FcCo-Naf.0,5% em
meio de tampédo BR pH 2,2, intervalo de frequéncia de 40 kHz a2 mHz e
AMPIItUdE de 10 MV i
Voltamogramas de onda quadrada para TBZ no intervalo de 9,98x10° a
2,15x10° mol L' sobre CV/NTCPMF-FcCo-Naf.0,5% em meio de
tampdo BR pH 2,2 com f = 30 st a=20mV e AEs=3 mV. Na insercao,
tem-se a curva analitica média com as respectivas barras de erro................
Curva analitica para TBZ entre 2,36 x 10 e 1,68 x 10 mol L™ sobre
CVINTCPMF-FcCo-Naf.0,5%/Lac-Glu.2% na presenca de ABTS 5,66 x
10> mol L ™! em meio de tamp&o BR PH 5,0.......cc.covvrvervneeirinneieresiesnennes
Relacdo entre corrente de pico, potencial de pico e pH obtida a partir dos
voltamogramas de onda quadrada para FMT 1,0 x 10 mol L™ sobre
EDDB em tampdo BR com f =105, a =25 mV e AE; = 2 mV, com as
reSPectivas Darras de EIT0..... ..o
Voltamogramas ciclicos para FMT 1,0 x 10~ mol L™ sobre EDDB em
meio de tamp&o BR pH 7,0 a 50 mV s por cinco ciclos consecutivos.......
Voltamogramas de onda quadrada para FMT no intervalo de 4,98 x 10" a
1,70 x 10> mol L™* sobre EDDB em meio de tamp&o BR pH 7,0, com f =
20 st a=25mV e AEs = 3 mV. Na insercdo, tem-se a curva analitica
média com as respectivas barras de erro..........ccovovevvereeiesiveresieseese e
Diagramas de Nyquist para Ks[Fe(CN)g] e K4[Fe(CN)g], ambos a 1,0 x
10° mol L* sobre CV/Naf.0,5%, CV/NTCPMF-Naf.0,5% e
CVINTCPMF-FcCo-Naf.0,5% em meio de KCI 0,1 mol L™ com

intervalo de frequéncia de 60 kHz a 100 mHz e amplitude de 5 mV...........
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Figura 44 —

Figura 45 —

Figura 46 —

Figura 47 —

Figura 48 —

Figura 49 —

Figura 50 —

Voltamogramas ciclicos para FMT 1,0 x 10° mol L™ sobre
CVINTCPMF-FcCo-Naf.0,5% em meio de tampé&o BR pH 5,0a50 mV s~
1 DOr CINCO CICIOS CONSECULIVOS. ...
Relacdes entre (A) corrente de pico e pH e (B) potencial de pico e pH
obtidas a partir dos voltamogramas de onda quadrada para FMT 1,0 x 10°°
mol L™ sobre CV/NTCPMPF-FcCo-Naf.0,5% em tamp&o BR com f = 100
s a=50mV eAEs =2 mV, com as respectivas barras de erro.................

Influéncia do eletrdlito de suporte em pH 5,0 sobre a corrente de pico dos
voltamagramas de onda quadrada para FMT 1,0 x 10> mol L™ sobre
CV/NTCPMF-FcCo-Naf.0,5% com f=100s*, a=50 mV e AEs = 2 mV.

Relacdo entre (O) corrente de pico e potencial de acumulagdo com t; = 15
s ¢ (m) corrente de pico e tempo de acumulagdo com E,; = 1,55 V obtidas a
partir dos voltamogramas de onda quadrada para FMT 1,0 x 10° mol L™
em tampédo BR pH 5,0 sobre CV/NTCPMF-FcCo-Naf.0,5%, empregando
f=100s? a=50mV e AEs= 2 mV, com as respectivas barras de erro.....

Componentes de corrente dos voltamogramas de onda quadrada para
FMT 1,0 x 10" mol L* sobre CV/NTCPMF-FcCo-Naf.0,5% em meio de
tampdo BR pH 5,0 comE; =155V, t,=5s,a=50mV, AEs=2 mV e
(A)f=10s, (B)f=5051e(C) f=100 S . .imiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeean,
Relacdo entre razdo corrente de pico/frequéncia e frequéncia obtida a
partir dos voltamogramas de onda quadrada para FMT 1,0 x 10° mol L™
sobre CV/NTCPMF-FcCo-Naf.0,5% em meio de tampdo BR pH 5,0 com
Ea=155V,t,=5s,a=50mV e AE; = 2 mV. Valores de frequéncia no
iNtervalo de 20 @300 S ™ ......vuveeeeeees st
Voltamogramas de onda quadrada para FMT no intervalo de 9,80 x 10 % a
3,92 x 10°® mol L sobre CV/NTCPMF-FcCo-Naf.0,5% em meio de
tampédo BR pH 5,0 comE; =155V, t,=5s, f=100 st a=30mV e AE
= 3 mV. Na insercéo, tem-se a curva analitica média com as respectivas
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Figura 51 —

Figura 52 —

Figura 53 —

Figura 54 —

Figura 55 —

Figura 56 —

Figura 57 —

Figura 58 —

Relacdo entre corrente de pico e tempo de eletrodeposicdo das NpAu
sobre Au com aplicacdo de —0,2 V obtida a partir dos voltamogramas de
onda quadrada para Ks[Fe(CN)s] e Ks[Fe(CN)s], ambos a 1,0 x 10°° mol
L, em meio de KCI 0,1 mol L™ com f =100 s, a =50 mV e AEs = 2

Influéncia do eletrdlito de suporte em pH 5,0 sobre a corrente de pico dos
voltamagramas de onda quadrada para 4-AF.HCI 5,83 x 10 mol L™
sobre Au/NpAu/Lac-Glu.2% comf=40s", a=30mV eAEs=2mV......
Relacdo entre corrente de pico, potencial de pico e pH obtida a partir dos
voltamogramas de onda quadrada para 4-AF.HCI 5,83 x 10> mol L*
sobre Au/NpAu/Lac-Glu.2% em meio de tampdo BR pH 5,0comf=40s"
! a=30mV e AE; = 2 mV, com as respectivas barras de erro....................
Voltamogramas de onda quadrada para diferentes substratos fendlicos
5,83 x 10> mol L™ sobre Au/NpAu/Lac-Glu.2% em meio de tamp&o BR
PH50comf=40s",a=30MVEAE;=2MV..oooovrrrrrrirereesrenrsninneone,
Voltamogramas ciclicos obtidos para 4-AF.HCI 5,83 x 10> mol L sobre
Au e sobre Au/NpAu/Lac-Glu.2% em meio de tampao BR pH 5,0 a 10
MV S POT UM CICI0. ..
Representacdo esquematica de preparacdo do biossensor baseado na
ENZIMA LAC... . iiiieeieeie ettt neeteeneenreenee e
Voltamogramas ciclicos para 4-AF.HCI 5,83 x 10> mol L™ sobre
AU/NpAu/Lac-Glu.2% em meio de tampdo BR pH 5,0 na presenca e
auséncia de oxigénio a 10 MV s Por Um CiclO.......c..ccovevvereeererennensereeenn,
(A) Representacdo do mecanismo de reagdo para 4-AF.HCI na auséncia
da enzima Lac. (B) Representacdo da reacdo enzimatica entre 4-AF.HCl e
a enzima lacase, com reducéo eletroquimica da iminoquinona formada na
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Figura 59 —

Figura 60 —

(A) Diagramas de Nyquist para Ks[Fe(CN)gs] e K4[Fe(CN)g], ambos a 1,0
x 102 mol L™, sobre Au, Au/NpAu e Au/NpAu/Lac-Glu.2% em meio de
KCI 0,1 mol L™ com frequéncia no intervalo de 100 kHz a 100 mHz e
amplitude de 10 mV. (B) Voltamogramas de onda quadrada para
Ks[Fe(CN)s] e K4[Fe(CN)s], ambos a 1,0 x 10~ mol L™, em meio de KClI
0,1 mol L™ para Au, Au/NpAu e Au/NpAu/Lac-Glu.2% com f = 100 s %,
A=B50MV EAES = 2 MV i
Curva analitica para FMT construida a partir do percentual de inibicdo e
logaritmo da concentrag&o de FMT entre 9,43 x 10 " e 1,13 x 10 ° mol L™*
sobre Au/NpAu/Lac-Glu.2% em meio de tampdo BR pH 5,0 na presenca
de 4-AF.HCI 5,83 x 10° mol L. Condicdes da VOQ: f=40s™, a = 30
mV e AEs = 2 mV. Na insercao, tem-se a curva analitica média com barras
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LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

ANVISA Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria

ABTS 2,2"-Azino-bis (3-etilbenzetiazolino-6-sulfénico

PSA Amina Primaria-Secundaria (Primary-Secundary Amine)

BR Britton-Robinson

CVv Carbono Vitreo

4-AF.HCI Cloridrato de 4-aminofenol

CG-EM Cromatografia Gasosa com Espectrometria de Massas

CG-DCE Cromatografia Gasosa com Detector de Captura de Elétrons

CG-EM/EM Cromatografia Gasosa com Espectrometria de Massa Sequencial

CLAE Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

CLAE-EM Cromatografia Liquida Acoplada a Espectrometria de Massas

CLAE-EM/EM Cromatografia Liquida com Espectrometria de Massa Sequencial

CLUF-EM/EM Cromatografia Liquida de Ultraeficiéncia Acoplada a Espectrometria de
Massas Sequencial

DDT 1,1,1-tricloro-2,2-bis(4-cloro-fenil)etano

DFT Teoria do Funcional da Densidade (Density Functional Theory)

DPR Desvio Padréo Relativo

DMF Dimetilformamida

DEDTC Dietilditiocarbamato

EPR Ressonancia Paramagnética Eletronica (Electron paramagnetic resonance)

ECC Eletrodo de Carbono Ceramico

EDDB Eletrodo de Diamante Dopado com Boro

EPC Eletrodo de Pasta de Carbono

El Eletrodo Impresso

ECE Eletroquimico-Quimico-Eletroquimico

EDS Endossulfam

UV-Vis Espectrofotometria na Regido do Ultravioleta e do Visivel

EIE Espectroscopia de Impedéancia Eletroquimica

FMT Formetanato
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FRA Analisador de Resposta em Frequéncia (Frequency Response Analysis)

FcCo Ftalocianina de Cobalto

FcM Ftalocianina Metalica

GPES General Purpose Electrochemical System

GGA Aproximagdo de Gradiente Generalizado (Generalized gradient

approximation)

Glu Glutaraldeido

HMDE Eletrodo de Gota Pendente de Mercurio (Hanging Mercury Drop
Electrode)

Lac Lacase

LD Limite de Deteccéo

LQ Limite de Quantificacdo

LMR Limite M&ximo de Residuos

MCV Mcllvaine

MEV Microscopia Eletrénica de Varredura

MEV-EC Microscopia Eletrénica de Varredura de Efeito de Campo

Naf Nafion®

NpAu Nanoparticulas de Ouro

NTC Nanotubos de Carbono

NTCPM Nanotubos de Carbono de Paredes Mdltiplas

NTCPMF Nanotubos de Carbono de Paredes Multiplas Funcionalizados

NTCPS Nanotubos de Carbono de Paredes Simples

LUMO Orbital Molecular N&o-ocupado de Mais Baixa Energia

(Lowest Unoccupied Molecular Orbital)
HOMO Orbital Molecular Ocupado de Mais Alta Energia
(Highest Occupied Molecular Orbital)

PFO Polifenol oxidase
POP Poluente orgénico persistente
QUEChERS Rapido, Facil, Econdmico, Efetivo, Robusto e Seguro (Quick, Easy,

Cheap, Effective, Rugged, Safe)
RL Regido de Linearidade
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ITO

Tir
UNECE

UNEP

VC
VOQ

Monocamadas Alto-Organizadas (Self-Assembly Monolayer)

Sdrensen

Tiabendazol

Tiabendazol Desprotonado

Tiabendazol Neutro

Tiabendazol Protonado

Oxido de indio Dopado com Estanho (Tin-doped indium oxide)

Tirosinase

Comissdo Econdmica das Nacgdes Unidas para a Europa (United Nations
Economic Commission for Europe)

Programa das Nacdes Unidas para o0 Meio Ambiente (United Nations
Economic Environment Programme)

Voltametria Ciclica

Voltametria de Onda Quadrada
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Concentracéo inicial do produto antes da inibi¢cdo enzimatica
Sinal inicial antes da inibicdo enzimatica
Concentragdo apos a inibicdo enzimatica

Sinal apos a inibicdo enzimatica

Marca registrada

Graus Celcius

Razéo massa/carga

Potencial de pico

Corrente de pico

Volt

Coeficiente de correlacdo

Volume

Potencial de acumulacao

Tempo de acumulacéo

Frequéncia de aplicacdo dos pulsos de potencial
Amplitude dos pulsos de potencial

Incremento de potencial

Octadecil

Comprimento de onda

Rotacdes por minuto

Tempo de retencédo

Constante de Michaelis-Menten

Ohm

Area geométrica

Ouro

Coeficiente de transferéncia de carga

Corrente de pico da componente da voltametria de onda quadrada

a potencial mais negativo
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Sp
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AEpp
AE,
Zimaginaria
Zreal
Ric
Kap

m S 4H 0

Corrente de pico da componente da voltametria de onda quadrada
a potencial mais positivo

Velocidade de varredura

Corrente de pico da componente resultante da voltametria de onda
quadrada

Maximo quase-reversivel

Constante de transferéncia de carga

Pardmetro cinético critico
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t de Student
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Impedéancia imaginaria

Impedancia real

Resisténcia de transferéncia de carga
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carga

Constante universal dos gases
Temperatura

NUmero de elétrons
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Area

Concentracéo

Percentual de inibicdo

Corrente de pico apos a adicao de pesticida
Corrente de pico antes da adicéo de pesticida
Constante de dissociacdo acida

Potencial padrédo

Constante de velocidade

Coeficiente de difusdo

Intensidade da banda D do Raman
Intensidade da banda G do Raman
Potencial de meia-onda

Potencial de pico da componente direta
Potencial de pico da componente reversa
Potencial de pico anddico

Potencial de pico catodico
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1 INTRODUCAO

1.1 Pesticidas: aspectos gerais

O mundo moderno tem assistido ao intenso crescimento tecnologico, cientifico e
populacional. No entanto, a intensificacdo da poluicdo causada por substancias quimicas das
mais variadas classes também esta presente no cenario mundial do século XXI. (1-3) Como
consequéncia, os seres humanos e o meio ambiente sdo afetados direta e indiretamente, pois
solo, &gua, ar, seres vivos e alimentos sdo os alvos da contaminacdo por poluentes quimicos. O
aumento da contaminacao é decorrente do crescimento populacional, com estimativas sugerindo
elevagéo significativa. (3-5)

Diante destas circustancias, a nova demanda mundial por alimentos e agua potéavel se
torna importante topico de discussdo. (6) O aumento da producdo de alimentos em fungdo do
crescimento populacional deve vir acompanhado de qualidade e ndo comprometimento da
seguranca alimentar/ambiental. (7) Todavia, isso estd muito distante de ser observado, porque
uma das mais poderosas ferramentas empregadas para assegurar a provisdo de alimentos é o uso
de substancias quimicas conhecidas como pesticidas, que nada mais sdo que os produtos e 0s
agentes de processos fisicos, quimicos ou biol6gicos, destinados ao uso nos setores de
producdo, no armazenamento e no beneficiamento de produtos agricolas, nas pastagens, na
protecdo de florestas, nativas ou implantadas, e também de ambientes urbanos, hidricos e
industriais. Esses compostos podem alterar a composicdo da flora e/ou da fauna, a fim de
preserva-las da acdo danosa de seres vivos considerados nocivos, assim como as substancias e
os produtos, empregados como desfolhantes, dessecantes, estimuladores e inibidores de
crescimento. (8) Os pesticidas sdo, sem sombra de duvidas, um beneficio para garantir elevada
produtividade de produtos agricolas, porém, ao mesmo tempo, sdo responsaveis pelos impactos
negativos sobre a biodiversidade, o meio ambiente, a qualidade dos alimentos e a salde
humana. Atualmente, estima-se que entre 1,0 e 2,5 milhdes de toneladas de pesticidas séo
utilizadas por ano, sendo que o marco inicial do grande consumo dessas substancias foi a
aplicagdo de compostos organoclorados sintéticos na primeira metade do século XX. (9)

Com o passar dos anos, novos compostos foram sintetizados e agrupados em diferentes

grupos de pesticidas, de acordo com as classes quimicas, tais como: azdis, benzimidazdis,
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carbamatos, derivados de &cido carboxilicos, amidas, nitrilas e piridinas, fendxiherbicidas,
formamidas, neonicotindides, nitrilas, organoclorados, organofosforados, organometalicos,
pirazdis, piretroides, sais de amonio quartenarios, tiocianatos, triazinas e ureias. (10) Os
pesticidas sdo classificados pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) de acordo
com seus efeitos toxicoldgicos nos seres humanos, sendo dividido em quatro classes: Classe | -
compostos extramamentes toxicos; Classe Il - compostos altamente toxicos; Classe Il -
compostos moderadamente toxicos; Classe IV - compostos pouco toxicos. (11)

Além do mais, a exaustiva aplicacdo dos pesticidas na agricultura foi impulsionada por
um movimento mundial, iniciado em 1944 no México, conhecido como revolucao verde (Green
Revolution). O movimento tinha por objetivo principal aumentar a producdo de grdos no
mundo, pois na época ja se discutia os problemas de abastecimento para atender a demanda da
populacdo que estava em plena explosdo demografica. Assim, uma das estratégias para garantir
a elevada produtividade foi incentivar o uso intenso dos pesticidas. (12,13)

Os efeitos causados por pesticidas tém sido objeto de pesquisas, resultando na expansao
do nimero de trabalhos publicados nas Gltimas duas décadas, ou seja, foram mais de 10.000
publicacdes acumuladas em 2012 e as dez principais classes quimicas de pesticidas estudadas
incluem organofosforados, organoclorados, carbamatos, triazinas, piretroides, ureias,
fenoxiherbicidas, neonicotindides, benzimidazois e sais de amoénio quartenarios. (14)

Em funcdo do exposto, surge o dilema: o melhor € manter o uso desenfreado de
pesticidas para garantir a elevada produtividade e, consequentemente, garantir 0s suprimentos
alimenticios da demanda da sociedade moderna? Ou € melhor evitar 0 uso de pesticidas e
preservar 0 meio ambiente e a salde humana? Nao ha como apontar uma resposta absoluta,
pois, de fato, o0 uso dos pesticidas desempenha papel importante na producdo de alimentos. No
entanto, os impactos negativos sobre a salde dos seres humanos, resultantes da contaminacao
por pesticidas, consistem em efeitos adversos sobre o sistema nervoso, imunoldgico, defeitos
congeénitos, desenvolvimento de células tumorais, distarbios do sistema enddcrino, entre outros.
(15-17) No meio ambiente, a contaminacéo se estende ao solo, ar e biota aquatica, prejudicando
0 ecossistema. Portanto, o que pode ser feito é prover a¢Ges que diminuam a contaminagao por
pesticidas, tais como educacdo ambiental dos agricultores, controle mais rigido da
comercializacdo dos pesticidas, evitando principalmente o mercado paralelo, desenvolvimento

de estratégias de remediacdo e disponibilizacdo de métodos analiticos rapidos e mais acessiveis
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para 0 monitoramento de pesticidas. Essas acdes proporcionariam condi¢cbes para a
implementacdo de métodos praticos para fiscalizacdo e controle de pesticidas no meio ambiente
e nos alimentos.

Os pesticidas tém sido encontrados em niveis detectdveis no meio ambiente, na
atmosfera e em aguas superficiais, lencois freaticos, solo, animais, vegetais e alimentos. (10,18)
Especificamente, os pesticidas empregados em culturas agricolas podem ser transformados
metabolicamente ou por reagdes de degradacdo. A Figura 1 apresenta de forma ilustrativa a
visdo geral dos diferentes caminhos e destinos dos pesticidas no meio ambiente.

Figura 1 — Visdo geral dos diferentes caminhos e destinos dos pesticidas ap6s a sua aplicagdo no
meio ambiente
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Fonte: Elaborada pelo autor a partir de adaptaco da referéncia (10).

No entanto, uma fracdo inalterada da quantidade de pesticida aplicada no tratamento
inicial de cada cultura agricola pode permanecer de forma inalterada nos frutos ap6s a sua
colheita, com niveis acima do limite maximo de residuos (LMR). (19,20) Frutas e vegetais sao
0S que recebem as mais altas doses de pesticidas e podem, assim, conter elevados niveis de

residuos. Além de contaminar diretamente os produtos agricolas, os pesticidas podem seguir
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diferentes caminhos ap6s a sua aplicacdo, incluindo transformacéo/degradacao,
sorcdo/dessorcdo, volatilizacdo, escoamento para as aguas superficiais, infiltracdo no solo
podendo chegar até os reservatorios de &guas subterraneas e migrando para outras regides
devido as intempéries climéticas. (20)

Os pesticidas estdo sujeitos a duas classes de degradacdo no meio ambiente: abidtica e
bidtica. (10) A degradacdo abidtica consiste nos processos de oxidacdo do pesticida. Este
processo € afetado por fatores ambientais, incluindo concentragcdo de oxigénio, ions metélicos,
natureza e quantidade de matéria organica e pH do meio. Os processos de hidrolise que
consistem na reacao entre pesticida e moléculas de 4gua catalisada por ions hidronio, hidroxila e
metélicos também desempenham papel importante nas transformacdes dos pesticidas, sendo que
as reacOes de hidrolise seguem cinética de primeira ordem, ou seja, a velocidade de degradacédo
é proporcional a concentracdo do composto e os fatores que influenciam a reatividade sdo
estrutura quimica, grupos funcionais, temperatura e pH. Por Gltimo, os pesticidas podem ser
degradados via reacoes de fotdlise.

As moléculas do pesticida podem utilizar a fotoenergia de dois modos: indiretos, em que
(outros compostos podem receber energia e formar espécies reativas que vdo atacar 0s
pesticidas) a energia é transmitida a partir de outros compostos que absorvem a fotonergia, ou
diretos, quando o pesticida recebe energia da radiacdo ultravioleta, passando para o nivel
excitado, podendo ocorrer quebra ou formacdo de ligacdes menos estaveis. Os processos de
fotodegradacdo dependem da presenca de catalisadores, exposicdo da radiacdo, matéria
organica, pH, aeracdo do meio e propriedades fisico-quimicas do pesticida. A segunda classe € a
degradacdo biodtica em que as moléculas podem ser metabolizadas por microorganismos, tais
como fungos e bactérias. Os processos de biodegracdo sdo caracterizados usualmente pelo
tempo de meia-vida. A velocidade do processo depende da quantidade e da natureza do
pesticida presente no solo, da populacdo dos microorganismos e das condi¢des que influenciam
a atividade microbiana, tais como temperatura, pH, umidade do solo, aeracdo e o teor de matéria
orgéanica. (12)

Apesar dos pesticidas estarem sujeitos aos processos abidticos e bidticos, relatos
comprovam que esses compostos apresentam elevada resisténcia aos processos de degradagdo e,
como consequéncia, acumulam-se no meio ambiente e nos produtos agricolas, acarretando

problemas a salde humana. Neste contexto, registra-se o desenvolvimento de processos para a
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eliminacdo dos pesticidas do ambiente aquatico (21,22), com as ferramentas analiticas
desempenhando papel fundamental para a identificacdo e a determinacdo de pesticidas em

matrizes ambientais (e.g. aguas naturais) e em produtos agricolas (e.g. frutas).

1.2 Os pesticidas no cenario brasileiro

A producéo de alimentos de origem agricola é responsavel por cerca de 70 a 80% do uso
total de pesticidas. (10) O Brasil, devido a sua vasta extensdo geografica e ao seu crescente
desenvolvimento econémico, tem sido responsavel por quase 20% da utilizacdo global de
pesticidas, sendo o maior consumidor da América Latina desde 2008. (23,24) E tudo indica que
esta posicdo ird perdurar, pois dados apontam para acelerado ritmo de expansdo do mercado
brasileiro de consumo de agrotoxicos. (25)

A preocupacdo com 0s impactos negativos gerados pela contaminacdo da agua pode ser
ainda mais alarmante em determinados locais. Por exemplo, para o semiarido nordestino essa
preocupacdo é ainda maior em virtude da deficiéncia hidrica. A reducdo dos niveis de
precipitacdo nessa regido € refletida na diminuicdo dos niveis de &gua dos acudes.
Adicionalmente, os principais usos da agua nessa regido, principalmente no Estado do Ceara,
sdo para consumo humano e irrigacdo e as principais fontes desse recurso sdo 0s agudes e as
aguas subterraneas. A relevancia desse topico é exemplificada por Gama e colaboradores, onde
é apresentado um inventério de agrotoxicos e o risco de contaminacdo das aguas naturais no
Ceara. Esses autores expressam que ha necessidade de se conhecer a qualidade dos recursos
hidricos e que um programa de monitoramento da qualidade das aguas é o meio pelo qual
podem ser discutidos os impactos negativos causados pelos pesticidas e implementadas politicas
de seguranca alimentar e de qualidade de meio ambiente. (25)

Além disso, vale ressaltar que no nordeste brasileiro, onde o clima é seco e com elevado
nivel de exposicdo solar, sdo cultivadas frutas tropicais e subtropicais, todas com boa
produtividade e lucratividade. Assim, a relacéo entre o uso dos pesticidas nas regides produtoras
de frutas tropicais e as elevadas taxas de exportacdo para mercados estrangeiros € um
importante aspecto a ser observado. Dados do Programa de Promocdo das Exportaces das
Frutas e Derivados indicaram que em 2011 foram exportados mais de 661 mil toneladas de

frutas frescas, o que equivale a US$ 633 milhdes, sendo que a Unido Europeia foi o comprador
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majoritario das frutas brasileiras, absorvendo 77 % das exportacfes (isso sem considerar a
contribuicdo das frutas processadas). (26) Por exemplo, a exportacdo de frutas produzidas no
Ceard é uma das principais agendas comerciais da Camara Brasil-Portugal. No primeiro
semestre do ano de 2013, o Ceara foi considerado o maior exportador de frutas do Nordeste e 0
segundo maior exportador do Brasil. Os principais itens com as respectivas arrecadacfes foram
meldo (US$ 24 milhdes), abacaxi (US$ 15 milhdes), banana (US$ 8,2 milhdes), manga (US$
1,9 milhdes), melancia (US$ 1,4 milhdes), mamao (US$ 412 mil) e coco (US$ 30 mil). (27)

Por isto, ha necessidade de se disponibilizar métodos analiticos rapidos e mais acessiveis
para 0 monitoramento de pesticidas, para o controle de diferentes tipos de pesticidas no meio
ambiente, e também em frutas tropicais, objetos de intensa comercializacdo interna e externa,

geracdo de emprego e renda.

1.3 Métodos empregados na determinacéo de pesticidas

A andlise de pesticidas tem as técnicas cromatograficas como metodologia
recomendada. (28,29) As vantagens oferecidas por estas técnicas, tais como sensibilidade,
precisdo, baixos limites de deteccdo, analise de multirresiduos, acoplamento com diferentes
tipos de detectores etc., fizeram com que fossem reconhecidas como técnicas tradicionais de
andlise. No entanto, as desvantagens dos métodos cromatograficos, que incluem elevado custo,
necessidade de etapas laboriosas de derivatizacdo de amostra em alguns casos, tempo de analise
e impossibilidade de realizacdo de medidas em campo, foram fatores preponderantes para o
desenvolvimento de pesquisas voltadas a busca de metodologias alternativas. Os requisitos
exigidos para novos métodos analiticos sdo precisdo, exatiddo, sensibilidade e seletividade,
além de baixo custo e possibilidade de adaptacdo para medidas em campo. (12)

E nesta perspectiva que as técnicas eletroanaliticas se apresentam como poderosa
ferramenta para analises de pesticidas, pois possuem como caracteristicas: versatilidade, baixo
custo, rapidez e sensibilidade comparaveis as das técnicas tradicionais. (30- 32) Além do mais,
as técnicas eletroanaliticas podem prover informacGes importantes acerca da cinética e do
mecanismo redox do composto em estudo. (33,34)

O alicerce da eletroandlise se deve & utilizacdo de eletrodos a base de mercurio. (35)

Entretanto, o uso convencional da polarografia gera elevadas quantidades de residuos de



39

mercurio, prejudicando seu emprego em andlises de rotina. Assim, a implementacdo de
modernas técnicas voltamétricas promoveram a substituicdo das tradicionais técnicas
polarogréficas, reduzindo consideravelmente os residuos toxicos e diminuindo o tempo de
andlise. Procedimentos e orienta¢fes destinados a minimizacdo da quantidade de residuo gerado
permitem o emprego do mercdrio como eletrodo de trabalho em aplicacdes analiticas. (36,37)

Tomando como base a utilizacdo dos sensores eletroquimicos nao-modificados, o
eletrodo de diamante dopado com boro (EDDB) se destaca na analise de contaminantes
ambientais, devido as suas caracteristicas, tais como amplo intervalo de potencial em meio
aquoso e ndo aquoso, condutividade, baixa corrente residual, robustez mecanica, estabilidade
em meios acidos e basicos, resisténcia a corrosdo e minimizacdo dos problemas de passivacao
devido & presenca de carbonos sp® do diamante. (38 -40)

O emprego de eletrodos modificados alcangou posicdo de destaque em Eletroanalitica,
com a sensibilidade e/ou a seletividade de uma determinacdo sendo realcadas, devido a
fendmenos de eletrocatalise e de exclusdo de interferentes. (41) Os eletrodos modificados foram
considerados como integrantes dos metodos emergentes para analise de pesticidas. (12)

Neste contexto, nanotubos de carbono (NTC) encontraram aplicabilidade em muitas
areas, e.g., construcdo de sensores eletroquimicos. Em funcdo de sua forma estrutural, NTC séo
classificados como: 1) nanotubos de carbono de paredes simples (NTCPS) e nanotubos de
carbono com paredes multiplas (NTCPM). (42) O sucesso na utilizacdo dos NTC se deve
principalmente as suas propriedades, tais como elevada area superficial, resisténcia mecanica,
estabilidade quimica e elevada condutividade elétrica. (43) Além dos NTC, outros mediadores
de transferéncia de elétrons podem ser incorporados a sua estrutura a fim de intensificar a
atividade eletrocatalitica. Pode ser encontrado na literatura que as ftalocianinas metalicas (FCM)
aliadas aos NTC promovem efeito sinérgico, garantindo maior sensibilidade, tornando-os
adequados para aplicacGes analiticas. (44) Portanto, a juncdo de FcM e de NTC pode fornecer
mais sensibilidade as metodologias eletroanaliticas.

Vale ressaltar aqui as estratégias baseadas na imobilizacdo de material biologico, como
enzimas, sobre a superficie de um transdutor (e.g., eletrodo previamente modificado) para a
construgdo de dispositivos analiticos denominados de biossensores enzimaticos. As
configuracBes dos biossensores sdo as mais diversas possiveis, mas, para pesticidas, tem

predominado a utilizacdo da enzima acetilcolinesterase. (45) Contudo, enzimas pertencentes a
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classe das fenol-oxidases, e.g., tirosinase (Tir) e lacase (Lac), tém sido aplicadas como
componente principal para a determinacéo de pesticidas carbamatos. (46,47) A enzima Lac tem
a capacidade de catalisar a reacdo de reducdo de oxigénio até a formacdo de agua, com a
participacdo de quatro elétrons e a concomitante oxidacdo de inimeros compostos, tais como
orto, meta e para-difendis, fenol, aminofendis, aril diaminas e outros, e os produtos da reacdo
enzimatica podem ser orto, meta e para-quinona ou espécies radicalares. (48,49) A utilizacéo da
Lac como constituinte de biossensores eletroquimicos € viabilizada devido a sua estabilidade e
ao seu baixo custo.

Em contraste com o acompanhamento direto do analito, a principal aplicacdo dos
biossensores enzimaticos esta na inibicdo da atividade enzimatica causada pela presenca de um
composto com esta caracteristica, que promovem elevada sensibilidade as determinagdes.
(50,51) A Figura 2 apresenta ilustracdo demonstrando o principio de analise indireta baseada no

fendmeno de inibicdo enzimatica.

Figura 2 — Representagdo esquematica do principio de trabalho empregando biossensor
enzimatico baseado no fendmeno de inibicdo
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Fonte: Elaborada pelo autor a partir de adaptacéo da referéncia (50).



41

Quando o substrato entra em contato com a enzima imobilizada no transdutor, na
auséncia do inibidor (e.g., pesticida), ocorre a reacdo catalisada pela enzima produzindo,
inicialmente, uma determinada quantidade de produto (Co), responsavel pelo sinal inicial (So)
do biossensor, como pode ser visto na regido superior a linha tracejada da Figura 2. Este sinal
pode ser a corrente elétrica, no caso de biossensores eletroquimicos. (48) No entanto, apos a
exposicdo da enzima a espécie inibidora, a extensdo da reacdo de catélise enzimatica é
prejudicada, pois o0 agente inibidor pode se ligar ao sitio ativo da enzima, resultando na
formacéo de uma quantidade de produto (C), menor que Cy. Assim, consequentemente, o sinal
do biossensor apo6s a inibicdo (S) € menor que Sp. A ocorréncia do fendmeno de inibicao
enzimatica é empregada para fins analiticos, pois a diminuicao da atividade da proteina pode ser
relacionada com a concentracgdo do inibidor. (50)

O desempenho dos biossensores depende do ambiente no qual a biomolécula esta
imobilizada. Por exemplo, 0os materiais nanoestruturados, tais como NTC e nanoparticulas
metélicas, tém recebido atencdo devido ao fato de proporcionarem melhor desempenho aos
biossensores. (52) Para tal, verificou-se na literatura que nanoparticulas de ouro (NpAu) sdo um
dos materiais com potencialidade para tal fim. (53) Essa capacidade esta relacionada com as
propriedades oferecidas pelas NpAu, tais como condutividade, estabilidade superficial para
imobilizacdo da enzima, capacidade eletrocatalitica, biocompatibilidade e facilidade de
transferéncia de carga entre proteinas e superficies eletrodicas. (53,54) NTC, em fun¢do das
suas propriedades e biocompatibilidade, sdo material promissor para aplicagdes biotecnoldgicas
incluindo biossensores e biocélulas a combustivel. Além disso, outras vantagens dos NTC
provém da sua anisotropia quimica e da possibilidade de realizar funcionalizagdes quimicas
(covalentes e ndo-covalentes), facilitadas pelas curvaturas da sua superficie, que podem ser
usadas para modificacdes quimicas seletivas no desenvolvimento de biossensores

eletroquimicos. (41)
1.4 Pesticidas organoclorados: Endossulfam
Os pesticidas organoclorados sédo conhecidos por serem classificados como poluentes

organicos persistentes (POP) e desreguladores enddcrinos. (10) O principal exemplo de

organoclorado é o DDT. No entanto, essa classe de pesticidas também tem como membro o
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endossulfam, 6,7,8,9,10,10-hexacloro-1,5,5a,6,9,9a-hexa-hidro-6,9-metano-2,4,3-benzo-dioxa-

tiepina-3-6xido (EDS), representado na Figura 3.

Figura 3 — Estrutura quimica do endossulfam
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Fonte: Elaborada pelo autor.

Os produtos comerciais do EDS consistem na mistura dos isdbmeros a-EDS:B-EDS na
proporcdo (70:30). (55) EDS é um inseticida e acaricida com amplo espectro de atuacdo
aplicado nas culturas de algodao, cereais, cana-de-aclcar e café com valores de LMR entre 0,01
e 1,0 mg kg™. (56) As formulacdes comerciais & base de EDS cadastradas no Ministério da
Agricultura, Pecudria e Abastecimento sio Dissulfan EC®, Endosulfan AG®, Endosulfan Nortox
350 EC®, Endosulfan 350 EC Milenia® e Thionex 350 EC®. (57) Segundo a ANVISA, este
pesticida pertence a classe toxicoldgica I, classe que abrange 0s compostos considerados
extremamente toxicos para seres humanos. (56)

EDS tem sido empregado por mais de cinco décadas e cumpre todos os critérios para ser
considerado um POP pelos protocolos da Comissdao Econémica das NacGes Unidas para a
Europa (UNECE, do inglés United Nations Economic Commission for Europe) e pela
convencgdo do Programa das Nagdes Unidas para o Meio Ambiente (UNEP, do inglés United
Nations Environment Programme) de Estocolmo. (18) Além disso, seus espectros toxicologicos
incluem genotoxicidade, toxicidade reprodutiva e de desenvolvimento, desregulagdo endocrina
e neurotoxicidade. (10) Estudos tém indicado que o EDS ja foi encontrato em amostras de dguas
superficiais implicando em risco a saude humana e ao meio ambiente. (58) Os danos causados
pelo EDS a biota aquatica foram registrados em 2008 com a mortalidade de milhares de

toneladas de peixes em funcdo do despejo acidental de 8 mil litros de EDS no rio Paratinga-RJ.
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(11) O acidente também colocou em risco a populacdo daquela regido que dependia diretamente
da agua do rio para consumo e atividade pesqueira.

O amplo espectro toxicologico do EDS levou muitos paises a banirem o seu uso. No
Brasil, o plano original era a gradativa descontinuidade do EDS, para que em 2013 ele fosse
banido. No entanto, em decorréncia da comercializacdo de pesticidas no mercado paralelo, o
uso desse pesticida pode perdurar por muitos anos. Reforcando essa ideia, ressalta-se que o
Brasil é o maior produtor de cana-de-aglicar do mundo, com a producdo estimada entre
2011/2012 de 588,915 milhdes de toneladas. (59) Portanto, o risco de contaminacao das aguas
naturais e do caldo de cana-de-acucar, que é bastante consumido in natura nas cidades
brasileiras, por EDS € potencialmente possivel.

Vagi e colaboradores empregaram cromatografia gasosa com detector de captura de
elétrons (CG-DCE) operando a 300 °C para determinacdo de 17 pesticidas organoclorados
(incluindo o-EDS, B-EDS e sulfato de EDS) em amostras de sedimento marinho, utilizando
extracdo com diclorometano empregando ultrassom. (60) Utilizou-se coluna capilar de silica
fundida com fluxo de hélio a 2,2 mL min™* como géas de arraste. Na programagdo de
aquecimento da coluna, inicialmente, a temperatura foi mantida a 80 °C por 1 minuto, seguido
por aquecimento a 30 °C min* até 180 °C, depois 200 °C a 5 °C min* e depois aumentando até
260 °C a 10 °C min'; finalmente, a temperatura permaneceu constante por 6 minutos. Os
valores de limite de deteccdo (LD) variaram entre 0,1 e 0,5 ng g e os percentuais de
recuperacdo das amostras fortificadas estavam entre 91,63 e 108,89% com desvio padrdo
relativo (DPR) variando de 0,83 a 13,55%.

Mollahosseini e colaboradores analisaram 20 pesticidas organoclorados (a-EDS, B-
EDS) em amostras de agua empregando CG-DCE aliado a microextracdo em fase sélida. (61) O
gas de arraste foi hélio com fluxo de 1,0 mL min*. A coluna foi submetida a uma rampa de
aquecimento para facilitar a separacdo de todos os analitos estudados. O injetor e o detector
foram ajustados para 280 °C e 300 °C, respectivamente. Os valores de LD calculados foram
0,015 e 0,17 pg mL™* para a-EDS e B-EDS, respectivamente. Os percentuais de recuperagio
ficaram entre 82 e 110% com DPR entre 4,5 e 11,8%.

A etapa de extracdo do analito da matriz em estudo representa uma etapa crucial dos
procedimentos cromatograficos. Assim, inmeras metodologias tém sido desenvolvidas para

garantir a eficiéncia do método de andlise. Assim, o procedimento conhecido como rapido,
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facil, econdmico, efetivo, robusto e seguro (QUEChERS, do inglés Quick, Easy, Cheap,
Effective, Ruged and Safe) tem sido aplicado com éxito para a extracdo de compostos
pertencentes a diferentes classes de pesticidas. (62,63) No caso dos organoclorados, a
abordagem realizada por Forlani e colaboradores apresentou a eficiéncia do método QUEChERS
empregando acetonitrila, MgSQ,4, NaCl e clean-up com amina primaria-secundaria (PSA, do
inglés Primary Secondary Amine) para a extracdo de 7 pesticidas organoclorados (a-EDS, B-
EDS e sulfato de EDS) em amostras de cana-de-agUcar. (64) Os experimentos foram realizados
por CG-DCE. A coluna foi de silica fundida com 5% de fenil-metilpolisiloxano e o nitrogénio
como gas de arraste a 1 mL min’. A temperatura do detector foi de 320 °C e a duracio da
corrida foi de 35 minutos. Os valores de LD alcancados ficaram entre 0,003 a 0,006 mg L' e os
percentuais médios de recuperacdo foram de 64,5 a 99,8% com DPR de 5,1 a 17,6%,
demonstrando a eficiéncia do método de extracao.

Pesticidas organoclorados possuem capacidade de bioacumulacdo e ja foi desenvolvido
procedimento de determinacdo em amostras de tecido pulmonar provenientes de individuos
levados a autopsia empregando CG-DCE e cromatografia gasosa acoplada a espectrémetro de
massas (CG-EM), utilizado razdes massa/carga iguais a 339, 341 e 279 m/z (a-EDS e B-EDS) e
272, 387 e 389 m/z (sulfato de EDS). A investigacdo foi realizada por Rallir e colaboradores
que empregaram dispersdo da matriz em fase sélida como método de extracdo. (65) Realizou-se
analises em amostras coletadas de 6 individuos e em trés deles foi detectado EDS entre 1,84 e
4,04 ng g *, evidenciando a capacidade de bioacumulagio.

A distribuicdo de pesticidas em amostras de aguas naturais e de sedimento foi o agente
motivador do trabalho de Kuranchie-Mensae e colaboradores que empregaram CG-DCE e
extracdo por Soxslet e liquido-liquido para determinar residuos de pesticidas organoclorados,
incluindo EDS. (66) As concentracbes de EDS determinadas estavam entre 0,010+0,04 e
0,185+0,097 pg L' em amostras de 4guas naturais e entre 0,180+0,06 e 1,613+0,30 pg kg™ em
amostras de sedimento.

Andrade e colaboradores também empregaram o método QUEChERS para a extracéo de
residuos de pesticidas organoclorados (a-EDS, B-EDS e sulfato de EDS), organofosforados
(monocrotofos), carbamatos (carbofurano) e tiadizinas (buprofezina) em amostras de tomate.
(67) As analises foram realizadas por CG-EM (com analisador ion trap). O intervalo linear para

todos os pesticidas foi de 0,250 a 4,0 mg mL™. Os limites de quantificacdo (LQ) para os
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pesticidas organoclorados foram calculados entre 0,0127 mg kg* e 0,0362 mg kg*. Nas
amostras nao foram encontrados residuos dos pesticidas e 0s ensaios de recuperacao
considerando a contaminacdo artificial resultaram em percentuais entre 70 e 99%, com DPR
entre 6 e 15%.

Boonjob e colaboradores empregaram cromatografia gasosa com espectrometria de
massas sequencial (CG-EM/EM) aliada a microextracdo sortiva com barra de agitacéo
magnética revertida com polidimetilsiloxano com sistema de injecdo automética para a
determinacdo de 8 pesticidas organoclorados em amostras de aguas de torneira, rio, afluentes e
efluentes de estacdo de tratamento. (68) a-EDS apresentou tempo de retencdo (t) de 23,4
minutos e os valores de LD ficaram entre 0,3 e 1,1 ng L. Os percentuais de recuperaco
calculados apresentaram valores entre 1037 e 112+5%. Os autores afirmaram que o
procedimento de extragdo ndo foi exaustivo e que custos elevados séo fatores preponderantes.

Li e colaboradores desenvolveram procedimento de extracdo fundamentado na
microextracao liquido-liquido com dispersdo da matriz em meio aquoso com surfactantes aliada
a CG-DCE para analisar pesticidas organoclorados em amostras de agua do mar e de cGrregos.
(69) O menor valor de LD calculado para o-EDS foi 1 ng L™ ao utilizar o 2-dodecanol. As
amostras reais estavam livres de pesticidas e 0s ensaios de recuperacdo com as amostras
fortificadas resultaram em valores entre 954 e 108,6% com DPR entre 1,4 e 6,4%. As
principais vantagens consideradas pelos autores foram: auséncia de efeito matriz, baixa
toxicidade do material empregado na extracdo, tempo de preparo da amostra reduzido e baixos
valores de LD.

Zhou e colaboradores analisaram o conjunto composto por 8 pesticidas organoclorados
incluindo o-EDS, B-EDS e sulfato de EDS em amostras de aguas de aguas naturais
provenientes de lago, rio e efluentes. (70) Empregou-se microextracdo em fase sélida com
nanotubos de TiO; juntamente com CG-DCE. Os valores de LD calculados foram 0,074, 0,04 e
0,018 pg L' para o-EDS, B-EDS e sulfato de EDS, respectivamente. Os percentuais de
recuperacgdo resultaram entre 75,4+4,3 e 100,0+1,4%. Apesar da inovagdo no material para o
procedimento de extracdo, o trabalho ficou marcado pelo uso de solvente altamente toxico
(diclorometano), elevado tempo de preparo da amostra e corrida cromatografica no total de 65

minutos por analise.
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No trabalho de Shaik e colaboradores foram desenvolvidas fibras para microextracdo em
fase sélida baseadas em core-shell com polimeros de impressdo molecular para analisar 0s
isbmeros de EDS em amostras de &guas de rio e de efluentes sintéticos. (71) A técnica
cromatografica empregada foi CG-DCE e os valores de LD calculados para a-EDS e B-EDS
foram 2 ng L™ e 3 ng L™, respectivamente. Os percentuais de recuperagdo para as amostras de
efluentes simulados calculados ficaram entre 99 e 104%. No entanto, nas aguas de rio foram
calculados valores entre 108 e 124%. Os autores sugeriram que 0S maiores percentuais de
recuperacdo nas amostras de rio foram devido a lixiviagdo de EDS das &reas de cultivo das
fazendas agricolas pela 4gua da chuva e também devido as plantagcdes (ndo mencionadas pelos
autores) se localizarem as margens do rio.

Materiais nanoestruturados também se apresentam promissores para a aplicacdo em
procedimentos de extracdo. Por exemplo, He e colaboradores utilizaram CG-DCE e
nanoparticulas magnéticas para a extracdo em fase solida de pesticidas triazinicos e
organoclorados de amostras de aguas subterraneas, rios e reservatorios. (72) Os valores de LD
calculados foram de 1,4 e 2,34 ng L™ para a-EDS e B-EDS, respectivamente. Os resultados
indicaram que as amostras ndo estavam contaminadas e 0s percentuais de recuperacdo
calculados variaram entre 63 e 97,4% com DPR entre 0,3 e 10,5%. O procedimento de extracdo
utilizou volume reduzido de solvente (3 mL) e tempo de extragdo de 5 minutos, sendo um
método eficiente para a etapa de pré-concentracdo nas andlises de tragcos de pesticidas em

amostras de aguas naturais.
1.4.1 Determinacéo de endossulfam baseada em métodos eletroquimicos

A primeira metodologia eletroanalitica para a determinacdo de EDS foi apresentada por
Garcia e colaboradores, que empregaram polarografia de pulso diferencial. (73) O estudo
também foi realizado para outros dois organoclorados, sulfato de endossulfam e dieldrim, em
meio de tampéo Britton-Robinson (BR) 0,1 mol L™ contendo 0,2% dos surfactantes hiamine
2389 e triton X-405 a 20+1 °C. A variagdo de pH entre 1,5 e 12,0 ndo revelou dependéncia entre
potencial de pico (Ep) e pH, indicando que etapa quimica envolvendo proton néo faz parte do
mecanismo de reducéo do EDS. A corrente de pico (lp) permaneceu praticamente constante até
pH 8,0, com diminuicdo para valores despreziveis em pH 11,0, sendo este comportamento
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devido a hidrdlise do EDS em meio basico. Para fins analiticos, selecionou-se pH 6,0.
Observou-se, por voltametria ciclica (VC) a 50 mV s em pH 6,0, a presenca de um processo
de reducdo irreversivel em torno de —0,8 V vs Ag/AgCl/Cl em meio de KCI 3,0 mol L™ e pelos
experimentos de coulometria a potencial controlado foi determinado que dois elétrons estdo
envolvidos na reducdo de EDS. A linearidade foi observada em duas regifes de concentracao:
1,0 x 10°a 1,0 x 10° mol L* (coeficiente de correlacdo (R), sensibilidade e intercepto sendo
iguais a 0,999; 7,3 x 10° nA L mol ™! e —0,23 A, respectivamente) e 1,0 x 10° a 1,0 x 10 mol
L (com 0,999; 7,6 x 10° nA L mol ™ e —2,1 A, respectivamente). O valor de LD calculado foi
de 2,9 x 10" mol L. Na sequéncia, Raviejo e colaboradores empregaram sistema similar ao
mencionado para determinar os pesticidas dieldrim, heptacloro e EDS em amostras de macéa e
0s percentuais de recuperacgdo para EDS foram calculados entre 84+5 e 93+3%. (74)

Prabu e colaboradores (75) empregaram voltametria de onda quadrada (VOQ) com etapa
de pré-concentracdo para propor metodologia para analise de EDS em amostras de solo. Os
estudos foram realizados em meio de H,SO4 0,5 mol L */acetonitrila (50:50, v/v) em pH 1,0
sobre eletrodo de carbono vitreo (CV) com potencial de acumulacédo (E;), tempo de acumulacéo
(t2), frequéncia de aplicacdo dos pulsos de potencial (f), amplitude dos pulsos de potencial (a) e
incremento de potencial (AEs) sendo 0,2 V, 300 s, 50 s %, 150 mV e 4 mV, respectivamente. O
voltamograma de onda quadrada apresentou um processo de reducdo considerado como
irreversivel em torno de —0,2 \V vs Ag/AgCI/Cl- em meio de NaCl 3,0 mol L™. No entanto, as
componentes direta e reversa apresentaram sinal eletroquimico. Segundo o0s autores, um
processo de oxidacdo em torno de 0,6 V foi observado na componente reversa, que foi atribuido
unicamente ao efeito do eletrélito de suporte. O mecanismo de redugdo proposto envolveu a
remocdo do atomo de cloro com a participacdo de um elétron formando uma espécie radicalar,
sendo esta a etapa determinante da reacdo. Em seguida, ocorreu a adicdo do atomo de
hidrogénio e de mais um elétron. A linearidade entre I, e concentracéo de EDS foi obtida entre
68 e 262 pg L e o0 valor de LD foi calculado como 5,0 x 10° mol L ™. A extracdo de EDS do
solo foi realizada com 100 mL de diclorometano em condicGes de refluxo por 30 minutos. O
percentual médio de recuperacdo do EDS em solo foi de 93% com DPR de 2,9%.

Mathew e colaboradores desenvolveram procedimento para analisar EDS sobre eletrodo
de gota estatica de mercario empregando voltametria de pulso diferencial. A linearidade

alcancada ficou entre 0,07 a 1,43 ppm e LD igual a 14 ppb. (76)
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Manisankar e colaboradores analisaram os pesticidas EDS, isoproturon, carbendazim, o-
clorofenol em célula eletroquimica acoplada a bomba peristaltica proporcionando fluxo
perpendicular da solucdo a superficie do eletrodo de CV. (77) A técnica empregada foi VOQ
com a inclusdo de etapa de pré-concentracdo. As condigdes otimizadas para EDS foram H,SO,4
pH 1,0, E, = 0,2 V, fluxo =50 mL min*, t, =300's, f =50 s %, a = 150 mV, AEs = 4 mV. A
regido de linearidade foi estabelecida entre 1,0 x 10 e 4,0 mg mL %, com LD igual a 1,0 x 10°*
mg mL . No entanto, nenhuma aplicacéo em amostras reais foi realizada.

Até o0 ano de 2004 ndo tinham sido desenvolvidos eletrodos modificados para anélise de
EDS. Neste contexto, Manisankar e colaboradores desenvolveram eletrodos de carbono vitreo
modificados com polipirrol e montmorilonita de sédio empregando voltametria de pulso
diferencial com etapas de pré-concentracdo como alternativas para analisar EDS e outros
poluentes. (78) O processo de reducéo irreversivel de EDS sobre eletrodo modificado em meio
de H,SO,4 pH 1,0 surgiu em torno de —0,3 V. Nos estudos analiticos se empregou E; = -0,2 V e
ta = 15 s. Os autores apresentam a faixa de linearidade para EDS entre 5 e 300 ppb e
repetibilidade de 2,3%. No entanto, nenhuma aplicacao do procedimento foi realizada.

Nos ultimos anos, as estratégias para analise de EDS tem se voltado para o
desenvolvimento de métodos eletroanaliticos indiretos. Bakouri e colaboradores concluiram que
o sinal eletroquimico de oxidacéo do cobre era afetado por EDS. (79) Neste trabalho, utilizou-se
eletrodo de pasta de carbono consistindo na mistura de grafite de grau espectroscépico, 6leo
mineral e 10 % de octadecil-C18. A maior intensidade de corrente foi observada em tampédo BR
0,2 mol L™! pH 4,0 empregando voltametria de pulso diferencial com E, = -1,2 V e t, = 300 s.
Com a concentracdo de Cu?* igual a 0,001 mg L, observou-se diminuicdo linear do sinal de
oxidacdo do cobre entre 1,0 x 10* e 1,0 x 10° mg L™ de EDS. Os valores de LD e LQ
calculados foram 4,0 x 10° mg L™* e 1,3 x 10* mg L™, respectivamente. Os ensaios de
recuperacdo foram realizados em amostras de aguas superficiais contaminadas artificialmente
com EDS e os percentuais de recuperacao ficaram entre 98,8% e 99,2% com DPR entre 2,4 e
2,8%.

Liu e colaboradores desenvolveram um sistema complexo para deteccdo de EDS em
amostras de aguas naturais. (80) Tal sistema consistia em imunossensor eletroquimico baseado
em nanotubos de carbono de paredes simples carboxilados, alinhados verticalmente sobre

eletrodo de CV funcionalizado com 4-aminofenil e fenil, polietilenoglicol,
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ferrocenodietilamina, hapteno de EDS e anticorpo especifico para EDS. Apesar da
complexidade do dispositivo, 0s imunossensores eletroquimicos apresentaram elevada
especificidade, resultante da introducéo de anticorpo especifico do analito de interesse. A VOQ
(par@metros ndo especificados) foi empregada, com a curva analitica sendo construida entre
0,01 e 20 ppb em meio de tampao fosfato 0,05 mol L™* pH 7,0. O valor de LD calculado foi de
0,01 ppb. Os percentuais de recuperacdo nas amostras de agua provenientes de campo irrigado,
lago e torneira foram 79%, 85% e 93%, respectivamente. Apesar das vantagens apresentadas
para o imunossensor desenvolvido, ficou evidente um longo tempo de anélise, sendo 10 minutos
de incubago e 5 minutos de aplicacdo de —0,9 V vs Ag/AgCl/Cl- em meio de NaCl 3,0 mol L™
entre as medidas para garantir reprodutibilidade.

Atualmente, énfase tem sido dada ao desenvolvimento de biossensores enzimaticos para
analises de pesticidas, com o estabelecimento de que a enzima acetilcolinesterase tem sua
atividade afetada na presenca de pesticidas organofosforados e carbamatos. (81) No entanto, o0s
pesticidas organoclorados também afetam a atividade desta enzima e, assim, Chauhan e
colaboradores desenvolveram um biossensor baseado na imobilizagdo covalente da
acetilcolinesterase sobre filmes de 6xido de indio dopado com estanho (ITO, do inglés Tin-
Doped Indium Oxide) previamente modificado com nanoparticulas de ¢éxido de ferro e
nanotubos de carbono de parede mdaltiplas funcionalizado com grupos carboxila para a deteccao
dos pesticidas. (82) A imobilizacdo covalente da enzima sobre eletrodo modificado foi
confirmada por espectroscopia de absor¢do na regido do infravermelho com transformada de
Fourier, onde se observou bandas de estiramento da carbonila (banda amida I) em 1641 cm ™ e
de deformagcdo da ligacdo N—H (banda amida 11) em 1539 cm*, revelando que a enzima formou
ligagdo amidica com o grupo carboxilico presente nos nanotubos de carbono. O procedimento
de analise dos pesticidas consistiu na imersao do biossensor na solugdo de tampdo fosfato pH
7,0 contendo 7,0 x 10* mol L™ de acetilcolina por 10 minutos, seguido pela medida
amperométrica aplicando 0,4 V vs Ag/AgCI/CI™ em meio de KCI saturado. A concentracdo de
EDS apresentou dependéncia linear com o percentual de inibigdo entre 0,1 e 100 nmol L™, com
LD igual a 1,0 x 10 mol L. O biossensor foi eficiente para detectar os pesticidas em
amostras de repolho, cebola, espinafre e solo. Contudo, os testes foram avaliados somente com

0 pesticida malation.
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1.5 Pesticidas benzimidazélicos: Tiabendazol

A classe dos pesticidas benzimidazolicos, representada principalmente pelo carbendazim
e tiabendazol, apresentam estabilidade frente & radiacdo solar, com estes compostos podendo
resistir a fotodegracdo quando presentes no meio ambiente. (12) No trabalho de Gama e
colaboradores foi apresentado inventario de agrotoxicos e o risco de contaminagdo da agua no
Estado do Ceard. (83) O inventério apontou tiabendazol, 2-(4-tiazolil)-1 H-benzimidazol (TBZ),
como uma das substancias prioritarias em estudos de monitoramento ambiental. A estrutura

quimica do fungicida TBZ pode ser vista na Figura 4.

Figura 4 — Estrutura quimica do tiabendazol
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Fonte: Elaborada pelo autor.

TBZ também tem sido considerado como um poluente emergente. (84) A preocupacao
com a contaminacdo de amostras de aguas por TBZ motivou os estudos de degradacdo deste
composto. (85,86) No Brasil, TBZ tem uso permitido pela ANVISA para aplicacdo em diversas
culturas com LMR entre 0,01 e 10,0 mg kg™, estando incluido na classe toxicélogica IV. (87)
No comércio de insumos agricolas no Brasil, TBZ ¢é o principio ativo das formulacGes Maxin
advanced® e Tecto SC®. (57) Os danos causados aos seres humanos pelo TBZ consistem em
problemas hepaticos, anemia e tiredide, estando associado a interferéncias da atividade
estrogénica. (88,89)

Jalil e colaboradores relataram que as solugdes de TBZ sdo empregadas na lavagem dos
frutos apos a colheita e, além da enorme possibilidade de contaminagdo dos frutos, efluentes
com concentracdo da ordem de 1 ppm podem alcancar as aguas naturais, prejudicando sua
qualidade e afetando o ecossistema aquatico devido a capacidade de acumulucdo do TBZ. (90)
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Nos ultimos anos, o desenvolvimento de metodologias para a determinacdo de TBZ e de
outros pesticidas pertencentes a classe dos benzimidazoéis potencializou o uso das técnicas
cromatograficas aliadas a diferentes métodos de extracdo do analito de interesse. Por outro lado,
diversas metodologias também foram empregadas para a determinagdo de TBZ, incluindo
imunoensaios, eletroforese, fosforometria, espectrofotometria, espectrometria de massas e
espectroscopia Raman. (91 - 97)

Asensio-Ramos e colaboradores realizaram a extracdo de TBZ, carbendazim, benomil,
fuberidazol, carbaril e triazofés em amostras de solo por meio da microextragdo com dispersao
liquido-liquido empregando metanol e liquido i6nico hexafluorofosfato de 1-hexil-3-
metilimidazolio. (98) Os autores utilizaram cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)
com coluna C18 e detector de fluorescéncia. A fase mdvel consistiu da mistura de acetonitrila e
tampéo fosfato 0,010 mol L™ pH 8,70. O tempo de corrida cromatografica foi 20 minutos. Os
menores valores de LD e de LQ calculados para TBZ foram 1,21 e 4,03 ng g * e os percentuais
de recuperacdo para TBZ nas amostras de solo, ap6s fortificacdo em diferentes niveis de
concentragdo, variaram entre 80 e 117%. Walorczyk e colaboradores analisaram 160 pesticidas
incluindo TBZ em amostras de vinho. (99) A anélise de multirresiduos foi viabilizada pela
dispersdo da matriz em fase sélida em conjunto com CG-EM/EM. Neste procedimento, TBZ foi
identificado somente 16,4 minutos apds o inicio da corrida cromatografica com LQ igual a 0,01
mg kg . Os percentuais de recuperacdo variaram entre 89+4 e 95+13%.

Chen e colaboradores fizeram uso da cromatografia liquida de ultraeficiéncia acoplada a
espectrometria de massas sequencial (CLUF-EM/EM) para o procedimento de determinacdo de
19 pesticidas, incluindo TBZ, em amostras de aguas de rio, estacdo de tratamento, solo,
sedimento e lodo. (100) Os métodos de extracdo empregados foram: extracdo em fase solida
(amostras de agua) e ultrassénica (amostras de solo, sedimento e lodo). TBZ foi analisado pelo
fon de razdo m/z 131,1 com t, = 3,6 minutos, em coluna C18. Os autores relataram que TBZ foi
encontrado nas amostras de efluente e afluente de estacGes de tratamento e lodo, indicando a
tendéncia de acumulacdo de TBZ no meio ambiente e a sua resisténcia aos processos de
degradacdo bi6ticos e abiéticos. Os valores de LD calculados variaram entre 0,01 e 0,11 ng L™
e os de LQ variaram entre 0,04 e 0,35 ng L' Os percentuais de recuperacdo foram
estabelecidos entre 933 e 125+12%.
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Santaladchaiyakit e colaboradores empregaram a extracdo em ponto de nuvem com o
surfactante triton X-114 assistida com ultrassom e combinada com CLAE com detector de
redes de fotodiodo para extracdo de TBZ, oxfendazol, mebendazol, albendazol e febendazol em
amostras de &guas (rio, lago, torneira e 4gua potavel) e leite. (101) A separacdo cromatografica
foi realizada em coluna de fase reversa C18 com detector operando a 296 nm. Para TBZ, o valor
de LD calculado foi de 5,0 ng L™ e o procedimento se mostrou eficiente com percentuais de
recuperacdo variando entre 89,3 e110,7% (DPR entre 0,5 e 5,1%) para as amostras de aguas e
entre 77,7 e 112,9% (DPR entre 0,2 e 6,1%) para amostras de leite.

Amostras de sucos de frutas também foram objeto de estudo empregando técnicas
cromatograficas para a determinacdo de pesticidas benzimidazélicos. Com muita frequéncia, na
pratica da inddstria alimenticia, estes compostos sdo empregados no tratamento pds-colheita dos
produtos agricolas para evitar a contaminacdo por fungos, mas, desta forma, os pesticidas
podem penetrar nos frutos acarretando riscos a salde humana. Deng e colaboradores
determinaram tracos de TBZ e de carbendazim em sucos de uva, péssego, laranja e pera. (102)
O método de extracdo em fase solida com particulas magnéticas juntamente com CLAE
acoplada a detector de fluorescéncia foi utilizado para a deteccéo, resultando em valores de LD
e de LQ iguais a 0,14 e 0,5 pg kg™, respectivamente. Os percentuais de recupecdo para
amostras fortificadas em trés niveis diferentes de concentracdo variaram entre 86+8 e 96+6%.

Boeris e colaboradores analisaram propoxur, carbaril, carbendazim, fubenridazol e TBZ
em amostras de tomate, sucos de laranja e de uva, limdo e tangerina. A extracdo dos pesticidas
foi realizada com metanol. (103) O método de separacdo empregado foi CLAE com detector de
rede de diodos operando com comprimento de onda (A) de 280 nm. Os autores realizaram
estudos quimiométricos para assegurar a separacao dos componentes das amostras. Os valores
de LD e de LQ calculados para TBZ foram 0,9 e 2,7 ug L, respectivamente. As amostras
foram fortificadas em quatro diferentes niveis de concentragdo e 0s percentuais de recuperacao
variaram entre 90,22+2,1 e 137,41+45%.

1.5.1 Determinacéo de tiabendazol baseada em métodos eletroquimicos

Existem poucos relatos na literatura acerca de estudos eletroquimicos de TBZ. Os

primeiros resultados foram baseados em polarografia de pulso diferencial. O procedimento de
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analise foi baseado na determinacdo indireta do TBZ. Inicialmente, 0 mercurio era oxidado a
Hg?*, sequido pela etapa quimica de formacéo da espécie Hg(TBZ),. O eletrélito empregado foi
tampdo BR pH 8,0. O valor de LD calculado foi 2,5 x 10° mol L® e o percentual de
recuperagdo de TBZ em amostras de laranja, liméo e uva foi de 70% com DPR de 2,9%. (104)

Na sequéncia, Msagati e colaboradores realizaram estudos eletroquimicos relativos aos
compostos TBZ, mebendazol, albendazol, febendazol e oxibendazol empregando VOQ e
eletrodo de disco rotatorio de CV modificado com poli-(3-metiltiofeno). (105) As condigdes
otimizadas foram tampdo BR pH 4,93 e velocidade de rotagéo 3000 rpm. Observou-se processo
de reducdo para TBZ em torno de —3,5 V vs Ag/AgCI/Cl™ em meio de KCI 3,0 mol L™, que teve
seu valor de I, intensificado pela modificagdo do eletrodo com este polimero condutor. O
procedimento apresentou sensibilidade de 3,36 x 10" A mol™ L e valor de LD de 3,39 x 10’
mol L.

Prada e colaboradores estudaram o comportamento eletroquimico dos compostos
febendazol, albendazol, mebendazol e TBZ sobre CV. (106) Os estudos foram realizados em
(A) KOH 0,1 mol L™, (B) mistura etanol-agua contendo NaClO,4 0,05 mol L™ (70:30, v/v) e (C)
mistura acetonitrila-agua contendo NaClO4 0,05 mol L™ (70:30, v/v). Os experimentos de VOQ
para TBZ apresentaram um Unico processo de oxidagéo irreversivel com E, igual a 0,86, 1,39 e
1,50 V vs Ag/AgCI/CI~ em meio de KCI 3,0 mol L™, nos eletrélitos A, B e C, respectivamente.
No entanto, ndo foi apresentada nenhuma informacao acerca da provavel regido de oxidacao da
molécula do TBZ. Os autores realizaram experimentos de injecdo em fluxo com detector
amperométrico nos potenciais de 1,6 V para os eletrdlitos etanol-4gua contendo NaClO,4 0,05
mol L™ (70:30, v/v) e acetonitrila-4gua contendo NaClO4 0,05 mol L™ (70:30, v/v) e 0,9 V
quando foi empregado o eletrélito KOH 0,1 mol L. Os valores de LD e de sensibilidade para
TBZ variaram entre 2,1 x 107 e 6,8 x 10" mol L e 6,2 x 102 e 31,3 x 10° A mol! L,
respectivamente.

Neste contexto, chega-se a conclusdo de que existe a necessidade de estudar o
comportamento eletroquimico do TBZ de modo mais detalhado, pois TBZ tem sido considerado
como poluente emergente e as reacfes que ocorrem com 0s poluentes emergentes no meio
ambiente ou no corpo humano sdo semelhantes aos processos eletroquimicos que acontecem na

superficie do eletrodo. Do ponto de vista de desenvolvimento de procedimentos eletroanaliticos
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para TBZ, o emprego de EDDB, eletrodos modificados com NTC e biossensores enzimaticos

podem ser promissores para a determinacdo de TBZ em amostras complexas.
1.6 Pesticidas carbamatos: Cloridrato de formetanato

Dentre os pesticidas com uso permitido no Brasil, os carbamatos representam elevado
risco, pois estes apresentam neurotoxicidade acentuada em seres humanos devido a capacidade
de inibirem a atividade da enzima acetilcolinesterase. (107,108) Formetanato, cloridrato de 3-
dimetilaminometileno aminofenil metilcarbamato (FMT), pertencente a classe toxicologica |
(classe que abrange os compostos considerados extremamente toXicos para seres humanos),
atua como inseticida e acaricida, podendo ser empregado nas culturas de manga, uva, batata,
cebola, citros, feijao, tomate, beringela, melancia, crisantemo e pimentéo, com valores de LMR

entre 0,02 e 2,0 mg kg . (109) A Figura 5 apresenta a estrutura quimica do FMT.

Figura 5— Estrutura quimica do cloridrato de formetanato
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Fonte: Elaborada pelo autor.

No Brasil, a formulacéo Dicarzol 500 SP® é a que contém FMT como principio ativo.
(57). FMT possui dois grupos funcionais que desempenham papel fundamental na atuacédo
como acaricida e inseticida. O grupo formamidina compete com o0 neurotransmissor
octadopamina, enquanto que o grupo carbamato inibe a atividade da acetilcolinesterase. (110)

Os procedimentos analiticos para determinacdo de FMT, na Jdltima década,
desconsiderando as técnicas eletroquimicas deu-se unicamente por métodos cromatograficos
(111-114), embora métodos espectrofotométricos tenham sido empregados nos anos de 1990.
(115,116)
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Wang e colaboradores utilizaram cromatografia liquida acoplada com espectrometria de
massas sequencial (CLAE-EM/EM) para detectar 13 pesticidas, incluindo FMT em alimentos
infantis a base de maca e soja. (111,112) A separacdo dos analitos ocorreu na coluna C18 e 0s
solventes empregados para a fase mével foram: acetonitrila, acetato de aménio 0,1 mol L™ e
agua, sendo a eluicdo por gradiente. A extracdo dos pesticidas foi realizada com acetonitrila,
seguida por etapas de clean-up e pré-concentracdo. FMT apresentou como valores de t; e LD
6,21 minutos e 0,1 pg kg, respectivamente. Os percentuais de recuperacdo das amostras
fortificadas artificialmente variaram entre 25,9 e 95,3 % com DPR entre 2,4 e 24,5%.

Podhorniak e colaboradores vislumbraram a possibilidade de aplicar o método
QUEChERS seguido por clean-up para extracdo de FMT em amostras de maca, pera, laranja,
péssego e nectarina (113), com deteccdo por CLAE-EM e CLAE-EM/EM. A coluna empregada
foi a de fase reversa e 0s solventes para a fase mével foram metanol, 4gua e acetato de aménio
0,01 mol L™ O espectro de massa foi adaptado para o modo positivo de ionizacdo por
electrospray. Os ions monitorados apresentavam as seguintes razdes carga/massa: 222,1; 165,5
e 120 m/z (CLAE-EM) e 92,8 e 164,9 m/z (CLAE-EM/EM). Valores de LD calculados foram
iguais a 3,33 ng g* e a 0,1 ng g, respectivamente, confirmando que o uso de deteccéo de
massas sequencial promove menores niveis de deteccdo. As recuperacdes das amostras
fortificadas variaram entre 79 e 121% com DPR entre 0,7 e 14%.

Rajski e colaboradores avaliaram a presenga de 113 pesticidas, incluindo FMT, em
amostras de abacate e améndoas, cujos extratos foram obtidos por QUEChERS com uma série
de estratégias para clean-up das amostras por extracdo em fase solida. (114) A quantificacdo foi
realizada por CLAE-EM/EM, com a coluna empregada sendo a C8 e os solventes para a fase
movel sendo acetonitila e 4gua contendo 0,1 % de &cido formico. FMT apresentou t, = 2,97
minutos e valor de LQ igual a 10 pg kg™, com percentuais de recuperacéo variando entre 80 e
92% e DPR entre 2 e 3%. Com esses valores, tem-se eficiéncia do método em termos de
precisdo e de exatiddo, demonstrando que, além do procedimento de extracéo, a etapa de clean-

up garante o sucesso do procedimento de analise.
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1.6.1 Determinacdo de formetanato baseada em métodos eletroquimicos

Os pesticidas carbamatos possuem estrutura quimica susceptivel a reacGes redox,
possibilitando o desenvolvimento de procedimentos eletroanaliticos para analise direta desses
compostos. (117) Nos ultimos anos, a analise de pesticidas carbamatos por técnicas
eletroquimicas tem se mostrado promissora, empregando como superficies eletrodicas eletrodos
de gota pendente de mercurio, CV, EDDB e eletrodos modificados. (118 - 120)

No entanto, a literatura é escassa com relacdo a estudos eletroquimicos de FMT. O Unico
trabalho encontrado é o de Subbalakshmamma e colaboradores que estudaram o comportamento
eletroquimico do FMT sobre mercdrio empregando polarografia de pulso diferencial (121), que,
em meio de HCIO4 1,0 mol L™, apresentou processo de reducdo irreversivel em torno de —0,8 VV
vs Ag/AgCI/CI" em meio de KCI saturado. O mecanismo proposto pelos autores envolve a
reducdo do grupo formamidina com a participacdo de dois elétrons. A regido de linearidade foi
definida entre 1,25 x 10° e 1,25 x 10° mol L%, Contudo, os autores ndo apresentaram o valor
de LD. O procedimento desenvolvido foi aplicado em amostras de formulages comerciais para
aplicacdo agricola a base de FMT e os percentuais de recuperacdo variaram entre 97,98+0,08 e
99,05+0,082%.

Oliveira e colaboradores desenvolveram biossensor baseado na imobilizacdo da enzima
Lac (Trametes versicolor) sobre eletrodo de pasta de carbono dopado com grafeno e
funcionalizado com filme de azul da prassia para analisar individualmente carbaril,
carbofurano, ziram, pirimicarbe e FMT em amostras de tomate e de batata, empregando o
método QUEChERS no preparo das amostras. (122) Esse estudo se baseou na capacidade dos
pesticidas carbamatos inibirem a atividade enzimatica da Lac frente a oxidacdo do substrato
cloridrato de 4-aminofenol (4-AF.HCI). As condi¢bes otimizadas foram tampdo BR pH 5,0,
concentracdo do substrato 4,75 x 10 ° mol L™, f =100 s, a = 40 mV e AE = 3 mV. Os valores
de LD e de LQ para FMT foram 0,013 mg kg' e 0,045 mg kg™, respectivamente. Os
percentuais de recuperacdo variaram entre 91,0+0,1 e 97,1+0,3 %. Esses resultados indicam que
a Lac, que possui custo menor que a acetilcolinesterase (nos dias de hoje: R$0,022/Unidade e
R$1,51/Unidade), respectivamente, pode ser empregada para o desenvolvimento de

biossensores para a determinacgéo de pesticidas em amostras complexas.



S7

Na sequéncia, Oliveira e colaboradores também analisaram os pesticidas carbaril e FMT
em amostras de frutas citricas (liméo, laranja e tangerina) empregando biossensor bi-enzimatico
a partir de Lac e Tir, contendo nanoparticulas de ouro, quitosana e pasta de carbono dopado
com grafeno. (123) Os autores concluiram que o valor da constante aparente de Michaelis-
Manten (K;) para os dispositivos com Lac, Tir e Lac-Tir foram 37,8; 52,3 e 26,9,
respectivamente, indicando, assim, que 4-AF.HCI apresentou maior afinidade pelo sistema bi-
enzimatico. Os valores de LD e de LQ calculados para FMT foram 0,048 mg kg™ e 0,158 mg
kg™, respectivamente. Estes foram maiores que os limites calculados no trabalho anterior dos
mesmos autores, indicando que a utilizacdo somente da enzima Lac € mais promissora que 0
sistema bi-enzimatico Lac-Tir. Os percentuais medios de recuperacdo das amostras previamente

fortificadas foram superiores a 95%.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivos gerais

O objetivo principal desse trabalho foi desenvolver sensores e biossensores enzimaticos

para a determinacédo de pesticidas em amostras de alimentos e aguas naturais, visando contribuir

para a seguranca alimentar e minimizar danos a satde publica.

2.2 Objetivos especificos

<\

Desenvolver metodologia eletroanalitica para a determinacdo de EDS sobre HMDE;
Construir eletrodo modificado com NTCPMF e FcM;

Construir biossensores eletroquimicos baseados na enzima lacase e em NpAu, NTCPMF e
FcM,

Desenvolver metodologia eletroanalitica para a determinacdo de TBZ e FMT sobre EDDB
e eletrodo modificado com NTCPMF e FcM,;

Desenvolver metodologia eletroanalitica para a determinacdo de EDS, TBZ e FMT sobre
biossensor baseado na enzima lacase;

Estabelecer mecanismo redox do EDS, TBZ e FMT;

Aplicar a metodologia eletroanalitica na determinacdo de EDS em amostras de cana-de-
acucar, tomate e de aguas naturais;

Aplicar a metodologia eletroanalitica na determinacdo de TBZ em amostras de cana-de-
acucar, manga e de aguas naturais;

Aplicar a metodologia eletroanalitica na determinacdo de FMT em amostras de manga e de

uva.
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3 PARTE EXPERIMENTAL

Os estudos contidos no presente trabalho foram realizados no Grupo de Eletroquimica e
Corrosdo (GELCORR) da Universidade Federal do Cear4 e no Grupo de Reacgdes e Analises
Quimicas (GRAQ) do Instituto Superior de Engenharia do Porto, por meio de estagio de

doutorado sanduiche na cidade do Porto-Portugal.

3.1 Reagentes e solugdes

Todos os reagentes quimicos utilizados apresentaram pureza analitica e uma lista com as

suas respectivas formulas quimicas, procedéncias e purezas, pode ser observada na Tabela 1.

Tabela 1 — Reagentes quimicos utilizados, com suas respectivas férmulas quimicas, procedéncia
e pureza

Reagentes Férmula Quimica Procedéncia Teor
2,2""-Azino-bis (3-
etilbenzetiazolino-6- C15H24N606S4 Sigma-Aldrich 99,0%
sulfénico)
Acetonitrila CH5CN Vetec 99,8%
Acido acético CH3COOH Vetec 99,7%
Acido borico H3BOs Vetec 99,5%
Acido cloroaurico HAuUCI, Sigma-Aldrich 99,99%
Acido cloridrico HCI Vetec 37%
Acido nitrico HNO; Vetec 65%
Acido fosforico H3PO, Vetec 85%
Acido sulfurico H,SO0, Vetec 95%
Citrato de sodio CeHsNaz07.2H,0 Vetec 99%
Cloridrato de formetanato C11H15N30,-HCI Sigma-Aldrich 99,6%
Cloreto de potassio KCI Vetec 99%
Cloreto de sodio NaCl Vetec 99%
Dimetilformamida CsH;ON Vetec 99,8%
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Continua: Tabela 1 — Reagentes quimicos utilizados, com suas respectivas formulas quimicas,

procedéncia e pureza

Endossulfam CoHeClgO3S Sigma-Aldrich 99,9%
Ftalocianina de Cobalto Cs32H16CONg Sigma-Aldrich 97%
Glutaraldeido CsHgO, Sigma-Aldrich 25%
Hidroxido de sodio NaOH Vetec 98%
Lacase - Sigma-Aldrich 05Umg*
Nafion® - Sigma-Aldrich 10%
Nanotubos de carbono de
paredes multiplas C Sigma-Aldrich 95%
Diametro = 6-9 nm
Comprimento =5 um
Sulfato de magnésio MgSQO, Sigma-Aldrich 99,5%
Tiabendazol C1oH7N3S Riedel-de Haén 99,6%

Fonte: Elaborada pelo autor.

O gas nitrogénio (Ny() utilizado nos experimentos eram de procedéncia White Martins
(pureza 99,996%) e Linde Sogéas (pureza 99,999%).

As solucdes empregadas como eletrolito de suporte consistiram em solugcdo tampédo BR
preparada pela mistura dos acidos bérico, acético e fosforico. (124) O ajuste do pH desejado foi
realizado pela adicdo de NaOH 1,0 mol L™. Solucdo tamp&o fosfato preparada pela mistura de
fosfato de potéssio dibasico e fosfato de potdssio monobésico, solucdo tampdo acetato
preparada pela mistura de acido acético e acetato de sédio, solugdo tampédo Mcllvaine preparada
pela mistura de &cido citrico e fosfato de sédio dibasico e tampdo Sorensen preparado pela
mistura de glicina e acido cloridrico. (125) A concentracdo de cada componente dos tampdes
mencionados foi 0,04 mol L.

As solugdes dos substratos especificos para a enzima Lac foram preparadas a 1,0 x 10°°
mol L. As solucdes estoque dos pesticidas EDS, TBZ e FMT foram preparadas pela pesagem
da quantidade adequada de cada composto e posterior solubilizacdo em acetonitrila (EDS e
TBZ) e em &gua purificada (FMT). As solucdes foram preparadas a 1,0 x 10° moL Lt e,
quando necessario, diluidas para 5,0 x 10° mol L™, 1,0 x 10* mol L™ e 5,0 x 10 mol L™ .

Todas as solugdes foram mantidas ao abrigo da luz e sob refrigeragdo em torno de 4 °C.



61

3.2 Instrumentacao

Os experimentos eletroquimicos foram realizados usando potenciostato/galvanostato
PGSTAT 101, 128N (Autolab, Eco Chemie) e PGSTAT 30 (Autolab, Eco Chemie) controlados
por computador, empregando os programas NOVA 1.8, 1.9 e GPES (General Purpose
Electrochemical System) versdo 4.9, respectivamente. Para experimentos de espectroscopia de
impedancia eletroquimica (EIE) foram usados potenciostatos/galvanostatos PGSTAT128N
(Autolab, Eco Chemie) e PGSTAT 30 (Autolab, Eco Chemie), controlados por computador,
com auxilio do programa FRA (Frequency Response Analysis) versdo 4.9.

Para a caracterizacdo fisica dos eletrodos foram utilizados microscépio eletronico de
varredura Vega XMU (Tecsan, Inc.) e microscopio eletrénico de varredura de efeito de campo
Supra 35-VP (Carl Zeiss) As analises de espectroscopia Raman foram realizadas com
espectrofotdbmetro HR550 (Horiba Jobin Yvon) equipado com laser de ion argdnio de
comprimento de onda 514,5 nm e microscépio éptico BX41 (Olympus).

Espectrofotdmetro Cary 1E (Varian) com células de quartzo com caminho 6ptico de 1,0
cm foi utilizado para as medidas de espectrofotometria na regido do ultravioleta e do visivel
(UV-Vis). As andlises de CLAE foram realizadas em cromatografo modelo 20A Prominence
(Shimadzu) provido de detector de arranjos de diodo (SPD-M20A), duas bombas (LC-20AT),
forno (CTO-20A), desgaseificador (DGU-20As3) e coluna de fase reversa C18 (Hichrom5) com
250 mm x 4,6 mm, com tamanho de particula de 5 um.

Experimentos de CG-EM foram realizados em cromatdgrafo GMMS-QP2010
(Shimadzu) controlado por computador e pelo programa Labsolution GC-MSsolution versao
2.30. A coluna capilar empregada foi DB5-MS (J&W Scientific) (100 % de metilpolisiloxano,
30 m, 0,25 mm d.i., filme de espessura de 0,25 um). O volume de injecdo foi 1 uL, com hélio
como gés de arraste a 0,7 mL min*.

Para agitacdo das solugbes antes dos experimentos voltamétricos utilizou-se agitador
78HW-1 (Biomixer). O preparo das solucdes e a limpeza dos eletrodos foram auxiliados pelo
banho de ultrassom 03350 (Quimis). No preparo das amostras foram empregadas as centrifugas
Sartorius 2.16 (Sigma) e Q222T204 (Quimis) e os rotaevaporadores B-940 (Biichi) e Q344M2

(Quimis). As amostras de alimentos foram trituradas com auxilio do mixer BHB 986 (Bluesky).
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Todas as pesagens foram realizadas utilizando balangas analiticas TB-215D (Denver
Instrument) e M5205DV (Mettler Toledo AG), ambas com precisdo de + 0,01 mg. As medidas
de pH foram realizadas em pHmetros B474 (Micronal) e GLP 22 (Crison). A 4gua empregada
para preparacdo das solucbes e lavagem das vidrarias foi purificada pelo sistema Milli-Q

(Millipore), apresentando resistividade 18,2 MQ cm.
3.2.1 Sistema eletroquimico

Os experimentos voltamétricos foram realizados utilizando-se célula eletroquimica
convencional em vidro com tampa em Teflon® e orificios para posicionamento dos eletrodos e

para adicdo de aliquotas do analito.
3.2.2 Eletrodos

Os eletrodos de trabalho utilizados foram: eletrodo de gota pendente de mercdrio
(HMDE, do inglés Hanging Mercury Drop Electrode) de area geométrica (Ageo) de 0,52 mm?,
VA Stand 663 (Metrohm). O segundo foi o EDDB, fabricado pelo Centre Suisse d"Eletronique
et d"Microtechnique, Neuchatel, Sui¢ca, com teor de boro de 8000 ppm e Ay, de 0,265 cm?.
(126,127) O terceiro foi de CV na forma de disco (Metrohm) com Age, de 0,0314 cm?, utilizado
como superficie para a modificacdo com NTCPM, FcM e enzima. O quarto eletrodo empregado
foi o de ouro policristalino (Au), também na forma de disco, com Age, de 0,020 cm? (BASI),
para a construcdo do biossensor eletroquimico. Os eletrodos auxiliares consistiam em placa de
platina (99,5 %, Heraues Vectra do Brasil Ltda.) com Ay, igual a 1,03 cm? embutida em tubo
de vidro e fixada com resina Araldite® e cilindro de CV com 65 mm de comprimento e diametro
de 2 mm (Metrohm). Por ultimo, eletrodo de Ag/AgCI/ClI™ em meio de KCI saturado foi

utilizado como referéncia.
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3.3 Preparacao dos sensores eletroquimicos

3.3.1 Eletrodo de diamante dopado com boro

Antes de iniciar os experimentos voltamétricos, EDDB foi submetido a um pré-
tratamento para limpeza e condicionamento da superficie eletrddica. Para isso, o eletrodo foi
polarizado anodicamente em meio de H,SO, 0,5 mol L™ aplicando o potencial de 3,0 V por 30
s. Em seguida, ap6s a troca por uma nova solucdo e a lavagem dos eletrodos com &gua

purificada, EDDB foi polarizado catodicamente aplicando-se —3,0 V por 60 s. (128)

3.3.2 Eletrodo modificado com nanotubos de carbono de paredes maltiplas e ftalocianinas

metalicas

Antes da preparacdo do eletrodo modificado, a funcionalizacdo dos NTCPM foi
realizada empregando tratamento &cido. O procedimento consistiu em misturar 500 mg de
NTCPM com 250 mL de solucdo nitrante constituida por H,SO, e HNOj3 concentrados na
proporcao 3:1 v/v. (129) Essa mistura ficou sob agitacdo magnética moderada por 4 horas. Em
seguida, a amostra de nanotubos de carbono com paredes maltiplas funcionalizados (NTCPMF)
foi filtrada a vécuo, sendo lavada com &gua purificada e secada em forno tipo mufla por 12
horas a 70 °C. (130)

As suspensdes foram preparadas em NTCPMF 1 mg mL™ com cada FcM a 1 mg mL™*
empregando dimetilformamida (DMF) como solvente na presenca de Nafion® 0,5 % (Naf.
0,5%). Para auxiliar a formacdo de suspensdo homogénea, a mistura foi posta em banho de
ultrassom por 30 minutos.

Para a preparacdo do eletrodo modificado, inicialmente, foi realizada uma etapa de
limpeza do CV. O procedimento de limpeza consistiu em polimento do eletrodo em suspenséo
de pasta diamante 3 pum, seguido por jateamento de &gua na superficie do eletrodo. Na
sequéncia, o eletrodo foi levado ao banho de ultrassom em meio de acetona e depois em agua
purificada, ambos por 3 minutos. No final da limpeza, o restante de agua foi removido da
superficie do CV pela passagem de Ny por 10 s. Em seguida, uma aliquota de 0,5 uL. de uma
das suspensdes (Naf.0,5%, NTCPM-Naf.0,5%, NTCPMF-Naf.0,5%, NTCPMF-FcCo-
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Naf.0,5%, NTCPMF-FcFe-Naf. 0,5% e NTCPMF-FcNi-Naf.0,5%) foi gotejada sobre a

superficie do CV. Finalmente, a secagem ocorreu a temperatura ambiente (2641 °C) por 1 hora.

3.3.3 Preparacdo do biossensor eletroquimico baseado na enzima lacase, nanotubos de
carbono de paredes multiplas e ftalocianinas metélicas

O primeiro biossensor eletroquimico foi construido a partir da adicdo de 2 pL da solugéo
composta da mistura de igual volume de solucdo de Lac 5 mg mL™ (condicdo otimizada,
correspondendo a 68 mU da enzima) e glutaraldeido 2% (Glu 2%) sobre a superficie do
eletrodo de CV previamente modificado com NTCPMF e FcCo, de acordo com o procedimento
descrito na secdo 3.3.2. Em seguida, o dispositivo foi levado ao dessecador para secagem a
temperatura ambiente (26+1 °C) por 1 hora. Na sequéncia, o biossensor foi imerso em tampéo
BR pH 5,0 por 10 minutos e depois estocado a 4 °C até sua utilizacdo. O mesmo procedimento
de lavagem e estocagem foi realizado apds o término dos experimentos em cada dia de trabalho.
O estudo foi relizado empregando o 2,2"-Azino-bis (3-etilbenzetiazolino-6-sulfonico) (ABTS)
como substrato. Apds a adicdo do substrato a célula eletroquimica, o sistema foi deixado em

repouso por 30 minutos para estabilizar a resposta do ABTS sobre o biossensor.

3.3.4 Preparacdo do biossensor eletroquimico baseado na enzima lacase e nanoparticulas de

ouro

O segundo biossensor eletroquimico foi preparado pela imobilizacdo da Lac sobre
eletrodo de Au modificado com NpAu. Antes da modificacdo, o eletrodo de Au foi polido em
alumina 0,3 um e 0,05 um e levado ao banho de ultrassom por 5 minutos em agua purificada.
Em seguida, o eletrodo foi imerso em solugédo piranha (H202:H,SQy, 1:3, v/v) por 10 minutos.
Entdo, realizou-se limpeza eletroquimica por VC na faixa de -0,2 a 1,5 VV a 100 mV s em
H,SO, 0,5 mol L™ até a obtencéo de perfil caracteristico.

Finalmente, NpAu foram eletrodepositadas em —0,2 \VV em solucéo de HAuCl, 1,0 x 1073
mol L™ em KNO; 0,1 mol L™ previamente desaerada com N por 10 minutos, para obtencdo
do eletrodo Au/NpAu. O tempo de eletrodeposicéo foi variado entre 60 e 250 s. O estudo da

otimizacdo da obtencdo das NpAu foi realizado a partir da avaliagéo do efeito do tempo de
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eletrodeposicdo sobre a intensidade da I, para a mistura equimolar de Ks[Fe(CN)s] e
K4[Fe(CN)e] 1,0 x 10° mol L™ em meio de KCI 0,1 mol L™* sobre Au/NpAu.

Ap0s a eletrodeposicdo das NpAu, a superficie do eletrodo foi seca pela passagem de
N2). Depois, aliquota de 5 pL da solugéo contendo Lac 12,4 mg mL™ foi depositada sobre
AU/NpAuU, seguida pela adicdo de 5 uL da solucdo de Glu 2% para promover a imobilizacdo da
enzima, (131,132) evitando sua lixiviagdo para a solugdo eletrolitica, no momento da realizacdo
dos experimentos voltamétricos. Glu tem a capacidade de fazer ligacbes cruzadas com proteinas
(cross-linking), sendo eficiente para imobilizacdo de biomoléculas. (133) Dando continuidade, o
biossensor eletroquimico Au/NpAu/Lac-Glu.2% foi deixado sob refrigeracdo por 12 horas.
Finalmente, ap0s a secagem, o eletrodo foi lavado com tampédo BR pH 5,0 e estocado a 4 °C até
sua utilizacdo. O mesmo procedimento de lavagem e estocagem foi realizado sempre apds o

término dos experimentos em cada dia de trabalho.
3.4 Metodologia

VC foi empregada para avaliar o comportamento eletroquimico das moléculas em
estudo. VOQ foi utilizada no desenvolvimento dos procedimentos eletroanaliticos. (31) Para os
experimentos realizados para EDS sobre HMDE foram adicionados 20 mL do eletrolito de
suporte a célula eletroquimica e, em seguida, a solucéo foi desaerada com Ny por 10 minutos.
Esse procedimento foi realizado para evitar a ocorréncia da reacdo de reducdo do oxigénio na
superficie do mercdrio que, consequentemente, competiria com a resposta eletroquimica da
espécie de interesse. Para os demais sistemas, foram adicionados 10 mL do eletrélito de suporte.

Apos estabelecimentos das condicfes otimizadas, as curvas analiticas em eletrolito de
suporte foram construidas pela adicdo de aliquotas da solucdo padrdo na célula eletroquimica.
Os experimentos de recuperacdo nas amostras reais foram realizados empregando o método da
adicéo de padréo.

EIE foi empregada para avaliar o comportamento redox e o efeito da modificacdo da
superficie do CV com NTCPMF e com FcM na resposta eletroquimica do TBZ. Para tal, usou-
se TBZ 1,2 x 10* mol L™ em tamp#o BR. Para a caracterizacdo do biossensor eletroquimico
baseado em Lac, os experimentos de EIE foram realizados em K;[Fe(CN)s] e K4[Fe(CN)s] 1,0 x
10~° mol L™ em meio de KCI 0,1 mol L™. (134,135)
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Os resultados obtidos pelo procedimento eletroanalitico para TBZ foram comparados
com os obtidos por UV-Vis em 302 nm e por CLAE, com a fase movel operando em modo
isocrético, consistindo na mistura de tampéo fosfato pH 3,5 e metanol na propor¢édo (54:46, v/v)
e a coluna mantida a 30 °C. O fluxo da fase mével foi 1,5 mL min* e o volume de injec&o de
amostra foi 20 uL. O detector operou com dois diferentes comprimentos de onda: 254 nm e 300
nm. (136)

Para auxiliar na elucidacdo do mecanismo de oxidacdo do TBZ foram realizados
experimentos de CG-EM, em que o volume de injecdo foi 1 uL e o gas de arraste foi hélio a 0,7
mL min. A programacdo de aquecimento do forno teve inicio em 60 °C por 1 minutos; em
seguida, a temperatura foi elevada a 290 °C a 15 °C min*, permanecendo nesta temperatura por
3 minutos. O detector de EM operou no modo SCAN a 300 °C e o método de ionizagdo

empregado foi o de impacto de elétrons com corrente de emisséo de 70 eV.
3.5 Aplicacéo da metodologia eletroanalitica
3.5.1 Determinacao de endossulfam em amostras de cana-de-acUcar, tomate e aguas naturais

As amostras foram adquiridas na regido metropolitana de Fortaleza-CE. Inicialmente, as
amostras de cana-de-agUcar foram trituradas em moedor mecénico e o caldo obtido foi filtrado
com papel quantitativo (porosidade 28 pm, permeabilidade 55 L/s m?). O material filtrado foi
centrifugado a 4000 rpm por 10 minutos. Em seguida, o sobrenadante foi misturado com etanol
de pureza analitica na proporcao 1:1. Entdo, uma aliquota foi adicionada a célula eletroquimica
contento eletrdlito de suporte. As amostras de tomate foram trituradas com auxilio de mixer. Na
sequéncia, empregou-se procedimento semelhante ao descrito para o caldo de cana-de-acUcar.

As amostras de aguas naturais foram coletadas no acude Pacajus, localizado na cidade
de Pacajus-CE, que é responsavel pelo abastecimento de agua para a regido metropolitana de
Fortaleza. A segunda amostra de agua foi coletada do agcude Acarape do Meio, localizado na
cidade de Redencao-CE. Esta Ultima se trata de area urbana marcada pelo alto grau de poluicéo,
devido ao descarte de esgoto doméstico e as praticas agricolas, tais como cultivo de banana,
feijdo e milho. As amostras de agua foram coletadas em frascos, filtradas com auxilio de filtro

de fibras de vidro de 0,45 um de porosidade e mantidas sob refrigeragéo (x 5 °C). Para 0s
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experimentos, as amostras de agua foram utilizadas para a preparacao do eletrolito de suporte.
Os experimentos voltamétricos foram realizados sem a necessidade de etapas de preé-tratamento
da amostra. Os estudos foram realizados sobre as superficies: HMDE e CV/NTCPMF-FcCo-
Naf.0,5%/Lac-Glu.2%.

3.5.2 Determinacao de tiabendazol em amostras de cana-de-agucar, manga e aguas naturais

As amostras de cana-de-agUcar e 4guas naturais passaram pelo procedimento semelhante
ao descrito na secdo 3.5.1. As amostras de manga para analises foram adquiridas em
supermercado na regido metropolitana de Fortaleza-CE. Para o preparo das amostras de manga,
empregou-se 0 método QUEChERS, com a seguinte composic¢do: 6 g MgSO, + 1,5g NaCl + 1,5
g citrato de sodio dihidratado. A coluna de clean-up consistiu de MgSO,4 150 mg + PSA 150
mg. As amostras foram previamente trituradas com auxilio de mixer e aproximadamente 15 ¢
foram pesados em tubo de Falcon®, com posterior adicdo de 15 mL de acetonitrila. O sistema
foi manualmente agitado de modo moderado por 3 minutos. Entéo, a mistura foi adicionada ao
tubo de QUEChERS e agitada por mais 3 minutos. Na sequéncia, foi realizada a centrifugacao
por 5 minutos a 4500 rpm. O sobrenadante foi retirado e o solvente foi evaporado com auxilio
de rotaevaporador. O sélido obtido foi dissolvido em 2 mL de acetonitrila e entdo adicionado na
coluna do clean-up. Apds esta etapa, o solvente foi evaporado e a amostra foi redissolvida em
tampdo BR, com pH ajustado de acordo com a condicdo otimizada para cada sistema estudado.
Os eletrodos empregados para anélise de TBZ foram: EDDB, CV/NTCPMF-FcCo-Naf.0,5% e
CVINTCPMF-FcCo-Naf.0,5%/Lac-Glu.2%.

3.5.3 Determinacao de formetanato em amostras de manga e de uva

As amostras de manga e uva foram adquidas em supermercados da regido metropolitana
de Fortaleza-CE e da cidade do Porto-Portugal. O método QUEChERS foi empregado para o
preparo das amostras, seguindo procedimento similar ao descrito na se¢do 3.5.2. As
determinacfes de FMT nas amostras de manga e de uva foram realizadas sobre EDDB,
CVINTCPMF-FcCo-Naf.0,5% e Au/NpAu/Lac-Glu.2%.
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3.6 Estudos quimico-computacionais

O estudo conformacional foi feito pelo programa Forcite e para os calculos foi usado um
campo de forca Universal, com 250 ciclos de annealing, cada um com cinco rampas de
aquecimento e 100 passos dindmicos por rampa, totalizando, assim, 125.000 estruturas
calculadas. A temperatura foi variada entre 300 e 350 K e as cargas iniciais foram atribuidas
pelo campo de forca. No estudo das propriedades moleculares, o programa DMOL3 foi
utilizado para o calculo de relaxamento de geometria, modos vibracionais, energia dos orbitais
de fronteira, analise populacional e densidade de estados eletronicos. A Teoria do Funcional da
Densidade (DFT, do inglés Density Functional Theory) foi empregada no calculo, sendo
realizada a aproximacgdo de gradiente generalizado (GGA, do inglés generalized gradient
approximation) e o funcional de gradiente corrigido BLYP.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Estudo eletroanalitico de endossulfam sobre eletrodo de gota pendente de mercurio

4.1.1 Comportamento eletroquimico do endossulfam sobre eletrodo de gota pendente de

mercurio e influéncia do pH do meio

Inicialmente foram realizados experimentos de VOQ para EDS 2,43 x 10 mol L™
sobre HMDE em meio de tamp&o BR na faixa de pH de 2,0a11,0com f=100s*, a=50mV e
AEs =2 mV. A razdo pela escolha do tampéo BR foi baseada em sua ampla regido tamponante.

A Figura 6 apresenta a relacéo entre I,, E, e pH obtida para esse sistema.

Figura 6 — Relacdo entre corrente de pico, potencial de pico e pH obtida a partir dos
voltamogramas de onda quadrada para EDS 2,43 x 10> mol L™ em meio de tamp#&o BR sobre
HMDE comf=100s !, a=50mV e AE;=2mV, e as respectivas barras de erros calculadas
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Fonte: Elaborada pelo autor.

No intervalo de pH estudado, foi observado um processo de redugéo caracterizado como
quase-reversivel, com a relagdo entre E, e pH ndo sendo linear, indicando que etapas que

envolvem prétons na etapa determinante da reacdo nao fazem parte do mecanismo da reacéo.
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(137) Este comportamento esta de acordo com o indicado na literatura para reacdes de reducédo
eletroquimica envolvendo halogénios. (138) A relagdo entre I, e pH apresenta um maximo em
pH 4,0, seguido pela diminuicdo da intensidade da I, com o aumento do pH. Tal diminuigdo e
devido a reacdo de hidrélise do EDS, que € favorecida a medida em que o meio se torna basico.
(73) Assim, o eletrdlito de suporte com pH 4,0 foi selecionado para o desenvolvimento do
procedimento eletroanalitico de determinacéo de EDS.

As condigdes béasicas em pH 11,0 foram suficientes para promover a formacdo do
produto da reacdo de hidrdlise do EDS, em concentracdo aprecidvel para ser detectada no
experimento voltamétrico. Consequentemente, neste meio foi possivel observar a presenca de
dois processos de reducdo. A diferenca do comportamento eletroquimico de EDS nas condicGes
de eletrolito de suporte e de pH otimizados, em que ocorre reacdo de hidrolise, pode ser
observada pela avaliacdo das componentes de corrente da VOQ. Os perfis voltamétricos para
EDS 2,43 x 10> mol L™* sobre HMDE em meio de tamp&o BR pH 4,0 e 11,0 empregando VOQ

comf=100s", a=50mV e AEs = 2 mV podem ser visto na Figura 7.

Figura 7 — Voltamogramas de onda quadrada com a indicagdo das componentes de corrente
para EDS 2,43 x 10> mol L™ sobre HMDE com f = 100 s, a =50 mV e AE; = 2 mV em meio
de tampédo BR (A) pH 4,0 e (B) pH 11,0

(A)
0,61 —— Direta
—— Reversa
0,3 Resultante
< 0,0 / T = ——
3 1 ‘
= -0,3-1 s‘
0,6 |
0,9 \,

16 -14 -12 -10 -08 -06 -04
E/V



71

(B)

0,10
] —— Direta
0,05 —— Reversa
Resultante

0,00 = —

< ]
= -0,05-

-0,10 1

-0,154

'0,20 T T T T T T T T T T T
-16 -14 -12 -10 -08 -06 -04

Fonte: Elaborada pelo autor.

Os estudos eletroquimicos apresentados na literatura empregando voltametria ciclica e
voltametria de pulso diferencial sugerem que EDS € reduzido irreversivelmente sobre a
superficie do mercurio. (73) No entanto, como pode ser observado na Figura 7, os resultados
indicam gue o mecanismo de reducdo do EDS ndo é irreversivel.

Pela analise da componente resultante em pH 4,0, observa-se um processo de reducao
em torno de —1,1 V acompanhado da presenca de um segundo processo em potencial mais
negativo. Apesar da componente resultante indicar a presenca de dois processos de reducao bem
definidos, o que na verdade esta sendo observado é que, devido a separacdo existente entre as
componentes de corrente direta e reversa, 0 segundo processo € relativo a contribuicdo da
componente reversa; isso porque a componente resultante € obtida pela subtracdo das
componentes direta e reversa. Este comportamento é tipico de reagfes que ocorrem com
espécies imobilizadas sobre a superficie do eletrodo.

Pela teoria da VOQ, verifica-se que o valor do coeficiente de transferéncia de carga (o)
nédo afeta de forma significativa a separacéo das componentes direta e reversa, em sistemas tal
como o observado na Figura 7 (A). (139) No entanto, a razdo entre as correntes W,1/¥p, (Wp1 €

W, séo as correntes de pico dos processos que aparecem nos potenciais mais negativos e mais
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positivos, respectivamente) depende de a.. De acordo com o modelo, a dependéncia linear entre

logartimo da razdo ¥,,,/'¥p; e o € dada pela equagéo 1.

v
log (iﬂ —~1,3205 o - 0,723 1)
[ ¥e2

<

em que ¥, e ¥p, sdo as intensidades de corrente de pico das componentes reversa e direta,
respectivamente. Assim, essa dependéncia pode ser usada para estimar o valor de o. Portanto,
considerando as condiges f = 100 s, a = 50 mV e AEs = 2 mV, o valor calculado da razéo
W1/ 'y € igual a 0,65, proporcionando o = 0,40. Esse resultado pode ser ratificado por outros
trabalhos na literatura, que apresentaram a < 0,5 para processos quase-reversiveis. (140,141)

Em pH 11,0, observa-se a presenca de dois processos de reducgéo (c; e ¢;) com reduzida
separacao dos potenciais de pico, justificando a formacéo de endossulfanodiol por hidrélise do
EDS. De acordo com Raviejo e colaboradores, o endossulfanodiol pode ser reduzido
eletroquimicamente sobre a superficie de mercurio em valores mais negativos de potencial que
os relativos ao EDS. (74) Portanto, o processo ¢; de menor intensidade é referente ao EDS
remanescente na solucao e o processo ¢, corresponde ao endossufanodiol.

Na sequéncia, a influéncia da velocidade de varredura (v) sobre a I, de redugdo do EDS
2,43 x 10> mol L™ sobre HMDE em meio de tampdo BR pH 4,0 foi estudada entre 20 e 400
mV s . Observa-se relagdo linear entre I, e v, de acordo com I, = 1,62 x 10° £ 2,40 x 10 *° +
472 x 10™ + 225 x 10 v com R = 0,9961, indicando a adsorcdo do reagente sobre a
superficie do eletrodo. Esta concluséo pode ser confirmada pela relacéo linear entre log (lp) e
log (v) representada pela equaco log (~l,) = 9,76 + 1,14 x 10> + 0,79 = 2,69 x 10°° log (V)
com R = 0,9988. A relagdo linear obtida apresenta inclinacdo de 0,79, sendo bem préximo do
valor intermediario de 0,75 para sistemas em que ha controle misto, ou seja, envolvendo difusédo

e adsorcdo. (142)
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4.1.2 Estudos dos parametros da voltametria de onda quadrada

Os estudos dos parametros da VOQ representam uma importante ferramenta do ponto de
vista analitico e de discussdo do mecanismo de reacdo, possibilitando até a obtencdo de
informacdes cinéticas dos processos de transferéncia de carga. (143) Para a otimizacdo dos
parametros da VOQ para EDS 2,43 x 10° mol L™ sobre HMDE em meio de tamp&o BR pH
4,0, os valores de f, a e AE; foram avaliados entre 25 e 400 s, 5e50 mV e 1l e 7 mV,
respectivamente.

Os resultados sugerem que o aumento nos valores de f implica em aumento dos valores
de 1,, com relagdo linear entre I, e f no intervalo de 25 a 200 s*. De acordo com o modelo
tedrico proposto para VOQ, esta dependéncia é indicativa de reacdes redox que ocorrem com
espécies adsorvidas na superficie do eletrodo. (144) No entanto, ndo se observa relacdo linear
entre E, e log f, estando de acordo com os critérios diagnosticos da VOQ para processos quase-
reversiveis. (143) Assim, para o procedimento eletroanalitico, o valor 200 s foi considerado
como otimizado. A relagdo entre 1,/f*? e 1/f obtida para EDS 2,43 x 10° mol L™ sobre HMDE

em meio de tampdo BR pH 4,0 esta apresentada na Figura 8.

Figura 8 — Relacdo entre razdo corrente de pico/raiz quadrada da frequéncia e inverso da
frequéncia obtida a partir dos voltamogramas de onda quadrada para EDS 2,43 x 10> mol L™
em tamp&o BR pH 4,0 sobre HMDE. Valores de frequéncia no intervalo de 25 a 400 s *, a = 50
mV e AEs=2 mV
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Fonte: Elaborada pelo autor.
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O resultado apresentado na Figura 8 indica que a caracteristica de processo quase-
reversivel pode ser confirmada pela relacdo obtida entre a razdo corrente de pico da componente
resultante e raiz quadrada da frequéncia (1,/f?) versus o inverso da frequéncia (1/f), que exibe
um méaximo conhecido como maximo quase-reversivel (fmax). (145) O valor do méximo quase-
reversivel pode ser usado para calcular a constante de transferéncia de carga (ks), de acordo com

a equacao 2.
Ks = Kmax - fmax (2)

em que kmax € 0 parametro cinético critico calculado teoricamente. (146) O valor kmax Usado é
1,18 + 0,05 com a seguinte condicdo de contorno: 0,25 < a < 0,85. Considerando fpa = 300 s,
o valor de k, é igual a 354 + 15 5.

O estudo da variagédo de a apresenta correlacéo linear entre I, e a no intervalo de 5 a 20
mV; apos esse valor, observa-se a diminuicéo da I,. O estudo do incremento de potencial exibe
correlagdo linear entre I, e AEs na faixa de 2 a 4 mV, e para AEs > 4 mV ndo ha contribui¢éo
significativa para o aumento da I,. Assim, as condi¢des otimizadas para a determinagdo do EDS
sobre HMIDE em meio de tamp&o BR pH 4,0 sd0 f =200s ™, a=20 mV e AE;=4 mV.

Experimentos de VOQ para EDS sobre HMDE nas condi¢des otimizadas exibem
processo de redugdo bem definido e valor de I, da componente reversa se apresenta em torno de
80% menor que I, da componente direta. Outro resultado interessante observado é o
desaparecimento da separacdo das componentes de corrente direta e reversa, indicando que a
mudanca nos parametros pode promover alteragdes nos perfis voltamétricos. De acordo com
Mirceski e Lovri¢, se 0 parametro cinético K (K = ks / f, pardmetro cinético adimensional)
diminui, os valores de potencial das componentes também diminuem e, como consequéncia, a
separacdo das componentes desaparecem, caracterizando reacdo redox quase-reversivel. (139)
Deste modo, a componente resultante foi selecionada para o desenvolvimento do procedimento

eletroanalitico para determinacdo de EDS.
4.1.3 Proposta de mecanismo de redugéo do endossulfam

Nos ultimos anos, 0s métodos quimico-computacionais tém sido empregados como

ferramenta complementar aos estudos eletroquimicos. As aplicagdes incluem, por exemplo, a
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criacdo de modelos de interacdo analito e superficie eletrodica e obtencdo de informactes
acerca do mecanismo da reacao. (147 - 151)

Neste contexto, 0os métodos quimico-computacionais foram aliados aos resultados
obtidos por VOQ para descrever uma proposta de mecanismo de reducéo do EDS sobre HMDE.
A molécula de EDS possui atomos de cloro distribuidos em diferentes posi¢cdes da molécula,
representando diferentes sitios para a reducdo da ligacdo cloro-carbono. (117) A primeira parte
dos estudos quimico-computacionais foi direcionada para descrever a distribuicdo dos orbitais
moleculares desocupados de mais baixa energia (LUMO, do inglés Lowest Unoccupied
Molecular Orbital), pois, estes sdo os responsaveis pelo recebimento dos elétrons resultantes da
reducdo eletroquimica. A segunda estratégia consistiu em remover o atomo de cloro de
diferentes posi¢cdes da molécula, simulando a reagdo de reducdo e, em seguida, as energias das
espécies foram calculadas para avaliagdo da forma mais estavel. A Figura 9 ilustra os orbitais
LUMO para EDS e os orbitais LUMO acompanhados da distribuicdo da densidade eletrénica
para a molécula apds o primeiro processo de reducao.

Pode ser observada pela Figura 9 (A) que a molécula do EDS, antes do processo de
reducédo, apresenta maior contribuicdo dos orbitais LUMO sobre a ligagdo C(7)-Cl, indicando
que este é o provavel sitio de reducédo. Os célculos realizados para EDS ap0s a primeira reducéo
envolvendo um elétron indicam que a estrutura mais estavel é aquela proveniente da remocao
do atomo de cloro ligado ao C(7). A Figura 9 (B) atesta que os orbitais LUMO e a densidade
eletrdnica se encontram mais concentrados sobre o C(7), indicando que a reacdo eletroquimica
ainda pode prosseguir. De acordo com a literatura, o produto final da reducdo do EDS envolve a
substituicdo do atomo de CI por um atomo de H com a participacdo total de dois elétrons. Os
calculos quimico-computacionais ainda sugerem que a substituicdo do 4&tomo de Cl por H para
formar a ligagdo C(7)-H proporciona a estrutura mais estdvel, com mais baixa energia,
confirmando que o sitio preferencial da reacéo ¢ a ligacao C(7)-Cl.

Com base nos resultados experimentais e tedricos aqui apresentados, apresenta-se
proposta inédita para 0 mecanismo de reducdo do EDS sobre HMDE em meio acido, que pode

ser vista na Figura 10.
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Figura 9 — (A) Representacdo dos orbitais LUMO para a molécula do EDS. (B) Distribuicéo da
densidade eletronica para a molécula de EDS apds a remocéo do primeiro elétron. Carbono
(cinza), hidrogénio (branco), oxigénio (vermelho), cloro (verde) e enxofre (amarelo).
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Fonte: Elaborada pelo autor.
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Figura 10 — Proposta de mecanismo de reducéo do EDS sobre HMDE em tampdo BR 4,0
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Fonte: Elaborada pelo autor.

Em meio &cido, a reacdo envolve duas etapas. Na primeira etapa ha formacéo da espécie
radicalar em funcdo da reducdo do atomo de cloro ligado ao C(7), com a participacdo de um
elétron. Esta € a etapa determinante da reacdo, pois ndo ha participacdo de proton no
mecanismo, como foi demonstrado nos estudos do pH do meio. Na sequéncia, uma fracdo das
espécies radicalares formadas sdo oxidadas dando origem a componente reversa nos
voltamogramas de onda quadrada. As espécies radicalares que ndo sdo oxidadas sdo reduzidas
com a participacao de mais um elétron e um préton.

Em meio basico, a presenca do segundo pico em potenciais mais negativos corresponde
ao endossulfanodiol originado pela hidrélise do EDS. A proposta do mecanismo de reducdo

para EDS sobre HMDE em meio basico pode ser vista na Figura 11.



Figura 11 — Proposta de mecanismo de reducdo do EDS sobre HMDE em tampéo BR 11,0
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4.1.4 Curvas analiticas para endossulfam sobre eletrodo de gota pendente de mercuario

Com os pardmetros voltamétricos da VOQ otimizados, f = 200s™, a = 20 mV e AE, = 4
mV, foram construidas curvas analiticas para EDS sobre HMDE em tampdo BR pH 4,0,
empregando adicdo de padrdo. A Figura 12 apresenta os voltamogramas de onda quadrada
obtidos para diferentes concentracdes de EDS acompanhadas da correlagdo linear entre I, e

concentragéo de EDS.

Figura 12 — Voltamogramas de onda quadrada para EDS em meio de tampdo BR pH 4,0 sobre
HMDE, com f=200s?, a =20 mV, AEs= 4 mV e concentracdes de EDS variando de 1,54 x
107 a 1,57 x 10™° mol L™. Na insercio, tem-se a curva analitica média com as respectivas
barras de erro
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Fonte: Elaborada pelo autor.

Observa-se regido de linearidade entre 1,54 x 10" e 1,57 x 10> mol L™, com a equaco
da reta e os respectivos intervalos de confianca de 95 %: —I, = —3,45 x 10°+289x107° + 1,88
x10° + 3,85 x 10 [EDS] com R = 0,9996. O intercepto da equacdo apresenta valor negativo,
quando o valor considerado como real € zero. Pelo teste de significancia (152), o valor do

tcalculado € 3,11, sendo menor que 0 teitico de 4,30, indicando que ndo ha diferenca significativa
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entre o valor de intercepto médio obtido experimentalmente e o valor critico. Pelas curvas

analiticas, os valores de LD e de LQ foram calculados pelas equaces: (152)

3s /

LD = ;‘y (3)
10s /

Q= —~ @

em que Sy, € 0 desvio padréo da regresséo linear e b é a inclinacéo da curva analitica. O valor

de Sxy foi calculado a partir da seguinte equagéo: (152)

SX/y - ()

em que y; € a resposta para um determinado nivel de concentragdo, y é o valor correspondente

estimado a partir da curva analitica e n; € o numero de pontos utilizados na curva analitica.

A Tabela 2 apresenta as figuras de mérito calculadas para a determinacéo eletroanalitica
de EDS sobre HMDE em meio de tampdo BR pH 4,0, com regides de linearidade (RL), equacéo
da curva analitica, intervalo de confianca do intercepto (IC,), intervalo de confianca da
inclinacdo (ICy), R, desvio padrdo do intercepto (S,), desvio padrdo da inclinacdo (Sp), LD, LQ,
repetibilidade e reprodutibilidade.

O valor de LD calculado foi 0,121 mg kg, estando no intervalo de LMR (0,01 a 1,0 mg
kg™) recomendado para EDS pela ANVISA. (56) A precisio foi avaliada com base na
reprodutibilidade envolvendo cinco medices em diferentes solucdes contendo EDS 1,54 x 10°°
mol L™ em dias diferentes, com valores de DPR inferiores a 3,5%. A precisdo das medidas
também foi avaliada a partir de dez réplicas realizadas no mesmo dia em solugdo contendo EDS
1,54 x 10° mol L™, resultando em DPR inferiores a 5,0%. Os reduzidos valores de DPR
indicam precisdo do procedimento, significando que o mesmo pode ser utilizado na

determinagdo de EDS em amostras complexas.
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Tabela 2 — Parametros calculados para a determinacdo eletroanalitica de EDS
sobre HMDE em meio de tampé&o BR pH 4,0

Parametro Valor
RL/mol L™ 1,54%x10 72157 x 10 °mol L'
Equacao da curva —1,=-3,44x10"° + 1,88 x 10 * [EDS]
ICa +289x107
ICy +3,85x10"
R 0,9996
Sa 1,92 x10° A
Sh 4,81 x 10 *Amol 'L
LD (mol L) 2,97 x 10 " (120,80 ppb)
LQ (mol L™ 9,98 x 10 " (406,2 ppb)
%DPR (*) 4,98
%DPR (**) 3,47

Fonte: Elaborada pelo autor. (*) Repetibilidade; (**) Reprodutibilidade

E importante ressaltar que EDS estd em processo de exclusdo do mercado brasileiro,
tendo seu uso proibido. No entanto, EDS é considerado como pesticida altamente persistente no
meio ambiente. (10,18) Além disso, devido & sua eficiéncia como defensivo agricola, podera ser
comercializado por muito tempo no mercado negro. O resultado é que o desenvolvimento de

procedimentos para analise de EDS ainda se justificara por muitos anos.

4.1.5 Determinacdo de endossulfam sobre eletrodo de gota pendente de mercdrio em

amostras de cana-de-agUcar, tomate e aguas naturais

Para avaliar a aplicabilidade do procedimento proposto para a determinacdo de EDS,
realizou-se ensaios de recuperagdo em amostras de cana-de-agUcar, tomate e &guas naturais
provenientes do acude Pacajus. Os ensaios de recuperagdo nas amostras foram realizados com
fortificagbes em trés niveis de concentracdo de EDS (correspondentes as concentragdes entre o
terceiro e 0 décimo pontos da curva analitica), com os resultados apresentados na Tabela 3.

As amostras de aguas naturais foram caracterizadas pelos parametros fisico-quimicos

utilizados para avaliar a qualidade de aguas naturais. As andlises foram realizadas no
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Laboratorio de Quimica Ambiental (LAQA) da Universidade Federal do Ceara. Os parametros
foram clorofila a (2,40 ug L™Y), nitrogénio total (2,52 mg L), fosfato total (0,029 mg L) e
fosfato (0,260 mg L™). A presenca de fosforo e de nitrogénio pode ter como consequéncia o
aparecimento e a proliferacdo de macréfitas aquaticas, que sdo consideradas bioindicadores de
materia organica em decomposicdo. 1sso representa um sério risco para biota aquatica, devido a
ameaca de hipdxia no ambiente. (153) Portanto, considerando a determinacdo direta de
pesticidas em &guas naturais, é necessario que o método analitico seja seletivo, devido a

complexidade da matriz ambiental.

Tabela 3 — Determinacdo eletroanalitica de EDS sobre HMDE em amostras de
cana-de-acgUcar, tomate e aguas naturais provenientes do agude Pacajus

Cana-de-agucar
[EDS]adgicionaga / Mol L 1,54x10° 3,07x10° 6,09 x 10°
[EDS]ecuperada / mol L™ 1,47x10° 2,99 x 10° 5,98 x 10°

Intervalo de confianca +0,15x10°| +0,29x10° |+0,21x10°

% Recuperacéo 95,60 97,40 98,20
% DPR 4,08 3,98 1,40
Tomate

[EDS]adgicionaga / Mol L 3,07x10° 6,09 x 10° 9,08 x 10°
[EDS]recuperada / Mol L™ 3,10x10° 5,99 x 10 ° 8,95x 10°°
Intervalo de confianca +0,23x10°| +0,67x10° |+0,80x10°
% Recuperagéo 101,10 98,30 98,60
% DPR 3,00 4,53 3,60

Acude Pacajus
[EDS]agicionaga / Mol L™ 1,53x10° 459x10° 7,63x10°

[EDS]recuperada / Mol L™ 1,40x 10° 416 x10° 7,21x10°
Intervalo de confianca +0,14x10°| +042x10° |[+0,64x10°
% Recuperagéo 91,82 90,52 94,53

% DPR 4,10 4,11 3,55

Fonte: Elaborada pelo autor.
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Os resultados indicam que ndo ha diferenca significativa entre a inclinacdo das curvas
obtidas no eletrolito de suporte e nas amostras. Para confirmar este comportamento, tratamentos
estatisticos foram realizados pelo teste t pareado. Os valores de tcaculago foram 3,78 e 2,92 para
cana-de-agUcar e aguas naturais, respectivamente, menores que o valor tedrico (twerico = 4,30 ) a
um nivel de confianca de 95 %, confirmando que as inclina¢fes das curvas obtidas nas amostras
foram semelhantes a do eletrolito de suporte.

Os resultados apresentados na Tabela 3 exibem valores de recuperacdo entre 90,52% e
101,10% com DPR variando de 1,40 % a 4,53 %. Os valores de DPR foram menores que 5,0%,
indicando boa precisdo nos experimentos de recuperacdo. Quanto a avaliacdo dos percentuais de
recuperacdo, obteve-se valores satisfatorios, dentro da faixa aceitavel para procedimentos
analiticos (70 a 130%). (154,155) Portanto, a partir destes resultados, pode-se concluir que o
procedimento proposto empregando VOQ ¢ adequado para a quantificacdo de EDS em amostras

complexas, tais como, cana-de-acUcar, tomate e aguas naturais.

4.2 Biossensor eletroquimico baseado na enzima lacase, nanotubos de carbono e

ftalocianina de cobalto para a determinacéo do pesticida endossulfam

NTC tém sido usados na construcao de diferentes tipos de sensores e biossensores em
funcdo de suas propriedades mecanicas, elétricas e geometria. (156 - 158) Nanomateriais atuam
como suportes para imobilizacdo de enzimas, por sua elevada area superficial, resisténcia a
transferéncia de massa, efetivo de ancoramento e biocompatibilidade. (159) A utilizacdo de
NTC em conjunto com mediadores de transferéncia de carga, tais como ftalocianinas metélicas,
proporcionam significativo aumento da atividade eletrocatalitica, sensibilidade, estabilidade e
biocompatibilidade frente a imobilizacdo de enzimas. (160) Até a realizacdo desta parte do
trabalho, ndo foram encontrados trabalhos relacionados ao desenvolvimento de biossensores
enzimaticos baseados na imobilizagdo da enzima Lac sobre eletrodos modificados com
NTCPMF e FcCo.

Tratando especificamente com o0s biossensores eletroquimicos, observa-se sua aplicacéo
em inimeros propositos analiticos incluindo: determinacdo da atividade antioxidante, analise de

moléculas de interesse bioldgico e substancias que podem prejudicar a saude humana e 0 meio-
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ambiente. Os avangos nos estudos de desenvolvimento de biossensores levaram esses
dispositivos a serem considerados como alternativas promissoras para o desenvolvimento de
metodologias analiticas vidveis para 0 monitoramento de pesticidas no meio ambiente e em
amostras de alimentos. A estratégia de deteccdo dos pesticidas empregando biossensores
enzimaticos é possibilitada principalmente devido ao principio de inibicdo da atividade da
enzima. (50)

Assim, aqui se tem o desenvolvimento do biossensor CV/NTCPMF-FcCo-Naf.0,5%/Lac
para a determinacdo do pesticida organoclorado EDS baseado no fendmeno de inibicéo
enzimatica. (50) Também fundamentado em revisbes prévias, ndo foram encontrados estudos
com 2,2"-Azino-bis (3-etilbenzetiazolino-6-sulfénico) (ABTS) como substrato em sistemas
enzimaticos para a deteccdo de pesticidas pelo fendmeno de inibicdo. Além disso, ABTS
apresenta vantagens, tais como estabilidade, atoxicidade e afinidade com a enzima Lac.

Portanto, os estudos foram realizados empregando o ABTS como substrato.

4.2.1 Parametros que influenciam a resposta do biossensor eletroquimico baseado na lacase

Inicialmente, realizou-se experimentos de VC para avaliar o comportamento
eletroquimico do ABTS 5,66 x 10> mol L™ sobre diferentes eletrodos modificados com
NTCPM e FcCo, sem a enzima Lac (CV/NTCPMF-FcCo-Naf.0,5%) e com a enzima Lac
(CVINTCPMF-FcCo-Naf.0,5%/Lac). No intuito de avaliar a influéncia da adi¢cdo de outras
espécies a solucdo da enzima Lac, para auxiliar a imobilizacdo da enzima sobre o eletrodo
previamente modificado, foram avaliados os efeitos da presenca de Glu.2% e Naf.2%. (132) A
Lac apresenta atividade enziméatica maxima entre pH 4,0 e 5,0. No entanto, outros biossensores
baseado nesta proteina imobilizada em matrizes compostas por nanomateriais apresentaram
resposta maxima em tampdo BR pH 5,0. (161) Assim, os estudos iniciais foram realizados em
meio de tamp&o BR pH 5,0. Os voltamogramas ciclicos para ABTS 5,66 x 10 mol L™ sobre
CV/NTCPMF-FcCo-Naf.0,5%, CV/NTCPMF-FcCo-Naf.0,5%/Lac, = CV/NTCPMF-FcCo-
Naf.0,5%/Lac-Naf.2% e CV/NTCPMF-FcCo-Naf.0,5%/Lac-Glu.2% em meio tampdo BR pH

5,0 com v =10 mV s * sd0 mostrados na Figura 13.
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Figura 13 — VVoltamogramas ciclicos para ABTS 5,66 x 10> mol L™ sobre CV/NTCPMF-FcCo-
Naf.0,5%, CV/NTCPMF-FcCo-Naf.0,5%/Lac, CV/NTCPMF-FcCo-Naf.0,5%/Lac-Naf.2% e
CV/NTCPMF-FcCo-Naf.0,5%/Lac-Glu.2% em meio de tamp&o BR pH 5,0 com 10 mV s
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Fonte: Elaborada pelo autor.

ABTS sobre eletrodo na auséncia da enzima (CV/NTCPMF-FcCo-Naf.0,5%) apresentou
um par redox com diferenca entre os potenciais de pico catodico (Epc) e anodico (Epa), AEp = Epc
— Epa = 59,5 mV, estando coerente com os critérios diagnosticos da VC, que apontam diferenca
de 60 mV para processos reversiveis com a participacdo de um elétron. (162)

Ao adicionar a enzima Lac sobre eletrodo previamente modificado com NTCPMF e
FcCo (CVINTCPMF-FcCo-Naf.0,5%/Lac) foi observada a mudanca no perfil voltamétrico do
ABTS, sendo marcada pela presenca do processo de reducdo mais definido, iniciado em torno
de 0,55V, que é caracteristico da acdo catalitica da Lac exercida sobre ABTS. (163)

Esse processo foi atribuido a reducdo eletroquimica do produto da reacdo, que se deu
entre enzima e substrato (ABTS). Estes resultados fornecem indicios de que a matriz NTCPMF-
FcCo foi biocampativel com a proteina e que conseguiu, por meio de interagdes do tipo n-,
imobilizar a enzima sobre a superficie do eletrodo.

No entanto, quando o biossensor foi preparado a partir da solucéo de Lac na presenca de
Naf. 2% se observou que o perfil voltamétrico foi semelhante ao sistema na auséncia da enzima.

Isso pode ser explicado pela lixiviagdo da enzima, quando o biossensor entrou em contato com
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a solucdo do tampdo, em funcéo das repulsdes eletrostaticas entre Lac e Nafion®. Ressalta-se
que haletos também podem inibir a atividade da enzima Lac. (164) Portanto, como Nafion® é
um polimero polifluoretado, também pode ter ocorrido a perda da atividade da Lac devido a
interacdo entre os 4&tomos de fllor e os sitios ativos da proteina, quando postos em contato na
solucdo da enzima.

Ja quando Glu.2% foi empregado para auxiliar a imobilizacdo da Lac sobre eletrodo
previamente modificado, observou-se maior intensidade de I, referente ao processo de redugéo,
indicando aumento da quantidade de enzima imobilizada para atuar na catélise enzimatica. Glu
é um dos reagentes mais empregados no metodo da ligacdo covalente cruzada (cross-linking),
que tem a capacidade de formar ligacdes cruzadas com proteinas, tornando eficiente a
imobilizacdo da biomolécula, evitando a sua lixiviacdo ao entrar em contato com a solucéo.
(133) Ressalta-se aqui que a enzima ndo foi ligada covalentemente a superficie do NTCPMF-
FcCo. Assim, a imobilizacdo foi do tipo ndo-covalente, que é considerado um dos mais
promissores, uma vez que preserva a conformacdo estrutural da enzima, garantindo seu
potencial catalitico. (159)

Os experimentos de VC realizados com CV/NTCPMF-FcCo-Naf.0,5%/Lac-Glu.2% em
meio de tampdo BR pH 5,0 na auséncia do ABTS, ndo apresentaram nenhum processo
eletroquimico no intervalo de potencial estudado, indicando que o estado de oxidacdo dos ions
cobre, que fazem parte do sitio ativo da Lac ndo foram afetados. Estes resultados também
indicaram que o oxigénio presente no meio ndo foi reduzido sobre a superficie do biossensor
entre 0,7 V e 0,2 V. Assim, o processo de reducdo observado sobre o biossensor, na presenca do
ABTS, deveu-se unicamente ao processo catddico do produto da reacdo substrato/enzima.

Na sequéncia foi realizado o estudo do efeito da quantidade de unidades da Lac,
imobilizadas na superficie do eletrodo sobre a I, do ABTS. O estudo foi realizado na faixa de
13,6 mU a 272 mU. A Figura 14 mostra os voltamogramas de VOQ para ABTS 1,0 x 10> mol
L sobre CV/NTCPMF-FcCo-Naf.0,5%/Lac-Glu.2% em meio de tampdo BR pH 5,0 com f =
1005, a=50 mV e AE; = 2 mV, obtidos a partir do estudo das unidades de enzima.
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Figura 14 — Voltamogramas de onda quadrada para ABTS 1,0 x 10° mol L™ sobre
CV/INTCPMF-FcCo-Naf.0,5%/Lac-Glu.2%, preparado com unidades da enzima Lac variando
de 13,6 a 272,0 mU, em tamp&o BR pH 5,0 com f = 100 s, a =50 mV e AE; =2 mV

0 ~———
14
< 2
= unidades Lac / mU
3 ——136
— 68,0
136,0
4] —— 2720
02 04 06 08
E/V

Fonte: Elaborada pelo autor.

Como apresentado na Figura 14, a quantidade de unidades de enzima influenciou a
resposta eletroquimica do ABTS. O aumento da I, foi observado até 68,0 mU; acima deste
valor, houve diminuicdo dos valores de corrente, que pode ser atribuido ao aumento da
espessura do filme, prejudicando a transferéncia de carga e ainda desestabilizando o sistema,
facilitando a lixiviacdo da enzima da superficie do biossesor para a solugdo. Portanto, o valor de
68,0 mU foi a quantidade considerada como otimizada para a construcdo do biossensor.

O estudo do pH do meio foi avaliado entre 4,0 e 6,0 empregando tampédo BR. A Figura
15 apresenta os voltamogramas de VOQ para ABTS 1,0 x 10 mol L™ sobre CV/NTCPMF-
FcCo-Naf.0,5%/Lac-Glu.2% em meio de tamp&o BR com f = 100 s %, a = 50 mV e AE; = 2 mV
acompanhados da insercéo contendo o efeito do eletrolito de suporte a pH 5,0 sobre I, e largura

de meia-altura (AEp).
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Figura 15 — Voltamogramas de onda quadrada para ABTS 1,0 x 10° mol L™ em meio de
tampdo BR no intervalo entre 4,0 e 6,0, com f = 100 s*, a = 50 mV e AE; = 2 mV sobre
CVINTCPMF-FcCo-Naf.0,5%/Lac-Glu.2%, preparado com Lac 68,0 mU. Na insercdo, a
influéncia do eletrdlito de suporte (tampédo BR e fosfato) em pH 5,0 sobre corrente de pico e
largura de meia-altura
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Fonte: Elaborada pelo autor.

De acordo com os resultados obtidos foi observado que a mudanca do pH néao deslocou
os valores de E, dos voltamogramas, estando condizente com o comportamento eletroquimico
do ABTS apresentado na literatura, que € regido por mecanismo sem a participacdo de protons.
(165) Consequentemente, a mudanga da I, com pH pode ser atribuida a mudanca da atividade
enzimatica. Em segundo lugar, o estudo do pH indicou forte influéncia da concentragdo
hidrogeni6nica do meio sobre a atividade da enzima. Os valores de |, aumentaram até pH 5,0,
seguidos de acentuado decréscimo. O comportamento se deve ao aumento da concentracdo de
ions hidroxila presentes no meio, pois estes interferem a ligacdo entre o oxigénio e os ions cobre
T2/T3, reduzindo a atividade enzimatica da Lac. (166) A mudanca do eletrolito de suporte
praticamente ndo interferiu nos valores de AE,,. No entanto, o sinal de corrente mais intenso foi
observado em meio de tampdo BR. Em conformidade com os resultados recentemente

publicados, as condig¢Ges otimizadas foram tampé&o BR pH 5,0. (122)
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A préxima etapa foi dedicada a otimizar os parametros da VOQ para ABTS 1,0 x 107
mol L sobre CV/NTCPMF-FcCo-Naf.0,5%/Lac-Glu.2% em meio de tamp&o BR pH 5,0. Os
intervalos analisados foram: f (10 a 100 s %), a (5 a 50 mV) e AE; (1 a 6 mV). A relagdo entre I
e f apresentou crescimento linear somente até 40 s™. Os sistemas com transferéncia eletronica
de cinetica lenta sdo caracterizados por apresentar maiores I, em baixos valores de f. Acima
deste valor, o aumento n&o linear da corrente ocorreu até 60 s, sequido por decréscimo em
funcéo do aumento de f.

A influéncia de a no sinal analitico exibiu linearidade entre I, e a até 30 mV. A relacéo
entre 1, e AEs ndo se caracterizou como linear; no entanto, apresentou maximo em 2 mV.
Baseado nestes estudos, os parametros da VOQ otimizados foram f =40 s, a =30 mV e AE; =
2mV.

Com os parametros da VOQ otimizados foi realizado o estudo da influéncia da
concentracdo de ABTS sobre a resposta eletroquimica do biossensor CV/NTCPMF-FcCo-
Naf.0,5%/Lac-Glu.2%. A importéncia deste estudo se deve ao fato de que o mecanismo de
catélise enzimética proposto por Michaelis-Menten envolve duas etapas descritas pelas

seguintes equacdes:

E+S k“: ES (6)
kp
I(C

ES 25 E4P (7)

em que E, S, ES e P representam enzima, substrato, complexo enzima-substrato e produto da
catalise enzimatica, respectivamente. (167) A segunda etapa € a determinante da reacdo e,
assim, é importante avaliar qual é a concentracdo de substrato que garante a formagdo maxima
do complexo ES.

Neste contexto, o efeito da concentragdo do substrato sobre I, foi estudado para ABTS
entre 4,97 x 10°® e 1,07 x 10 mol L sobre CV/INTCPMF-FcCo-Naf.0,5%/Lac-Glu.2% em
meio de tampdo BR pH 5,0 com f = 40 s*, a = 30 mV e AEs = 2 mV. Os voltamogramas de
VOQ obtidos para as diferentes concentracfes de ABTS acompanhado da inser¢cdo com a
relacdo entre e I, e concentragdo de ABTS estdo apresentados na Figura 16.
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Figura 16 — Voltamogramas de onda quadrada para ABTS no intervalo de 4,97 x 10° a 1,07 x
10* mol L sobre CV/NTCPMF-FcCo-Naf.0,5%/Lac-Glu.2%, preparado com Lac 68,0 mU,
em meio de tamp&o BR pH 5,0 com f =40 s, a =30 mV e AE; = 2 mV. Na insercéo, tem-se a
relacdo entre corrente de pico e concentragdo de ABTS com as respectivas barras de erro

0 30 60 90 120
[ABTS] / 10° mol L™

02 04 0.6 0.8 10 12
E/V

Fonte: Elaborada pelo autor.

Os valores de I, foram intensificados, resultado do aumento da concentragéo de ABTS.
A relagéo entre 1, e concentragdo do substrato foi linear até 5,66 x 10 mol L™. Acima deste
valor, observou-se perda de linearidade, indicando mudanca da cinética de reacdo. Segundo o
modelo proposto por Michaeles-Menten, a velocidade da reacdo enzimaética varia linearmente
com a concentracdo do substrato a baixas concentracdes, seguindo uma cinética de primeira
ordem, e com o aumento da concentracdo do substrato, ocorre mudanca na cinética da reacéo,
passando a ser de ordem zero. (167,168) Assim, para a continuacao dos estudos foi selecionado
a concentracio de ABTS de 5,66 x 10> mol L™.

A Figura 17 mostra os voltamogramas de VOQ com a indicagédo das componentes de
corrente direta, reversa e resultante para ABTS 5,66 x 10> mol L sobre CV/NTCPMF-FcCo-
Naf.0,5%/Lac-Glu.2% em meio de tamp&o BR pH 5,0 comf=40s' a=30mV e AE;=2 mV.
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Figura 17 — Componentes de corrente dos voltamogramas de onda quadrada para ABTS 5,66 x
10" mol L sobre CV/NTCPMF-FcCo-Naf.0,5%/Lac-Glu.2%, preparado com Lac 68,0 mU,
em meio de tamp&o BR pH 5,0 comf=40s", a=30 mV e AE; = 2 mV
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Fonte: Elaborada pelo autor.

Por estes estudos, percebe-se a presenca dos processos de reducdo (componente direta) e
oxidacdo (componente reversa) para ABTS sobre a superficie do biossensor. Trabalhos
previamente publicados indicam que a reacdo redox do ABTS ¢ reversivel. (165) Os resultados
apresentados na Figura 17 foram diferentes daqueles observados por VC, que apresentaram
corrente de oxidacdo bem menos intensa (vide Figura 13). A mudanca dos comportamentos
voltamétricos se deveu a forma de aplicacdo dos potenciais, que diferem entre as técnicas de VC
e de VOQ. Nos experimentos de VC, a variacdo de potencial é realizada em uma so direcao até
0 potencial de inversdo (varredura direta); em seguida, o sentido da varredura é invertido
(varredura reversa) até alcancar o potencial final previamente determinado, com o pulso de
potencial ocorrendo de forma mais lenta que na VOQ.

Assim, no experimento realizado por VC a 10 mV s foi possivel observar somente o
processo de reducdo do produto da reacdo enzimatica, que foi acumulado na superficie do
eletrodo em funcdo da varredura lenta. Isso se justifica porque nos experimentos de VOQ séo
aplicados pulsos de potencial mais rapidos que na VC (nos sentidos direto e reverso na mesma

varredura, independentemente da sua direcdo) e, por este principio, € possivel mensurar as
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correntes faradaicas de reducdo e de oxidacao de processos reversiveis. (143) Portanto, o perfil
voltamétrico (VOQ) apresentado na Figura 17 indica que a aplicagdo dos pulsos reversos
consegue oxidar ABTS diretamente na superficie do eletrodo sem a ocorréncia da reacdo
enzimatica.

Para obter mais informacdes acerca da reacdo de transferéncia de carga entre ABTS e
biossensor foram realizados experimentos de EIE. Os estudos foram realizados para ABTS 5,66
x 10° mol L sobre CV/INTCPMF-FcCo-Naf.0,5% e CV/NTCPMF-FcCo-Naf.0,5%/Lac-
Glu.2% em meio de tampédo BR pH 5,0. A Figura 18 apresenta os diagramas de Nyquist com

frequéncia de 40 kHz a 2 mHz e amplitude de 10 mV.

Figura 18 — Diagramas de Nyquist para ABTS 5,66 x 10-> mol L-* sobre CV/NTCPMF-FcCo-
Naf.0,5% e CV/NTCPMF-FcCo-Naf.0,5%/Lac-Glu.2% em meio de tampdo BR pH 5,0, com
aplicacdo de 0,52 V, intervalo de frequéncia de 40 kHz a 2 mHz e amplitude de 10 mV
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Fonte: Elaborada pelo autor.

Os espectros da Figura 18 foram marcados pela elevada resisténcia a transferéncia de
carga (R¢) observada para ABTS sobre CV/NTCPMF-FcCo-Naf.0,5% (2,38 MQ). Este valor
pode ser atribuido a repulsdo eletrostatica entre ABTS, que possui dois grupos sulfonicos
carregados negativamente, e o Nafion® presente no eletrodo modificado, fazendo com que o

sistema se torne semelhante a um capacitor. Este perfil de elemento capacitor foi confirmado
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pelo valor da inclinagdo da regido linear da representacéo de Bode (Iog|z| vs log f), calculado

como igual a —0,89 e proximo do valor esperado para este tipo de elemento, que é —1,0. (169)
No entanto, para ABTS sobre CV/NTCPMF-FcCo-Naf.0,5%/Lac-Glu.2% foi observada
a formacéo de um arco referente ao processo de transferéncia de carga, atribuido a reducdo do
produto da oxidacdo enzimatica, com participacdo de um elétron. Além do mais, ocorreu a
diminuicdo da resisténcia a transferéncia de elétrons para ABTS sobre CV/NTCPMF-FcCo-
Naf.0,5%/Lac-Glu.2% (R = 260,96 k(). Esta diminuicdo pode ser atribuida tanto a elevada
afinidade substrato-enzima (ABTS-Lac) como a atividade catalitica promovida pela Lac. Outro
parametro avaliado a partir dos experimentos de EIE foi a constante aparente de velocidade da

reacdo de transferéncia de carga (kap) expressa pela equacéo 8. (170,171)

RT
K I N S ®)
n“F~AR tcC

em gue R é a constante dos gases, T é a temperatura, n € o numero de elétrons, F é a constante
de Faraday, A é a area do eletrodo, Ry € a resisténcia a transferéncia de carga e C é a
concentracao do substrato no seio da solucéo. Pelos valores de Ry, calculou-se os valores de kap
sendo 6,29 x 10 e 5,76 x 10* cm s para CV/INTCPMF-FcCo-Naf.0,5% e CV/NTCPMF-
FcCo-Naf.0,5%/Lac-Glu.2%, respectivamente. O maior valor de kap calculado para o biossensor
comprovou o efeito catalitico da enzima Lac, promovendo a cinética da reacdo de transferéncia
de carga.

O mecanismo de catalise enzimatica caracteristica da Lac envolve a reducdo do oxigénio
presente na solucdo para formar a molécula de agua. (172) Assim, realizou-se o estudo do efeito
da quantidade de oxigénio presente na solucdo sobre a resposta eletroquimica do ABTS 5,66 X
10"° mol L empregando CV/NTCPMF-FcCo-Naf.0,5%/Lac-Glu.2% em meio de tamp&o BR
pH 5,0 para comprovar atividade e mecanismo enzimaticos, bem como biocompatibilidade do
sistema. O estudo foi avaliado a partir da desaeracdo do sistema pelo fluxo de Ny na solucéo
por periodos de 1 a 15 minutos. A Figura 19 apresenta os voltamogramas ciclicos para ABTS
5,66 x 10 mol L™ sobre CV/NTCPMF-FcCo-Naf.0,5%/Lac-Glu.2% em meio de tampdo BR
pH 5,0 com v = 10 mV s * na presenca de diferentes concentragdes de oxigénio na solugdo e a
relacdo entre I, e tempo de desaeracéo da solugdo com Ny(g).
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Figura 19 — (A) Influéncia do tempo de desaeragdo com Ny nos perfis voltamétricos para
ABTS 5,66 x 10> mol L™ sobre CV/NTCPMF-FcCo-Naf.0,5%/Lac-Glu.2%, preparado com
Lac 68,0 mU, em meio de tamp&o BR pH 5,0 com 10 mV s . (B) Relacdo entre corrente de
pico e tempo de desaeragdo com as respectivas barras de erro
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Fonte: Elaborada pelo autor.

Os resultados apresentados na Figura 19 (A) indicaram que, a medida em que oxigénio

foi removido da solugdo, os voltamogramas para ABTS sobre CV/NTCPMF-FcCo-



95

Naf.0,5%/Lac-Glu.2% foram semelhantes ao perfil exibido por ABTS sobre o eletrodo nao-
enzimatico. A alteracdo no perfil voltamétrico € atribuida a perda de capacidade da Lac catalisar
a oxidacdo do ABTS, ndo devido a desnaturacdo da enzima, mas sim pela auséncia do agente
responsavel por reestabelecer a enzima a sua forma apta de prosseguir ativa no ciclo catalitico,
ou seja, do oxigénio. Para entender o fenbmeno € importante discutir as caracteristicas da Lac,
uma proteina da familia das oxidorredutases. O sitio ativo da Lac possui quatro ions cobre
classificados em trés tipos: cobre tipo 1 (T1), tipo 2 (T2) e tipo 3 (T3). Esta classificacdo foi
estabelecida em funcdo das caracteristicas observadas por UV-Vis e espectroscopia de
ressonancia paramagnética eletrénica (EPR). O cobre T1 é responsavel pela coloracdo azul da
enzima, devido a intensa absorcdo eletronica em torno de 600 nm e também detectavel por EPR.
O cobre T2 é incolor, mas detectavel por EPR, e o tipo T3 consiste em um par de ions cobre
com fraca absor¢do proximo a regido do UV do espectro eletromagnético e ndo sdo detectaveis
por EPR. (173,174)

O cobre T1 é conhecido como sitio de oxidacdo do substrato e o cluster T2/T3 é
conhecido como a regido onde ocorre a reducdo do oxigénio. O mecanismo de catalise da Lac
inicia com a doacdo de elétrons do substrato para o cobre T1 e, em seguida, ocorre a
transferéncia interna de elétrons para o cluster T2/T3, que esta interagindo com o oxigénio.
Esses elétrons sdo empregados especificamente na reducdo de oxigénio, formando molécula de
agua e resultando no reestabelecimento do ciclo catalitico. (174) Portanto, a auséncia de
oxigénio na solucdo em que a enzima Lac estd presente interrompe o dinamismo do ciclo da
catélise enzimatica.

Como apresentado na Figura 19 (B), os valores de I, decrescem com a diminuigdo do
oxigénio dissolvido na solucdo até 10 minutos e acima deste tempo permanece constante. O
biossensor baseado na Lac é, por isso, bastante sensivel a quantidade de oxigénio na solucéo,
estimulando o desenvolvimento de biocélulas a combustivel e de dispositivos para analise de
oxigénio (166,175,176)

A Figura 20 apresenta, de forma esquematica, 0s processos que ocorrem na superficie do
biossensor eletroquimico baseado na enzima Lac frente ao ABTS, na presenca e auséncia de

oxigénio em solucéo.
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Figura 20 — (A) Mecanismo de oxidagdo para ABTS na auséncia da enzima Lac ou auséncia de
oxigénio. (B) Representacdo da reacdo enzimatica entre ABTS e enzima Lac., com redugédo
eletroquimica do ABTS radicalar formado na superficie do biossensor
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Fonte: Elaborada pelo autor com adaptacdo da referéncia (165).
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O mecanismo de oxidacdo do ABTS envolve a participacdo de um elétron, que €
removido do atomo de nitrogénio do sistema conjugado, como apresentado na Figura 20 (A).

A Figura 20 (B) ilustra que a enzima catalisa a oxidagdo de ABTS na presenca de
oxigénio, produzindo a espécie radicalar. Na sequéncia, ABTS na forma radicalar é reduzido na
superficie do eletrodo e, em seguida, volta a interagir com a enzima, favorecendo a perpetuagéo
do ciclo. Em funcdo do mecanismo exposto, 0s biossensores enziméaticos podem ser usados com
sucesso para a determinacdo de pesticidas ou outras espécies que possam inibir a atividade da
enzima, pois, se alguma espécie for capaz de minimizar o avanco da reacdo na etapa em que é

formado o produto da catalise enzimatica, menos intensa sera a corrente faradaica. (177)

4.2.2 Curvas analiticas para endossulfam sobre biossensor eletroquimico baseado na enzima

lacase

O emprego de biossensor enzimético para a determinacdo de EDS foi descrito somente
no trabalho de Chauhan e colaboradores que utilizaram a enzima acetilcolinesterase. (82) No
entanto, ndo tem sido descrito na literatura o desenvolvimento de biossensores tendo como
receptor bioldgico a enzima Lac para determinacdo de EDS. Neste trabalho, os testes iniciais de
inibicdo foram realizados com adi¢cBes de aliquotas da solucdo estoque de EDS a célula
eletroquimica contendo ABTS 5,66 x 10° mol L™ em meio de tamp&o BR pH 5,0, seguida
pelos experimentos de VOQ com f =40 s, a = 30 mV e AEs = 2 mV. Para concentracdo de
EDS entre 9,42 x 10 e 5,63 x 10" mol L™ néo se observou a diminuicéo dos valores de I,
como resultado da inibicdo. No entanto, ao se realizar os experimentos de VC a 10 mV s foi
possivel observar essa diminuicdo em decorréncia da inibi¢do da atividade enzimatica causada
pelo pesticida a partir de EDS 2,37 x 10" mol L™.

Este comportamento, possivelmente, pode ser atribuido a dois fatores: (1) 0 mecanismo
redox de ABTS e reversivel e (2) diferenca no modo de aplicagdo do potencial das duas
técnicas. Na VOQ, a aplicacdo dos pulsos de potencial é mais rapida e, assim, os pulsos
reversos conseguem oxidar ABTS diretamente na superficie do eletrodo sem a ocorréncia da
reacdo enzimaética. O sinal de corrente elétrica referente a esta reacdo, entdo, é detectado na

componente reversa, como apresentado na Figura 17. No entanto, por VC a 10 mV s, a
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varredura foi lenta o suficiente para garantir a deteccdo somente do produto da reacdo
enzimatica acumulado na interface eletrodo/solucdo, uma vez que a varredura esta sendo
realizada, somente no sentido direto, na primeira metade do ciclo. Valores crescentes de
velocidade (entre 20 e 100 mV s %) intensificaram o processo de oxidacio eletroquimica do
ABTS sobre o biossensor, indicando que a cinética de oxidacdo eletroquimica foi mais
favorecida que a cinética da oxidacdo enzimatica.

A literatura apresenta trabalhos de desenvolvimento de biossensores enziméticos para
pesticidas, baseados no fendbmeno da inibicdo, empregando VC, uma vez que esta também
permite avaliar o sinal faradaico da espécie gerada pela reacdo enzimatica. (178 - 182) Portanto,
fundamentado nesses trabalhos mencionados, nos resultados até aqui obtidos e com o objetivo
de desenvolver procedimento simples baseado na inibi¢do da enzima Lac, optou-se por seguir
as analises do EDS sobre biossensor empregando VC a 10 mV s ™.

O procedimento para andlise foi realizado como segue. Inicialmente, registrou-se a
corrente de pico do processo de reducdo do ABTS 5,66 x 10™° mol L™ sobre CV/NTCPMF-
FcCo-Naf.0,5%/Lac-Glu.2% em tampdo BR pH 5,0 sem a presenca do EDS. Em seguida,
aliquotas sucessivas da solucdo de EDS 5,0 x 10* mol L™ foram adicionadas & célula
eletroquimica e, ap6s homogeneizacdo da solucdo por agitacdo magnética por 1 minuto, foi
realizada a varredura de potencial. O percentual de inibicdo foi calculado de acordo com a
equacéo 9. (183)

%Inib. = {1 L 100 (9)

o)

em que % Inib. é o percentual de inibicdo da resposta, lo € a corrente de pico, antes da adi¢do
EDS e | é a corrente de pico apos a adicdo do pesticida. A Figura 21 apresenta a relagdo entre %
Inib. e concentracdo de EDS obtida sobre CV/NTCPMF-FcCo-Naf.0,5%/Lac-Glu.2% em
tampao BR pH 5,0 contendo ABTS 5,66 x 10 mol L™ obtida por VC a10 mV s ™.
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Figura 21 — Curva analitica para EDS construida a partir do percentual de inibicdo e
concentracdo de EDS entre 2,36 x 10 e 7,46 x 10° mol L™ sobre CV/NTCPMF-FcCo-
Naf.0,5%/Lac-Glu.2% na presenca de ABTS 5,66 x 10> mol L™*em meio de tampéo BR pH 5,0
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Fonte: Elaborada pelo autor.

Os resultados indicaram que houve diminuigdo da I, referente ao processo de reducéo de
ABTS, confirmando que EDS possui a capacidade de inibir a atividade enzimética da Lac. No
trabalho de Xu e colaboradores foi discutida a inibicdo da atividade Lac por haletos. (164)
Logo, como a molécula de EDS possui seis atomos de cloro, o mecanismo de inibicdo
possivelmente envolve a interacdo entre cloro e ions cobre da enzima Lac.

A linearidade entre %lnib. e concentracdo de EDS foi observada na faixa entre 2,36 x
10" e 7,43 x 10° mol L™ com R = 0,9993. As figuras de mérito calculadas para EDS sobre
CVINTCPMF-FcCo-Naf.0,5%/Lac-Glu.2% foram comparadas com os resultados obtidos no
estudo do EDS sobre HMDE (secdo 4.1), como ilustrado pela Tabela 4.
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Tabela 4 — Parametros calculados para a determinacéo eletroanalitica de EDS sobre HMDE
e sobre biossensor CV/NTCPMF-FcCo-Naf.0,5%/Lac-Glu.2% em meio de tampdo BR pH 5,0

Parametro HMDE Biossensor
RL/mol L™ 1,54%x10"a157x 10" 2,36x107a7,43x10°
Equagao da ~1,=-3,44x10° + 1,88 x 10 [EDS] | % Inib. = 1,61 + 2,08 x 10°[EDS]
curva
ICa +2,89x 107 + 0,367
ICp +3,85x 10" +8,26 x 10"
R 0,9996 0,9993
Sa 1,92x 107 A 0,127 %lnib
Sh 4,81 x 10 *Amol*L 1,9 x 10* %lnib. mol™* L
LD (mol L) 2,97 x 107 (120,86 ppb) 1,83 x 10 " (74,47 ppb)
LQ (mol L) 9,98 x 10 (406,12 ppb) 6,09 x 10~ (247,82 ppb)
%DPR (*) 4,98 0,25
%DPR (**) 3,47 3,46

Fonte: Elaborada pelo autor. (*) Repetibilidade; (**) Reprodutibilidade

Os valores de LD e de LQ calculados para o biossensor foram menores que 0s
calculados para HMDE. Apesar da reduzida geracdo de residuos de mercurio e a consciéncia
nos laboratorios de pesquisa em armazenar adequadamente o descarte, as pesquisas tém sido
voltadas para o desenvolvimento de sistemas eletroanaliticos alternativos para a determinacgéo
de contaminantes ambientais. Neste caso, o biossensor desenvolvido pode ser considerado como
ferramenta viavel para a deteccdo do pesticida EDS. Outra abordagem que pode ser dada é que
a utilizacdo de biossensores apresenta a vantagem de evitar problemas de adsor¢do do produto
da reacdo eletroquimica sobre a superficie do eletrodo de trabalho, elevando a reprodutibilidade
e aplicabilidade do procedimento de analise. Nessa perspectiva, o biossensor CV/NTCPMF-
FcCo-Naf.0,5%/Lac-Glu.2% apresentou elevada reprodutibilidade com repetibilidade abaixo de
0,5%, indicando a estabilidade do sistema. O estudo aqui realizado foi pioneiro em apresentar a
inibicdo da enzima Lac pelo pesticida organoclorado EDS, que recentemente entrou em
processo de ndo comercializagcdo no Brasil, em fun¢do dos danos que podem causar aos seres

humanos e ao meio ambiente. (10,11,58)
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4.2.3 Determinacdo de endossulfam sobre biossensor eletroquimico baseado na enzima
lacase, nanotubos de carbono e ftalocianina de cobalto em amostras de cana-de-acUcar e

aguas naturais

A aplicabilidade do biossensor desenvolvido também foi testada para a determinacéo de
EDS em amostras de cana-de-agUcar e de aguas naturais. Os resultados iniciais indicaram que as
amostras ndo estavam contaminadas com EDS. Assim, os testes de recuperagdo foram
realizados com a fortificagdo das amostras em trés niveis diferentes de concentracdo. Os valores
de percentuais de recuperacdo e as demais figuras de mérito calculadas a partir dos ensaios de
recuperacdo realizados para EDS sobre CV/NTCPMF-FcCo-Naf.0,5%/Lac-Glu.2% para as

amostras de cana-de-acUcar e de &guas naturais podem ser vistos na Tabela 5.

Tabela 5 - Determinacdo eletroanalitica de EDS sobre biossensor

CVINTCPMF-FcCo-Naf.0,5%/Lac-Glu.2% em amostras de cana-de-agucar e

de &guas naturais provenientes dos acudes Pacajus e Acarape do Meio
[EDS]agicionaga / Mol LY | 9,42x107 | 4,67x10° 6,52 x 10°

Cana-de-agucar
[EDS]recuperada/ mol L™ | 8,57 x 107" 4,84 x10° 6,81 x 10°
Intervalo de confianca | +0,53x 10" | +34x10" | +0,88x 10’
% Recuperacéo 90,98 103,49 104,47
% DPR 2,49 2,87 0,52

Acude Pacajus
[EDS]recuperada/ Mol L™ | 6,74x10" | 4,44x10° 6,75x 10°
Intervalo de confianca | +0,65x 10" | +4,61x10" | £849x 10"’
% Recuperaco 71,57 95,01 103,65
% DPR 3,9 4,18 5,07

Acude Acarape do Meio
[EDS]recuperada/ mol L™ | 9,03x 107" 4,76 x10° 6,56 x 10 °
Intervalo de confianca | +0,75x 10" | +6,77x 10" | #1,24x10°
% Recuperagéo 95,87 101,77 100,71
% DPR 3,36 5,74 7,58

Fonte: Elaborada pelo autor.
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Os percentuais de recuperacdo se encontram entre 70 e 130 %, indicando que o
biossensor superou as possiveis interferéncias das matrizes complexas. O maior valor de DPR
obtido foi 7,58%, mas, segundo a norma brasileira para analise de agrotoxicos (ABNT NBR
14029), o valor maximo aceitavel de % DPR para o nivel de concentragdo avaliado é 16%.
(184) Assim, o biossensor apresentou precisdo e exatiddo adequadas para analise de EDS em
amostras complexas. Os percentuais de recuperacao e os valores de % DPR foram semelhantes
aos valores obtidos para EDS sobre HMDE (vide Tabela 3). Ressalta-se aqui que o biossensor
desenvolvido pode ser empregado para analises de pesticidas em campo devido ao rapido

procedimento de preparacdo e de aplicacao.

4.3 Estudo eletroanalitico do tiabendazol sobre eletrodo de diamante dopado com boro

4.3.1 Caracterizacdo fisica do eletrodo de diamante dopado com boro

A caracterizacdo fisica do EDDB foi realizada por MEV, com os resultados indicando
que o filme de diamante com 8.000 ppm de boro apresentou grdos distribuidos de forma
homogénea, sem sinais de trincas. Resultados semelhantes foram obtidos no trabalho de Sun e
colaboradores. (185) Os graos sdo referentes aos planos preferenciais de crescimento do filme
de diamante dopado com boro. (186) Com relacéo ao nivel de dopagem, Portela e colaboradores
mostraram que o aumento da razdo B/C pode intensificar a sensibilidade do sinal analitico.
(187) No entanto, na concepcdo de Jia e colaboradores, em filmes de diamante com elevadas
concentracdes de boro, somente poucos atomos de boro conseguem substituir os atomos de
carbono em sua estrutura, com a maioria dos atomos de boro podendo se acumular nos
contornos de grdo, originando defeitos estruturais, prejudicando a integridade dos grdos, além
de afetar a condutividade elétrica do filme. (188) Portanto, no presente trabalho optou-se pelo

EDDB com dopagem de 8.000 ppm para garantir a homogeneidade do filme.

4.3.2 Comportamento eletroquimico de tiabendazol sobre eletrodo de diamante dopado com
boro

Inicialmente, foram realizados experimentos de \VC para TBZ 1,0 x 10> mol L™ sobre
EDDB em meio de tampdo BR em pH 3,0, 7,0 e 11,0 a20 mV s e 100 mV s . Os resultados
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indicaram a presenca de um processo de oxidac&o irreversivel bem definido a 20 mV s,
sugerindo um mecanismo de oxidacao com cinética de transferéncia de carga lenta. Portanto, ao
empregar VOQ nos estudos iniciais para TBZ sobre EDDB, optou-se em manter a mesma
velocidade de varredura dos experimentos de VC. A teoria da VOQ para processos totalmente
irreversiveis mostra valores de I, mais intensos quando a = 25 mV. (189) Entdo, como a
reducdo de TBZ sobre EDDB se apresentou totalmente irreversivel, optou-se por empregar 25
mV como valor otimizado de amplitude de pulsos de potencial nos estudos iniciais da VOQ.
Portanto, os parametros selecionados para os estudos iniciais com VOQ foram f=10s*, a = 25
mV e AEs=2 mV.

Até este ponto, verificou-se que a maior intensidade da I, foi observada em pH 3,0.
Além disso, realizou-se experimentos para comparar 0s resultados voltamétricos para TBZ
sobre EDDB em meio de tamp&o BR pH 3,0 obtidos com f =10 s, a = 25 mV e AEs = 2 mV
(condicdo A) com aqueles obtidos com f = 100 s %, a = 50 mV e AEs = 2 mV (condicdo B); os
ultimos séo os parametros tradicionais empregados em estudos iniciais de VOQ. Os resultados
sugerem que a corrente de pico na condi¢do A é maior que a observada na condicdo B. Assim, 0
aumento de dez vezes na velocidade de varredura (v = f.AEs) ndo promoveu aumento da
corrente de pico, por causa cinética lenta. Portanto, para a sequéncia dos estudos de otimizacao
do eletrélito de suporte e pH do meio foram selecionados os parametros f =10 s, a=25mV e
AEs=2mV.

Em seguida, o estudo do efeito do eletrdlito de suporte na resposta eletroquimica do
TBZ utilizando os tampdes BR, Mcllvaine e Sérensen em pH 3,0 fornece a relagéo entre I, e
eletrolito, como ilustrado pela Figura 22. Como observado, a maior intensidade de I, é obtida
em meio de tampdo BR. Outro critério que pode ser empregado para fazer a escolha do
eletrolito de suporte e avaliando a AE,,, definida como sendo a largura do voltamograma de
VOQ (unidade de potencial em mV) em que a corrente é igual a ly2. (143) No presente estudo,
os valores de AE,, foram todos menores que 100 mV; nestes casos, a escolha pode ser realizada
preferencialmente pela 1, permitindo selecionar, no presente estudo, o tampdo BR como
eletrolito de suporte otimizado.

Na sequéncia, o estudo do efeito do pH do eletrdlito de suporte na oxidagdo
eletroquimica do TBZ, na faixa de pH de 2,2 a 12,0, utilizando VOQ com f =105, a =25 mV

e AEs =2 mV, foi realizado empregando o tampédo BR, como exposto na Figura 23.
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Figura 22 — Influéncia do eletrélito de suporte em pH 3,0 sobre a corrente de pico dos
voltamagramas de onda quadrada para TBZ 1,0 x 10> mol L™ sobre EDDB com f=10s*, a =
25 mV e AEs =2 mV . Tampdes: BR, Mcllvaine e Sorensen
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Fonte: Elaborada pelo autor.

Figura 23 — Relacdo entre potencial de pico, corrente de pico e pH obtida a partir dos
voltamogramas de onda quadrada para TBZ 1,0 x 10~ mol L™ sobre EDDB em tamp&o BR
comf=10st a=25mVeAE;=2mV
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Fonte: Elaborada pelo autor.
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Os resultados indicaram que os valores de E, sdo influenciados pela variagdo do pH,
uma vez que seu aumento proporcionou o deslocamento dos valores de E, para valores menos
positivos. Este comportamento é caracteristico de processos onde ocorre a participacdo de
prétons na reagdo, sendo observada mudanca de inclinacdo em torno do pH 4,3, que pode ser
atribuida ao pK, da molécula. (137) TBZ apresenta dois valores de pK,: 4,6 e 12,0. (190,191)
Portanto, o valor de pH na mudanca de inclina¢do é muito proximo ao primeiro pK, do TBZ. A
relacdo linear entre E, e pH apresenta inclinagbes de 76,2 mV/pH e 48,3 mV/pH. Estes valores
de inclinacdo sugerem a participacao de igual nimero de prétons e elétrons na reacéo. (137) Ao
avaliar a intensidade da I, em funcéo do pH é possivel observar um maximo em pH 3,0,
indicando que, abaixo do primeiro valor de pK, a molécula a ser oxidada se encontra
totalmente na sua forma protonada. Portanto, pH 3,0 foi selecionado.

Para compreender melhor quais as espécies sao responsaveis pelo sinal eletroquimico de
oxidacdo da molécula estudada foram construidas as curvas de distribuicdo de espécies para

TBZ em funcdo do pH, que podem ser vistas na Figura 24.

Figura 24 — (A) Diagrama de distribuicdo das espécies em funcdo do pH para TBZ. (B)
Estruturas quimicas das espécies formadas em diferentes valores de pH
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Pelo diagrama apresentado na Figura 24 (A), pode-se perceber a presenca de trés

Fonte: Elaborada pelo autor.

espécies diferentes, cada uma com a sua respectiva predominancia em diferentes faixas de pH.
Nos valores de composicao fracionaria iguais a 0,5 correspondem ao pK,. (192) A molécula em
estudo pode estar na sua forma protonada, neutra e desprotonada, representadas por TBZH",
TBZ, e TBZ, respectivamente, como ilustrado na Figura 24 (B). Pela analise do diagrama, no
pH 3,0 a molécula esta predominantemente na forma TBZH", espécie responsavel pelos maiores
valores de corrente de oxidacdo. Acima do pH 3,0, a quantidade da espécie protonada diminui,
comegando a coexistir com a espécie neutra TBZ,. A diminuicdo da corrente de pico de
oxidacdo ocorreu & medida em que houve diminuicio da fracdo da espécie TBZH" no sistema.
No intervalo de pH entre 6,0 e 11,0, a forma predominante é a espécie neutra e nesta regido
ainda foram observadas correntes de oxidacao.

No entanto, em pH 12,0 ndo se observa processo de oxidacdo, indicando que a espécie
na forma totalmente desprotonada néo é eletroativa. Desta forma, as espécies responsaveis pela
oxidacdo foram TBZH® e TBZ, Para obter informacdes acerca da oxidacio de TBZ,
experimentos de EIE foram realizados para TBZ entre pH 2,2 e pH 6,0, regido onde a espécie
TBZH" passa a ser convertida a espécie TBZ,. A Figura 25 apresenta os diagramas de Nyquist

obtidos em diferentes valores de pH e a relagao entre k, € pH.
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Figura 25 — (A) Diagramas de Nyquist para TBZ 1,2 x 10 * mol L™ sobre EDDB em tamp&o
BR no intervalo de pH entre 2,2 e 6,0, variacdo de frequéncia de 40 kHz a 4 mHz e amplitude
de 10 mV. (B) Relagéo entre ka, € pH para TBZ a partir dos experimentos de EIE

(A) g
pH
64 m 22
@ ® 30
X
= 4 Y vy 4.0
g 14 e 4 5,0
= ‘ ' v v H
N o] @ " v 6,0
i \
{
04~ a
0 4 8 12 16
[ kQ
real
(B)
3,0
N
281 &
) ® N
— N
' 2,64 \\
g N
< 2,41 \‘
o N\
= 2,24 N
o N
_\‘cts 2,0_ N N
AN
1,8- PN

Fonte: Elaborada pelo autor.

Pelos diagramas é possivel observar a formacdo de um arco referente ao processo de
transferéncia de carga, atribuido a oxidacdo do TBZ com a participacdo de um elétron. Ainda
verifica-se que o aumento do pH promove o aumento da Ry, que pode ser relacionado a
diminuicdo da concentragdo da espécie TBZH". Pelos valores de Ry, calcula-se os valores de Kap

para cada valor de pH. Pela Figura 25 (B), observa-se a existéncia de relagéo linear entre kg, €
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pH com inclinacdo negativa, indicando que o aumento do pH tornou a cinética da reacdo mais
lenta, devido ao fato da reacdo ocorrer também com a espécie TBZ,, presente a partir de pH 3,0.
Assim, a diminui¢do da corrente de oxidacdo do TBZ em func¢do do aumento do pH esta
relacionada com a cinética da reagdo de transferéncia de carga. Experimentos de VC ilustram a
avaliacéo da eletroatividade de TBZ sobre EDDB entre 0,0 e 1,6 VV a 20 mV s * por cinco ciclos
consecutivos em meio de tampdo BR pH 3,0. A Figura 26 apresenta os voltamogramas ciclicos
para TBZ sobre EDDB.

Figura 26 — Voltamogramas ciclicos para TBZ 1,0 x 10> mol L™ sobre EDDB em meio de
tampao BR pH 3,0 a 20 mV s * por cinco ciclos consecutivos
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Fonte: Elaborada pelo autor.

Na varredura direta do primeiro ciclo, registrou-se um processo de oxida¢do em torno de
1,3 V e na varredura inversa ndo houve processo eletroquimico significativo. Nos ciclos
posteriores, observou-se diminui¢do da I, para o processo de oxidagdo do TBZ, exibindo
constancia nos valores de corrente a partir do terceiro ciclo. Em todos os ciclos, ndo se verificou
alteracdo no valor de E, do processo de oxidagao. Estes resultados indicaram que o produto da
reacdo possivelmente ficou adsorvido na superficie do eletrodo ou, ainda, que a difusdo da
espécie oxidada foi lenta o suficiente para impedir a chegada de mais moléculas (ndo-oxidadas)
a superficie do eletrodo. Portanto, a oxidagcdo do TBZ pode ser classificada como um processo

irreversivel, atribuido a inativagdo eletroquimica do produto da reacdo ou devido & ocorréncia
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de reacdes quimicas envolvendo o produto da oxidacdo. De acordo com a literatura, outras
moléculas pertencentes a familia dos benzimidazois, tais como: omeprazol, pantoprazol,
rabeprazol e carbendazim, exibem processos irreversiveis de oxidacao. (193 -196)

A influéncia da velocidade de varredura nos valores de I, e de E, para o processo de
oxidacdo do TBZ foi avaliada no intervalo de 10 a 100 mV s . Os resultados obtidos indicaram
correlagdo linear entre I, e v2, sugerindo que o processo de oxidacdo do TBZ é controlado por
uma etapa predominantemente difusional. Esta concluséo foi ratificada ao se analisar a relacéo
linear entre log I, e log v, que apresentou inclinagéo de 0,47, sendo este valor proximo do valor
tedrico de 0,5 para sistemas em que predominam a difusdo. (197) Os experimentos ainda
permitiram concluir que E, apresentou deslocamento para valores mais positivos com o
aumento de v, confirmando o comportamento irreversivel do processo de oxidacdo. (198) Para
reacOes totalmente irreversiveis, a relagéo entre E, e v € dada pela equacéo 10. (35)

172

[ ( 0 W 1/2
RT k onF onF 2,3RT
Ep:EO _anF i\0,78 —|I'1LD1/2 J+In (Fj (F) J—( > oo ]'Og v (10)

em que E° é o potencial padrdo, R é a constante universal dos gases, T é a temperatura, F é a

constante de Faraday, k° é a constante de velocidade, D é o coeficiente de difusdo, v é a
velocidade de varredura, o é o coeficiente de transferéncia de carga e n € o niumero de elétrons
transferidos. A dependéncia entre E, e log v apresentou relagdo linear com inclinagéo de 0,048
V. Considerando esse valor na equacdo 10, obteve-se an = 0,62. Considerando o valor de a

préximo a 0,5, (35) o nimero de elétrons envolvidos na reacdo de oxidacdo do TBZ é igual a 1.
4.3.3 Estudos dos parametros da voltametria de onda quadrada

A préxima etapa do estudo se refere & otimizacdo dos parametros da VOQ, que, além de
fornecer as condicGes adequadas para o procedimento eletroanalitico, também possibilita obter
informacdes cinéticas e do mecanismo redox envolvido. (143,199) para TBZ 1,0 x 10° mol L™
sobre EDDB em meio de tampédo BR pH 3,0. O estudo da f foi realizado no intervalo de 5 a 100

s Os resultados indicam que o aumento no valor da frequéncia provoca aumento na
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intensidade da I, bem como deslocamento do E, para valores mais positivos, caracteristica de
sistemas irreversiveis. (143)

A relagdo entre I, e f apresenta dependéncia linear somente até 20 s *. Acima deste valor,
aumento ndo linear ocorreu até 50 s, seguido por decréscimo com o aumento de f. Os
resultados mostraram que as componentes de corrente direta e reversa apareceram no mesmo
sentido e que o aumento de f favoreceu o efeito da componente reversa, proporcionando a
diminuicdo da I, da componente resultante. Estes resultados fornecem indicios de reagdo de
oxidacdo com cinética lenta, devido a reduzida taxa de difusdo de espécies eletroativa para a
superficie do eletrodo. (200) Os resultados estdo de acordo com os resultados de VC, que
indicaram a difusdo como a etapa determinante da velocidade do processo. Para proposito
analitico, o valor de 20 s™* foi selecionado para a determinagdo do TBZ. A influéncia de a no
sinal analitico foi estudada no intervalo de 1 a 50 mV, com resposta linear entre corrente de
pico e amplitude até 20 mV. Acima deste valor praticamente ndo houve alteracdo na intensidade
dos valores de I, sem contribui¢do adicional de sensibilidade para efeitos analiticos. Estes
resultados estdo de acordo com a teoria da VOQ para sistemas irreversiveis.

Como a intensidade de corrente é proporcional a velocidade de varredura, aumento no
valor de AEs pode contribuir de forma positiva para a sensibilidade da técnica. Observou-se
relacdo linear entre I, e AEs até 3 mV; acima deste valor, verificou-se outra relagéo linear com
menor inclinagdo. Portanto, o valor de 3 mV foi escolhido para o desenvolvimento do
procedimento analitico. A Figura 27 traz as trés componentes de corrente para TBZ sobre
EDDB em meio de tramp&o BR pH 3,0 com os parametros f =20s ™, a=20 mV e AE; = 3 mV.

A similaridade entre as intensidades de corrente das componentes direta e resultante é
mais um indicio (vide o obtido por VC, Figura 26) de que a reacdo de oxidacdo da molécula de
TBZ é totalmente irreversivel. As intensidades de corrente das componentes direta e resultante
ndo sdo totalmente coincidentes, porque ha contribui¢do da corrente reversa no mesmo sentido
da componente direta. Este comportamento demonstra que o pulso de potencial no sentido
reverso nao consegue reduzir o produto da reacdo, mas continua a favorecer a reacdo de
oxidacdo do TBZ. Para fins analiticos, optou-se por coletar os valores de corrente da

componente direta.
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Figura 27 — Componentes de corrente dos voltamogramas de onda quadrada para TBZ 1,0 x 10~
®>mol L™ sobre EDDB em tamp&o BR pH 3,0comf=20s', a=20mV e AE;=3 mV

34
—— Direta
Reversa
Resultante
2
<
3.
~~
1 ]
— \
1=\ /

12 13 14 15 16 17

Fonte: Elaborada pelo autor.

4.3.4 Proposta de mecanismo de oxidacéo de tiabendazol

Para elucidacdo mecanistica, foram realizados experimentos de eletrélise de TBZ 1,0 x
10° mol L™ a potencial controlado de 1,4 V por 5 horas em tamp&o BR pH 3,0. Ap6s eletrdlise,
as amostras foram analisadas por CG-EM. Os resultados indicaram que o tempo de retencdo do
TBZ foi de 14,8 minutos e permitiram a identificacdo da formacdo dos produtos 4-hidrdxi-4-
metil-2-pentanona e 4-metil-3-pentan-2-ona, com tempos de retencdo de 3,2 e 3,6 minutos,
respectivamente, relacionados a possivel quebra dos anéis imidazélico e aromatico. De acordo
com a literatura, outros compostos pertencentes a familia dos benzimidazéis sdo oxidados com
a participacdo de um elétron originando um cétion radical, além de sofrerem decomposicao por
reacOes de natureza quimica, tais como fragmentagéo ou rearranjo. (195)

Atualmente, os estudos quimico-computacionais sdo ferramentas auxiliares na
elucidacdo de mecanismos das reacGes redox, pelos calculos dos orbitais de fronteiras, orbital
molecular ocupado de mais alta energia (HOMO, do inglés Highest Occupied Molecular
Orbital), LUMO, densidade eletronica e cargas de Miilliken. (201-205) Assim, foram
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realizados os célculos quimico-computacionais para TBZ. Correlacionando os resultados
obtidos no estudo do efeito do pH do meio sobre a resposta eletroquimica do TBZ com o
diagrama de distribui¢éo de especies do TBZ, conclui-se que os maiores valores de I, foram
obtidos para TBZ na forma protonada (TBZH™). Neste contexto, para aproximar as condicdes
dos célculos teoricos as condicbes experimentais, foram realizados os estudos tedricos
considerando a espécie TBZH". Como resultado, a Figura 28 ilustra os orbitais HOMO, pois
estes sd0 0s responsaveis pela cessdo de elétrons resultantes da oxidagdo eletroquimica,
acompanhados da densidade eletrénica sobre a espécie TBZH" e sua estrutura quimica.

Figura 28 — (A) Representagdo dos orbitais HOMO acompanhada da densidade eletronica
distribuida sobre a espécie TBZH®. (B) Estrutura da espécie TBZH®. Carbono (cinza),
hidrogénio (branca), nitrogénio (azul) e enxofre (amarelo).

(A)
1.000e-1
- 5.000e-2
£0.000
-5.000e-2
-1.000e-1
(B)

Fonte: Elaborada pelo autor.

Pode ser observado que os orbitais HOMO estéo dispostos em diferentes posi¢des, mas
a regido da espécie que mais contribui para a formacdo dos orbitais HOMO e com maior
densidade eletronica é composta pelos atomos N7, N8 e C9. Para confirmar qual é o sitio mais
provavel para a reacdo foram realizados célculos das cargas de Miilliken para a espécie TBZH",
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com os valores obtidos podendo ser vistos na Tabela 6. A analise populacional de Mulliken
descreve a distribuicdo eletrénica entre os atomos de uma molécula. (206) Assim, para
processos de oxidacdo da espécie quimica (elétrons removidos dos orbitais HOMO), os sitios
mais provaveis de serem oxidados sdo aqueles que possuem os atomos com valores de carga
mais negativos. (207) Ao correlacionar a distribuicdo dos orbitais HOMO com os valores de

cargas de Miilliken, a oxidacdo nos atomos N(7) e N(8) se torna mais provavel.

Tabela 6 — Cargas de Milliken obtidas para TBZ, considerando o estado protonado da molécula

Atomo Carga | Atomo Carga | Atomo Carga | Atomo Carga

C(1) | 0168 | N(7) | 0366 | H(13) | 0100 | C(19) | 0,094
C@ | 0131 | N(@) | 0341 | H(14) | 0250 | H(20) | 0,106
C@3 | 0129 | C(© 0331 | C(15) | 0166 | H(21) | 0,118
C@ | 0170 | H(0) | 0101 | C(16) | 0185 | H(22) | 0,247

C(5) 0,182 H(1) | 0,095 S(@17) | -0,229

C (6) 0,181 H(12) | 0,095 N(18) | 0,348

Fonte: Elaborada pelo autor.

No entanto, considerando que houve formacdo do céation-radical, que os resultados
voltamétricos indicaram participacdo de um elétron na oxidacdo e que a espécie eletroativa é o
TBZH", o responsavel pela oxidacio é o atomo N(8), pois esse é protonado em meio &cido. A
protonacao pode ser considerada como uma reacdo quimica e, portanto, o processo envolve uma
etapa quimica seguida por uma etapa eletroquimica. (208)

Os possiveis sitios de oxidacdo do TBZ incluem enxofre e nitrogénio do grupo
benzimidazolico. Apesar de ndo existir na literatura trabalhos relatando o mecanismo de
oxidacdo eletroquimica do TBZ, outros compostos pertencentes a familia dos benzimidazdis
(omeprazol, pantoprazol, rabeprazol) sofreram oxidacdo no atomo de nitrogénio do grupo
benzimidazol, com a participacdo de um elétron, formando cation radical. (193-195) Baseando-
se nestas informagGes acerca do mecanismo de oxidagdo dos compostos benzimidazélicos e nos
resultados até aqui expostos, apresenta-se proposta de mecanismo de oxidacdo do TBZ, como

pode ser visto na Figura 29.
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Figura 29 — Proposta de mecanismo de oxidagdo do TBZ
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Fonte: Elaborada pelo autor.

4.3.5 Curvas analiticas para tiabendazol sobre eletrodo de diamante dopado com boro

Com os parametros voltamétricos da VOQ otimizados, f =20 s™, a=20 mV e AEs = 3
mV, foram construidas curvas analiticas para TBZ em tampédo BR pH 3,0, empregando adi¢ao
de padrédo. A Figura 30 apresenta os voltamogramas de onda quadrada obtidos para diferentes

concentragdes de TBZ acompanhados da correlagdo linear entre 1, e concentragéo de TBZ.

Figura 30 — VVoltamogramas de onda quadrada para TBZ no intervalo de 4,98 x 10 a 1,12 x
10"° mol L™ sobre EDDB em meio de tamp&o BR pH 3,0, com f =20 s, a = 20 mV, AE; = 3
mV. Na insercdo, tem-se a curva analitica média com as respectivas barras de erro

12 14 16 18 20 22
E/V

Fonte: Elaborada pelo autor.
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A concentracdo de TBZ variou linearmente de 4,98 x 107 a 1,12 x 10° mol L™,
apresentando a seguinte equacédo da reta para a curva analitica com os respectivos intervalos de
confianca de 95 %: 1, = -5,05 x 10°® £ 5,98 x 10 ® + 0,292 + 0,0184 [TBZ] com R = 0,9996. O
intercepto da equag&o apresentou valor negativo, quando o valor considerado como real é zero.
Teste de significancia foi empregado e, como o valor calculado de 3,60 foi menor que 0 tertico de
4,30, os erros foram considerados aleatdrios. (152)

Resultados para a determinacdo de TBZ foram comparados com valores obtidos por
UV-Vis e por CLAE, recomendados pela Farmacopeia Brasileira. (136) A Tabela 7 apresenta as

figuras de meérito calculadas para o TBZ.

Tabela 7 — Parametros calculados a partir das curvas analiticas para a determinacdo de TBZ
sobre EDDB empregando VOQ, UV-Vis e CLAE

Parametro VOQ UV-Vis CLAE
RL/molL | 498x107a1,12x10° [ 1,00x10°a50x10°> | 20x10'a7,5x10°
Equacéo da l, =-5,05x 10° + Abs=1,34x10°+ A =-307,69 +
curva 0,292 [TBZ] 2,36 x 10° [TBZ] 5,34 x 10° [TBZ]
ICa +598x 10° +6,95x 10 + 436,42
ICy +0,0184 + 24,49 +1,74 x 10°
R 0,9996 0,9999 0,9997
Sa 241x10°A 2,8x 10 u.a. 175,79 u.a.
Sp 7,43x10° Amol™ L 9,87 (u.a.) mol* L 7,02 x 10" (u.a) mol * L
LD (mol LY 2,61x10 " 6,47 x 10’ 2,34x10 "
(52,53 ppb) (130,21 ppb) (47,13 ppb)
LO (mol LY 8,82x 10" 216x10° 7,81x10°
(177,50 ppb) (434,70 ppb) (157,14 ppb)
%DPR (%) 4,42 1,57 -
%DPR (**) 4,67 3,74 -

Fonte: Elaborada pelo autor. (*) Repetibilidade; (**) Reprodutibilidade

Os valores de LD e de LQ obtidos pela metodologia eletroanalitica foram 59,6%

menores que os valores obtidos por UV-Vis e apenas 11,5% maiores que os valores obtidos por
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CLAE. Desta forma, a metodologia eletroanalitica empregando EDDB apresentou sensibilidade
satisfatoria, podendo ser considerada como alternativa viavel para fins analiticos. (209-212) A
precisdo do procedimento foi avaliada em termos de repetibilidade e de reprodutibilidade, com
os valores de desvio padrdo relativo estando abaixo de 5%. Na concep¢do de Svorc e
colaboradores, EDDB pode ser incluido nos conceitos da Quimica Verde, sendo considerado

como alternativa ambientalmente correta para a deteccao de pesticidas. (40)

4.3.6 Determinacao de tiabendazol sobre eletrodo de diamante dopado com boro em amostras

de cana-de-acUcar, manga e aguas naturais

Ensaios de recuperacdo de TBZ foram realizados em amostras de cana-de-aglcar, manga
e 4guas naturais provenientes dos acudes Pacajus e Acarape do Meio. O eletrdlito de suporte foi
preparado com agua dos acudes e 0s testes iniciais ndo detectaram a presenca do pesticida.
Portanto, as amostras foram fortificadas em diferentes niveis de concentracdo (obtidos a partir
da curva analitica) de TBZ, com os resultados apresentados na Tabela 8.

Quanto a avaliacdo dos percentuais de recuperacao, obteve-se valores satisfatorios entre
70 e 130%, de acordo com as regulamentacbes para procedimentos analiticos. (154,155) Isso
sugere que o efeito matriz ndo prejudicou o emprego do EDDB para analises do TBZ nas
amostras complexas. No entanto, comparando matrizes das aguas naturais, a metodologia foi
mais eficiente em &guas provenientes do acude Pacajus, indicando a presenca do fator
interferente relativamente mais significante nas amostras do acude Acarape do Meio. Os
estudos de caracterizacdo das amostras de aguas naturais mostraram que o nivel de clorofila a
foi bem superior nas amostras agude Acarape do Meio (26,08 pug L) em relag&o ao nivel do
acude Pacajus (2,40 pg L™). Assim, a diferenca dos percentuais de recuperagdo entre as
amostras de aguas naturais podem ser atribuidas a clorofila a, que possivelmente interage com o

pesticida ou se adsorve na superficie do eletrodo.
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Tabela 8 — Determinacdo eletroanalitica de TBZ sobre EDDB em amostras de
cana-de-agucar, de manga e de aguas naturais provenientes dos agudes Pacajus e

Acarape do Meio

[TBZ]adicionada / Mol L™ | 9,90 x 10 476 x10° 5,66 x 10°
Cana-de-agucar
[TBZ]recuperada/ Mol L™ | 9,27 x 10 491x10° 578 x10°
Intervalo de confianca | +0,65x 10" | £3,49x 10" | +3,99x 10’
% Recuperaco 93,68 103,26 102,07
% DPR 2,84 2,86 2,79
Manga
[TBZ]recuperada/ Mol L™ | 1,01 x10° 4,63x10° 5,65 x 10°
Intervalo de confianca | £0,80x 10" | +2,67x10"' | +6,58x 10’
% Recuperagéo 101,35 97,30 99,96
% DPR 3,19 2,32 4,69
Acude Pacajus
[TBZ]recuperada/ Mol L' | 7,42 x 10 4,82x10° 582 x10°
Intervalo de confianca | +0,67x10" | +1,07x10" | +1,48x10°’
% Recuperagéo 74,94 101,11 102,91
% DPR 3,66 0,91 1,02
Acarape do Meio
[TBZ]adicionada / Mol L™ | 2,91 x10° 476 x 10°° 5,66 x 10°
[TBZ]recuperada/ Mol L' | 1,99 x 10° 3,71x10° 4,60 x 10°°
Intervalo de confianca | #2,10x 10" | +491x10" | +3,43x10°
% Recuperagéo 70,96 77,95 81,33
% DPR 4,10 5,33 3,01

Fonte: Elaborada pelo autor.
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4.4 Estudo eletroanalitico de tiabendazol sobre eletrodo modificado com nanotubos de

carbono de paredes multiplas e ftalocianinas metalicas

Uma das atuais perspectivas do campo da eletroanalise é o desenvolvimento de
eletrodos modificados. Trabalhos aplicando NTC na construcdo de sensores eletrogquimicos tém
sido foco de diferentes artigos de revisdo. (44; 213-215) Nesse contexto, o presente trabalho se
volta para a construcdo de um eletrodo modificado & base de NTCPMF e FcM para os estudos
eletroanaliticos do TBZ.

4.4.1 Otimizacdo da construcdo do eletrodo modificado e do procedimento eletroanalitico

para determinacao de tiabendazol

Os resultados aqui apresentados sdo a continuacdo dos estudos eletroanaliticos para TBZ
sobre EDDB. Assim, tampdo BR pH 3,0 como eletrolito de suporte, em fungédo dos resultados
obtidos para TBZ sobre EDDB, e a técnica de VOQ com os parametros f=10s !, a=25mV e
AEs = 2 mV (empregadas nos estudos preliminares para TBZ sobre EDDB) foram utilizados
para 0s estudos de otimizacao da construcdo do eletrodo modificado baseados em NTCPM e em
FcM.

A primeira variavel experimental analisada foi o percentual de Nafion®, entre 0,0 e
1,0%, na solucdo modificadora de NTCPMF e FcM, para promover a estabilizacdo dos
eletrodos modificados com NTC. (216) De acordo com a literatura, ftalocianinas com diferentes
centros metalicos (Co, Fe, Ni, Mn, Zn e Cu) sdo empregadas na constru¢do de eletrodos
modificados. (44) Mais especificamente, as ftalocianinas de cobalto (FcCo) tém sido uma das
FcM mais aplicadas no desenvolvimento de sensores eletroquimicos em funcéo de sua elevada
atividade eletrocatalitica e forte interacdo com materiais a base de carbono. (44,118,130,160,
217) Portanto, nesta etapa do trabalho, selecionou-se FcCo para o estudo preliminar do
desenvolvimento do eletrodo modificado para a determinacéo de TBZ. A Figura 31 apresenta 0s
voltamogramas de onda quadrada para TBZ 1,0 x 10> mol L™ sobre eletrodos modificados
preparados a partir da suspensdo de NTCPMF e FcCo com diferentes percentuais de Nafion®,
=10st a=25mVeAEs=2mV.
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Figura 31 — Voltamogramas de onda quadrada para TBZ 1,0 x 10° mol L™ sobre
CV/NTCPMF/FcCo em tampdo BR pH 3,0 com f=10s™, a =25 mV e AE; = 2 mV, preparado
a partir de suspensdo contendo NTCPMF e FcCo, ambos a 1 mg mL™* em DMF com
percentuais de Nafion® variando de 0,0 a 1,0%
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Fonte: Elaborada pelo autor.

TBZ apresentou processo de oxidagdo com caracteristicas irreversiveis sobre eletrodo
modificado, de modo semelhante ao observado sobre EDDB. Como resultado da modificacéo
do eletrodo, tem-se que a intensidade de I, para TBZ sobre CV/NTCPMF-FcCo foi mais
elevada que para TBZ sobre CV e que a modificacdo do eletrodo com o filme de NTCPMF-
FcCo, com diferentes percentuais do Nafion®, promoveram valores de I, ainda mais elevadas
para TBZ, como pode ser visto da Figura 31. Estes resultados indicam que a modificacdo do
eletrodo promoveu a reacdo de transferéncia de elétrons e a presenca do Nafion auxiliou na
dispersdo das FcCo sobre NTCPMF, estabilizando o eletrodo modificado e resultando em
maiores valores de I,.

O valor de E, para TBZ sobre CV foi 1,33 V. Todavia, apos a modificacdo com
NTCPMF-FcCo (curva em vermelho) foi observado o deslocamento de E, para valores menos
positivos, concomitantemente ao aumento da l,. Este comportamento pode ser atribuido ao

efeito eletrocatalitico gerado pelo sinergismo NTCPMF-FcCo. De acordo com a literatura,
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FcCo atua como mediador de transferéncia de carga. (218) Assim, 0s parametros
termodinamico (potencial) e cinético (corrente) podem ser influenciados. Isso porque a reagéo
na superficie do eletrodo ocorre entre o centro metélico do sistema conjugado macrociclico de
18 elétrons © (FcM) e o TBZ. O transporte de carga sobre a superficie do eletrodo modificado
ocorre pelo par Co?*/Co**, conforme relatado para outros sistemas estudados envolvendo FcCo.
(217,219)

Assim, 0 mecanismo proposto para a oxidacdo do TBZ em meio acido sobre o eletrodo

modificado com NTCPMF-FcCo pode ser descrito pelas seguintes equacoes:

TBZ +H* > TBzH + (11)
NTCPMF —FcCo 2+ — NTCPMF — FcCo 3+ + e~ (12)
NTCPMF —FcCo 3+ +TBZH * +e~ — NTCPMF —FcCo 2+ + TBZH * (oxidado) (13)

A primeira etapa (equacao 11) é marcada pela etapa quimica de protonacdo do TBZ
gerando a espécie protonada (vide diagrama de distribuicdo das espécies apresentado na Figura
24). Na segunda etapa (equacdo 12) ocorre a transferéncia de carga interna, formando Co®".
Finalmente, TBZH" difunde até a superficie do eletrodo, onde ocorre a reacdo de oxidagio
favorecendo a regeneracio da FcCo®*, como representado na equacio 13.

Os resultados indicam que a I, para o0 processo de oxidagcdo do TBZ aumenta até 0,5%
de Nafion®. Nesse percentual se observa que o processo de oxidacdo tem inicio em potencial
menos positivo, evidenciando o efeito eletrocatalitico fornecido pelos agentes modificadores,
como discutido. Acima do percentual de 0,5%, tem-se diminui¢do do sinal analitico, justificada
pela resisténcia & transferéncia de carga oferecida pelo excesso de Nafion®, que é um polimero
ndo condutor. Além da diminuicdo da I,, acima de Naf.0,5% foi observado deslocamento do E,
para valores mais positivos, indicando que a reagdo de oxidacdo do TBZ nessas condicOes foi
energeticamente desfavorecida, possivelmente em funcdo da dificuldade de interacdo entre
analito e NTCPMF-FcCo. Assim, o percentual de 0,5% de Nafion® foi selecionado para a
realizacdo dos experimentos subsequentes.

Zagal e colaboradores discutiram a utilizacdo de diferentes ftalocianinas metalicas para a
construgdo de sensores eletroquimicos, tais como, FcCo FcFe e FcNi. (220) De acordo com

Apetrei e colaboradores, FcM podem atuar como mediadores de transferéncia de elétrons,
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podendo intensificar o sinal analitico. (218) Neste contexto, a proxima etapa do trabalho foi
avaliar o efeito do tipo de FcM no sinal voltamétrico do TBZ, por meio de comparacédo entre a
intensidade da I, para TBZ empregando eletrodos modificados com NTCPMF e ftalocianinas de
Co, Fe e Ni. Os voltamogramas de onda quadrada para TBZ 1,0 x 10 mol L™ sobre
CVINTCPMF-FcM-Naf.0,5% em meio de tampédo BR pH 3,0 podem ser vistos na Figura 32.

Figura 32 — Voltamogramas de onda quadrada para TBZ 1,0 x 10° mol L™ sobre
CV/NTCPMF-FcM-Naf.0,5% para M = Co**, Fe®* e Ni** em meio de tamp&o BR pH 3,0 com f
=10st,a=25mVeAE;=2mV
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Fonte: Elaborada pelo autor.

Os resultados permitem concluir que a modificacdo da superficie de CV com
NTCPMF/FcCo promoveu maior resposta de corrente para TBZ. Esse comportamento pode ser
atribuido a maior interagdo entre FcCo e NTCPMF, pois hé interacdo favoravel entre &tomos de
oxigénio e de cobalto, devido a semelhanca de energia dos orbitais. (221) Assim, 0s resultados
aqui confirmaram que a estratégia de modificacdo do eletrodo com o par NTCPMF-FcCo é
eficiente para a construgdo de dispositivos para aplicagdo em metodologias eletroanaliticas.

Com o propésito de otimizar os pardmetros que influenciam na determinagdo de TBZ

aplicando o eletrodo modificado com NTCPMF e FcCo, um conjunto de variaveis, tais como:
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concentracdo dos NTCPMF na suspensao utilizada para a modificacdo do eletrodo, volume da
suspensdo, pH, tipo de eletrélito de suporte e parametros da VOQ foram avaliados. A Tabela 9

apresenta os parametros analisados com o intervalo investigado e o valor selecionado.

Tabela 9 — Pardmetros e condicGes otimizadas no desenvolvimento do eletrodo modificado com
NTPMF e FcCo para a determinacdo eletroanalitica do TBZ.

Parametro em estudo Intervalo investigado | Condicéo selecionada
Concentracdo de NTCPMF / mg mL™* la3 1
Volume da suspenséo / uL 0,5a15 0,5
Eletrdlito de suporte Tampdes BR, Mcl e SOR BR
pH do meio 2,2a10,0 2,2
fIst 10a 60 30
a/mVv 5a50 20
AEs/ mV 1a10 3

Fonte: Elaborada pelo autor.

Até aqui se tem comprovado que a adicdo de NTC a superficie eletrodica pode
intensificar o sinal da corrente do processo faradaico. Para avaliar o efeito da concentracdo dos
NTCPMF sobre o sinal eletroquimico de TBZ, as solu¢cdes modificadoras de NTCPMF foram
preparadas com concentrago entre 1 e 3 mg mL . Os resultados mostraram que I, apresentou
méximo em 1 mg mL ™" e acima deste valor houve um decréscimo do sinal. Estes resultados
estdo associados a formacdo do filme sem estabilidade em altas concentracbes de NTCPMF,
resultando na diminuicao da sensibilidade do sensor.

Outra varidvel analisada foi o volume da suspensdo modificadora adicionada a
superficie do eletrodo, onde diferentes aliquotas de NTCPMF e FcCo foram adicionadas a
superficie de CV. Aliquota de 0,5 uL proporcionou a obtencdo do maior sinal de corrrente, pelo
fato de que maior espessura do filme modificador resulta em aumento da resisténcia a
transferéncia de carga.

Os ensaios eletroquimicos com diferentes eletrélitos mostraram que o tampéo BR foi 0
que apresentou maior sinal analitico em relagdo aos tampdes Mcllvaine (Mcl) e Sorensen
(SOR). Passando para a avaliacdo do pH do meio, observou-se maximo da I, em pH 2,2. Estes

resultados estdo de acordo com o estudo do pH do meio apresentado para TBZ sobre EDDB, em
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que a espécie TBZH® é responsavel pela oxidagdo. Portanto, para a continuidade no
desenvolvimento do procedimento eletroanalitico pH 2,2 foi selecionado. Nessa sequéncia,
comprovou-se que o0 mecanismo de oxidacdo do TBZ sobre eletrodo modificado também
envolve a etapa quimica de protonacéo antecedendo o processo eletroquimico, pois 0 Ep
também foi deslocado para valores menos positivos em funcdo do aumento da concentragédo
hidrogenionica do meio. A relagdo entre E, e pH apresentou inclinagcdo de 66,7 mV/pH,
sugerindo a participacdo de igual nimero de prétons e elétrons na reagdo. (137) Portanto, o
mecanismo de oxida¢do do TBZ sobre CV/NTCPMF-FcCo-Naf.0,5% é semelhante ao que foi
proposto para EDDB. A préxima otimizacao realizada foi a dos parametros da VOQ, que
resultou em f = 30 s, a = 20 mV e AE; = 3 mV. Com as condi¢Bes otimizadas para a
determinacdo de TBZ, realizou-se a caracterizacdo fisica dos NTCPM e do filme de NTCPMF-
FcCo-Naf.0,5%

4.4.2 Caracterizacao fisica dos eletrodos modificados com nanotubos de carbono de paredes

multiplas e ftalocianinas de cobalto

O carater hidrofébico dos NTC prejudica sua dispersdo e etapas prévias de
funcionalizacdo de sua estrutura sdo empregadas para promover melhor disperséo em solugéo e
garantir a formacdo de filme homogéneo no momento da modificacdo do eletrodo. A
funcionalizacdo que mais tem sido empregada consiste no tratamento acido, com as paredes e
terminagdes dos NTC contendo grupos hidroxila, carbonila e principalmente carboxila.
(222,223) Utilizando meio nitrante como descrito no procedimento experimental, ap6s a
secagem das amostras foram preparadas suspensdes de NTCPM, NTCPMF e NTCPMF-FcCo,
todas a 1 mg mL™, em meio de DMF contendo Nafion® 0,5%, para a modificagdo da superficie
de CV. Estas condicBes foram baseadas nos resultados obtidos para a otimizacdo da construcao
do eletrodo modificado e o DMF foi usado por ser o solvente mais compativel com a
hidrofobicidade do CV, levando a formacdo de filme mais homogéneo. (129) A caracterizacdo
dos eletrodos modificados foi realizada empregando MEV-EC, com as imagens obtidas

podendo ser vistas na Figura 33.
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Figura 33 — Imagens por MEV-EC de NTCPM (A) ndo funcionalizados, (B) funcionalizados e
(C) CVINTCPMF-FcCo-Naf.0,5%

Fonte: Elaborada pelo autor.
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Pelas imagens obtidas é possivel observar dispersdo homogénea dos NTC sobre CV. O
tratamento acido praticamente ndo alterou a morfologia dos NTC, mas a funcionalizacao
proporcionou a diminuigdo do didmetro médio. Os valores obtidos foram 23,5 nm e 14,5 nm
para NTC n&o funcionalizados e funcionalizados, respectivamente. Segundo Moraes e
colaboradores, estes sdo indicios de que houve funcionaliza¢do dos nanotubos. (118) A imagem
apresentada na Figura 33 (C) indica que, apos a adicdo das FcCo, houve a formacdo de um
filme homogéneo e mais compacto, devido a forte interacdo entre NTCPMF e FcCo. Esse
resultado estd de acordo com o indicado na literatura, pois o processo de funcionalizagdo
também é marcado por oferecer a vantagem de promover maior interacdo entre NTCPM e
moléculas de FcCo. (224)

A espectroscopia Raman é um eficiente método para avaliar a integridade estrutural e as
propriedades dos materiais baseados em NTC (42), bem como avaliar os efeitos gerados sobre a
estrutura dos NTCPM ap0s a funcionalizacdo e a adicdo de FcCo. Os espectros foram obtidos a
partir da excitacio com laser de fon argonio (Ar') com A = 514,5 nm, com os resultados
apresentados na Figura 34 sendo referentes a NTCPM-Naf.0,5%, NTCPMF-Naf.0,5% e
NTCPMF-FcCo-Naf.0,5%.

Figura 34 — Espectros Raman obtidos a partir do laser de ion argbnio com A = 514,5 nm para
NTCPM-Naf.0,5%, NTCPMF-Naf.0,5% e NTCPMF-FcCo-Naf.0,5%
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Fonte: Elaborada pelo autor.
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Todas as amostras analisadas apresentaram duas bandas, como pode ser visto na Figura
35. A banda com méximo em torno de 1350 cm™ é conhecida como banda D, devido ao modo
Aag, sendo referente a defeitos na estrutura e a carbonos com hibridizagéo sp®. Ja a banda com
méximo em torno de 1586 cm* se deve ao modo Eoq, reflexo da presenca de carbonos com
hibridizagdo sp® presentes na folha de grafeno. (225) Assim, a presenca das bandas D e G antes
e apds a funcionalizacdo indicam que as folhas de grafeno da estrutura de NTCPM foram
preservadas. No entanto, a funcionalizagdo dos NTCPM promoveu o aumento da intensidade da
banda D (Ip) indicando a insercdo dos grupos funcionais, e.g. grupos carboxilicos, na estrutura
do NTCPM, o que favorece a imobilizacdo de outros agentes modificadores. Outro parametro
avaliado é o valor da razdo (Ip/lg), conhecida com a razdo entre carbonos sp*/sp?. Os valores de
In/lg obtidos para NTCPM e NTCPMF foram 1,277 e 1,282, respectivamente. Estes resultados
indicam que as insercBes dos grupos funcionais ocorreram principalmente nas regifes da
estrutura dos NTCPM que apresentavam defeitos. Apos a adi¢do das FcCo, a razdo Ip/lg foi
reduzida para 1,234. Isso pode ser atribuido ao ancoramento das FcCo (sistema macrociclico
com carbonos sp?) nos grupos funcionais presentes nos defeitos dos NTCPMF, resultando no
aumento da populacdo de ligacdes sp® e, assim, diminuindo a intensidade da banda D.

Ja tem sido bem estabelecido que FcM substituidas com grupos amino podem se ligar
covalentemente sobre a superficie dos NTC por intermédio de ligaces amidicas. No entanto,
para FcM ndo substituidas a interacdo com NTC ocorre por meio de interacdes « - . (226)
Logo, as FcM ndo substituidas interagem com NTC sem a formacao de ligagcdes covalentes. De
acordo com Li e colaboradores, além das interacfes = - = formadas entre os anéis aromaticos da
FcM e as paredes dos NTC, pode ainda ocorrer interacdo entre &tomos de oxigénio presentes no
NTCPMF e o centro metélico da FcCo, e também a formacéo de interacfes de hidrogénio entre
0 atomo de nitrogénio da ftalocianina e o hidrogénio acido da carboxila do NTCPMF. (227)
Deste modo, as andlises de espectroscopia Raman colaboraram com a formacéo de diferentes
tipos de interagdes entre NTCPMF e FcCo. A Figura 35 ilustra as interagdes existentes entre 0s
NTCPMF e FcCo.
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Figura 35 — Representacdo esquematica das interacdes entre NTCPMF e FcCo

1) Coordenagdo e interagdao de hidrogénio

Fonte: Elaborada pelo autor a partir de adaptacdo da referéncia (227).
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O efeito da funcionalizacdo dos NTCPM e a adicdo de FcM foram avaliados
empregando a técnica de VC em meio de KCI 0,1 mol L™ contendo as espécies Ks[Fe(CN)g] e
K4[Fe(CN)e] 1,0 x 10° mol L™ . Os resultados mostraram que a presenca de processos redox
praticamente ndo foi observada para CV modificado com Nafion® 0,5%. Este polimero esta

carregado negativamente e isso dificulta a difuséo dos anions Fe (CN )% /Fe(CN ):” em diregcao

a superficie do eletrodo, devido a repulsdo eletrostatica entre o polimero e os anions
eletroativos. (228) A Figura 36 apresenta 0s voltamogramas ciclicos obtidos para diferentes

eletrodos modificados.

Figura 36 — Voltamogramas ciclicos obtidos para Ks[Fe(CN)g] e K4[Fe(CN)g], ambos a 1,0 x
102 mol L™, sobre CV/Naf.0,5%, CV/NTCPM-Naf.0,5%, CV/NTCPMF-Naf.0,5% e
CV/NTCPMF-FcCo-Naf.0,5% em meio de KCI 0,1 mol L*a50 mV s

10
5 i
< 0 —
=,
~~
-5
—— CV/Naf.0,5%
-10 - —— CV/NTCPM-Naf.0,5%
CVINTCPMF-Naf.0,5%
—— CVINTCPMEF-FcCo-Naf.0,5%
-15 . .

02 00 02 04 06 08
E/V

Fonte: Elaborada pelo autor.

Quando NTCPM foram adicionados a superficie de CV, observou-se aumento da I, dos
processos de oxidacdo e de reducdo. A intensidade da corrente foi ainda maior para o eletrodo
modificado com NTCPMF em comparacdo com NTCPM, indicando que a funcionalizacdo
promoveu a reacdo de transferéncia de carga. Segundo Bi e colaboradores, as paredes do
NTCPM sdo construidas pela deslocalizagdo dos elétrons 7 dos orbitais hibridos sp?. Quando ha
presenca de grupos carboxilicos nos NTCPM pode ocorrer a deslocalizacdo da ligacéo ,

promovendo o transporte de elétrons, o que justifica 0 aumento da corrente. (229)
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A adicdo de FcCo promoveu aumento dos valores de corrente em comparagdo com o
eletrodo modificado com NTCPMF. Isso estd associado a capacidade das ftalocianinas de
promover a mediacdo da transferéncia de carga, devido a um efeito sinérgico quando aliadas aos

NTC. Os valores AE, obtidos para o par redox Fe(CN)% /Fe(CN): sobre os eletrodos

CV/Naf.0,5%, CV/INTCPM-Naf.0,5%, CV/NTCPMF-Naf.0,5% e CV/NTCPMF-FcCo-
Naf.0,5% foram 107,1 mV; 132,8 mV; 93,8 mV e 85,4 mV, respectivamente. Os resultados
indicam aumento da reversibilidade da reacdo com a presenca de NTCPMF e de FcCo,

resultante do efeito eletrocatalitico proveniente do sinergismo associado ao par NTCPMF-FcCo.

4.4.3 Ensaios de espectroscopia de impedancia eletroquimica para as etapas de construcéo do
eletrodo modificado com nanotubos de carbono de paredes multiplas e ftalocianina de

cobalto

Pela técnica de EIE, os valores de Ry tendem a aumentar ou diminuir em funcdo da
dificuldade ou facilidade de transferéncia de elétrons oferecida pela superficie eletrddica.
Experimentos de EIE foram realizados para TBZ sobre diferentes eletrodos para avaliar o efeito
das modificacOes nas reacOes de transferéncia de carga. Na Figura 37 estdo apresentados 0s
diagramas de Nyquist obtidos para TBZ 1,2 x 10 * mol L™ em meio de tamp&o BR pH 2,2 com

frequéncia variando de 40 kHz a 2 mHz e amplitude de 10 mV.

Figura 37 — Diagramas de Nyquist para TBZ 1,2 x 10* mol L™ sobre CV, CV-Naf.0,5%,
CVINTCPMF-Naf.0,5% e CV/NTCPMF-FcCo-Naf.0,5% em meio de tampdo BR pH 2,2,
intervalo de frequéncia de 40 kHz a 2 mHz e amplitude de 10 mV
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Fonte: Elaborada pelo autor.
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Os resultados apresentaram somente um semicirculo para todos os eletrodos, que €
caracteristico da reacdo de transferéncia de carga. Como discutido, resultados semelhantes
foram obtidos para TBZ sobre EDDB, indicando que ndo houve mudangas no mecanismo da
reacdo. Os valores de Ry obtidos a partir dos diagramas de Nyquist para CV, CV/Naf.0,5%,
CV/NTCPM-Naf.0,5% e CV/NTCPMF-FcCo-Naf.0,5% foram 154,19 kQ; 86,1 kQ2; 15,8 kQ) e
10,1 kQ, respectivamente. Estes resultados indicaram que as sucessivas modificagdes do
eletrodo facilitaram a reacéo faradaica, uma vez que foi observada uma diminuic¢do dos valores
de Ry ap6s cada modificacdo. Também fica comprovado que o filme composto por
NTCPMF/FcCo foi eficientemente imobilizado na superficie do CV e que houve efeito
sinérgico. Além dos valores de Ry, também foram obtidos os valores de kip. A Tabela 10

apresenta os valores dos parametros calculados a partir dos ensaios de EIE.

Tabela 10 — Parametros obtidos a partir dos experimentos de EIE para os eletrodos CV,
CV/Naf.0,5%, CV/NTCPMF-Naf.0,5% e CV/NTCPMF-FcCo-Naf.0,5%

Eletrodo R / kKQ Kap/CMs ™

Y 154,19 460x10"
CV/Naf.0,5% 86,06 8,24x 10"
CVINTCPMF-Naf.0,5% 15,82 4,48 x 10
CV/INTCPMF-FcCo-Naf.0,5% 10,13 6,99 x 10°°

Fonte: Elaborada pelo autor.

A cinética da reacdo de transferéncia de carga aumentou em funcdo das continuas
modificacbes da superficie do CV, facilitando as transferéncias eletrénicas entre eletrodo e
moléculas de TBZ. Estes resultados ratificaram o0s resultados obtidos por VC e VOQ,

comprovando o sinergismo existente entre NTCPMF e FcCo.

4.4.4 Curvas analiticas para tiabendazol sobre eletrodo modificado com nanotubos de

carbono e ftalocianina de cobalto

Portanto, apds todos os estudos de otimizagdo: construcdo do eletrodo modificado e

parametros experimentais e voltamétricos, foram construidas as curvas analiticas para TBZ
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sobre CV/INTCPMF-FcCo-Naf.0,5% em meio de tampéo BR pH 2,2 empregando VOQ com f =
30 st a=20mV, AEs = 3 mV. A Figura 38 apresenta os voltamogramas de onda quadrada
obtidas para diferentes concentragdes de TBZ acompanhados da correlagdo linear entre I, e

concentragéo de TBZ.

Figura 38 — VVoltamogramas de onda quadrada para TBZ no intervalo de 9,98x10® a 2,15x10°°
mol L * sobre CV/NTCPMPF-FcCo-Naf.0,5% em meio de tampdo BR pH 2,2 comf=30s ", a=
20 mV e AEs = 3 mV. Na inser¢do, tem-se a curva analitica média com as respectivas barras de
erro
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Fonte: Elaborada pelo autor

Empregando CV/NTCPMF-FcCo-Naf.0,5% foi observada uma linearidade entre 9,98 x
10®% e 2,15 x 10° mol L™ com R = 0,9982. Apés esse valor, observa-se a saturacdo da
superficie do eletrodo. O intervalo de concentracdao obtido com o eletrodo modificado consistiu
em valores de concentragcdo menores que aqueles obtidos para TBZ sobre EDDB, indicando que
a modificagdo com NTCPMF/FcCo forneceu maior sensibilidade analitica.

Os testes de significancia para o intercepto negativo da curva analitica mostraram que o
valor de teaiculado de 4,10 € menor que o valor tedrico de 4,30, implicando que ndo ha diferenca
significativa entre o valor observado e o valor ideal. Os valores de LD e de LQ obtidos foram
9,52 x 10 mol L™ (0,019 mg kg ) e 3,18 x 10" mol L™ (0,064 mg kg ), respectivamente,
estando abaixo dos valores de LMR de TBZ em alimentos (0,1 e 10 mg kg™), comparacao

realizada em funcdo da inexisténcia de valores de LMR em &guas naturais. (87)
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Os dados obtidos por VOQ empregando CV/NTCPMF-FcCo-Naf.0,5% foram
comparados com os resultados obtidos por CLAE e UV-Vis, pois as técnicas cromatograficas
tém sido as mais adotadas para a determinacdo de TBZ. (230) Além disso, segundo a
FarmacOpeia Brasileira, as técnicas de CLAE e UV-Vis sdo recomendadas para a determinacao
do TBZ. (136) Os dados obtidos para TBZ sobre CV/NTCPMF-FcCo-Naf.0,5% empregando
UV-Vis e CLAE séo exibidos na Tabela 11.

Tabela 11 — Parametros calculados a partir das curvas analiticas para a determinacéo de TBZ
sobre CV/NTCPMF-FcCo-Naf.0,5% empregando VOQ, UV-Vis e CLAE

Parametro VOQ UV-Vis CLAE

RL/mol Lt | 998x10°a215x10° | 1,00x10°a50x10° | 20x10'a75x10°

Equacéo da Ip=-2,12x10"+ Abs=1,34x107° + A =-307,69 +
curva 2,46 [TBZ] 2,36 x 10* [TBZ] 5,34 x 10° [TBZ]

IC, +222x10" +6,95x 10° + 436,42

ICp +0,87 + 24,49 +1,74x10°

R 0,9982 0,9999 0,9997

Sa 8,96 x 10° A 2,8x10° u.a. 175,79 u.a.

Sp 3,49x 10T Amol™ L 9,87 (u.a.) mol* L 7,02 x 10" u.amol ™ L
LD(molL™) | 9,52x10° (19,16 ppb) | 6,47 x 107 (130,21 ppb) | 2,34 x 10" (47,13 ppb)
LQ(molL™ | 3,18x107 (63,99 ppb) | 2,16 x 10° (434,70 ppb) | 7,81 x 10 ' (157,14 ppb)

%DPR (*) 4,88 1,57 —
%DPR (**) 3,59 3,74 -

Fonte: Elaborada pelo autor. (*) Repetibilidade; (**) Reprodutibilidade

Os resultados foram inferiores aos obtidos sobre EDDB (LD = 2,61 x 10" mol L' e LQ
=8,82 x 10" mol L™), bem como por UV-Vis e por CLAE, evidenciando que o procedimento
eletroanalitico desenvolvido merece posicdo de destaque para andlises de contaminantes
ambientais. Outros trabalhos recentemente publicados na literatura mostraram que 0s métodos
eletroanaliticos, principalmente utilizando VOQ, tém apresentado sensibilidades semelhantes e
até mesmo menores que aqueles obtidos pelos métodos cromatograficos para a deteccdo de
pesticidas.

(231 -233) Tambem foram alcancados valores de repetibilidade e de

reprodutibilidade abaixo de 5%, 0 que confere precisdo satisfatoria para analises de TBZ sobre
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CVINTCPMF-FcCo-Naf.0,5%. Assim, conclui-se que a determinacao de residuos de TBZ em
amostras de alimentos e em aguas naturais, empregando procedimentos eletroanaliticos pode ser
viabilizada, devido aos baixos valores de LD. Além do mais, com a sensibilidade alcangada,
ficam disponiveis argumentos para que o0s 06rgdos publicos possam discutir sobre a
implementacdo de ferramentas analiticas alternativas para analise de pesticidas em matrizes
ligadas a protecdo ambiental e a saide humana. Isso tendo em mente, por exemplo, a criagédo de
um programa cujo objetivo principal consistisse no estabelecimento de LMR para pesticidas em

amostras de &guas naturais, por se tratar de um dos maiores bens naturais.

4.4.5 Determinacdo de tiabendazol sobre eletrodo modificado com nanotubos de carbono e

ftalocinaina de cobalto em amostras de cana-de-agUcar, manga e aguas naturais

Do mesmo modo do estudo eletroanalitico para TBZ sobre EDDB, o procedimento
desenvolvido empregando CV/NTCPMF-FcCo-Naf.0,5% foi aplicado em amostras de cana-de-
acucar, manga e de aguas provenientes dos acudes Pacajus e Acarape do Meio, com 0s
resultados de recuperacéo apresentados na Tabela 12.

Tabela 12 — Determinagdo eletroanalitica de TBZ sobre CV/NTCPMF-FcCo-
Naf.0,5% em amostras de cana-de-agUcar, manga e de A&guas naturais
provenientes dos acudes Pacajus e Acarape do Meio

[TBZ]agicionada / mol L™ 2,49x 107" 7,39x 10" 1,22x10°
Cana-de-agucar
[TBZ]recuperada/ Mol L' | 2,42 x 107 7,46 x10° 1,21x10°
Intervalo de confianca | +£0,18x 10" | £0,70x10" | +1,39x 10’
% Recuperaco 97,67 101,0 99,68
% DPR 2,92 3,79 4,62
Manga
[TBZ]recuperada/ Mol L™ | 2,66 x 10 6,80 x 10° 1,18 x10°
Intervalo de confianca | +0,34x 10" | +4,97x10" | +1,56x 10’
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Continua: Tabela 12 - Determinacdo eletroanalitica de TBZ sobre
CVINTCPMF-FcCo-Naf.0,5% em amostras de cana-de-aglcar, manga e de
aguas naturais provenientes dos acudes Pacajus e Acarape do Meio

% Recuperacgo 106,82 92,03 96,69
% DPR 5,15 8,1 5,34
Pacajus

[TBZ]recuperada/ Mol L™ | 2,39 x 10 7,53x 10" 1,375x 10’
Intervalo de confianca | +0,11x 10" | +1,13x10" | +0,32x 10’
% Recuperacgo 96,31 101,88 112,82

% DPR 1,82 6,0 0,96

Acarape do Meio
[TBZ]recuperada/ Mol L | 1,75x 10" 6,43 x 10" 1,22x10°
Intervalo de confianca | +0,16x 10" | +0,44x10" | +1,24x 10’
% Recuperagéo 70,89 86,97 100,04
% DPR 3,67 2,38 4,08

Fonte: Elaborada pelo autor.

Uma das principais motivacdes para utilizacdo de eletrodos modificados ¢é a
possibilidade de aumento da sensibilidade, resultando em menores valores de LD e de LQ. No
entanto, a avaliacdo da robustez frente aos possiveis interferentes presentes em amostras
complexas é um item que deve ser investigado quando da utilizacdo de eletrodos modificados.

Os resultados na Tabela 12 mostraram que os valores de recuperacdo para as frutas
ficaram entre 92,03% e 106,82%, o que denota a eficiéncia do dispositivo para aplicacGes
analiticas relacionadas com seguranca alimentar. Quando aplicado nas amostras de aguas
naturais foram encontrados percentuais entre 70,89% e 112,82%.

O baixo percentual de recuperacdo no nivel 1 para amostra de aguas naturais do agude
Acarape do Meio pode ser atribuido, possivelmente a clorofila a, que esta presente em
concentragdo em torno de dez vezes maior neste corpo hidrico (26,08 pg L) que na amostra
proveniente do acude Pacajus (2,40 pg LY. No entanto, mesmo assim, o eletrodo
CV/INTCPMF/FcCo-Naf.0,5% em conjunto com a VOQ foi adequado para analises de TBZ em

amostras de aguas naturais, sem a necessidade da realizacdo de etapas complexas de preparacdo
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de amostra. A utilizacdo do eletrodo modificado possibilitou analises em niveis mais baixos de

concentracdo em relacdo ao EDDB, evidenciando que maior sensibilidade foi alcancada.

4.5 Biossensor eletroquimico baseado na enzima lacase, nanotubos de carbono e

ftalocianina de cobalto para a determinacéao de tiabendazol

A literatura ndo apresenta nenhum estudo envolvendo biossensor enzimatico para a
determinagdo do pesticida TBZ. Portanto, ressalta-se aqui a motivagdo de avaliar a
possibilidade da utilizacdo do biossensor baseado na enzima Lac para a determinacdo de TBZ.
O dispositivo empregado nos estudos foi 0 CV/NTCPMF-FcCo-Naf.0,5%/Lac-Glu.2%, ou seja,
0 mesmo empregado na determinagdo do pesticida organanoclorado EDS, uma vez que o
ambiente consistindo nos NTCPMF-FcCo apresentou biocompatibilidade com a enzima Lac, ou
seja, ndo prejudicou a sua atividade.

Assim, adotando as mesmas condi¢cdes empregadas para 0 biossensor utilizado para a
determinag&o do EDS, tais como: tamp&o BR pH 5,0, ABTS 5,66 x 10> mol L™ e parametros
da VOQ (f = 40 s, a = 30 mV e AE; = 2 mV), foram realizados os testes de inibicdo da
atividade enzimatica da Lac pelo pesticida TBZ. Para 0s experimentos, optou-se por iniciar com
a concentracdo do TBZ de 2,36 x 10" mol L™, pois, essa concentragdo corresponde ao primeiro
ponto da curva analitica, em que foi observada a inibicdo da enzima Lac pelo EDS. Na
sequéncia, foram realizadas sucessivas adicGes da solucdo estoque de TBZ a célula
eletroquimica contendo tampdo BR pH 5,0 e ABTS 5,66 x 10> mol L™ Os resultados
mostraram que para TBZ entre 2,36 x 10 ' e 4,67 x 10°® mol L™ sobre CV/NTCPMF-FcCo-
Naf.0,5%/Lac-Glu.2% empregando VOQ ndo foi possivel perceber o fenbmeno de inibicéo.
Contudo, pelos experimentos empregando VC com v = 10 mV s foi possivel perceber a
diminuicéo da I, para ABTS indicando que TBZ inibiu a enzima Lac. A inibi¢&o pode ocorrido
possivelmente em decorréncia na interagdo entre o grupo tiazol (presenca do atomo de enxofre)
do TBZ e os ions cobre da Lac. Fernandez e colaboradores apresentaram como proposta de
inibicdo da Lac pelo pesticida metomil, as coordenagdes entre os atomos de N e de S do
pesticida com o ion Cu do tipo T1 (N-Cu e S-Cu). (234)

As curvas analiticas para TBZ sobre CV/NTCPMF-FcCo/Lac-Glu.2% em meio de
tamp&o BR pH 5,0 contendo ABTS 5,66 x 10> mol L™ foram obtidas na faixa de 2,36 x 10" a
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1,68 x 10° mol L. A Figura 39 apresenta a relagdo entre % Inib. e concentracdo do TBZ
obtida sobre CV/NTCPMF-FcCo-Naf.0,5%/Lac-Glu.2% em meio de tampdo BR pH 5,0
contendo ABTS 5,66 x 10™ mol L™ obtida por VC com v = 10 mV s*. Os resultados indicaram
que, apods cada adicdo de aliquotas da solucdo do pesticida, foi possivel observar a diminuicéo
da intensidade da I, referente a redugéo do substrato sobre CV/NTCPMF-FcCo-Naf.0,5%/Lac-

Glu.2%. Esses resultados confirmam que o pesticida TBZ inibiu a atividade da Lac.

Figura 39 — Curva analitica para TBZ entre 2,36 x 10 e 1,68 x 10° mol L™ sobre
CV/NTCPMF-FcCo-Naf.0,5%/Lac-Glu.2% na presenca de ABTS 5,66 x 10> mol L™ em meio
de tampdo BR pH 5,0
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Fonte: Elaborada pelo autor

Observou-se correlacdo entre %Inib. e concentracdo do pesticida TBZ (R = 0,9994),
com os valores de LD = 4,66 x 10 " mol L* e LQ = 1,55 x 10° mol L * sendo maiores que
aqueles obtidos para TBZ sobre EDDB (LD = 2,61 x 10" mol L*e LQ =8,62x 10 ' mol L) e
para TBZ sobre CV/NTCPMF-FcCo-Naf.0,5% (LD = 9,52 x 10 mol L*e LQ = 3,18 x 10’
mol L™). Os resultados obtidos para TBZ sobre CV/NTCPMPF-FcCo-Naf.0,5%/Lac-Glu.2%
também foram comparados com os dados obtidos por UV-Vis e CLAE. A Tabela 13 apresenta
os valores calculados das figuras de mérito para TBZ empregando biossensor enzimatico, UV-
Vis e CLAE.
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Tabela 13 — Parametros calculados a partir das curvas analiticas para a determinacdo de TBZ
sobre CV/INTCPMF-FcCo-Naf.0,5%/Lac-Naf.0,5% empregando VVC, UV-Vis e CLAE

Parametro Biossensor UV-Vis CLAE
RL / mol L™ 2,36x10"a1,68x10° | 1,00x10°a50x10° | 20x10'a7,5x10°
Equacéo da % Inib. = 0,598 + 1,38 x Abs=1,34x10° + A =-307,69 +
curva 10°[TBZ] 2,36 x 10* [TBZ] 5,34 x 10° [TBZ]
ICq +0,321 +6,95x10° + 436,42
ICp + 3,35 x 10° + 24,49 +1,74x10°
R 0,999 0,9999 0,9997
Sa 0,215 %lnib. 2,8 x 107 u.a. 175,79 u.a.
Sh 5,51 x 10° %Inib. mol* L | 9,87 (u.a.) mol™* L 7,02 x 10" (u.a) mol* L
LD (mol LY 4,66 x 10 6,47 x 10 2,34x 10"
(93,78 ppb) (130,21 ppb) (47,13 ppb)
1,55x 10° 2,16 x10° 7,81x10°
LQ (mol L™
(311,94 ppb) (434,70 ppb) (157,14 ppb)
%DPR (*) 0,25% 1,57% -
%DPR (**) 3,46% 3,74% -

Fonte: Elaborada pelo autor. (*) Repetibilidade; (**) Reprodutibilidade

Os valores de LD e de LQ obtidos pela metodologia eletroanalitica foram menores que
os valores obtidos por UV-Vis e maiores que os valores obtidos por CLAE. Desta forma, a
metodologia eletroanalitica empregando biossensor apresentou sensibilidade satisfatoria,

podendo ser considerada como alternativa viavel para fins analiticos.

4.5.1 Determinagdo de tiabendazol sobre biossensor eletroquimico baseado na enzima lacase,
nanotubos de carbono e ftalocianina de cobalto em amostras de cana-de-aglUcar e aguas

naturais

O biossensor proposto também teve sua aplicabilidade testada pelos experimentos de
recuperacdo de TBZ em amostras de cana-de-agucar e dguas naturais provenientes dos agudes

Pacajus e Acarape do Meio. Os estudos foram realizados com amostras fortificadas em trés
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diferentes niveis de concentracdo de TBZ e os resultados apresentados podem ser vistos na

Tabela 14.

Tabela 14 — Determinacéo eletroanalitica de TBZ sobre CV/NTCPMF-FcCo-
Naf.0,5%/Lac-Glu.2% em amostras de cana-de-acUcar e de &guas naturais
provenientes dos acudes Pacajus e Acarape do Meio

[TBZ]adicionada / Mol L™ 9,42 x 107 4,67 x10° 6,52 x 10°
Cana-de-agucar
[TBZ]recuperada / Mol L™ 8,87 x 10’ 4,25x10° 6,49 x 10°
Intervalo de confianca | +1,06x 107 | +158x 10" | +2,62x 10"
% Recuperaco 94,19 90,99 99,53
% DPR 4,82 1,50 1,63
Acude Pacajus
[TBZ]recuperada / Mol L™ 9,81 x 107 4,57 x 10° 6,36 x 10°
Intervalo de confianca | +0,90x 107 | +1,48x10° | +2,26x 107
% Recuperagdo 104,19 101,7 97,62
% DPR 3,71 3,46 4,75
Acude Acarape do Meio
[TBZ]recuperada / Mol L™ 9,66 x 10” 4,34 x 10°° 6,85 x 10°
Intervalo de confianca | +0,85x107 | £4,94x 10" | +4,81x10°
% Recuperagéo 102,62 92,98 105,03
% DPR 3,53 4,58 5,54

Fonte: Elaborada pelo autor.

Os percentuais de recuperacdo para as amostras ficaram entre 90,99 e 105,03%, com

DPR entre 1,50 e 5,54%, indicando que o biossensor CV/NTCPMF-FcCo/Lac-Glu.2%

apresentou precisdo e exatiddo satisfatorias para determinacdo de TBZ em amostras complexas.
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4.6 Estudo eletroanalitico do formetanato sobre eletrodo de diamante dopado com boro

4.6.1 Comportamento eletroquimico do formetanato sobre eletrodo de diamante dopado com
boro

O pesticida formetanato (FMT, classe toxicologica | - ANVISA) pertence a classe dos
carbamatos. Na literatura é encontrado somente um trabalho apresentando estudo eletroanalitico
do FMT e a técnica empregada foi a polarografia. (121) Neste sentido, o estudo eletroanalitico
empregando eletrodo solido se torna interessante. Inicialmente, foram realizados experimentos
de VOQ para FMT 1,0 x 10> mol L™ sobre EDDB em meio de tamp&o BR pH 5,0. Este meio
foi selecionado em funcéo dos estudos para FMT 1,0 x 10> mol L sobre eletrodo modificado
CV/INTCPMF-FcCo-Naf.0,5% terem apontado maior intensidade de I, para a oxidagdo do FMT
em meio de tampdo BR pH 5,0. Os estudos preliminares foram realizados comparando o perfil
voltamétrico para FMT obtidos em dois diferentes conjuntos de parametros de VOQ, a saber, f
=100s? a=50 mV e AEs = 2 mV (condicdo A) e f =10 s a =25 mV e AE; = 2 mV
(condicdo B). Os parametros da condi¢cdo B foram escolhidos em funcdo dos resultados
apresentados para o estudo do TBZ sobre EDDB (vide se¢do 4.3), ja os parametros da condi¢do
A s&o os tradicionalmente empregados em estudos iniciais de VOQ. Os resultados mostraram
que na condicdo A ndo foi possivel identificar com precisdo o processo de oxidacdo do FMT. O
que pode ser atribuido a cinética lenta de transferéncia de carga entre FMT e EDDB com
dopagem de boro a 8000 ppm.

Ja na condig&o B, observou-se processo de reducdo irreversivel bem definido com E, =
1,19 V e AEy; = 85,3 mV. Nestas circunstancias, adotou-se os parametros da condi¢do B para o
desenvolvimento da metodologia.

Na sequéncia, realizou-se estudo do pH do meio para FMT 1,0 x 10 mol L™ sobre
EDDB em meio de tamp&@o BR com diferentes valores de pH. A Figura 40 apresenta a relacéo
entre I,, E, e pH obtidas para FMT sobre EDDB.
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Figura 40 — Relagdo entre corrente de pico, potencial de pico e pH obtida a partir dos
voltamogramas de onda quadrada para FMT 1,0 x 10 mol L™ sobre EDDB em tamp&o BR
comf=10s" a=25mV e AE; = 2 mV, com as respectivas barras de erro
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Fonte: Elaborada pelo autor.

A reacdo de oxidacdo do FMT sobre EDDB foi influenciada pelo pH do meio, pois seu
aumento proporcionou o deslocamento do E, para valores menos positivos, como pode ser visto
na Figura 40. No entanto, esta influéncia néo resultou no comportamento linear entre E, e pH.
Estes resultados indicam que prétons participam de uma das etapas do mecanismo da reacéo,
mas que essa etapa ndo € a determinante do processo. A intensidade de I, apresentou o valor
méaximo em pH 7,0, sequido pelo decréscimo da corrente com o aumento da basicidade do
meio. E relatado na literatura que em meio béasico o FMT pode ser hidrolisado. (110) A reacio
de hidrélise do FMT resulta na deficiéncia da espécie que passa pelo processo eletroquimico,
consequentemente promovendo o decaimento da l,. Em fungdo do maior valor da I, foi
selecionado o pH 7,0 para os demais estudos.

Além dos experimentos de VOQ também foram realizados experimentos de VC para
FMT sobre EDDB. A Figura 41 apresenta os voltamogramas ciclicos obtidos no intervalo entre
0,0 Ve 14V para FMT 1,0 x 10~ mol L™ sobre EDDB em meio de tamp&o BR pH 7,0 com v

=50 mV s * por cinco ciclos consecutivos.
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Figura 41 — Voltamogramas ciclicos para FMT 1,0 x 10 mol L™ sobre EDDB em meio de
tampdo BR pH 7,0 a 50 mV s * por cinco ciclos consecutivos
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Fonte: Elaborada pelo autor.

O primeiro ciclo apresentou na varredura direta um processo de oxidagédo em torno de
1,1 V e no sentido reverso ndo foi observado nenhum processo eletroquimico, como pode ser
observado na Figura 41. Portanto, o processo de oxidacdo do FMT ¢ irreversivel. Nos ciclos
subsequentes ndo foi observado nenhum processo eletroquimico adicional no intervalo de
varredura estudado. Aléem disso, a partir do segundo ciclo, foi observada a diminuicéo da Iy,
possivelmente associada a lenta difusdo da espécie eletroativa, pois também nédo foi observado
deslocamento do E, nos ciclos posteriores, o que era esperado para processos em que ocorre a
adsorcdo do produto da reacdo. Além disso, houve estabilizacdo da corrente a partir do quarto
ciclo. Estes resultados confirmam a propriedade dos filmes de diamante dopado com boro, que
na grande maioria dos sistemas apresenta inércia frente a adsorcao de espécies que prejudicam a
reprodutibilidade dos experimentos. (235)

De acordo com os critérios diagnésticos da VC para processos irreversiveis, existe uma

relacdo que possibilita calcular o nimero de elétrons dado pela equacéo 14. (198,236)

1,857RT
Ep-Ep|-"" (14)
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em que Ep, € o potencial no ponto onde a corrente € metade da corrente de pico (I,2) e 0s
demais termos apresentam os significados ja citados.

O valor de E,—Ep, calculado a partir do primeiro ciclo do voltamograma ciclico obtido
com v =50 mV s* foi 84 mV e aplicando na equacéo 14 chegou-se a an = 0,57 e tomando o =
0,5, obteve-se nimero de elétrons igual a um. Apesar de ndo existir na literatura trabalhos
envolvendo a oxidacéo eletroquimica do FMT, outros pesticidas carbamatos exibiram processos
de oxidacdo com a participacdo de um elétron envolvendo o atomo de nitrogénio no sistema
conjugado. (237) A investigagdo em diferentes velocidades de varredura ainda resultou na
linearidade entre I, e raiz quadrada da velocidade de varredura, indicando a predominancia da
difusdo de FMT no sistema. Esse resultado ratifica uma das principais caracteristicas do EDDB,

que € a de possuir baixa capacidade de reter espécies adsorvidas em sua superficie. (38)
4.6.2 Otimizagao dos parametros da voltametria de onda quadrada

A partir dos estudos dos parametros da VOQ foi possivel perceber que, mesmo com as
mudancas das variaveis f, a e AEs, o sistema representado pela oxidacdo do FMT sobre EDDB
permaneceu com as caracteristicas de irreversibilidade, pois foram observados somente
processos de oxidacao. Para aplicacdo analitica, os pardmetros otimizados foram f =20 s, a =
25 mV e AEs = 3 mV. Estes valores foram selecionados por terem sido o limite da linearidade
observada entre 1, vs f, I, vs a e I, vs AE;, respectivamente.

Os experimentos de VOQ para FMT 1,0 x 10 ° mol L sobre EDDB em meio de tamp&o
BR pH 7,0 com f =20 s, a = 25 mV e AE; = 3 mV demonstraram que a I, para componente
resultante foi menor que a corrente da componente direta. De acordo com a teoria da VOQ para
reacOes controladas pela cinética de transferéncia de carga, ou seja, quando a rea¢do nao é
eletroquimicamente reversivel, a resposta depende do coeficiente de transferéncia de carga e do

parametro cinético k expresso pela equacao 15. (143)

= —Ks (15)

em que D é o coeficiente de difuséo e os demais termos apresentam os significados ja citados.
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O modelo tedrico ainda prevé que, para as reacdes irreversiveis, k apresenta valores
menores que 0,01 e a intensidade de corrente da componente resultante € menor que a
intensidade de corrente da componente direta. (145) Assim, o resultado obtido para FMT sobre
EDDB estd em conformidade com o estabelecido pela teoria da VOQ para processos

irreversiveis. Neste caso, a componente direta foi empregada para propdésitos analiticos.

4.6.3 Curvas analiticas para formetanato sobre eletrodo de diamante dopado com boro

As curvas analiticas para FMT sobre EDDB foram construidas em meio de tampédo BR
pH7,0comf=20s' a=25mV e AE;=3 mV entre 4,98 x 10" e 1,70 x 10° mol L. Os
voltamogramas de onda quadrada obtidos para diferentes concentracées de FMT acompanhados
da curva analitica média com as respectivas barras de erro calculadas podem ser observados na

Figura 42.

Figura 42 — Voltamogramas de onda quadrada para FMT no intervalo de 4,98 x 10" a 1,70 x
10"° mol L* sobre EDDB em meio de tamp&o BR pH 7,0, com f=20s' a=25mV e AEs = 3
mV. Na insercdo, tem-se a curva analitica média com as respectivas barras de erro

2,0

E/V

Fonte: Elaborada pelo autor.
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Os voltamogramas de onda quadrada exibiram valor médio de E, igual a 1,08 + 2,21 x
10° V com RSD de 0,20%, indicando que praticamente n4o houve alteracio e que nio houve
efeitos de adsorcdo de reagentes e/ou produtos na superficie do eletrodo que, porventura,
prejudicassem a reprodutilidade das medidas.

A curva analitica foi descrita pela equagao I, = 7,79 X 10® + 156 x 10" + 0,103 +
0,020 [FMT]. O teste de significancia para o intercepto apresentou teaiculado = 2,26, permitindo
concluir que ndo houve diferenca significativa entre zero e o intercepto da equacdo da reta
descrita. Os valores de LD e de LQ para FMT sobre EDDB foram 0,094 mg kg * e 0,314 mg
kg™ e estdo dentro da faixa de LMR recomendada pela ANVISA (0,02 e 2,0 mg kg ™). A Tabela

15 apresenta os parametros analiticos calculados para FMT sobre EDDB.

Tabela 15 — Pardmetros calculados para a determinacdo eletroanalitica de
FMT sobre EDDB em meio de tampédo BR pH 7,0

Parametro EDDB
RL/mol L™ 498x107a1,70x 10"
Equacao da curva I, =-7,79 x 10°° + 0,103[FMT]

tealculado 2,26

ICq +1,56x 10 '

ICy + 0,020

R 0,999

Sa 6,28 x10° A

Sh 8,11x10° Amol™* L
LD (mol L) 3,67 x 10 7 (94,58 pph)
LQ (mol L) 1,22 x 10 ° (314,42 ppb)

Fonte: Elaborada pelo autor.

Considerando metodologias eletroanaliticas para a determinacdo direta do FMT, na

literatura consta somente o estudo do FMT sobre eletrodo gotejante de mercurio. (121) Neste
trabalho ndo foram apresentados valores de LD e de LQ. Os valores de LD e de LD obtidos

para FMT sobre EDDB foram bem préximos aos obtidos por Oliveira e colaboradores que
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empregaram sistema bi-enzimatico para a determinagdo de FMT (LD = 2,15x 10 ' e LQ = 7,17
x 10" mol L) e outros pesticidas carbamatos. (123)

Os procedimentos cromatograficos (CLAE) apresentados na literatura para determinacéao
de FMT apresentaram valores de LD iguais a 0,1 e 3,33 pg kg . (111-113) Estes valores foram
inferiores aos obtidos para FMT sobre EDDB. No entanto, os procedimentos cromatograficos
apresentam como desvantagens, o elevado custo e a impossibilidade de serem empregados em
andlises de campo. Neste contexto, uma das grandes vantagens dos procedimentos
eletroanaliticos é a capacidade de poderem ser implementados fora dos laboratorios, ou seja, em
analises em campo, em funcdo da robustez oferecida pelo sistema de andlise, apresentando-se

como ferramenta alternativa para analise de contaminantes ambientais.

4.6.4 Determinacdo de formetanato sobre eletrodo de diamante dopado com boro em

amostras de manga e uva

A manga é uma das frutas mais exportadas pelo Estado do Ceara para 0 mercado
europeu e € de fundamental importancia manter a qualidade do fruto em termos de seguranca
alimentar. (26) A uva e seus derivados movimentam em muito o mercado interno. (238)
Portanto, o desenvolvimento de procedimentos para a determinacdo de residuos de pesticidas
nessas frutas se torna relevante. (239,240)

A metodologia eletroanalitica proposta foi aliada ao método QUEChERS para andlise de
FMT em amostras de manga e de uva, como descrito no procedimento experimental. Os
resultados dos experimentos de recuperacdo de FMT em amostras de manga e de uva estdo

apresentados na Talela 16.
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Tabela 16 — Determinacdo eletroanalitica de FMT sobre EDDB em amostras

de manga e de uva

[FMT]agicionaga / Mol L™ | 9,80 x 10°' 2,83x10° 6,60 x 10°
Manga
[FMT]recuperada / Mol L™ | 1,15x 10° 2,85x10° 6,63x10°
Intervalo de confianca | #1,10x 10" | +3,80x10" | #543x 10’
% Recuperagéo 117,32 100,59 100,44
% DPR 3,83 5,38 3,30
Uva
[FMT]recuperada / Mol L™ | 9,46 x 10 2,92x10° 6,94 x 10°
Intervalo de confianca | #0,59x 10" | +153x10" | #556x 10’
% Recuperagéo 96,54 103,35 105,16
% DPR 2,52 2,11 3,49

Fonte: Elaborada pelo autor.

Os experimentos iniciais evidenciaram que as amostras ndo estavam naturalmente
contaminadas com FMT. A eficiéncia do procedimento do procedimento foi testada por meio
dos ensaios de recuperacao nas amostras fortificadas em trés niveis de concentracdo. Os valores
de recuperacdo calculados foram satisfatérios, indicando que o procedimento eletroanalitico
aliado ao método de extracdo baseado no QUEChERS foram eficientes. Como ilustrado na
Tabela 16, os percentuais de recuperacao apresentaram valores de % DPR entre 2,52 e 5,38%,
indicando que os componentes presentes naturalmente nas amostras naturais tiveram seus
potenciais de interferéncia (agUcares, antioxidantes, carotendides e compostos fenolicos)
minimizados pelo método QUEChERS e pela utilizacdo da metodologia eletroanalitica
empregando EDDB.

Trabalhos recentes também tém apresentado resultados satisfatorios para analise de
pesticidas em matrizes de diferentes naturezas empregando EDDB. (40,207,241) De modo
geral, os resultados apresentados vém colaborar com as demais pesquisas realizadas em todo
mundo, dedicadas a desenvolver metodologias eletroanaliticas para a analise de contaminantes

ambientais que podem prejudicar a saide humana e 0 meio ambiente.
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4.7 Estudo eletroanalitico do formetanato sobre eletrodo modificado com nanotubos de

carbono e ftalocianina de cobalto

4.7.1 Espectroscopia de impedancia eletroquimica para o eletrodo modificado com nanotubos

de carbono e ftalocianina de cobalto

No intuito de obter informacgdes sobre a cinética de transferéncia de carga para 0s
eletrodos CV/Naf.0,5%, CV/NTCPMF-Naf.0,5% e CV/NTCPMF-FcCo-Naf.0,5% foram
realizados ensaios de EIE para a mistura equimolar K3[Fe(CN)g] e Ks[Fe(CN)g], ambos a 1,0 x
10"° mol Lem meio de KCI 0,1 mol L™. As condices impostas ao sistema foram potencial
formal de meia-onda (Ei, = 0,2 V), frequéncia entre 60 kHz e 100 mHz e amplitude de 5 mV.
Os diagramas de Nyquist para Ks[Fe(CN)g] e Ki[Fe(CN)e], ambos a 1,0 x 10~ mol L™, sobre
CV/Naf.0,5%, CV/NTCPMF-Naf.0,5% e CV/NTCPMF-FcCo-Naf.0,5% em meio de KCI 0,1
mol L estdo apresentados na Figura 43. Para CV/Naf.0,5%, observou-se o perfil caracteristico
de capacitor, resultando em elevado valor de resisténcia de transferéncia de carga. Este perfil de

capacitor foi confirmado pelo valor da inclinacdo da regido linear da representacéo de Bode (log

|z| vs log f) igual a-0,9.

Figura 43 — Diagramas de Nyquist para Ks[Fe(CN)s] e K4[Fe(CN)g], ambos a 1,0 x 10~ mol L™
! sobre CV/Naf.0,5%, CV/INTCPMF-Naf.0,5% e CV/NTCPMF-FcCo-Naf.0,5% em meio de
KCI 0,1 mol L™, com intervalo de frequéncia de 60 kHz a 100 mHz e amplitude de 5 mV

B CV/Naf. 0.5 %
CV/NTCPMF-Naf.0,5%
A CV/NTCPMF-FcCo-Naf.0,5%

6 8 10 12

Fonte: Elaborada pelo autor.
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Portanto, esse valor esta proximo do valor esperado para o elemento capacitor, que é de
~1,0. (169) Isto se deve & natureza elétrica do Nafion®, pois este é um polimero carregado

negativamente, de modo semelhante as especies eletroativas (Fe(CN ) /Fe(CN): ). Deste

modo, a repulsdo eletrostatica atuou dificultando a reacdo de transferéncia de carga.

Para os demais sistemas, observou-se a relagéo linear entre Zinag € Zreat, COM angulo de
inclinacdo proximo a 45 °, correspondente a comportamento difusional. Os valores de Ry para
os eletrodos CV/NTCPMF-Naf.0,5% e CV/NTCPMF-FcCo-Naf.0,5% foram 12,17 kQ e 8,51
kQ, respectivamente. Os valores de kg, calculados foram 6,99 x 10 e 1,00 x 102 cm s
CVINTCPMF-Naf.0,5% e CV/NTCPMF-FcCo-Naf.0,5%, respectivamente. Os resultados
comprovam que a modificagdo do CV com NTCPMF e FcCo promovem a transferéncia de
elétrons, resultado da atividade catalitica proveniente do sinergismo entre NTCPMF-FcCo
(existéncia da interacdo do tipo m-wt), pois a FcM atua como mediador de transferéncia de carga.
(44,130)

4.7.2 Comportamento eletroquimico do formetanato sobre eletrodo modificado com

nanotubos de carbono e ftalocianina de cobalto

Estudos eletroquimicos iniciais para FMT 1,0 x 10> mol L™ sobre CV/NTCPMF-FcCo-
Naf.0,5% em meio de tampdo BR entre 2,2 e 9,0 consistiram em VC por cinco ciclos
consecutivos a v = 50 mV s* e VOQ com os parametros tradicionalmente empregados em
estudos iniciais, f=100 s, a =50 mV e AE; = 2 mV.

Por VC, observou-se a existéncia de processo de oxidacdo irreversivel na varredura
positiva de potencial do primeiro ciclo em todos os valores de pH estudados. No entanto, entre
pH 2,2 e 7,0 foi possivel verificar a presenca de outros processos na varredura reversa no
intervalo de 0,0 V a 0,7 V, em todos os ciclos, apontando que a reacdo de FMT sobre
CVINTCPMF-FcCo-Naf.0,5% ¢é regida pelo mecanismo ECE (eletroquimico-quimico-
eletroquimico).

E importante ressaltar que nesta situacdo, uma etapa de pré-concentracio do produto
formado no primeiro processo de oxidacdo do mecanismo ECE pode ser empregada para fins
analiticos, pois as espécies geradas sofrem processos redox em potenciais mais proximos de 0,0

V, proporcionando maiores intensidades de I, mais elevadas. (38) Como ilustragdo, os
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voltamogramas ciclicos para FMT 1,0 x 10> mol L sobre CV/NTCPMF-FcCo-Naf.0,5% em

tampdo BR 5,0 a 50 mV s * por cinco ciclos consecutivos estdo apresentados na Figura 44.

Figura 44 — VVoltamogramas ciclicos para FMT 1,0 x 10> mol L sobre CV/NTCPMF-FcCo-
Naf.0,5% em meio de tamp&o BR pH 5,0 a 50 mV s por cinco ciclos consecutivos
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Fonte: Elaborada pelo autor.

Processos de oxidacgdo foram observados no segundo ciclo em torno de 0,25V (a;) € 0,5
V (a;), acompanhados do desaparecimento do processo inicial ap. Nos ciclos posteriores,
verificou-se que os pares redox a;/c; e a,/c, tiveram suas intensidades de corrente diminuidas.
Este comportamento indica que os produtos das reagdes que ocorrem em valores de potenciais
no intervalo de 0,0 V a 0,7 V ficam adsorvidos na superficie do eletrodo impedindo o processo
ap e, consequentemente, 0S processos ai/c; e a,/C,. Portanto, os resultados sugerem que 0S
processos a;/c; e a,/c; sdo dependentes do processo de oxidagdo que origina ap.

Para comprovar esta dependéncia foram realizados experimentos de VC no intervalo de
0,0 V a 0,8V para FMT 1,0 x 10° mol L™ sobre CV/NTCPMF-FcCo-Naf.0,5% em meio de
tampdo BR pH 5,0. Os resultados obtidos foram interessantes, porque ndo apresentaram 0s

processos redox a;/c; e ay/c,, confirmando a hipétese de dependéncia citada anteriormente, ou



150

seja, ai/cy e ay/c, surgem somente apds a ocorréncia do processo ap. Os valores calculados para
0 mddulo da diferenca dos potenciais foram 126,9 mV e 33,7 mV para 0s pares a;/C; e ay/Ca,
respectivamente, indicando, de acordo com os critérios diagndsticos da VC, que o par a;/c; €
quase-reversivel, enquanto que o par ay/c, € um processo reversivel com a participacdo de dois
elétrons. (162) As relacGes entre I, E, e pH obtidas para FMT 1,0 x 10° mol L™ sobre
CV/NTCPMF-FcCo-Naf.0,5% em meio de tamp&o BR empregando VOQ com f = 10052, a =
50 mV e AEs =2 mV podem ser vistas na Figura 45.

Figura 45 — Relacgdes entre (A) corrente de pico e pH e (B) potencial de pico e pH obtidas a
partir dos voltamogramas de onda quadrada para FMT 1,0 x 10 mol L™* sobre CV/NTCPMF-
FcCo-Naf.0,5% em tampéo BR com f = 100 s %, a = 50 mV e AEs = 2 mV, com as respectivas
barras de erro
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Fonte: Elaborada pelo autor.

A avaliagéo dos resultados obtidos para o0 processo ap mostrou que a relagéo entre I, e
pH (m) apresentada na Figura 45 (A) exibiu um méaximo em pH 6,0. Entretanto, a relacdo entre
Ep e pH para FMT sobre CV/NTCPMF-FcCo-Naf.0,5% se mostrou diferente do comportamento
observado para FMT sobre EDDB, pois, como ilustrado na Figura 45 (B), a relagéo entre E, e
pH (m) para FMT sobre CV/NTCPMF-FcCo-Naf.0,5% foi linear entre pH 2,2 e 8,0 com valor
da inclinacdo igual a 67,8 mV/pH, indicando a participacdo de igual nimero de protons e
elétrons na etapa determinante da reacdo. No entanto, para FMT sobre EDDB foi observado que
o valor de E, para o processo de oxidacdo foi influenciado pelo pH do meio, mas a relagdo entre
Ep e pH ndo foi linear (vide Figura 40). As mudangas de comportamento das relagdes entre E, e
pH observadas para FMT sobre EDDB e CV/NTCPMF-FcCo-Naf.0,5% das -etapas
determinantes da reagdo sugerem que houve influéncia do filme NTCPMF-FcCo na reacdo de
transferéncia de carga.

Para os demais processos redox relativos a FMT, observou-se que as intensidades de I,
mais elevadas pertencem ao par a;/c; (e). Portanto, para o par redox a;/c; também pode ser
verificada correlagéo linear entre E, e pH com inclinagdo de 53,7 mV/pH. Esta informagéo é

importante, pois indica que o produto da reacdo quimica formada apos a ocorréncia do processo
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ap envolve etapa eletroquimica com igual nimero de protons e elétrons. A relagdo entre I, e pH
apresentou maximo em pH 5,0 e acima deste valor foi observado um decréscimo da corrente,
como Visto na Figura 45 (A). A influéncia do eletrolito de suporte sobre os valores de I, para o
processo a;/c; foi avaliada em FMT 1,0 x 10> mol L™ sobre CV/NTCPMF-FcCo-Naf.0,5% em

diferentes eletrolitos de suporte com pH ajustado para 5,0, como apresentado na Figura 46.

Figura 46 — Influéncia do eletrdlito de suporte em pH 5,0 sobre a corrente de pico dos
voltamagramas de onda quadrada para FMT 1,0 x 10 mol L™ sobre CV/NTCPMF-FcCo-
Naf.0,5% com f =100s %, a=50 mV e AEs = 2 mV
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Fonte: Elaborada pelo autor.

Os resultados indicaram que valores mais elevados de I, foram obtidos em meio de
tampdo BR, na seguinte ordem: BR > fosfato > Mcllvaine > acetato. A composicédo do eletrolito
de suporte pode afetar a forca idnica, coeficiente de atividade, nimero de transporte da espécie
eletroativa, difusdo, espessura da dupla camada elétrica, viscosidade, condutividade e cinética
dos processos eletrodicos. (242) Assim, o fato da I, para FMT ter sido mais intensa em tampéo
BR pode estar possivelmente associado ao sinergismo entre estas propriedades. Em funcdo dos
resultados apresentados para o estudo da influéncia do pH e do eletrolito de suporte na resposta
eletroquimica do FMT sobre CV/NTCPMF-FcCo-Naf.0,5%, tampdo BR pH 5,0 foi selecionado

como condicdo otimizada.
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4.7.3 Influéncia do tempo e potencial de acumulagdo

Como visto, o comportamento eletroquimico do FMT sobre CV/NTCPMF-FcCo-
Naf.0,5% foi marcado pela interdependéncia entre 0s processos existentes, ou seja, a partir da
oxidacgdo primaria do FMT (ag) surgiram processos eletroquimicos em potenciais proximos de
0,0 V. Neste contexto, avaliou-se o efeito do potencial (E;) e do tempo de acumulacao (t;) sobre
a resposta eletroquimica do FMT 1,0 x 10> mol L™ sobre CV/NTCPMF-FcCo-Naf.0,5% em
meio de tampdo BR pH 5,0 com f = 100 s, a = 50 mV e AE; = 2 mV. Isso se deu pela
aplicacdo de E, entre 1,0 e 1,6 V, potenciais escolhidos em diferentes regides do voltamograma,
e t; = 15s. Apos a otimizacdo do E,, realizou-se o estudo do t; no intervalo de 5a 30 s.

A Figura 47 mostra as relagdes entre I, e as variaveis E, e t, obtidas para FMT 1,0 x 10°
mol L* sobre CV/NTCPMF-FcCo-Naf.0,5% em meio de tamp&o BR pH 5,0 empregando VOQ
comf=100s",a=50mV eAE;=2mV .

Figura 47 — Relagéo entre (O) corrente de pico e potencial de acumulagdo com t, = 15 s e (m)
corrente de pico e tempo de acumulacdo com E, = 1,55 V obtidas a partir dos voltamogramas de
onda quadrada para FMT 1,0 x 10~° mol L™ em tamp&o BR pH 5,0 sobre CV/NTCPMF-FcCo-
Naf.0,5%, empregando f = 100 s*, a = 50 mV e AE;= 2 mV, com as respectivas barras de erro
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Fonte: Elaborada pelo autor.
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Os resultados indicaram que o aumento do E, promoveu o acrescimo da I,. Isso porque
quanto maior o valor de E,, maior € a energia fornecida ao sistema e, consequentemente, o
avanco da reacdo de oxidacdo primaria do FMT é favorecido, provendo maior concentracdo de
reagentes na interface eletrodo/solucéo para a reacdo eletroquimica envolvendo o par a;/c;. A
Figura 48 ainda permite concluir que acima de 1,55 V ha diminuicdo da I, possivelmente
associada a interferéncia de reacOes paralelas, como a de desprendimento de O,. Deste modo, 0
valor de E; = 1,55 V foi escolhido como otimizado.

Na sequéncia, verificou-se que o aumento do t, promoveu a diminuicéo da I,, que pode
ser explicado em funcdo do mecanismo complexo ECE para a oxidacdo do FMT sobre
CVINTCPMF-FcCo-Naf.0,5%. Além do exposto, encontra-se na literatura que o produto de
oxidagdo primaria de pesticidas carbamatos envolve a formagdo de cation radical ndo estavel
que rapidamente sofre reacfes quimicas originando produtos que podem ser eletrooxidados.
(237) Assim, o produto da primeira etapa eletroquimica pode reagir quimicamente tomando
diferentes caminhos de reacdo e diferentes rotas de reacdes quimicas sdo favorecidas com o

aumento do tempo de acumulacdo. Entdo, selecionou-se t; =5s.

4.7.4 Otimizacdo dos parametros da voltametria de onda quadrada

Na sequéncia, analisou-se os parametros da VOQ para FMT 1,0 x 10 mol L™ sobre
CVINTCPMF-FcCo-Naf.0,5% em meio de tampédo BR pH 5,0 com E; =155V et, =5 s pela
variagdo de f entre 10 e 300 s com a = 50 mV e AEs = 2 mV. Em todo o intervalo de f
estudado, observou-se a presenca de trés processos eletroquimicos, sendo o processo referente
ao par redox a;/c; 0 de maior intensidade de corrente. A Figura 48 apresenta 0s voltamogramas
de VOQ para FMT 1,0 x 10> mol L™ sobre CV/NTCPMF-FcCo-Naf.0,5% em meio de tamp&o
BRpH50comf=10s" f=50s"ef=100s" todos com a = 50 mV, AE; = 2 mV, E, = 1,55
V ety =5s. Os trés processos observados apresentaram as contribui¢es das componentes direta

e reversa, resultando no aumento da corrente para a componente resultante.
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Figura 48 — Componentes de corrente dos voltamogramas de onda quadrada para FMT 1,0 x 10~
®>mol L sobre CV/NTCPMF-FcCo-Naf.0,5% em meio de tamp&o BR pH 5,0 com E; = 1,55 V,
t.=5s,a=50mV, AEs=2mVe(A)f=10s", (B)f=50s"e (C)f=100s"
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Fonte: Elaborada pelo autor.

Os processos ai/c; e as/Cz ndo apresentaram nenhuma dependéncia entre E, e log f,
indicando, segundo os critérios diagndsticos da VOQ, que séo quase-reversiveis. (143) Além do
mais, os valores de AE,, se revelaram dependentes de f e de a. Para sistemas reversiveis ndo ha
dependéncia entre AE,, e os parametros f e a. Deste modo, confirma-se que 0s processos a;/c; e
as/cs sdo quase-reversiveis. No entanto, 0 processo ay/c, apresentou relagéo linear entre E, e log
f e os valores de AE,, se mostraram independentes de f e a. Confrontando estes resultados com
a teoria da VOQ, tem-se que o processo € reversivel com adsorcdo de reagente. (143) Para

processos com essas caracteristicas, a seguinte equacao € valida:

_101 mV (16)
n

AE )

em que os termos mantém seus significados usuais. Aplicando o valor AE,;, = 48,4 mV (obtido
a partir do experimento de VOQ com f = 100 s*, a = 50 mV e AE; = 2 mV) na equagéo 16,
conclui-se que o processo envolve a participagdo de dois elétrons, ratificando os resultados
obtidos por VC. Os processos ai/c; € as/Cz ainda apresentaram maximo quase-reversivel

confirmando as atribuigdes estabelecidas anteriormente para estes dois processos. A Figura 49
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apresenta a relacéo entre Ip/f e f para o processo a;/c; para FMT 1,0 x 10° mol L sobre
CVINTCPMF-FcCo-Naf.0,5% em meio de tampédo BR pH 5,0 comE; =155V, t;=5s,a=50
mV e AEs =2 mV.

Figura 49 — Relacdo entre razdo corrente de pico/frequéncia e frequéncia obtida a partir dos
voltamogramas de onda quadrada para FMT 1,0 x 10 mol L™ sobre CV/NTCPMF-FcCo-
Naf.0,5% em meio de tampdo BR pH 5,0 comE; =155V, t,=55s,a=50 mV e AEs =2 mV
considerando o processo ai/c;. Valores de frequéncia no intervalo de 20 a 300 s*

0,51
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Fonte: Elaborada pelo autor.

O processo as/C; apresentou um maximo quase-reversivel em fna = 20 s aplicando
este valor na equacao Ks = Kmax . fmax € tomando 0 kmax = 1,18 £ 0,05, tem-se ks = 23,6 £ 1,0 st
que é consistente com uma reacdo de transferéncia de carga lenta, se comparado com valores
mais altos de ks (e.g. 350 s e 1400 s') para sistemas quase-reversiveis apresentados na
literatura. (243,244)

O maximo quase-reversivel para 0 processo ai/c; surgiu com fmax = 70 s+ e 0 valor
calculado para a constante foi ks = 82,6 + 3,5 s . Estes resultados indicam que a cinética de
reacdo de transferéncia de carga foi mais rapida para o processo a;/c;, implicando em maiores
valores de I, mais elevados. Assim, para fins analiticos, a otimiza¢éo dos parametros da VOQ

foi realizada considerando o processo a;/c;, em funcdo da sua maior sensibilidade. A relacédo
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entre I, e f apresentou linearidade até 100 s e 0 aumento de f ndo proporcionou alteracéo
significativa nos valores de I,. Portanto, o valor de 100 s foi selecionado para o
desenvolvimento do procedimento eletroanalitico de determinagdo de FMT sobre
CV/NTCPMF-FcCo-Naf.0,5%.

O estudo da a foi realizado entre 5 e 70 mV. Os resultados indicaram que o aumento da
amplitude proporcionou o deslocamento dos potenciais de pico das componentes direta (E,q) €
reversa (E,) do processo ai/c;. A condi¢do experimental, com a =5 mV resultou na diferenca
entre os potenciais de pico das componentes direta e reversa, Eyq — Epr = 29,7 mV. Ja para a =
70 mV, o valor calculado foi Eyg — Epy = —19,8 mV. Este comportamento € mais um indicio
caracteristico de processos quase-reversiveis. (143,245) A relagdo entre I, e a apresentou
linearidade até o valor de 30 mV. Deste modo, o valor de 30 mV foi selecionado para aplicacéo
analitica. Valores de AEs foram analisados entre 1 e 8 mV. Como previsto pelo modelo tedrico
da VOQ para processos quase-reversiveis, ndo se observou alteracdo nos valores de E, 4 — Ep,
com o aumento de AE, pelo fato do coeficiente de transferéncia de carga o ser independente
deste parametro. Para compor o conjunto de pardmetros otimizados, AEs = 3 mV foi
selecionado, sendo a otimizagdo realizada baseando-se no critério de linearidade entre I, e AEs,

que apresentou linearidadae até 3 mV.

4.7.5 Curvas analiticas para formetanato sobre eletrodo modificado com nanotubos de

carbono e ftalocianina de cobalto

A estratégia baseada na etapa prévia de pré-concentracdo do produto da oxidacéo
primaria do FMT sobre CV/NTCPMF-FcCo-Naf.0,5% foi empregada para a construcdo das
curvas analiticas entre 9,80 x 10® e 3,92 x 10° mol LY A Figura 50 apresenta os
voltamogramas de VOQ sobre CV/INTCPMF-FcCo-Naf.0,5% em meio de tampédo BR pH 5,0
comE, =155V, t,=30s, f=100s"? a=30mVeAE =3 mV, acompanhados da curva

analitica média com as respectivas barras de erro calculadas.
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Figura 50 — Voltamogramas de onda quadrada para FMT no intervalo de 9,80 x 10°° a 3,92 x
10°® mol L™ sobre CV/NTCPMF-FcCo-Naf.0,5% em meio de tamp&o BR pH 5,0 com E, =
155V, t, =55, f =100 s, a =30 mV e AE; = 3 mV. Na insercéo, tem-se a curva analitica
média com as respectivas barras de erro
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Fonte: Elaborada pelo autor.

Os voltamogramas de VOQ apresentaram-se bem definidos e sem variacdo dos valores
de E,, indicando que ndo houve efeitos de adsor¢do com a variagéo da concentragdo de FMT.
Com o dispositivo CV/NTCPMF-FcCo-Naf.0,5% foi possivel analisar concentracfes do
pesticida em niveis de concentracdes mais baixos que aqueles no estudo do FMT sobre EDDB.
Além disso, a sensibilidade que é dada pela inclinacdo da curva analitica foi em torno de 34
vezes maior para o procedimento empregando eletrodo modificado (3,51 A mol™ L) quando
comparado com a sensibilidade calculada utilizando EDDB (0,103 A mol* L). Estes resultados
comprovam que o efeito eletrocatalitico advindo do sinergismo entre NTCPMF-FcCo
representa poderosa estratégia para o desenvolvimento de metodologias eletroanaliticas para
analise de pesticidas. As figuras de merito calculadas a partir das curvas analiticas para FMT
sobre CV/NTCPMF-FcCo-Naf.0,5% e EDDB podem ser vistas na Tabela 17.
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Tabela 17 — Parametros calculados a partir das curvas analiticas para a determinacdo de FMT
sobre CV/NTCPMF-FcCo-Naf.0,5% e sobre EDDB em meio de tampéao BR pH 5,0

Parametro CVINTCPMF-FcCo-Naf.0,5% EDDB
RL / mol L 9,80x10°%a3,92x10° 4,98x10 "a1,70x 10
Equagao da l,=—6,02 x 10" + 3,51 [FMT] l, =—7,79 x 10°® + 0,103[FMT]
curva
teatculado 1,73 2,26
ICa +9,61x10° +1,56x10’
ICy + 0,495 +0,020
R 0,9982 0,9990
Sa 1,07x10° A 6,28x10° A
Sh 551x10°Amol L 8,11x10° Amol 'L
LD (mol L™) 9,67 x 10°° (24,92 pph) 3,67 x 10" (94,58 ppb)
LQ (mol L) 3,22 x 107 (82,98 ppb) 1.22 x 10°° (314,42 ppb)

Fonte: Elaborada pelo autor.

Os valores de LD (0,025 mg kg ™) e de LQ (0,082 mg kg %) ficaram abaixo dos valores
encontrados para FMT sobre EDDB, tendo mesma ordem de grandeza dos valores de LMR
recomendados pela ANVISA para FMT em amostras de produtos agricolas, mostrando que o
procedimento eletroanalitico aliado ao eletrodo modificado com NTCPMF e FcCo pode ser
empregado em andlises de pesticida em amostras de alimentos.

Em comparacdo com os estudos apresentados na literatura, os valores de LD e de LQ
vistos na Tabela 17 foram bem préximos aos calculados por meio do fenébmeno da inibicdo de
FMT sobre biossensor a base de pasta de carbono-grafeno/azul da prussia/Lac (LD = 0,013 mg
kg™ e LQ = 0,045 mg kg ™). (122) No entanto, esses valores foram menores que os calculados
para biossensor bi-enziméatico empregando pasta de carbono-grafeno/quitosana/NpAu/Lac-Tir
(LD = 0,048 mg kg e LQ = 0,158 mg kg ). (123) Assim, a potencialidade do eletrodo
modificado com NTCPMF-FcCo para analise de FMT é comparavel com a dos biossensores

enzimaticos.
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4.7.6 Determinacdo de formetanato sobre eletrodo modificado com nanotubos de carbono e

ftalocianina de cobalto em amostras de manga e uva

A eficiéncia do dispositivo CV/NTCPMF-FcCo-Naf.0,5% teve sua eficiéncia verificada
na analise de residuos de FMT em amostras de manga e de uva. As amostras foram tratadas
com o método de QUEChERS de modo semelhante ao estudo sobre EDDB. Os parametros

calculados a partir dos ensaios de recuperacao estdo apresentados na Tabela 18.

Tabela 18 — Determinacdo eletroanalitica de FMT sobre CV/INTCPMF-FcCo-
Naf.0,5% em amostras de manga e de uva

[FMT]agicionada / mol L™ | 4,95 x 107 9,80 x 10 ' 2,83x10°
Manga
[FMT]recuperada/ Mol L" | 5,09 x 10" 9,61x 10" 2,99 x 10°°
Intervalo de confianga | +0,80x10" | £0,69x10 " | £0,13x10°
% Recuperagao 102,81 98,05 105,69
% DPR 6,38 2,91 1,79
Uva
[FMT]recuperada /Mol L" | 4,66 x 10 9,86 x 10 ' 2,81x10°
Intervalo de confianga | +0,53x10' | £0,36x10" | £0,63x 10’
% Recuperagao 94,24 100,62 99,18
% DPR 4,54 1,48 0,90

Fonte: Elaborada pelo autor.

Os brancos das amostras ndo apresentaram processos eletroquimicos referentes ao FMT,
indicando que amostras estavam livres de residuos. Assim, com 0s ensaios de recuperacdo das
amostras fortificadas ficou evidente a eficiéncia do procedimento proposto pelo célculo de
percentuais de recuperagdo entre 94,24 e 105,69% e por valores de DPR inferiores aos
recomendados. (184) Esses valores foram semelhantes aqueles obtidos para FMT em amostras
de manga e de uva (96,54 a 117,32 %), utilizando EDDB. Os valores também foram
semelhantes aos calculados por Oliveira e colaboradores para residuos de FMT em amostras de
limdo, laranja e tangerina (94,8 a 96,6%) e amostras de tomate e batata (91,0 a 97,1 %), também

empregando o método QUEChERS.
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O procedimento eletroanalitico baseado no CV/NTCPMF-FcCo-Naf.0,5% apresentou
precisdo, exatiddo e sensibilidade, podendo ser adotado para andlise de residuos de pesticidas
FMT em diferentes amostras visando garantir a seguranca alimentar e até ser estendido para

analises em amostras de interesse ambiental e bidlogico.

4.8 Biossensor eletroquimico baseado na enzima lacase para a determinacgdo do pesticida

formetanato

O pesticida FMT possui a capacidade de comprometer a atividade das enzimas
aceticolinesterase, Lac e Tir. (108,123) Neste contexto, essa parte do trabalho foi voltada para a
construcdo e aplicacdo do biossensor eletroquimico, baseado na enzima Lac e NpAu, para o
desenvolvimento do procedimento eletroanalitico de determinacdo do pesticida FMT em

amostras de manga e uva.
4.8.1 Obtencédo das nanoparticulas de ouro

O desempenho dos biossensores depende muito do ambiente no qual a biomolécula esta
sendo imobilizada. NpAu aumentam a area superficial, o que beneficia a imobilizacdo da
enzima. Além do mais, as propriedades oferecidas pelas NpAu, tais como condutividade,
estabilidade superficial para imobilizacdo da enzima, capacidade eletrocatalitica,
biocompatibilidade e facilidade de transferéncia de carga garantem a funcionalidade do
biossensor desenvolvido. (54)

Deste modo, a primeira etapa avaliada para a constru¢do do biossensor eletroquimico foi
a otimizacdo da obtencdo das NpAu. O método adotado para obtencdo das nanoparticulas foi
eletrodeposicdo com base no procedimento proposto por Park e colaboradores. (246) O estudo
consistiu na aplicacdo de —0,2 V entre 60 e 250 s, com a otimizacdo desse parametro sendo
realizada pela analise da intensidade da corrente obtida no processo redox do indicador
eletroativo, que consistiu na mistura equimolar dos sais Ks[Fe(CN)s] e K4[Fe(CN)s] 1,0 x 103
mol L™ na presenca de KCI 0,1 mol L. A Figura 51 apresenta a relacio entre I, e tempo de

eletrodeposicdo das NpAu sobre Au obtidas a partir dos voltamogramas de VOQ para
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Ks[Fe(CN)e] e K4[Fe(CN)e] 1,0 x 10 ° mol L' em meio de KCI1 0,1 mol L* comf=100s", a =
50 mVe AEs =2 mV.

Figura 51 — Relacéo entre corrente de pico e tempo de eletrodeposicao das NpAu sobre Au com
aplicacdo de —0,2 V obtida a partir dos voltamogramas de onda quadrada para Ks[Fe(CN)e] e
K4[Fe(CN)e], ambos a 1,0 x 10~ mol L™, em meio de KCI 0,1 mol L™ com f=100s", a = 50
mV e AEs =2 mV
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Fonte: Elaborada pelo autor.

Os resultados obtidos indicaram que a I, aumentou em fungdo do tempo de
eletrodeposicdo até 100 s. No entanto, um decréscimo da I, para tempos superiores a 100 s foi
observado, e a partir de 200 s a corrente praticamente ndo apresentou variagdo. Alguns autores
relatam que esse comportamento pode estar associado a agregacdo das NpAu, resultando em
reducdo da area superficial e aumento da resisténcia e da capacitancia da dupla camada elétrica.
(247,248) Sanz e colaboradores apresentaram que, por eletrodeposic¢éo, foram obtidas particulas
com tamanho em torno de 80 nm. (247) Portanto, para a continuagdo dos estudos, 100 s foi

selecionado como valor otimizado para a preparacéo das NpAu.
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4.8.2 Parametros que influenciam a resposta do biossensor eletroquimico baseado na lacase

A imobilizacdo de enzimas sobre a superficie de um eletrodo tem contemplado
aplicacOes, tais como construcdo de biocélulas a combustivel, degradacdo de corantes e
biossensores. (173) Os biossensores eletroquimicos vém se destacando como alternativa
promissora no desenvolvimento de metodologias analiticas para monitoramento de pesticidas
no meio ambiente e em amostras de alimentos, em fun¢&o da inibicdo da atividade enzimatica.
Neste contexto, a Lac tem a sua atividade, frente a compostos fendlicos, minimizada pela
presenca dos carbamatos, tornando possivel o desenvolvimento de biossensores.

Por revisbes na literatura ndo se encontrou trabalhos empregado 4-AF.HCI como
substrato fendlico no desenvolvimento de biossensores com Lac para determinacdo de
pesticidas. Assim, optou-se por iniciar os estudos de otimizacdo dos parametros sobre
biossensor utilizando 4-AF.HCI em meio de tampédo BR pH 5,0, pois, estudos apresentados na
literatura mostra que o tampéao BR ndo prejudica a atividade da enzima Lac. (47,122) A enzima
Lac apresenta atividade méxima na faixa de pH 4,0 a 5,0. (249) Entretanto, em pH 5,0 tem sido
a condicdo otimizada de outros biossensores baseado na enzima Lac. (250,251). Portanto,
juntamente com 4-AF.HCI, optou-se iniciar os estudos empregando tampéao BR pH 5,0.

Para a construcao do biossensor foi utilizado o0 método de imobilizacdo conhecido como
ligacdo covalente cruzada (cross-linking). A espécie empregada nesse método foi Glu, que tem
a capacidade de fazer ligacGes cruzadas com proteinas tornando eficiente a imobilizacdo da
biomolécula, evitando a sua lixiviacdo ao entrar em contato com a solugdo (133), conforme
comentarios anteriores.

Inicialmente, avaliou-se o efeito da concentragdo de 4-AF.HCI sobre a resposta
eletroquimica empregando o biossensor Au/NpAu/Lac-Glu.2% em meio de tampédo BR pH 5,0
entre 5,12 x 10 ® e 1,57 x 10 * mol L* em meio de tamp&o BR pH 5,0 empregando VOQ com f
=10s' a=25mV e AEs = 1 mV, para manter a mesma velocidade de varredura de 10 mV s*
dos estudos de VC (vide sec¢do 4.2.1). Detectou-se duas regides de linearidade: a primeira entre
5,12 x 10 ° 5,83 x 10> mol L™, com R = 0,9991 e sensibilidade de 5,38 x 102+ 4,15x 10* A
mol™ L, e a segunda regi&o de linearidade entre 6,74 x 10° e 1,57 x 10“* mol L™ com R =
0,9987 e sensibilidade de 4,15 x 10 + 9,50 x 10> A mol™* L. A mudanca de inclinagdo pode

estar associada com a saturagdo dos sitios da enzima Lac ou com um impedimento estérico
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devido a maior quantidade de substrato oxidado sobre a superficie do biossensor. Acima da
concentragdo 5,83 x 10° mol L™ de 4-AF.HCI foi observado diminuicdo da sensibilidade do
biossensor baseado na enzima Lac. Assim, esta concentracdo foi considerada como otimizada
para dar continuidade aos estudos.

Na sequéncia, realizou-se otimizacio dos pardmetros da VOQ, com f entre 10 e 100 s %,
aentre 5e 50 mV e AEs entre 1 e 4 mV. Os resultados obtidos permitiram estabelecer os valores
otimizados como: f=40s™*, a=30mV e AE;=2 mV.

Em seguida, avaliou-se o efeito do eletrolito de suporte pela comparacdo da resposta
voltamétrica para 4-AF.HCI 5,83 x 10° mol L sobre Au/NpAu/Lac-Glu.2% utilizando os
tampdes BR, acetato e fosfato, todos a pH 5,0. A Figura 52 apresenta a relacéo entre I, e tampéo
para 4-AF.HCI sobre Au/NpAu/Lac-Glu.2%.

Figura 52 — Influéncia do eletrélito de suporte em pH 5,0 sobre a corrente de pico dos
voltamagramas de onda quadrada para 4-AF.HCI 5,83 x 10 mol L™ sobre Au/NpAu/Lac-
Glu.2% comf=40s' a=30mV eAE;=2mV
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Fonte: Elaborada pelo autor.

Como observado na Figura 52 a maior intensidade de I, foi obtida em meio de tampé&o
BR. Assim, o tampdo BR foi considerado como otimizado.
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O efeito do pH na resposta voltamétrica do 4-AF.HCI sobre o biossensor eletroquimico
baseado na enzima Lac foi avaliado entre 4,0 e 7,0. Esta regido contempla a faixa 6tima de pH
para a enzima Lac. (249) A Figura 53 apresenta as relagoes entre I, E, e pH obtidos para 4-
AF.HCI 5,83 x 10°> mol L™ sobre Au/NpAu/Lac-Glu.2% em meio de tampdo BR em diferentes
valores de pH comf=40s", a=30 mV e AE;= 2 mV.

Figura 53 — Relagdo entre corrente de pico, potencial de Eico e pH obtida a partir dos
voltamogramas de onda quadrada para 4-AF.HCI 5,83 x 10> mol L™ sobre Au/NpAu/Lac-
Glu.2% em meio de tampdo BR pH 5,0 com f = 40 s, a = 30 mV e AE; = 2 mV, com as
respectivas barras de erro
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Fonte: Elaborada pelo autor.

Ao avaliar a intensidade da I, em fungdo do pH, foi possivel observar valor maximo em
pH 5,0, como pode ser visto na Figura 53. Estudos anteriores, apresentados na literatura,
relataram também que maiores valores de I, em pH 5,0 ao utilizar biossensores eletroquimicos
baseado na Lac. (47,250-252) O fato dos resultados terem indicado que o pH otimizado para a
resposta do 4-AF.HCI sobre Au/NpAu/Lac-Glu.2% esta no intervalo adequado para a Lac
confirma que o processo de imobilizagcdo ndo afetou a atividade enzimatica. Este resultado é
interessante, pois revela a elevada estabilidade da enzima mesmo fora do meio bidlogico,

tornando sua aplicagdo viavel para fins analiticos.



167

Pelos resultados mostrados com o estudo da influéncia do pH do meio sobre a resposta
eletroquimica do 4-AF.HCI sobre o biossesor, observou-se que os valores de E, foram
deslocados para valores menos positivos com o aumento do pH, indicando que a etapa de
protonacédo do 4-AF.HCI faz parte do mecanismo da reacéo. Pela relagéo entre E, e pH, o valor
de inclinacdo resultou em 76,6 mV/pH, valor préximo a 59 mV/pH, previsto para a participacao
de igual numero de prétons e de elétrons. (137)

A enzima Lac tem a capacidade de oxidar diferentes compostos fendlicos, pois promove
a abstracdo de elétrons dos substratos fendlicos apds a interagdo do grupo fenol do substrato
com ions Cu (T1) presente na proteina; concomitantemente a esse processo, ocorre a reducao de
oxigénio molecular a agua. (174) Por este motivo, o efeito do tipo de substrato sobre a resposta
do biossensor construido foi investigado. Os compostos estudados foram 4-AF.HCI, &cido
galico, acido cafeico, rutina e dopamina. (253 - 258) A resposta foi avaliada por VC a 10 mV s~
e VOQ com f =40 s a =30 mV e AE; = 2 mV, com a concentracdo de cada composto
fendlico fixada em 5,83 x 10> mol L™ em tamp&o BR a pH 5,0. Os voltamogramas de VOQ
obtidos para os diferentes substratos sobre o biossensor Au/NpAu/Lac-Glu.2% em meio de

tampédo BR pH 5,0 pode ser observado na Figura 54.

Figura 54 — Voltamogramas de onda quadrada para diferentes substratos fenélicos 5,83 x 10
mol L sobre Au/NpAu/Lac-Glu.2% em meio de tamp&o BR pH 5,0 com f =40 s, a =30 mV
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Fonte: Elaborada pelo autor.
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Pelos resultados foi possivel observar que a ordem de sensibilidade em relacdo aos
valores de I, foi 4-AF.HCI > dopamina > acido cafeico > rutina > acido galico, como pode ser
visto na Figura 54. Esses resultados sdo consistentes com os da literatura, pois Lac oxida
preferencialmente monofenois para-substituidos (4-AF.HCI) em comparacao com difendis para-
substituidos (acido cafeico, dopamina e rutina) e polifenol (a4cido géalico). (253,255,259)

Também se avaliou o efeito da imobilizacdo da enzima Lac sobre a superficie do
Au/NpAu na resposta eletroquimica do 4-AF.HCI. Os experimentos foram realizados
empregando VVC entre 0,4 e 0,0 V a 10 mV s*, com 4-AF.HCI 5,83 x 10 ° mol L™ em meio de
tampdo BR pH 5,0. Na Figura 55 podem ser vistos os voltamogramas ciclicos obtidos para 4-
AF.HCI sobre Au e Au/NpAu/Lac-Glu.2%.

Figura 55 — Voltamogramas ciclicos obtidos para 4-AF.HCI 5,83 x 10 mol L sobre Au e
sobre Au/NpAu/Lac-Glu.2% em meio de tamp&o BR pH 5,0 a 10 mV s* por um ciclo
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Fonte: Elaborada pelo autor.

O comportamento eletroquimico do 4-AF.HCI sobre Au liso indicou a presenca de
processos de oxidacdo e de reducdo em torno de 0,20 V e 0,25 V, respectivamente. A diferenca
entre os potenciais de pico (AE, = E,c — Epa) para o processo redox apresentou um valor de 66,4

mV. De acordo com estudos apresentados na literatura, o comportamento eletroquimico, 4-



169

AF.HCI exibe um processo quase-reversivel com a participacdo de dois elétrons e dois prétons,
com o produto da oxidacdo sendo 4-iminoquinona. (260,261)

Na presenca de Lac, o comportamento eletroquimico do 4-AF.HCI foi modificado. O
voltamograma ciclico apresentou um processo de redugdo intenso com o perfil caracteristico da
presenca de catalise enzimatica, devido a presenca de patamar de corrente. (262) Na
continuacdo da varredura, 0 processo de oxidacdo teve sua intensidade de corrente diminuida,
demonstrando que 4-AF.HCI é oxidado pela Lac formando 4-iminoquinona. Essa espécie é,
entdo, reduzida na superficie do eletrodo, retornando a 4-AF.HCI. Todavia, o ciclo da reagdo
enzimatica é continuo, fazendo com que ocorra novamente a reacao de oxidacdo enzimatica do
4-AF.HCI. Consequentemente, ndo faltard espécie oxidada na interface eletrodo/solucdo para
ser reduzida, proporcionando a formagao do patamar de corrente.

A Figura 56 apresenta o esquema de construcdo do biossensor eletroquimico baseado em

Lac e em NpAu, empregando o método de ligacdo covalente cruzada com Glu.

Figura 56 — Representacdo esquematica de preparacdo do biossensor baseado na enzima Lac
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Fonte: Elaborada pelo autor.

Os resultados obtidos por VC para 4-AF.HCI sobre biossensor com Glu proporcionaram
estabilidade e reprodutibilidade ao sinal de corrente. Ainda foram realizados experimentos sem
a presenca de Glu e os resultados indicaram que o0s biossensores Au/Lac e Au/NpAu/Lac
apresentaram nos primeiros ciclos o perfil caracteristico do processo eletroquimico antecedido
pela acdo enzimatica da Lac, como descritos anteriormente. Todavia, nos ciclos posteriores, o
perfil voltamétrico para 4-AF.HCI foi modificado, surgindo processos de oxidacéo e de reducéo
para 4-AF.HCI, indicando que a enzima estava sendo removida da superficie do eletrodo.

Portanto, ha necessidade de utilizar o agente cross-linking para a eficiente imobilizacdo da
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enzima sobre a superficie do eletrodo. Ainda é importante ressaltar que os sitios ativos da Lac
ndo foram prejudicados com a presenca do Glu, garantindo a sua atividade caracteristica,
ratificando que Au/NpAu é um suporte adequado.

Como o mecanismo de catéalise enzimética da Lac envolve a reducdo do oxigénio
presente na solucdo para formar a molécula de agua, foram realizados experimentos de VC para
4-AF.HCI 5,83 x 10° mol L™* sobre Au/NpAu/Lac-Glu.2% em meio de tamp&o BR pH 5,0 a 10
mV s na auséncia e na presenca de oxigénio para comprovar a presenca da Lac na superficie
do eletrodo. Para experimentos sem oxigénio, a solugdo eletrolitica foi submetida a
borbulhamento de N, por 10 minutos. A Figura 57 apresenta os voltamogramas ciclicos para
4-AF.HCI sobre Au/NpAu/Lac-Glu.2% em meio de tampdo BR pH 5,0 na auséncia e na
presenca de oxigénio.

Figura 57 — Voltamogramas ciclicos para 4-AF.HCI 5,83 x 10 mol L™ sobre Au/NpAu/Lac-
Glu.2% em meio de tamp&o BR pH 5,0 na presenca e auséncia de oxigénio a 10 mV s * por um
ciclo
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Fonte: Elaborada pelo autor.

Observou-se que na auséncia de oxigénio o perfil voltamétrico para 4-AF.HCI foi
semelhante aquele observado sobre Au. Portanto, a auséncia do oxigénio na solucéo acabou por
impedir o ciclo catalitico da enzima. Contudo, na presenca do oxigénio, a acdo enzimatica foi

evidenciada. O mecanismo de catalise da Lac inicia com a doagdo de elétrons do substrato para
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o0 cobre T1 e, em seguida, ocorre transferéncia interna de elétrons para o cluster T2/T3 que esta
interagindo com o oxigénio. Esses elétrons sdo empregados na reducdo de oxigénio formando
agua. (174) Deste modo, fica explicado o porqué das diferencas existentes nos voltamogramas
obtidos para 4-AF-HCI sobre biossensor Au/NpAu/Lac-Glu.2% em meio de tampdo BR pH 5,0
na auséncia e na presenca de oxigénio. Também fica evidente que a imobilizacdo da enzima foi
eficaz, com o biossensor desenvolvido podendo ser utilizado para fins analiticos.

A Figura 58 apresenta 0s processos que ocorrem na superficie do biossensor
eletroquimico baseado na Lac frente ao 4-AF.HCI na auséncia e na presenca de oxigénio.

Figura 58 — (A) Representacdo do mecanismo de reagdo para 4-AF.HCI na auséncia da enzima
Lac. (B) Representacdo da reacdo enzimatica entre 4-AF.HCI e a enzima lacase, com reducao
eletroquimica da iminoquinona formada na superficie do biossensor
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Fonte: Elaborada pelo autor a partir de adaptacdo da referéncia (258).

(A)

(B)

Na auséncia de oxigénio, ndo ha reacdo enzimatica, logo 0s processos eletroquimicos
observados para 4-AF.HCI sobre Au/NpAu/Lac-Glu.2% consistem na interconversao das
espécies 4-AF.HCI e 4-iminoquinona, com a participacdo de dois elétrons e dois prétons como

apresentado na Figura 58 (A). No entando, como observado na Figura 58 (B), em meio
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contendo oxigénio, a enzima Lac catalisa a oxidacdo de 4-AF.HCI formando 4-iminoquinona
(espécie que € reduzida eletroquimicamente na superficie do eletrodo). Este processo de

reducdo produz novamente o substrato, que esta inserido no ciclo catalitico da enzima Lac.
4.8.3 Caracterizacao do biossensor eletroquimico baseado na enzima lacase

A caracterizagdo do biossensor foi realizada por EIE e VOQ sobre eletrodos de Au,
Au/NpAu e Au/NpAu/Lac-Glu.2% na presenca de Ks[Fe(CN)s] e K4[Fe(CN)g] 1,0 x 10 mol
L™ em meio de KCI1 0,1 mol L™ com f=100s™, a=50 mV e AEs = 2 mV, de modo similar ao
empregado no estudo de obtencdo das NpAu. A Figura 59 apresenta os diagramas de Nyquist
com frequéncia de 100 kHz a 100 mHz e amplitude de 10 mV e os voltamogramas de onda

quadrada com f =100 s, a = 50 mV e AE; = 2 mV para os eletrodos.

Figura 59 — (A) Diagramas de Nyquist para Ks[Fe(CN)s] e K4[Fe(CN)s], ambos a 1,0 x 10~
mol L™, sobre Au, Au/NpAu e Au/NpAu/Lac-Glu.2% em meio de KCI 0,1 mol L™ com
frequéncia no intervalo de 100 kHz a 100 mHz e amplitude de 10 mV. (B) Voltamogramas de
onda quadrada para Ks[Fe(CN)g] e K4[Fe(CN)g], ambos a 1,0 x 10~ mol L™, em meio de KClI
0,1 mol L™ para Au, Au/NpAu e Au/NpAu/Lac-Glu.2% com f = 100 s, a = 50 mV e AEs = 2
mV
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Fonte: Elaborada pelo autor.

A partir dos diagramas de Nyquist foi possivel calcular Ry para os eletrodos de Au,
AU/NpAu e Au/NpAu/Lac-Glu.2%, sendo iguais a 960 Q, 350 Q e 9,37 kQ, respectivamente.
Os valores de ks, obtidos para Au, Au/NpAu e Au/NpAu/Lac-Glu.2% foram 2,77 x 10~ cm s™;
7,61 x 10 cm s e 2,84 x 10~ cm s, respectivamente. Estes resultados comprovam que a
presenca de NpAu promoveu a reacdo de transferéncia de carga, devido o aumento da
condutividade do sistema. (53) Por outro lado, quando Lac foi adicionada sobre Au/NpAu,
observou-se aumento significativo do valor de Ry e diminui¢éo da ks, indicando que a enzima
foi imobilizada sobre a superficie do eletrodo, sendo confirmado também por VOQ, pois a
presenca de NpAu proporcionou o aumento na I, (vide Figura 51).

No entanto, quando a enzima Lac foi imobilizada na superficie do eletrodo, o valor da I,
diminuiu drasticamente, sendo acompanhada pelo deslocamento de E, para valores mais

positivos. A enzima Lac ndo catalisa a reacdo do par redox Fe(CN )Y /Fe(CN): . Portanto, a

presenca da proteina, frente a este par redox, atuou como bloqueador da superficie eletrodica,
dificultado a reagéo de transferéncia de elétrons, hipétese confirmada pelo elevado valor de Ry.
Consequentemente, observou-se a diminuigdo da I, e esses resultados reforcaram que a enzima

foi imobilizada com sucesso sobre a superficie do eletrodo Au/NpAu.
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4.8.4 Curvas analiticas para formetanato sobre biossensor eletroquimico baseado na enzima

lacase

Com todos os parametros otimizados, as curvas analiticas para FMT foram construidas.
O procedimento para analise do FMT foi realizado como segue. Inicialmente, obteve-se a
resposta voltamétrica (l,), a corrente de pico do processo de reducéo do 4-AF.HCI 5,83 x 10°°
mol L* em tampéo BR pH 5,0 sem a presenca do FMT. Em seguida, aliquotas sucessivas de 10
UL da solucdo padrdo de FMT 5,0 x 10 * mol L™ foram adicionadas a célula eletroquimica,
apos 2 min foi realizado um experimento de VOQ.

As curvas analiticas foram construidas com base no %lnib. em funcdo do aumento da
concentracdo de FMT entre 4,71 x 10" e 1,13 x 10° mol L™*. A Figura 60 apresenta a relacio
entre % Inib. e logaritmo da concentracdo do FMT obtida sobre Au/NpAu/Lac-Glu.2% em
tamp&o BR pH 5,0 contendo 4-AF.HCI 5,83 x 10 ° mol L' comf=40s™, a=30mV e AE; = 2
mV.

Figura 60 — Curva analitica para FMT construida a partir do percentual de inibi¢éo e logaritmo
da concentragdo de FMT entre 9,43 x 10 e 1,13 x 10> mol L™ sobre Au/NpAu/Lac-Glu.2%
em meio de tampdo BR pH 5,0 na presenca de 4-AF.HCI 5,83 x 10 mol L. Condicdes da
VOQ: f=40s™ a =30 mV e AE; = 2 mV. Na insercéo, tem-se a curva analitica média com
barras de erro
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Fonte: Elaborada pelo autor.
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Os resultados mostraram que, apos cada adi¢cdo de aliquota da solucdo do pesticida, foi
observada diminuicéo da I, referente ao processo de reducéo do 4-AF.HCI. Esses resultados
confirmaram que o pesticida FMT possui a capacidade de inibir a atividade enzimética da Lac.

A equacdo de regressao linear foi % Inib = 130,23 + 1,86 + 20,57 + 0,35 log [FMT],
com R = 0,9993. Os valores de LD e de LQ calculados foram 3,48 x 10" (0,0897 mg kg%) e
1,16 x 10°° mol L* (0,299 mg kg %), respectivamente. Estes resultados permitem concluir que o
biossensor desenvolvido é apto para aplicacdo em analises de residuos de FMT em amostras de
alimentos por apresentarem valores de LD e de LQ de acordo com o preconizado pela ANVISA
0,02 e 2,0 mg kg . (109) As figuras de mérito calculadas a partir das curvas analiticas obtidas
para FMT sobre eletrodo ndo modificado (EDDB), eletrodo modificado (CV/NTCPMF-FcCo-
Naf.0,5%) e biossensor (Au/NpAu/Lac-Glu.2%) podem ser vistos na Tabela 19.

Tabela 19 — Pardmetros calculados a partir das curvas analiticas para a determinacdo de FMT
sobre EDDB, CV/NTCPMF-FcCo-Naf.0,5% e Au/NpAu/Lac-Glu.2%

Parametro EDDB EM* Biossensor**
RL/mol Lt | 498x107a170x10° | 9,80x10°a3,92x10° | 943x10"a1,13x 10"
Equagdo da l,=-7,79%x10° + I, =—6,02x 10"+ 3,51 | % Inib = 130,23 + 20,57

curva 0,103[FMT] [FMT] log [FMT]

ICa +1,56x 10" +9,61x10° +1,86

ICy + 0,020 + 0,495 +0,35

R 0,9997 0,9982 0,9993

Sa 6,28x10° A 1,07x10° A 2,60 %Inib.

Sh 8,11x10° Amol* L 551x10°Amol L 0,487 %Inib. mol * L
LD(mol LY | 3,67x107 (94,58 ppb) | 9,67 x 10°° (24,92 ppb) | 3,48 x 10 ' (87,70 ppb)
LQ (mol L™ | 1,22 x 10°° (314,42 ppb) | 3,22 x 10" (82,98 ppb) | 1,16 x 10°° (299,0 ppb)

Fonte: Elaborada pelo autor. (*) CV/INTCPMF-FcCo-Naf.0,5% ; (**) Au/NpAu/Lac-Glu.2%

Os valores de LD e de LQ para FMT sobre biossensor foram menores que 0s obtidos

para FMT sobre EDDB e 3,5 vezes maior que aqueles empregando CV/NTCPMF-FcCo-
Naf.0,5%, indicando que os eletrodos modificados (sensores e biossensores) sao promissores

para analise de FMT. De modo geral, cada dispositivo empregado apresenta suas vantagens,
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mas é importante ressaltar que atualmente o desenvolvimento de eletrodos modificados
(sensores ou biossensores) tem ganho destaque em estudos eletroanaliticos.

A reprodutibilidade na construgdo do biossensor proposto foi avaliada a partir dos dados
de I, para 4-AF.HCI 5,83 x 107> mol L™ em tamp&o BR pH 5,0 para trés eletrodos construidos
com 0 mesmo procedimento a partir de 10 determinacdes realizadas na mesma solugédo de 4-
AF.HCI e no mesmo dia. Os valores de %DPR determinados para a reprodutibilidade e a
repetibilidade foram 1,77% e 1,36%, respectivamente. Os ensaios de estabilidade do biossensor
foram realizados pela analise dos valores da I, para 4-AF.HCI 5,83 x 10 mol L™ em tamp&o
BR pH 5,0, a partir dos experimentos de VOQ realizados em dias diferentes. Os resultados
indicaram que, apds 19 dias, a resposta do biossensor passou a ser 94,2% da resposta inicial.
Estudos apresentados na literatura mostraram ensaios de estabilidade de biossensores baseados
em Lac no intervalo de 7 a 60 dias, sem a perda significativa da atividade enzimética. (234,
258- 264) Portanto, o eletrodo Au/NpAu/Lac-Glu.2% desenvolvido apresentou estabilidade
adequada. A Tabela 20 apresenta uma visdo geral de alguns biossensores baseados em enzimas
oxirredutases para a deteccdo de pesticidas pertencentes a classe dos carbamatos. Informacdes
como configuracdo do eletrodo, substrato fendlico empregado, pesticida estudado, aplicagdes e
valores de LD foram listados.

Pode-se perceber que os carbamatos possuem a capacidade de inibir a atividade de
diferentes enzimas oxirredutases, sendo que a lacase e a tirosinase receberam mais destaque. Os
valores de LD obtidos com a utilizacdo do Au/NpAu/Lac-Glu.2% foram comparaveis aos
calculados nos demais trabalhos. Deste modo, o0 biossensor desenvolvido pode ser considerado

como ferramenta viavel para a deteccdo do pesticida FMT.

Tabela 20 — Biossensores baseados em oxirredutases para a determinacdo de carbamatos

Eletrodo Substrato Pesticida Aplicagdes | LD/mol L | Ref.
Ziram
Grafitel o 74%x10°
rafite iram
o Fenol Maca 1,3x10° |(265)
Tirosinase DEDTC de 6
1,7x10
Zn
o DEDTCde | . _ .
El/Tirosinase Catecol Na Agua de rio 2,0x10 (266)
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Continua: Tabela 20 — Biossensores baseados em oxirredutases para a determinacdo de

carbamatos
Pt/Tirosinase Catecol Carbaril — 20x10" | (267)
AU/SAM/ ) ) o Batata, maca ;
. Hidroquinona | Tiodicarbe 575x10° | (268)
Peroxidase e morango
Cenoura,
pepino,
_ _ alface, .
ECCl/Lac Escurletina Metomil ) 2,0x10° (234)
pimenta,
batata e
tomate
EPC/CHcych ) ) o Alface, uva e ;
Hidroquinona | Tiodicarbe A 158x10° | (269)
-PFO péssego
EPC/Pt-BMI.BF4- ] ] Cenoura e ;
Dopamina Metomil 2,35x10" | (258)
MMT/Lac tomate
S Tomate e ;
EPC/NTCPM/Lac 4-AF.HCI | Pirimicarbe 1,8x10 (47)
alface
Au/NpAu/Lac-Glu.2% | 4-AF.HCI FMT Manga e uva 3,48x 10 ™

Fonte: Elaborada pelo autor. (*) Esse trabalho.

4.8.5 Determinacédo de formetanato sobre biossensor eletroquimico baseado na enzima lacase

em amostras de manga e de uva

Au/NpAu/Lac-Glu.2% foi empregado para analise de FMT em amostras de manga e de

uva, como ilustrado pela Tabela 21 para os valores de concentracdo adicionada e recuperada,

percentuais de recuperacdo, intervalo de confianca e % DPR. Ressalta-se que ndo foram

encontradas na literatura aplicacbes de biossensor eletroquimico baseado na Lac para

determinacéo de pesticidas em amostras de manga e de uva
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Tabela 21 — Determinacdo de FMT sobre Au/NpAu/Lac-Glu.2% em amostras

de manga e de uva

Manga
[FMT]agicionada / mol L™ 1,89x 10° 2,83x10° 6,60 x 10°
[FMT]recuperada / Mol L | 2,06 x10°° 2,72x10° 6,87 x 10 °
Intervalo de confianga | £0,13x10° | +0,25x10° | +0,03x 10°
% Recuperagao 108,62 96,08 104,04
% DPR 2,52 3,71 0,18
Uva
[FMT]agicionada /mol L™ 2,83x10° 472x10° 6,60 x 10°
[FMT]recuperada /Mol L* 2,80x 10° 462x10° 6,59 x 10°
Intervalo de confianga | #0,41x10° | £0,71x10° | £0,19x10°
% Recuperacao 98,88 97,99 99,79
% DPR 5,89 6,15 1,17

Fonte: Elaborada pelo autor.

. Para experimentos realizados em triplicata, os percentuais de recuperacdo variaram
entre 96,08% e 108,62% e entre 97,99% e 99,79% para amostras de manga e de uva,

respectivamente. Os resultados foram precisos e exatos, estando satisfatorios para aplicacdes

analiticas. Esses dados também podem indicar que as espécies antioxidantes (compostos

fenolicos) presentes nas amostras originais ndo interferiram nas andlises, indicando que o

método QUEChERS aliado ao biossensor proposto foi empregado com sucesso para a

quantificacdo de FMT em amostras complexas.



179

5 CONCLUSOES

Pelo exposto, demonstrou-se que sensores e biossensores eletroquimicos baseados nas
seguintes superficies: HMDE, EDDB, CV/NTCPMF-FcCo-Naf.0,5%, CV/NTCPMF-FcCo-
Naf.0,5%/Lac-Glu.2% e Au/NpAu/Lac-Glu.2% foram aplicados com sucesso para a
determinacdo dos pesticidas EDS, TBZ e FMT em amostras de cana-de-agucar (EDS e TBZ),
tomate (EDS), manga (TBZ e FMT), uva (TBZ e FMT) &guas naturais (EDS e TBZ).

A reducdo de EDS sobre HMDE em meio &cido apresentou processo quase-reversivel
com a participacdo de dois elétrons. No entanto, em meio basico, observou-se dois processos de
reducdo devido a reacdo de hidrolise de EDS, que originou endosulfanodiol. Em ambos 0s
sensores eletroquimicos, TBZ apresentou processo de oxidacao irreversivel com a participacdo
de um elétron removido do anel imidazélico, controlado por mecanismo quimico-eletroquimico,
com a reacgdo eletroquimica ocorrendo, preferencialmente, com a forma protonada do TBZ. O
mecanismo de oxidacdo do FMT sobre EDDB foi do tipo quimico-eletroquimico, mas a reacao
foi do tipo eletroquimico-quimico-eletroquimico sobre eletrodo modificado.

Comprovou-se que a funcionalizagcdo dos nanotubos de carbono foi um procedimento
fundamental para intensificar seu efeito eletrocatalitico, sem alteracdo da morfologia, mas com
a diminuicdo do valor do didmetro médio. O eletrodo de carbono vitreo foi facilmente
modificado com nanotubos de carbono e ftalocianina de cobalto e a juncdo destes promoveu
efeito sinérgico, que intensificou a resposta eletroquimica do TBZ e FMT.

A enzima lacase foi eficientemente imobilizada empregando o método de ligacGes
cruzadas com glutaraldeido sobre as superficies de Au/NpAu e CV/NTCPMF-FcCo-Naf.0,5%.
A resposta do biossensor eletroquimico foi otimizada em meio de tampédo BR pH 5,0, estando
esse valor na faixa 6tima de pH para a enzima lacase.

Determinou-se que o pesticida EDS (organoclorado), TBZ (benzimidazélico) e FMT
(carbamato) inibiram a atividade enzimatica da lacase, sendo possivel o desenvolvimento de
metodologia para a determinacdo destes pesticidas, baseada no fendmeno de inibicéo
enzimatica. Portanto, 0s sensores e 0s biossensores eletroquimicos aqui desenvolvidos podem
ser considerados como ferramentas alternativas e promissoras para a determinacao de pesticidas

em matrizes alimentares e ambientais.
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