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RESUMO

O glifosato € um herbicida de amplo espectro largamente utilizado em regides rurais
e urbanas do mundo todo. Embora sua toxicidade seja considerada baixa, nos ultimos
anos observa-se a crescente preocupacao sobre os possiveis efeitos carcinogénicos
do glifosato a saude humana, principalmente devido a exposicao crénica e ao seu uso
em larga escala. Considerando que o glifosato muitas vezes € aplicado proximo a
ambientes aquaticos, esse composto € considerado um potencial contaminante de
aguas superficiais, fontes de dguas minerais e potaveis, justificando a necessidade de
estratégias analiticas eficientes para o seu monitoramento. Buscando estudar novos
métodos capazes de detectar o glifosato em tempo real, este trabalho teve como
objetivo desenvolver um método eletroanalitico portatil e de baixo custo para sua
deteccdo. Considerando a auséncia de grupos eletroativos na molécula de glifosato,
foi utilizada a estratégia de andlise indireta, onde uma modificacdo de cobre
estabilizado em quitosana foi posta em um eletrodo de carbono vitreo (GCE-Cu/CTS).
Essa estratégia foi escolhida devido a alta afinidade do glifosato com o cobre, sendo
assim, a presenca deste analito provocaria a inibicdo da atividade redox no filme
modificador. A modificacé@o proposta foi caracterizada por UV-VIS, voltametria ciclica
e espectroscopia de impedancia eletroquimica. A técnica escolhida para as anélises
voltamétricas foi a voltametria de onda quadrada, e a curva de calibracao construida
apresentou um R2 = 0,9941 e uma faixa linear de 169 a 1350 pg L% O limite de
deteccgéo obtido foi de 81,9 pg L™, valor que atende a concentracdo maxima permitida
de glifosato em agua potavel, estimada pela ANVISA como 500 ug L.

Palavras Chaves: Glifosato, Quitosana, Cobre, Voltametria, Eletrodo modificado.



1. INTRODUCAO

O glifosato € um herbicida ndo seletivo largamente utilizado em todo o mundo.
E usado para controle de ervas daninhas, sendo amplamente aplicado em planta¢des
de soja, milho e algoddo. Embora a toxicidade aguda do glifosato seja considerada
baixa, nos ultimos anos observa-se a crescente preocupa¢ado sobre possiveis efeitos
prejudiciais do glifosato a saude humana, principalmente relacionados a exposi¢ao
cronica e ao seu uso em larga escala. Nesse sentido, em 2015 a Organizacdo Mundial
de Saude reclassificou o glifosato como “provavel carcinégeno para humanos”. Os
limites de tolerancia para glifosato em alimentos e em agua para consumo humano
séo estabelecidos pela ANVISA, sendo assim, justifica-se a importancia de pesquisas
voltadas para sua deteccéo e quantificacao.

Muitas das técnicas analiticas empregadas na deteccao de glifosato ndo sao
adequadas para testes de campo e anélise em tempo real, pois requerem reagentes
e equipamentos custosos e laboratérios especializados. Sendo assim, busca-se o
desenvolvimento de estratégias de deteccao rapida, de baixo custo e eficientes para
este analito. As técnicas de eletroanalise tém recebido atencdo da comunidade
cientifica, devido a vantagens como seletividade, sensibilidade, baixo custo,
praticidade e analise em tempo real. Além disso, a possibilidade de miniaturizacdo dos
dispositivos e, a sua consequente portabilidade, torna a eletroanalise uma abordagem
adequada para o controle quimico em estudos ambientais de campo.

A deteccdo eletroanalitica de glifosato € um desafio pois o composto ndo
apresenta grupos eletroquimicamente ativos em sua estrutura. Dessa maneira, €
necessario o uso de diferentes estratégias que possibilitem a sua detec¢cao como, por
exemplo, a modificacdo quimica da superficie do eletrodo. Nesse caso, a utiliza¢do de
diferentes materiais com propriedades eletrocataliticas, pode promover o aumento da
sensibilidade e seletividade dos dispositivos frente ao analito.

Considerando os desafios encontrados para a determinacéo eletroquimica de
glifosato, visa-se desenvolver uma nova estratégia analitica utilizando como principio
a alta afinidade de complexac¢éo do glifosato com ions Cu (Il). A proposta consiste na
deteccéo indireta do analito através da inibicdo do sinal eletroquimico de reducéo do

Cu (Il) frente a sua complexac¢ao com o glifosato.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Glifosato

O ¢lifosato é um herbicida ndo seletivo pertencente ao grupo dos pesticidas
organofosforados, fabricado pela empresa de agricultura e biotecnologia Monsanto.?!
Seu mecanismo de acdo se baseia na inativacdo da enzima EPSPs (5-
enolpiruvilshiquimato-3-fosfato sintase), a qual é responsavel pela biossintese de
aminoacidos aromaticos fundamentais para o crescimento das plantas (ex: triptofano,
fenilalanina e tirosina).? Este herbicida é classificado como néo seletivo por afetar
todas as plantas, sendo elas desejaveis ou pragas. Em decorréncia disso, a Monsanto
produz e vende uma linha de sementes batizadas de Roundup Ready, as quais sao
geneticamente modificadas para resistir ao glifosato.® H& evidéncias também de
espécies de ervas daninhas com resisténcia adquirida a glifosato apds 0 seu uso
prolongado.!

O glifosato € quimicamente estavel em agua e ndo esté sujeito a processos de
degradacao fotoquimicos e, nesse sentido, a sua degradacgao ocorre apenas por acado
microbiana. O composto apresenta baixa mobilidade no solo, devido a adsorcéao e
degradacéao por atividade microbiana. No entanto, o glifosato pode entrar nas aguas
superficiais como consequéncia da sua aplicacdo proxima a ambientes aquéticos, por
escoamento superficial ou lixiviagdo do solo.*

O glifosato tem férmula molecular CsHsNOsP (169,1 g molt), como mostrado
na Figura 1. E muito soltvel em agua (10,5 g L't a 20 °C) e quase insolivel em
solventes organicos.? O glifosato tem um grupo fosfonato, R-PO(OH)2, amino, R2NH,
e carboxilato, COOH.>

Figura 1 - Férmula estrutural do glifosato

OH ("J
O/I\/T\/]I)_OH
H OH

Fonte: Coutinho, Luiz e Mazo (2005).5
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Devido aos grupos presentes em sua estrutura, o glifosato tem a habilidade de
formar complexos estaveis com metais, especialmente com os metais de transicao,
devido aos grupos carboxilato e fosfonato que se encontram desprotonados em
condicbes de pH préximas a neutralidade. A possibilidade de mdltiplos pontos de
coordenacao caracteriza o glifosato como um ligante quelante. Seus valores de pK

sdo: pKi< 2 pKa= 2,6; pKs = 5,6; pKs = 10,6, como mostrado na figura 2. >¢

Figura 2 — Equilibrios e constantes de dissociacdo do herbicida glifosato

OH ||1 ("n OH H 0
| ] .
— ; Y + H
o7 \IH\/]Ij OH —= 2\/ T]+\/r| O-
H OH pKa <2 " OH
OH H 0] 0- H 0
| I /]\/ | Il + H*
/ N+ P—0- / N+__ P—0-
8) I I —_— 0 I I
H OH pKa=2.6 H OH
oL © H 9
N+ P—0O- —0- + HY
o” Il e 7 T~ o
H OH pha =2, H 0-
0- II{ (") j\l\/ ill .
+
; . N P—O-
S o” 1|
H 0- pKa = 10,6 H 0-

Fonte: Coutinho, Luiz e Mazo (2005).5

Em valores de pH abaixo de 2 o glifosato encontra-se majoritariamente
protonado, resultando em uma carga formal positiva, o que favorece interagcbes com
argilas presentes em solos ja que normalmente apresentam carga formal negativa.®
Em valores de pH na faixa de 2 a 6, cerca de 50% dos grupos carboxilato encontram-
se desprotonados. De acordo com o aumento do pH, o nimero de cargas negativas
no composto aumenta favorecendo a desprotonacao do grupo fosfonato. Em valores
de pH em torno de 5 a 6, 50% do grupo fosfanato esta na forma POsH" e 50% na forma
POz32. Por fim, em condi¢Ges de pH acima de 11 ocorre a desprotonacdo do grupo

amino. Nessa condicdo, o glifosato se apresenta na forma trianionica.*
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2.1.2 Legislacao brasileira

No Brasil, o padrao de potabilidade da dgua é regulamentado pela Portaria do
Ministério da Saude n°® 2.914 de dezembro de 2011. Segunda esta portaria, o valor
maximo permitido (VMP) de glifosato em agua potavel é de 500 ug L. Esse valor
considera sua presenca isolada ou em conjunto com o acido aminometilfosfénico
(AMPA, do inglés aminomethylphosphonic acid ), seu principal metabdlito.”

Na Unido Europeia, o VMP de glifosato em &agua potavel diminui
significativamente para 0,1 pg L. Esse valor somente é valido quando a concentracéo
total de pesticidas ndo ultrapassa 0,5 pg Lt. Sendo assim, comparativamente, a
concentracédo permitida de glifosato no Brasil € 500 vezes maior.2

2.2 Métodos e técnicas analiticas utilizados na determinacao de Glifosato

Recentemente Valle et al. apresentaram uma revisdo de literatura abordando
0s principais desafios a respeito da deteccéo do glifosato, em que se destaca sua
ampla utilizacéo global e dificil deteccao por diferentes métodos analiticos. O principal
desafio analitico deve-se principalmente as propriedades fisico-quimicas do glifosato
como: alto carater idnico, alta polaridade e solubilidade em agua, baixa presséo de
vapor, baixa solubilidade em solventes organicos, baixa massa molecular e formacgao
de complexos favorecida devido efeito quelato. Técnicas fotométricas e fluorimétricas
necessitam de derivatizacdo devido a auséncia de grupos croméforos ou fluoréforos
na molécula. As técnicas cromatograficas sdo as mais empregadas para o glifosato
devido a alta sensibilidade e seletividade. No entanto, em técnicas de cromatografia
liquida (LC, do inglés liquid chromatography) também pode haver a necessidade de
um pré-tratamento da amostra dependendo do detector utilizado.®

Em técnicas de LC acoplada a um espectrometro de massas (MS, do inglés
mass spectroscopy) ndo € necessario derivatizar a amostra com grupos cromoforos
ou fluoréforos, porém, é requerido um longo tempo de andlise e séo relatados
impactos adversos no tempo de vida da coluna. Por outro lado, a técnica de
cromatografia gasosa (GC, do inglés gas chromatography) necessita de volatilizagéo
da amostra, e consequente derivatizacdo considerando a baixa volatizacdo do

glifosato. Embora os métodos citados apresentem alta sensibilidade e baixos limites
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de deteccdo, 0s mesmos requerem O pré-tratamento da amostra e o uso de
equipamentos de elevado custo de aquisicdo e manutencéo. 6 °

As técnicas eletroanaliticas se destacam frente as outras em razdo de sua
praticidade e baixo custo, aliadas a portabilidade do equipamento, 0 que permite o
facil transporte, ideal para as analises em campo. No entanto, o maior desafio em
detectar glifosato por técnicas eletroanaliticas encontra-se na sua estrutura quimica
ndo eletroativa. Dessa maneira, buscam-se estratégias alternativas para a sua
deteccdo como: (i) o foco no eletrodo de trabalho, com a modificacdo de sua
superficie, para determinacéo direta ou indireta ou (ii) o foco no analito, através de sua
derivatizacdo. Recentemente, relatou-se o desenvolvimento de um sensor
eletroquimico baseado em polimeros com impressao molecular dupla (MIP, do inglés
molecularly imprinted polymers) visando a deteccdo simultdnea de glifosato e
glufosinato, ambos herbicidas.® Neste caso, a fim de tornar o analito eletroativo, o
glifosato foi derivatizado com um grupo nitroso (R-NO). A modificacdo com polimero
impresso foi utilizada como estratégia para aumentar a seletividade do eletrodo.

Cao et al. desenvolveram um sensor eletroquimico de ITO (6xido de estanho
dopado com indio) modificado com um material de Cu-BTC para deteccao de glifosato.
Nesse caso, a modificacdo com o ion cobre apresenta sinal de oxidacéo e reducéo,
resultando inicialmente em uma resposta de corrente pronunciada. Durante a anélise
com glifosato, por causa de seu efeito quelante causado pelo grupo fosfato, grupos
amino e carboxila, ocorre a adsorcdo do analito no centro metalico de cobre (Il),
presente nas estruturas Cu-BTC.1° O complexo formado dificulta a transferéncia de
elétrons, diminuindo a corrente de resposta do filme de Cu-BTC. Nesse caso, a
diminuicdo da resposta de corrente é diretamente proporcional a concentracédo de

glifosato no meio.
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2.3 Complexos de Cu (Il) com glifosato

Estudos por Madsen et al. mostram as constantes de estabilidade de
complexos metalicos com glifosato, das quais a constante do complexo de cobre Il se
destaca frente as outras, conforme a Tabela 1. A constante de estabilidade (K) de um
complexo é definida pela relagdo entre a concentracdo do complexo formado e a
concentragao dos ligantes livres em solugéo, e portanto, quanto maior o valor de K,
maior a estabilidade do complexo metalico. Os valores de K podem também ser

expressos em log K. 1t

Tabela 1 - Constantes de estabilidade (log K) de complexos metalicos com glifosato.

Cu(II) Zn(1) Mn(II) Ca(II) Mg(II)
11,92 8.4 5,53 3,25 3,25

Fonte: Madsen et al. (1978).11

Um dos possiveis complexos para glifosato e Cu (Il) € um complexo 1:2
(CuL2%), onde Sheals et al. sugerem que os atomos de nitrogénio dos grupos amina
se coordenam um na posicdo axial e outro na equatorial.? Qutra possibilidade é o
complexo 1:1 (CuHL e CuL’), em que o glifosato ocupa trés das seis posicoes,
formando um octaedro distorcido devido ao efeito Jahn Teller, e as outras trés
posicdes sdo ocupadas por moléculas de agua. Desta maneira, uma molécula de
glifosato forma dois anéis quelatos com sua estrutura. As estruturas CuHL e CuL" se
diferenciam pela protonacéo do grupo fosfonato, que ocorre em pH abaixo de 3 (Figura
3).12
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Figura 3 - Imagem da esquerda: estrutura molecular do complexo CuL- . Imagem da direita:

diagrama de espécies Cu(ll)-Glifosato (pH 1 a 14), sendo Fi a fracdo da espécie no meio.

L3

H3L CuHL

Fonte: Sheals, Persson e Hedman (2001).12

2.4 Métodos de modificacdo

A modificacdo do eletrodo de trabalho com nanoparticulas pode trazer muitas
vantagens na deteccdo eletroquimica. Nanoparticulas sdo formadas por particulas
diametro tdo pequenos (1-100 nm) que acabam tendo propriedades fisicas e quimicas
diferentes daquelas quando em seu estado brutos. A mudanca de propriedades ocorre
devido ao aumento na razao entre a area de superficie e o volume dessas patrticulas,
gue acarretam em uma elevada area superficial, a qual auxilia no desempenho de
processos cataliticos e de transferéncia de elétrons. Isso € de grande interesse para
a eletroquimica, tendo em vista que o aumento na cinética de transferéncia de elétrons
aumenta o desempenho de eletrodos, aumentando sua a sensibilidade e facilitando a
quantificacdo de analitos em nivel de tragos. Porém, imobilizar esses materiais no
eletrodo de maneira que aumente sua funcionalidade é uma tarefa desafiadora.3

A relacédo entre area superficial do eletrodo e a intensidade de corrente gerada
pode ser explicada pela equacao de Randles-Sevick (Equacgéo 1). Segundo a equacéo
de Randles-Sevick esses dois termos sao diretamente proporcionais, sendo assim,
guanto maior a area superficial (A) do eletrodo, maior é o sinal de corrente (ip). Na
equacao, n é o numero de elétrons transferidos durante a reacdo redox, D° é o
coeficiente de difusdo (cm?s™?), v a velocidade de varredura (V s™), e C° (mol cm™3) é

a concentracdo da espécie eletroativa.'*

17



1/2
i = 0.446nPACO( daiecn: )
P (Equacéo 1)

Um método que pode ser utilizado é a eletrodeposicéo, como é feito por Regiart
et al., onde um filme nanoporoso de cobre é sintetizado via eletrodeposi¢cdo em um
microeletrodo de cobre. O eletrodo foi aplicado na detecc¢éo de glifosato, apresentando
um limite de deteccdo de 4 nmol L1.%°

Considerando as estratégias de modificacdo, o método de adsorcéo fisica é
amplamente empregado dada sua simplicidade e eficiéncia. Essa metodologia
normalmente consiste no gotejamento (drop-coating) ou imersdo do eletrodo na
solucao modificadora. Porém, devido a adsorcao ser um processo de equilibrio, pode
ocorrer, durante a utilizacdo do eletrodo, o processo de dessor¢ao do modificador para
0 meio, reduzindo a vida util do eletrodo.1®

No trabalho de Bakhsh et al. foi desenvolvido um eletrodo de GCE modificado
com nanoparticulas de cobre estabilizadas em quitosana para detectar 4-nitroanilina.
Para modificar o eletrodo, gotejou-se uma suspensdo contendo nanoparticulas,
seguido de Nafion, que € um fluoropolimero muito utilizado como revestimento,
criando uma membrana semipermeavel em eletrodos modificados.’

Arena et al. realizou uma sintese eletroquimica de nanoparticulas de 6xido de
cobre dispersas em quitosana, e pelo método de drop-coating adicionou essa
modificacdo na superficie de um eletrodo de ouro. ApGs evaporacdo do solvente,
foram adicionadas algumas gotas de quitosana para formar uma membrana
semipermeavel. 18

O método de drop-coating € pratico, mas necessita de algum agente capaz de
interagir com a superficie do eletrodo de trabalho, evitando a dessor¢cédo da espécie
modificadora. Muitos trabalhos encontrados na literatura utilizam a quitosana para
este fim, pois ela € um polimero natural e é capaz de se adsorver em diferentes tipos

de superficies.
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2.5 Quitosana

A quitosana € um polissacarideo obtido através da desacetilacdo da quitina
(presente no exoesqueleto de crustaceos), apresentando grupos amino em sua
estrutura (Figura 4).1° Dentre as principais vantagens do uso de quitosana na
construcdo de eletrodos modificados, pode se destacar a sua origem natural,
abundante, de baixo custo e biodegradavel.?® Além disso, a quitosana tem
propriedades diferenciadas devido seus grupos funcionais aminos e hidroxilas, que
sdo capazes de complexar com metais, originando complexos, bionanocompdsitos e
hidrogéis.'® A quitosana atua como uma base fraca e, apresenta um valor de pKa que
pode variar de 6,3 a 7,2. Esse valor é decorrente dos grupos amino e,
consequentemente depende do grau de desacetilagdo do biopolimero. A quitosana &
apenas soluvel em valores de pH abaixo do pKa, devido a protonacdo dos grupos
aminos (NHs*). 2

Figura 4 - Estrutura da quitina e da quitosana.

B cHy | [ N
OH 0 <NH OH
NH
HO 0 Ho 0
NH on NH,
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CHs
L —In L= —In
Quitina Quitosana

Fonte: Younes e Rinaudo (2015). 23

2.5.1 Quitosana como estabilizante de ions metalicos

A capacidade da quitosana formar complexos com metais tém sido estudadas
visando diferentes aplicacbes, como na remocdo de ions metélicos de aguas
residuais. A quitosana € um 6timo adsorvente de metais pesados, com propriedades
guelantes de 5 a 6 vezes maior que a quitina. A capacidade de formar complexos com
metais de transicdo deve-se a presenca dos grupos aminos em sua estrutura.
Janegitz et al. empregaram quitosana para tratamento de efluentes contaminados por

fons metalicos de mercurio, cadmio, cobre, cromo e chumbo.?2
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O trabalho de Fu et al. prop6e um hidrogel a base de quitosana usando ions de
prata como agente de reticulagdo como modificador de superficie em um eletrodo de
carbono vitreo, visando detecc¢éo eletroquimica de antioxidantes. A Figura 5 mostra a

estrutura proposta para o hidrogel de quitosana com o ion prata.?

Figura 5 - Estrutura do hidrogel de quitosana com o ion prata

Chitosan hydrogel

Fonte: Fu et al. (2018)%*

2.5.2 Quitosana como um estabilizante de ions e 6xidos de cobre

O trabalho de Li et al. utiliza um sistema combinado de quitosana e Cu (ll) para
formar um hidrogel biocompativel, antibactericida e resistente, com objetivo de ser
utilizado na cicatrizacado de ferimentos. Nesse trabalho, o hidrogel de quitosana é
reticulado sob atmosfera gasosa de amo0nia, para que a quitosana possa estabilizar o
fon Cu (Il) com seu grupo amino desprotonado.?® A Figura 6 mostra duas possiveis
estruturas resultantes da complexagao entre 0os grupos funcionais da quitosana com
ions de cobre, podendo ser classificados como o "modelo de ponte" e "modelo
pendente". Nesses modelos o cobre assume uma configuragdo de quadrado planar.
No “modelo de ponte” o cobre forma duas ligagdes com os grupos -NH2 e duas
ligagbes com os grupos -OH, enquanto. Por outro lado, no modelo pendente o cobre
esta ligado apenas a um grupo -NHz e um grupo -OH da quitosana.?®

A quitosana tem sido utilizada como agente modificador de eletrodos, como
feito por Janegitz et al.,, que empregaram quitosana em um eletrodo de pasta de
carbono para determinacéo de Cu (Il) em amostras de aguas. O trabalho propde que
0 aumento na magnitude de corrente ocorre devido ao processo adsortivo causado

pela quelacéo dos ions Cu (II) com a quitosana imobilizada na superficie do eletrodo.*®
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Figura 6 - Estrutura do hidrogel de quitosana com o ion cobre (Il): (a) modelo de ponte e (b) modelo
pendente.

(a) OH (b) OH
5 %
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Fonte: Cai, Zeng e Fang (2015)26

No trabalho de Basumallick et al. uma dispersdo de 6xido de cobre em
guitosana foi sintetizada, partindo-se de uma solugcdo de CuSOas. Nesse caso, a
guitosana como agente estabilizante e redutor do ion cobre (1) a cobre (1) (Figura 7).

27

Figura 7 - Esquema representativo de sintese e estabilizacdo de nanoparticulas de cobre em

quitosana.
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Fonte: Basumallick et al. (2012)%7

A quitosana é capaz de agir como um agente redutor fraco. Isso ocorre pois
nas extremidades de suas cadeias poliméricas existem grupos hemiacetais derivados
de aldeido. Em meio basico, esses grupos entram em equilibrio formando grupos
aldeidicos, os quais sdo capazes de sofrer oxidacdo, formando &cido carboxilico
(Figura 8). A reacao de reducéo do Cu (Il) com acucares redutores, como a glicose e
a glicosamina (mondémero da quitosana), € uma reacdo muito conhecida, também

chamada de teste de Benedict.

21



Figura 8 - Reacdo de reduc¢do do cobre por quitosana
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Fonte: A autora

2.6 Sistema quitosana, cobre e glifosato: uma solucéao eletroanalitica

Técnicas de eletroanalise fornecem uma resposta em intensidade de corrente
resultantes da transferéncia de elétrons causada pela aplicacdo de um potencial.
Nesse sentido, o foco da andlise consiste principalmente na avaliacdo de um analito
passivel de sofrer processos de oxirreducao.

O Cu (Il) € um ion metalico, apresentando sinais anddico (oxidagéo) e catddico
(reducao) bem definidos, como pode ser visto na Figura 9. Foi abordado anteriormente

que o glifosato € capaz de quelar o ion Cu (lIl), resultando em um produto de
complexacao estavel.

Figura 9 — Voltamogramas ciclicos de 10 mM de sulfato de cobre em 0,2 M de sulfato de sddio. Eletrodo
de trabalho: Disco de Pt e Contra-eletrodo: haste de carbono.
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Fonte: Jaikumara et al. (2015)28

Essa interacdo que ocorre entre essas duas espécies pode ser usada como
estratégia para a deteccdo indireta de glifosato por meio da inibicdo do sinal de

reducéo do Cu (ll), visto que o glifosato néo € eletroativo. Essa estratégia foi explorada
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recentemente por Cao et al. O complexo formado dificulta a transferéncia de elétrons,
reduzindo a corrente de resposta do ion Cu (Il). Nesse caso, a inibicdo do sinal de
reducdo de Cu (II) a Cu (0) é proporcional a concentragdo de glifosato no meio.°

O Cu (Il) apresenta uma oOtima afinidade com a quitosana, podendo ser
imobilizado na rede do biopolimero. Além disso, a quitosana também é capaz de
interagir com o glifosato, possibilitando o desenvolvimento de sensores eletroquimicos
baseados em processos adsortivos, como foi demonstrado por Do et al.?® Assim,
espera-se que a modificacao do eletrodo de trabalho através da formacao de um filme
estavel de quitosana contendo ions Cu (ll) responda as concentracdes de glifosato

presente no meio, resultando em supresséo do sinal da corrente catédica.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Esse trabalho tem como objetivo propor a deteccdo do glifosato por meios
eletroquimicos através da modificacdo da superficie de um eletrodo de carbono vitreo
com um filme de quitosana e Cu (ll).

3.2 Objetivos especificos

e Sintetizar a solucdo modificadora de Cu (ll) estabilizado em quitosana
(Cu/lCTS);

e Caracterizar a solucao modificadora por espectroscopia UV-Vis;

e Otimizar as concentracbes de quitosana e Cu (Il) para a modificacdo do
eletrodo;

e Estudar e discutir o comportamento eletroquimico do eletrodo modificado;

e Verificar o comportamento eletroquimico do eletrodo modificado frente ao
analito glifosato;

e Otimizar as condi¢des experimentais de andlise e parametros da técnica;

e Estudar a utilizacdo de um pré-tratamento no eletrodo de carbono vitreo antes
da analise, com objetivo de aumentar sua estabilidade do filme;

e Construir uma curva de calibracdo nas condi¢des otimizadas;

e Determinar pardmetros analiticos como faixa linear e limite de detecgéo.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Reagentes e solugdes

Todos os reagentes a serem utilizados neste trabalho séo de elevado grau de
pureza. As solucdes foram utilizando agua ultrapura, purificada pelo sistema Milli-Q
(Millipore, Redford, MA, USA), com resistividade de 18,2 MQ. A solugcé&o padrdo de
glifosato (Sigma-Aldrich, 299.9%) utilizada na curva de calibragéo foi preparada na
concentracdo de 0,001 mol L 1. As medidas eletroquimicas foram realizadas em
solucao tampao Britton-Robinson (BR), preparado com &cido bérico (Synth, 299.5%),
acido fosforico (Grupo Quimica, 85%), acido acético (Vetec, 80%). O ajuste de pH de
solucdes na faixa de 5,8 - 7,4 foi realizado com o auxilio de solucdo de hidréxido de
s6dio 6 mol L't (NaOH, Vetec, 299%).

As solucdes estoque de Ks[Fe(CN)s]/Ka[Fe(CN)s] 5 mmol L™t e KCI 0,1 mol L™t
(Sigma-Aldrich, 299%) foram preparadas em agua ultrapura.

Para as soluc6es modificadoras foram utilizados os reagentes sulfato de cobre
pentahidratado (CuSO4.5H20, Biotec), quitosana (Sigma-Aldrich, baixo peso
molecular), acido acético (Vetec, 80%) e NaOH (Vetec, 299%).

4.2 Instrumentacao

Os experimentos foram realizados em uma célula eletroquimica de 10 mL,
contendo trés eletrodos: Ag/AgCl, KCI (3 mol L'1) como eletrodo de referéncia (RE, do
inglés reference electrode), fio de platina (Pt) como contra eletrodo (CE, do inglés
counter electrode) e eletrodo de carbono vitreo (GCE, do inglés glassy carbon
electrode) modificado com as solucdes de Cu/CTS como eletrodo de trabalho (WE, do
inglés working electrode).

As andlises voltamétricas foram realizadas com o auxilio de
um potenciostato/galvanostato PalmSens (Palm Instruments BV - Holanda)
conectado a um computador com o software PSTrace (versdo 5.6) para tratamento
dos dados. A partir deste sistema conectado por fios aos eletrodos da célula
eletroquimica foi possivel coletar os voltamogramas nas condicdes de analise pré-

estabelecidas.
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A caracterizacdo eletroquimica do GCE, na presenca e auséncia da
modificacéo, foi realizada em solucéo de Ka[Fe(CN)s]/Ka[Fe(CN)s] 5 mmol L™t em KCI
0,1 mol L1, utilizando as técnicas de voltametria ciclica (do inglés, Cyclic Voltammetry
— CV) e espectroscopia de impedancia eletroquimica (do inglés, electrochemical
impedance spectroscopy — EIS). Os voltamogramas ciclicos foram obtidos na faixa de
potencial de -0,2 V a +0,6 V. Para as medidas de EIS, foram utilizados os seguintes
parametros: voltagem senoidal de 10 mV e faixa de frequéncia de 0,01 a 50000 Hz.
Todas as medidas eletroquimicas foram realizadas em pH 6,5.

As verificacdes de pH foram realizadas com o uso de um conjunto medidor e
eletrodo de vidro combinado da marca Ohaus (Modelo ST3100-F), apds calibracéo.

A caracterizacdo das solucdes foi realizada em um espectrofotometro
(Shimadzu, modelo UV1601PC). Os espectros foram obtidos na regido de
comprimento de onda de 200 a 800 nm, em cubeta de quartzo (percurso Optico de 1

cm).

4.3 Preparacéo das solucdes de Cu (ll) e quitosana (Cu/CTS)

A solucdo estoque de CuS0O45H20 (1 mol L?1) foi preparada com agua
ultrapura. As solu¢des modificadoras de quitosana e cobre foram preparadas a partir
da adicao de aliquotas da solucéo de CuSOa4 em solugdes contendo quitosana (Sigma-
Aldrich).

A solucdo de quitosana foi preparada inicialmente a 2,5% m/m, em meio
contendo acido acético (Vetec) a 2% (v/v), mas apos adi¢do de agua, a concentracéo
final de quitosana nas modifica¢des foi de 1% (m/m). O volume adicionado de CuSO4
e de agua nessas solu¢cbes modificadoras foi de modo que que a concentracao final
de Cu (Il) fosse 0,010 mol L1, 0,025 mol Lt e 0,050 mol L1. Apés, foi adicionado a
solucédo de Cu (Il) e quitosana 40 uL de uma solucdo de NaOH 6 mol L.

4.4 Preparacgéo do eletrodo modificado
Para cada modificacao, foi necessario fazer a limpeza da superficie do eletrodo.
Essa limpeza foi feita através do polimento da superficie com alumina (0,5 um),

seguida de uma lavagem com agua destilada. A solugdo Cu/CTS foi gotejada (4 uL)
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na superficie do GCE, o qual foi deixado em estufa por 15 minutos, na temperatura de
aproximadamente 40 °C (Figura 10). Ap6s cada analise, o mesmo GCE foi submetido
a procedimento de limpeza e novamente modificado outras analises. Em todas as
medidas, utilizou-se um GCE com area geométrica igual a 3 mm3. As andlises

voltamétricas foram feitas logo apds a modificacao.

Figura 10 - Esquema representativo das interacdes entre os grupos aminos e hidroxila da quitosana e

da modificacéo por drop-coating do hidrogel no eletrodo de carbono vitreo.
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4 .5 Desenvolvimento do método de analise

O comportamento eletroquimico do eletrodo foi estudado para solucdes
produzidas com diferentes concentracdes de cobre. O sinal eletroquimico do GCE
modificado foi observado inicialmente por CV na presenca do analito glifosato.

A otimizacdo da técnica analitica foi feita na auséncia do analito, a partir de
analises de voltametria ciclica, voltametria de pulso diferencial e voltametria de onda
guadrada. Apos isso, foram estudados os parametros da técnica escolhida. Para a
escolha dos parametros da técnica eletroanalitica, optou-se por aqueles que
apresentaram o sinal de corrente mais intenso, sem que houvesse o
comprometimento da qualidade do sinal analitico.

O método de andlise foi empregado com objetivo de obter uma curva de
calibracdo para o analito. A curva de calibragéo para o glifosato foi construida através

da adicéo de aliquotas de uma solugéo padréo de glifosato em 10 mL de uma solucéo
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tampao BR. A partir dessa curva, estipulou-se a faixa de linearidade do método e o
limite de deteccao (LOD) frente ao glifosato. O valor de LOD (Equacéo 2) foi calculado
estatisticamente através do desvio padrdo do coeficiente linear da curva de calibragcéo

(s) e do coeficiente angular da curva de calibragéo (S). %

LOD = 3,3.8

(Equacéo 2)

4.6 Seguranca no laboratorio e destino dos residuos gerados

A seguranca em laboratorio é algo muito importante e deve ser levado a sério
pelos seus usuarios. O grupo AMPERE segue normas internas e o Manual de Regras
Basicas de Seguranca para Laboratérios de Quimica do DQ-UFSC. Atencao, cuidado
e organizacdo sdo essenciais para minimizacdo de riscos dentro de um laboratorio.
Se faz obrigatério o uso de Equipamentos de Protecao Individual (EPIs), como jaleco,
luvas e calcados fechados. Devido a potencial periculosidade dos reagentes, é preciso
sempre observar 0s avisos de seguranga presentes nos frascos, como por exemplo
os simbolos presentes em reagentes corrosivos, inflamaveis e toxicos.

Sabendo que prevenir a geracdo de residuos é melhor que trata-lo, deve-se
buscar sempre minimizar a producdo deles. O planejamento e a organizacdo das
atividades realizadas foram essenciais para prevenir erros que acabam acarretando
em uma geracdo indevida de residuos. No caso das técnicas voltamétricas, as
analises sao feitas em sistemas aquosos e requerem pequenos volumes de solucéo,
consequentemente minimizando volume dos residuos gerados. Os principais residuos
que serdo provenientes dos experimentos sdo constituidos por solu¢gbes contendo
tampao fosfato e glifosato e, em menor quantidade também sado gerados residuos de
solucbes de sulfato de cobre e quitosana. Todos os rejeitos sdo acondicionados em
recipientes separados com as devidas especificacbes e, posteriormente recolhidos
pela empresa Proactiva Meio Ambiente Brasil Ltda, conforme o procedimento

recomendado pelo programa de Gestao e Gerenciamento de Residuos da UFSC.

28



5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Solucgdes de cobre e quitosana

Apoés ter sido feita a adicdo de NaOH, as solu¢cbes de Cu/CTS apresentaram
mudanca de cor. A mudanca de cor de azul para marrom indica a formacéao de éxidos
no meio. A cor marrom indica uma dispersédo de 6xido vermelho de cobre (Cu20) e
oxido preto de cobre (CuO). A formacado de CuO pode ter ocorrido por meio da
formacao inicial de hidroxido de cobre, como mostra a Equacédo 3. Por outro lado, a
formacdo de Cu20 pode ter ocorrido devido a acdo redutora da quitosana, como foi

apresentado na Figura 8.3!

Cu?* + 20H" = Cu(OH)2s) = CuOgs) + H20 (Equacéo 3)

Essa mesma observacéo foi feita por Arena et al .ao sintetizar nanocompagsitos
de cobre em quitosana. Segundo os autores do artigo, a cor da solu¢cédo de quitosana
e Cu (ll) alterou de azul para marrom em pH maior que 5,5.18 O mesmo foi observado
por Basumallick et al., onde a quitosana foi utilizada como agente redutor dos ions Cu

(1) e estabilizante dos 6xidos de cobre formados.?’

A concluséo inicial deste trabalho foi de que a disperséo contendo 0,01 mol L
de CuSOs teria uma maior concentracao dos 6xidos de cobre formado, pois era a que
apresentava uma cor marrom mais intensa (Figura 11.A). Apés 24h de repouso das
dispersoes, foi possivel perceber que todas elas alteraram a coloracéo, indicando que
durante esse periodo ocorreu a reducao do cobre do meio. A Figura 11B mostra a
diferenca de cor entre uma disperséo feita a partir 0,050 mol L'* de CuSOa4 recém feita
e outra apés adicdo de NaOH estocada por 24h. Apoés 24 h, as dispersdes foram
aplicadas na superficie do GCE (Figura 12). Eletrodos de carbono vitreo sé&o
interessantes devido a sua ampla janela redox, baixa corrente capacitiva e facilidade
de modificacdo através da construcdo de filmes planejados. O comportamento

eletroquimico dos eletrodos modificados foi estudado por voltametria ciclica.
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Figura 11 - ModificacBes contendo diferentes concentragcdes de CuSO4 em quitosana (B) Solucéo
0,050 mol L-1 de CuS0O4 + NaOH: (I) Ap6s 1h (ll) Apos 24h.

-4
-8

0,01 molL*! 0,02 molL| 0,05 molL"

Fonte: A autora

Figura 12 - Modificagdo da superficie do eletrodo (GCE) com Cu/CTS.

Fonte: A autora

5.1.1 Caracterizagédo por espectroscopia UV-Vis

A fim de caracterizar a dispersdo de Cu/CTS, foram feitas duas analises por
espectroscopia UV-Vis: uma antes (controle) e outra apos a adicdo de NaOH (Figura
13). Nenhuma banda na regido de 600 nm foi observada nesse espectro, uma regiao
caracteristica de bandas de efeito plasmon de nanoparticulas de cobre, o que indica
gue a dispersédo provavelmente ndo contém particulas em escala nanométrica de Cu°.
Percebe-se no espectro um deslocamento da banda da solucdo de controle,
resultando em uma banda alargada na regidao de 250 - 300 nm. As bandas de ambos
espectros podem ser da propria quitosana, sendo que o deslocamento pode ter
ocorrido devido a mudanca do pH do meio. Também ¢é relatado bandas de

nanocompositos de éxido de cobre nessa mesma regido. 32 32
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Figura 13 — Espectros de absorcdo molecular: (a) CTS/Cu antes da adicdo de NaOH; (b) CTS/Cu
depois da adi¢cdo de NaOH.
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Fonte: A autora

5.1.2 Estudo eletroguimico: otimizacdo da concentracdo de Cu (Il) na

modificacao

Para verificar a melhor concentragéo de CuSO4 na dispersdo de Cu/CTS, foram
coletados voltamogramas ciclicos no mesmo dia e 24h apds o preparo das
modificagbes. Os parametros utilizados para a analise foram uma faixa de potencial
de —0,6 V até +0,6 Ve v =50 mV s,

A Figura 14 apresenta o grafico com os voltamogramas do Dia 1,
imediatamente apds a sintese, no qual pode-se observar que o voltamograma com
maior intensidade dos sinais redox de cobre € aquele em que a modificacdo contém
0,01 mol L de cobre. Essa solugéo teve sua cor alterada de azul para marrom ja no
primeiro dia, 0o que indica que o Oxido de cobre presente na modificacdo provoca o

aumento na intensidade dos picos.
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Figura 14 - Dia 1: Voltamogramas ciclicos do eletrodo de carbono vitreo modificado (GCE-Cu/CTS)

com diferentes concentracdes de CuS0a4(0,01; 0,02 e 0,05 mol L™1), em solugdo tampdo BR 0,1 mol
L™ (pH 6,5), v =50,0 mV s,

%7 Dia1

ip/ pA

—cscu® (0.01M)
—CS-Cu** (0.025M)
—CS-Cu™ (0.05M)

-10-

06 03 0.0 03 06
E vs. Ag/ AgCI/ V

Fonte: A autora

As mesmas analises foram feitas com as dispersdes de Cu/CTS no GCE 24h
depois. A Figura 15 apresenta um grafico com os voltamogramas obtidos neste
segundo dia, e podemos perceber que a variacdo da intensidade dos sinais de
corrente € diretamente proporcional a concentragdo de cobre em solucéao.
Considerando que no segundo dia todas as dispersfes ja apresentavam coloragao
marrom escuro, podemos concluir que a intensidade dos picos pode ser associada
com a presenca de 6xidos de cobre na superficie do eletrodo. A partir desse resultado,
a dispersdo de Cu/CTS de 0,05 mol L foi escolhida para modificacdo do eletrodo.
Considerando que o método consiste em ser uma analise indireta, essa escolha foi

feita com a intencéo de se obter um sinal de corrente capaz de conter uma maior faixa
de trabalho.
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Figura 15 - Voltamogramas ciclicos do eletrodo de carbono vitreo modificado (GCE-Cu/CTS), em
solugdo tampao BR 0,1 mol L™t (pH 6,5), v = 50,0 mV s (A) Dia 2: GCE-Cu/CTS com diferentes
concentragdes de CuSOas (0,01; 0,02 e 0,05 mol L), 24 h apés a sintese da modificacdo. (B)
Comparacao dos voltamogramas ciclicos do Dia 1 e Dia 2 do GCE-Cu/CTS ([CuSO4] = 0,05 mol L™1).
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Fonte: A autora

5.2 Caracterizacao eletroquimica da superficie do GCE modificado

As técnicas de voltametria ciclica (CV) e espectroscopia de impedancia
eletroquimica (EIS) podem ser empregadas em um sistema contendo o par redox
Ks[Fe(CN)s]/Ka[Fe(CN)e], com objetivo de investigar o comportamento eletroquimico
do eletrodo.

A Figura 16.A apresenta os voltamogramas ciclicos obtidos em solucéo redox
de Ks[Fe(CN)es] para o GCE na auséncia e presenca da modificacdo de Cu/CTS. Ao
comparar os voltamogramas da Figura 16.A, percebe-se que a modificagdo resulta no
aumento da intensidade dos picos anddicos e catddicos, indicando que a modificagcdo

feita no eletrodo facilita transferéncia de elétrons na interface eletrodo/solucéo.

No mesmo grafico, percebe-se a diminuicdo na distancia entre os picos de
redugdo e oxidagao (AEp). O AEp diz respeito a reversibilidade da reagao, sendo
59,2/n mV (n=numero de elétrons) um AEp ideal para reag¢des reversiveis. Por outro
lado, quanto maior o valor do AEp, hd um certo comprometimento do processo de
transferéncia de elétrons na superficie do eletrodo, o que torna a reacdo menos
reversivel. O Quadro 1 mostra os valores de corrente dos picos com seus respectivos

potenciais de oxidagao e reducédo. A diminuicdo do AEp de 176,25 mV para 125,86
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mV signif

superficie

ica que a modificacdo aumentou a reversibilidade das reacGes redox na
do eletrodo de carbono vitreo.

A razao entre as correntes catddicas e anddicas € um dos critérios para avaliar

a reversibilidade das reac¢des.3* Um sistema reversivel tem Ipa / ipc constante e igual

aum. O si

stema estudado obedeceu a condi¢ao de igualdade, porém a distancia entre

picos obtida o descaracteriza como um sistema reversivel, sendo entdo classificado

como um

sistema quasi-reversivel.

Quadro 1 - Valores de corrente e potencial de pico referente aos voltamogramas da Figura 3A

Eletrodo ipa (MA) | ipc (WA) Razdo | Epa (V) Epc (V) | AEp (mV)
ipa/ Ipc
GCE 39,1538 | -38,4364 1,0187 0,31863 |0,14238 | 176,25

GCE-Cu/CTS | 47,9396 |-46,6128 1,0285 |0,29348 |0,16762 | 125,86

Figura 16 - (A) Voltamogramas ciclicos comparativos do GCE e GCE-Cu/CTS. (B) Dados de EIS para

GCE e GCE-Cu/CTS; em um sistema contendo 5 mmol L de Ks[Fe(CN)e])/Ks[Fe(CN)s] € 0,1 mol L-1
KCI, v =50,0 mV s™1,

1000
50 Re ., B
--=- GCE A Rs O \ O ®
" — CS-Cu™ (0.05M) 750 ® o g
1 ————
ER c 5001
2 N e T .
251 250{ o e
9
] 9-9-9-9 % )
.50 b g b wa
T T T T T T T T 0_ T T T T T
0,2 00 0,2 04 06 0 250 500 750 1000
E vs. Ag/AgCI/ vV ZIQ

Fonte: A autora
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A técnica de espectroscopia de impedancia eletroquimica (EIS) é utilizada para
verificar as caracteristicas elétricas da interface eletrodo/solu¢cdo, podendo ser
aplicada em um sistema contendo o par redox Ks[Fe(CN)e]/KaFe(CN)s]. As
caracteristicas elétricas do eletrodo mudam de acordo com a modificacdo empregada

na superficie.

A Figura 16.B apresenta dois gréaficos de Nyquist (-Z” vs. Z’). O didmetro do
semicirculo formado no grafico corresponde a resisténcia de transferéncia de cargas
(Rct) existente em cada superficie analisada. O grafico do GCE modificado com
Cu/CTS apresentou um valor de Rctde 428 Ohm, enquanto o do GCE nao modificado
apresentou um Rctde 971 Ohm. Portanto, podemos afirmar que o eletrodo modificado
apresenta uma menor resisténcia a transferéncia de cargas, facilitando a transferéncia
de elétrons. Esses resultados corroboram com as analises de voltametria ciclica. Essa
caracteristica de melhora na condutividade do eletrodo ja é conhecida em sistemas
onde a modificacédo apresenta éxidos de cobre.*®

O circuito equivalente da reacao eletroquimica desse sistema esta inserido na
Figura 16.B. O componente Rs € a resisténcia de solugdo, uma resisténcia 6hmica que
ocorre entre o eletrodo de trabalho e de referéncia. O Rt trata-se da resisténcia a
transferéncia de cargas na interface eletrodo/solucéo. O Ca é a capacitancia da dupla
camada elétrica, que se forma na interface eletrodo/solucdo. O componente Zw é a
impedancia de Warburg, a qual trata das limitacdes de transferéncia de massa que

ocorre durante os processos difusionais entre a solucdo e o eletrodo.®

5.3 Comportamento do eletrodo modificado com Cu/CTS frente ao analito

glifosato

O comportamento do eletrodo modificado frente ao glifosato foi inicialmente
investigado por CV. A andlise foi feita em 20 mL de uma solu¢éo de pH 7,0, com
tampéo BR. O voltamograma da Figura 17 foi obtido ao se aplicar uma faixa potencial
—-0,6 V até +0,6 V utilizando v =50 mV s™.
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Figura 17 — Voltamogramas ciclicos para GCE-Cu/CTS na presencga e auséncia de glifosato no meio,
tampéao BR 0,1 mol L™* (pH 6,5), v = 50,0 mV s™1.
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Fonte: A autora

Observa-se na Figura 17 que a determinacao de glifosato € possivel de maneira
indireta, ou seja, o sinal de corrente do cobre diminui ao adicionar 100 uL de uma
solucéao de glifosato. O glifosato € uma molécula capaz de quelar o ion Cu (Il) presente
na modificacdo, sendo assim, as reagdes redox do cobre s&o dificultadas devido a

formacgéo desse complexo.

Uma adicéo sucessiva de glifosato no meio tendera a reagir mais com o Cu (ll),
0 que causara uma diminuicdo gradativa do sinal. Isso possibilita a constru¢do de uma
curva de calibracdo para analise de glifosato no meio, em uma determinada faixa de
concentracdo. Observou-se também que os sinais decorrentes do voltamograma do
GCE modificado né&o estavam completamente estaveis. O que poderia estar
ocorrendo é a lixiviagdo do cobre presente no filme, o que leva a uma diminui¢do no
sinal de corrente a cada ciclo feito. Mas a diminuicdo acentuada do sinal s6 ocorreu
apos a adicdo do glifosato, sendo assim, a presenca desse analito efetivamente

diminui o sinal de corrente do cobre.
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5.4 Otimizacéo do pH

Os estudos performados neste trabalho foram todos feitos em pH 6,5. A escolha
desse valor de pH esta justificada segundo dados da literatura. Segundo Janegitz et
al., a maior estabilidade entre quitosana e Cu (ll) ocorre em pH 6,0 - 7,0.%°

As andlises para verificar o comportamento do eletrodo modificado em
diferentes valores de pH foram realizadas ao final da pesquisa (Figura 18). Verificou-
se que a analise feita em pH 5 apresentou uma maior intensidade de sinal, o que pode
indicar uma maior faixa de trabalho de para o eletrodo, visto que é uma andlise
indireta. Porém, os 6xidos de cobre (espécie presente na modificacdo) ndo sao téo
estaveis em pH acido. Além disso, como mostra a Figura 3 deste trabalho, a
complexacao entre cobre e glifosato tende a formar uma nova estrutura em pH &cidos,
podendo trazer resultados diferentes ao estudo. Sendo assim, sugere-se novos
estudos para o sistema desse trabalho em pH 5.

Figura 18 - Voltamogramas ciclicos para GCE-Cu/CTS em solug8es tampao BR 0,1 mol L obtidos em
diferentes valores de pH: 5,0; 5,5; 6,0; 6,5 e 7,0., v = 50 mVs e faixa de potencial de +0,6 a -0,6 V.
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Fonte: A autora
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5.5 Selecdo da técnica eletroanalitica e otimizacdo dos parametros
experimentais

A avaliagcdo do comportamento do glifosato frente ao eletrodo modificado foi
feita com trés técnicas voltamétricas diferentes, com objetivo de selecionar aquela que
oferece melhor compromisso entre intensidade de corrente e qualidade do sinal
analitico. As técnicas estudas foram voltametria de varredura linear (LSV), voltametria
de pulso diferencial (DPV) e voltametria de onda quadrada (SWV). Os voltamogramas
obtidos por cada técnica foram sobrepostos para fins de comparagéo (Figura 19). Para
fins comparativos, todas as medidas foram realizadas na velocidade de varredura de
50 mV s,

Figura 19 - Voltamogramas coletados com GCE-Cu/CTS, tampéo BR 0,1 mol L1 (pH 6,5), v = 50,0 mV

s™1, em diferentes técnicas eletroanaliticas.
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Fonte: A autora

Na LSV o potencial aplicado ao eletrodo de trabalho varia linearmente com o
tempo, possibilitando uma varredura de uma ampla faixa de potencial. Porém, a leitura
da corrente é feita de maneira direta, ou seja, a corrente capacitiva (ruido) néo é
descontada nesse tipo de analise, fazendo com que a técnica raramente seja usada
para fins analiticos. 34

Na DPV, pulsos de igual amplitude sdo aplicados sobre uma rampa linear de
potencial. A aplicacdo de um pulso de potencial tem como objetivo medir a corrente
do sistema em dois momentos: um antes da aplicacdo do pulso e outro ao final. O

propdsito de ter dois valores de corrente é subtrair o valor de corrente final do valor de
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corrente inicial, 0 que desconta a corrente capacitiva. Esse desconto é possivel pois
a diminuicdo da corrente capacitiva € mais rapida do que a da corrente faradaica,
sendo assim, no final do pulso ha apenas a presenca da corrente que se deseja medir
(faradaica). Isso faz com que a técnica de DPV seja mais sensivel que outras técnicas
voltamétricas como a LSV ou CV. Essa estratégia de aplicacdo de pulsos, permite
aumentar a sensibilidade do método, resultando em limites de deteccédo na faixa de
1077 a 108 mol L™, 36.37

Na SWV também ocorrem compensacdes da corrente capacitiva, pois também
€ caracterizada como uma técnica de pulso. A vantagem € que a SWV é muito sensivel
para processos reversiveis e, mais rapida que a DPV. Na SWV, o0s pulsos sao
aplicados em forma de onda quadrada simétrica, superpostos sobre uma rampa de
potencial em forma de degraus. A medida da corrente gerada apés aplicacéo do pulso
é feita duas vezes: uma apdés o pulso direto (i1) e outra apds o pulso reverso (iz). O
voltamograma de SWV apresenta somente um sinal de intensidade de corrente, o qual
€ obtido a partir da diferenca entre a corrente direta e inversa (Ai = i1 — (-i2)). A
contribuicdo da corrente inversa é mais expressiva para sistemas reversiveis. O
sistema deste trabalho (Cul/Cull) apresenta sinais de oxidacdo e reducédo, o que
contribui para o aumento na intensidade da corrente final em anélises de SWV. Sendo
assim, isso explica o sinal do voltamograma de SWV ser mais intenso do obtido por
DPV.

De acordo com a discusséo abordada, a técnica escolhida para o sistema neste
trabalho foi a SWV. Os parametros estudados e otimizados, visando melhorar a
sensibilidade da técnica frente ao analito, foram frequéncia (f) e amplitude de pulso

(a). 36

5.5.1 Frequéncia

Um dos parametros da SWV € a frequéncia do pulso. Para sua otimizacao,
foram variados os valores de frequéncia de 10 Hz a 80 Hz, mantendo fixos os demais
parametros: a = 60 mV e AEs =2 mV. O resultado é apresentado na Figura 20, sendo
40 Hz o valor escolhido para a frequéncia. O resultado observado esta de acordo com
o documentado para sistemas reversiveis, onde afirma-se que o aumento da corrente

é proporcional a raiz quadrada da frequéncia empregada.=®
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Figura 20 - Voltamogramas de onda quadrada para o eletrodo modificado com Cu/CTS, em solugao
tampao BR 0,1 mol L (pH 6,5), obtidos em diferentes valores de frequéncia de aplicacédo de pulso: (a)
10; (b) 20; (c) 30; (d) 40; (e) 50; (f) 60; (g) 70 e (h) 80 utilizando como valores fixos: a =60 mV e AEs =
2,0 mv.
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Fonte: A autora

5.5.2 Amplitude de pulso

A otimizacdo da amplitude de pulso foi realizada a partir da variagado do pulso
aplicado na faixa de 10 mV a 100 mV, mantendo fixos os demais parametros (f = 40
Hz e AEs = 2 mV), conforme mostrado na Figura 21. As maiores amplitudes
forneceram um maior valor de corrente, porém, tendo em vista que o aumento da
largura do sinal é indesejado e, que trabalhar nos limites do aparelho néo é indicado
por conta do aumento de ruido, foi escolhido 60 mV como valor de amplitude.
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Figura 21 - Voltamogramas de onda quadrada para o eletrodo modificado com Cu/CTS, em solugao
tampéao BR 0,1 mol L (pH 6,5), em diferentes valores de amplitude de pulso: (a) 10; (b) 20; (c) 30; (d)
40; (e) 50; (f) 60; (g) 70, (h) 80, (i) 90 e (j) 100, utilizando como valores fixos: f =40 Hz e AEs = 2,0mV.
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Fonte: A autora

5.6 Curva de calibracéo

Antes de cada medida o eletrodo modificado foi pré-condicionado, aplicando
um potencial negativo, de -1,0 V por 30 segundos. Esse parametro foi baseado no
trabalho Regiart et al. onde nanopatrticulas de éxido de cobre foram eletrodepositadas
em um microeletrodo de cobre, e um potencial catdédico por aplicado com objetivo de
regenerar o cobre (Il) complexado com o glifosato no meio.*®> Supde-se que durante a
analise voltamétrica ocorre a lixiviagdo do ion Cu(ll), que complexa com o glifosato no
meio. Sendo assim, o potencial negativo tem como objetivo regenerar o cobre na

superficie e manter a estabilidade do filme.

A curva de calibragdo para o glifosato foi construida através da adigdo de
aliquotas de uma solucdo padrdo de glifosato. A andlise foi feita com o GCE
modificado, empregando agitacdo de 30 s entre as medidas e todas as condi¢cbes
experimentais sugeridas anteriormente. A Figura 22 apresenta os voltamogramas de
onda quadrada resultantes, os quais representam a supressdo do sinal da reagao
redox do cobre devido a interagdo com o glifosato do meio. Por ser uma medida
indireta, observa-se a diminuicdo das intensidades de corrente com o aumento da

concentragdo de glifosato, no intervalo de concentracdo de 5x107 a 1,5x10°mol L™.
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O coeficiente de determinacdo obtido pela equacdo da reta da curva de
calibracéo foi de 0,9941, com um coeficiente angular de 0,00536 + 1,56129x10* pA L
umol? e um coeficiente linear 0,01564 + 7,88415x10* pA. A partir destes valores foi
possivel calcular o valor de LOD em termos de massa do analito por volume da

solucéo, sendo igual a 81,9 ug L. A faixa linear desta curva foi de 169 - 1350 pg L™.

Figura 22 - Voltamogramas de onda quadrada para GCE-Cu/CTS, em 10 mL de solucao tampéao BR
0,1 mol L™ (pH 6,5), na presenca de diferentes concentracdes de glifosato: (a) 0; (b) 0,5 (c) 1; (c) 2; (d)
3;(e) 4; (f) 5; (g) 6, (h) 7, (i) 8, (j) 9, (k) 10, (I) 15 pmol L1 utilizando os parametros otimizados: f = 40
Hz, a =60 mV e AEs = 2,0mV (faixa de potencial de faixa de +0,4 a -0,4 V).
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Fonte: A autora
Observou-se experimentalmente que os dois primeiros pontos da analise
ficaram fora da curva analitica, mas o comportamento dessa primeira regido mostrou
uma maior sensibilidade ao analito, sendo uma proposta para estudos futuros. Essa
mesma observacao foi feita por Cao et al., onde submeteram as anélises na faixa de
concentracédo de 1,0x10-*? até 1,0x10° mol L. 10

5.6.1 Repetibilidade

A repetibilidade do eletrodo modificado foi estudada em 10 mL de tampao BR
(pH 6,5), na auséncia do analito. Inicialmente foram feitos 10 ciclos em CV, com

objetivo de estabilizar o sinal. Apos, 5 leituras de diferentes filmes de Cu/CTS foram
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feitas em SWV, onde utilizou-se o pré condicionamento 30 s a -1 V, medindo 3 vezes
cada sinal. O valor obtido para a repetibilidade intradia mostrou uma boa preciséo,
apresentando um desvio padrao relativo entre os valores de corrente das medidas
realizadas na auséncia do analito de 7,26 % (n=5). A Figura 23 mostra a sobreposicéo
dos voltamogramas de onda quadrada de 5 diferentes eletrodos modificados

preparados no mesmo dia.

Figura 23 - Estudo de repetibilidade: voltamogramas de onda quadrada para 5 diferentes eletrodos
modificados com Cu/CTS preparados no mesmo dia. Condi¢gfes experimentais: solu¢do tampéo BR 0,1
mol L (pH 6,5), f =40 Hz, a =60 mV e AEs = 2,0mV.
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Fonte: A autora

5.6.2 Métodos comparativos

Os estudos apresentados na Tabela 2 mostram dados de performance de
diferentes tipos eletrodos modificados. As modificagcbes realizadas nestes trabalhos
tiveram como objetivo tornar o glifosato um analito eletroativo e aumentar a
sensibilidade da técnica. A tabela apresenta dados de tipo de eletrodo, técnica

eletroanalitica utilizada, pH do meio, LOD (em ug L™) e a faixa linear de trabalho.

Quando comparado com os outros meétodos desta tabela, o LOD obtido neste
trabalho teve o maior valor. Porém, considerando a praticidade do método empregado,
0 qual envolve poucos reagentes e todos de baixo custo, entende-se que os resultados
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obtidos séo bons e servem ao seu propadsito analitico. O valor de LOD obtido € menor
que o valor permitido de glifosato em agua potavel no Brasil (500 ug L™), o que indica
que o eletrodo poderia ser utilizado como uma estratégia para a detec¢ao deste analito

em amostras ambientais.

A Tabela 2 apresenta também os valores de pH em que foram feitas as anélises
de cada estudo. Todos os valores ficam na faixa de 5,5 - 7,4, adequando-se a analise

de amostras como aguas minerais e potaveis.

Tabela 2 - Comparacgéo de dados de performance para a determinacédo de glifosato deste trabalho e
de outros trabalhos da literatura

Modificacdo Eletrodo Técnica pH LOD Faixa linear (ug L) Ref
(ng L)
MIP-GNPs-PGE? Grafite DPASV 55 0,35 4-176 9
Cu-BTC MOF® ITO® DPV 55 2,36x10° 1,69x10*- 0,169 10
Cobre nanoporoso CupuE?¢ Ccv 7,0 0,51 5-11 15
Copper
phthalocyanine/MWCN  GCE DPV 7,4 2,02 140 - 1670 39
Ts®
Cu/CTS GCE SWvV 6,5 81,9 169 - 1350 Este
trabalho

(a) Eletrodo de pasta de carbono com nanoparticulas de ouro e impressdo molecular do glifosato
(b) Estrutura metalorganica de Cu?* com o ligante 1,3,5 benzeno tricarboxilato

(c) Eletrodo de 6xido de estanho e indio

(d) Microeletrodo de cobre

(e) Complexo de cobre com ftalocianina em nanotubos de carbono de paredes multiplas

Com intuito de validar o método, recomenda-se como perspectiva futura a
realizacdo de um ensaio de recuperacdo. Essa analise consiste em adicionar uma
guantidade conhecida do analito em uma matriz (ex: agua de rio ou agua de torneira),
sendo feito em seguida a leitura dessa amostra seguindo o método proposto. A
intensidade de sinal obtida pela analise deve ser posta na equacdo da curva de
calibracéo, e deve resultar em um valor de concentracdo proximo ao valor adicionado
do analito. Esse valor de concentracdo obtido através do método se chama valor de

recuperacdo do analito, e deve estar entre 70 e 120%, com precisdo de até + 20%
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5.7 Estabilidade da dispersdo Cu/CTS

A estabilidade da disperséo de cobre em quitosana foi avaliada por voltametria
ciclica, comparando os sinais redox do cobre com eletrodos preparados em diferentes
periodos, utilizando a mesma dispersao (Figura 24).

Nos trés momentos de analise o pico anddico se manteve proximo a 0,09 V,
sendo atribuido para as duas reacdes possiveis de oxidacdo do cobre (Cu® para
Cul/Cull), pois ambos 0s picos aparecem em uma regido muito proxima, ocasionando
sobreposicdo dos sinais.*!

Durante os primeiros dois meses a dispersdo manteve a mesma resposta de
sinal, em -0,10 V, o qual esta atribuido a reacdo de reducéo de Cu (Il) a Cu®. Ja no
terceiro més a dispersdo mostrou um comportamento diferente, apresentando dois
sinais catédicos: um sinal mais alargado em -0,10 V e um outro mais definido em -
0,23 V, sendo atribuidos a reagdo de reducdo de Cu(ll) a Cu(l) e Cu(l) a Cu®,
respectivamente. Este hovo comportamento pode estar associado a um aumento na
concentracdo de um dos tipos de Oxidos na dispersdo e também por conta de
mudancas na morfologia do material, devido fendmenos de agregacdo das

particulas.*!

Figura 24 - Avaliacdo da estabilidade eletroquimica da dispersdo de Cu/CTS por voltametria ciclica
utilizando eletrodos modificados com GCE-Cu/CTS preparados em diferentes periodos no intervalo de
um més. As andlises foram realizadas em solugdo tampao BR 0,1 mol L (pH 6,5), v =50 mV s na

faixa de potencial de +0,6 a -0,6 V.
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Fonte: Elaborado pela autora
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Para saber exatamente o motivo dessa alteracdo, seria necessario a
caracterizacao de cada uma das dispersfes. A caracterizagcdo poderia ser feita por
Espectroscopia de Fotoelétrons Excitados por Raios X (do inglés X-ray photoelectron
spectroscopy - XPS), a qual é capaz de detectar os elementos presentes na superficie
do material e seus estados de oxidacédo. Esse tipo de caracterizacdo foi usada por
Basumallick et al. para verificar a presenca da mistura de Cu (Il) e Cu (I) na superficie
da modificagdo composta por cobre em quitosana. Zhao et al. verificou por XPS que
sua modificacao, feita a partir de CuSO4 em quitosana, continha 6xidos de cobre além

das nanoparticulas de Cu®.2741
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6. CONCLUSAO

A sintese desenvolvida para a modificacdo do eletrodo levou a formacédo de
oxidos de cobre estabilizados em quitosana, a qual foi caracterizada por
espectroscopia UV-VIS. A concentracao de Cu (lIl) otimizada presente na modificacéo
foi a de 0,050 mol L™.0 comportamento eletroquimico do eletrodo modificado foi
observado por CV e EIS, podendo-se concluir que a modificagcéo forneceu ao eletrodo
uma menor resisténcia a transferéncia de carga.

A resposta do eletrodo modificado frente ao glifosato foi inicialmente observada
por CV; utilizou-se a SWV para a determinacdo do analito. O comportamento se
mostrou similar ao predito inicialmente, onde houve uma diminui¢ao na intensidade no
sinal de corrente referente as reacdes de oxirreducdo do cobre de acordo com o
aumento da concentracao de glifosato no meio.

Todos os parametros voltamétricos foram otimizados previamente ao preparo
da curva de calibragdo. O método desenvolvido mostrou ser uma estratégia
promissora para a deteccdo de glifosato. O limites de detec¢édo obtido no método foi
de 81,9 ug L™, sendo um valor que obedece o limite recomendado pela ANVISA para
glifosato em amostras de aguas potaveis.

Estudos adicionais de pH mostraram uma possivel condigdo experimental, em
pH 5, que pode vir a ser estudada para melhor compressao. Além disso, se fazem
necessarias mais analises de caracterizacdo para uma melhor compreensao das
espécies formadas na modificagdo sintetizada. A caracterizacdo poderia vir a ser
acompanhada pela técnica de XPS, além de espectroscopia UV-VIS, para uma melhor
compreensao morfologica. Como perspectiva final, sugere-se a elaboracdo de um
protocolo de andlises para deteccdo do glifosato, com objetivo de aplicacdo para

amostras reais de aguas potaveis e aguas minerais.
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