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RESUMO

Este trabalho descreve o desenvolvimento e a aplicacdo de um eletrodo modificado com filmes
de nanotubos de carbono de parede multipla (MWNTC) e quitosana, para quantificacdo do
fungicida carbendazim (CBZ) em suco de laranja, empregando um eletrodo de carbono vitreo
(ECV) como eletrodo base. Para confecccéo do eletrodo modificado, 5 mg de quitosana e 2 mg
de MWNTCs foram adicionados a 1 mL de solucdo acido acético 1% (v/v) pH 5,0, levado ao
ultrasson e aplicado na superficie do ECV. Na aplicacdo analitica do eletrodo para a
determinacdo do CBZ, foi observado um pico de oxidacdo irreversivel em +0,77 V, vs.
Ag/AgCl, em tampdo fosfato 0,1 mol L-* (pH 7,0). Os parametros instrumentais da voltametria
de pulso diferencial foram otimizados, sendo a melhor resposta em termos de sensibilidade
obtida aplicando-se amplitude de pulso (AEp) de 100 mV, incremento de potencial (Es) de 10
mV e tempo de pulso (tp) de 0,2s. A curva analitica foi obtida na faixa de concentracao de 1,0
a 25,0 mg L1 (R? =0,99301), na solucdo tampédo fosfato 0,1 mol L-1,com limites de deteccéo
(LD)de 0,230 mgL-1,e limites de quantificacdo (LQ) de 0,698 mg L-1. Para a analise daamostra
real de CBZ em suco de laranja comercial diluido, foi obtida a faixa linear de concentracao de
1,0 a 25 mg L (R? = 0,98945), com maiores limites de deteccdo e quantificacdo alcancados,
de 0,763 mg L1 e 2,310 mg L1, respectivamente. O método proposto também proporcionou

medidas de repetibilidade e reprodutibilidade com desvio padréo relativo abaixo de 6%.

Palavras chaves: Sensor eletroquimico, eletrodo modificado, nanotubos de carbono,

carbendazim.
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ABSTRACT

This work describes the development and application of an electrode modified with films of
multi-walled carbon nanotubes (MWNTC) and chitosan for quantification of the fungicide
carbendazim (CBZ) in orange juice, using a glassy carbon electrode (ECV) as electrode base.
To make the modified electrode, 5 mg of chitosan and 2 mg of MWNTCs were added to 1 mL
of 1% acetic acid solution (v/v) pH 5.0, taken to ultrasound and applied to the surface of the
ECV. In the analytical application of the electrode for the determination of carbendazim, an
irreversible oxidation peak was observed at +0.77 V, vs. Ag/AgCl, in 0.1 mol L1 phosphate
buffer (pH 7.0). The instrumental parameters of differential pulse voltammetry were optimized,
and the best response in terms of sensitivity and selectivity was obtained by applying pulse
amplitude (AEp) of 100 mV, potential increment (Es) of 10 mV and pulse time ( tp) of 0.2s.
The analytical curve was obtained in the concentration range from 1.0 to 25.0 mg L-! (R2 =
0.99301), in 0.1 mol L phosphate buffer solution, with detection limits (LD) of 0.230 mgL-1,
and limits of quantification (LQ) of 0.698 mg L. For the analysis of the real sample of CBZ
in diluted commercial orange juice, the linear concentration range from 1.0to 25 mg L1 (R2 =
0.98945) was obtained, with higher detection and quantification limits reached, of 0.763 mg L-
1 and 2.310 mg L1, respectively. The proposed method also provided repeatability and
reproducibility measures with a relative standard deviation below 6%.

Keywords: Electrochemical sensor, modified electrode, carbon nanotubes, carbendazim.
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1 INTRODUCAO

A agricultura no Brasil transformou-se de forma profunda e abrangente nos ultimos 50
anos, com o avango das indUstrias e a aceleragdo do processo de urbanizagdo. A modernizacdo
do setor, propiciada pela inovagdo tecnologica, levou o pais a se tornar um importante
exportadore adquirir destaque no mercado internacional (VIEIRAFILHO e FISHLOW, 2017).

O crescimento da producao agricola influenciou diretamente a expansao do consumo de
agrotoxicos no Brasil. Agrotoxicos sdo produtos quimicos usados para controlar organismos
vivos que causem danos a fauna, flora e ao ser humano, e também sdo conhecidos como
pesticidas, defensivos agricolas ou praguicidas. Dentre as classes de agrotoxicos, as que
possuem maior destagque no setor agropecuario sdo as dos inseticidas, fungicidas e herbicidas.
(SCHIESARI, 2012).

Um pesticida amplamente utilizado no Brasil é o Carbendazim (CBZ), um fungicida
sistémico de amplo espectro utilizado no controle de fungos patogénicos e mofo. Carbendazim
é considerado de toxicidade média e exerce a sua acdo antifingica interferindo na mitose da
célula e inibindo seu crescimento, e atua principalmente na protecdo defrutas, legumes e cereais
(KHAMMAS, 2016).

E possivel encontrar na literatura diversos métodos de deteccdo de pesticidas no meio
ambiente e em matrizes alimentares que empregam cromatografia liquida de alta eficiéncia
(HPLC) e espectrometria de massa (MS) (WANG et al., 2019). Entretando, séo técnicas de alto
custo e que requerem um maior tempo de analise, enquanto as técnicas eletroquimicas requerem
instrumentacdo simples, proporcionando respostas rapidas com custo reduzido, alta

sensibilidade e pre-tratamento simples de amostras complexas. (MAXIMIANO et al., 2018)

As técnicas eletroquimicas tém ganhado cada vez mais destaque na area de sensores
para deteccdo de pesticidas. O interesse do emprego de sensores eletroquimicos na analise de
diversas substancias de interesse clinico, biologico, ambiental e industrial, tem levado a uma

crescente busca por sensores com melhores caracteristicas.

Muitas das atuais limitacGes dos sensores eletroquimicos podem, potencialmente, ser
superadas pela modificacdo/planejamento das superficies em escala molecular, visando
satisfazer as necessidades especificas de cada tipo de sensor eletroquimico, em funcéo de sua

aplicacdo. Uma area que oferece grande potencial para aumentar a aplicabilidade e eficiéncia
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dos sensores eletroquimicos, é a que compreende os chamados eletrodos quimicamente
modificados (EQM) (WANG, 1991). A habilidade para controlar e manipular as propriedades
das superficies dos eletrodos pode proporcionar uma variedade de efeitos atrativos, levando a
superficies com caracteristicas que podem contornar efetivamente muitos dos problemas

apresentados pelos sensores eletroquimicos tradicionais.

Os nanotubos de carbono (NTCs) apresentam diversas propriedades interessantes, como
alta resisténcia mecénica e condutividade térmica, mas principalmente por suas propriedades
elétricas que os NTCs se tornaram um dos materiais mais usados na preparacédo de eletrodos,
apresentando excelentes propriedades eletrocataliticas e diversas vantagens em relacdo a outros
materiais de carbono. A quitosana é um biopolimero e pode ser modificado fisicamente e uma
das vantagens mais interessantes é sua grande versatilidade em ser preparada em diferentes

formas, tais como pdés, flocos, microesferas, nanoparticulas, membranas, esponjas, colmeias,
fibras e fibras 6ticas (LARANJEIRA; FAVERE, 2009)

Dessa forma, o presente trabalho propde o desenvolvimento de um eletrodo
quimicamente modificado com filmes de nanotubos de carbono de parede maltipla e quitosana

para a determinacgdo voltamétrica do pesticida carbendazim em suco de laranja.
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2 REVISAOBIBLIOGRAFICA

2.1  Sensores eletroquimicos

Um sensor € um dispositivo que transforma informagdo quimica em um sinal analitico
utilizavel. A informacdo pode ser obtida a partir de uma reacdo quimica do analito ou de uma
propriedade fisica. A construgdo de sensores eletroquimicos tem sido muito realizada pois s&o
dispositivos muito sensiveis, baratos e faceis de utilizar, além de obter sinal com uma
manipulacdo minima do sistema. A Figura 1 apresenta um esquema geral dos componentes de
um sensor quimico. (LOWINSOHN; BERTOTTI, 2006)

Figura 1- Esquema geral doscomponentesde um sensor quimico.

MENS

COMUNICADOR ANALITO

Fonte: LOWINSOHN; BERTOTTI, 2006.

Todos 0s sensores quimicos consistem em um transdutor, que transforma a resposta
em um sinal detectavel na instrumentagdo moderna e em uma camada quimicamente seletiva
(o elemento reconhecedor), que isola a resposta do analito de seu ambiente imediato
(STRADIOTTO; YAMANAKA; ZANONI, 2003).

Os sensores eletroquimicos atuam transformando as interacBes eletroquimicas entre
analito e eletrodo em uma resposta util, geralmente atraves de um estimulo elétrico. Sensores
voltamétricos, incluindo os amperométricos atuam pela aplicacdo de um potencial entre um
eletrodo de trabalho e um eletrodo de referéncia causando a reducéo ou oxidagdo das espécies
eletroativas no meio, gerando um aumento na corrente faradaica que se corresponde a resposta
obtida pelo sensor (STRADIOTTO; YAMANAKA; ZANONI, 2003).
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2.1.1 Eletrodo quimicamente modificado

Com o intuito de melhorar a resposta obtida pelos sensores -eletroquimicos, a
modificacdo da sua superficie vem sendo usada como resposta as limitacdes encontradas
durante as anélises eletroquimicas. O termo eletrodo quimicamente modificado (EQM) foi
utilizado na eletroquimica inicialmente por Moses e col. (1975) a fim de marcar eletrodos com
espécies quimicamente ativas, com o objetivo de pré-estabelecer e controlar a natureza fisico-
quimica da interface eletrodo/solucdo. A modificacdo do eletrodo normalmente confere a este
as caracteristicas fisico-quimicas (reatividade, seletividade, etc.) domodificador, possibilitando
assim o desenvolvimento de dispositivos com respostas adequadas para varios propositos e
aplicacdes, desde a catalise de reacbes organicas e inorganicas até a transferéncia de elétrons
em moléculas de interesse.

Além das caracteristicas citadas, 0s eletrodos quimicamente modificados se destacam

pela simplicidade na sua construgdo. A Tabela 1 apresenta alguns estudos realizados com
EQMs e os resultados obtidos com a modificacao.

Tabela 1- Estudos realizados com eletrodos quimicamente modificados.

METAS ACAO

Imobilizacdo de grupos funcionais
Aumento da seletividade e sensibilidade

Cheek e Nelson, 1964

Incorporacédo de catalisadores bioldgicos
(imobilizacdo de glicose oxidase) Aumento da seletividade

(biosensores) Updicke e Hicks, 1967

Incorporacéo de filmes poliméricos
Aumento da estabilidade e seletividade

(polipirrol) Diaz, 1970

Incorporagéo de aditivos (PEIl e BSA) Aumento da sensibilidade e seletividade

Fonte: CARVALHO, S, E. 2011.
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A modificacdo de um eletrodo visa um aumento na eficiéncia dos processos de
transferéncia de elétrons responsaveis pela resposta analitica nas analises eletroquimicas.

Alguns fendmenos que podem ter seus efeitos melhorados pelo uso dos EQM’s sdo: pré-

concentragdo, eletrocatélise e exclusdo de interferentes (SOUZA, 1996).

A escolha doeletrodo base, que servira como substrato para a modificacdo, € um aspecto
muito importante na preparagdo deum eletrodo quimicamente modificado, pois deve apresentar
caracteristicas eletroguimicas apropriadas e também ser adequado para 0 método de
modificacdo escolhido. Atualmente existem varios materiais apropriados para atuar como
substratos, dentre 0s mais convencionais destacam-se o ouro, platina, carbono vitreo, mercurio
na forma de filme, fibras de carbono e pasta de carbono. Dentre eles, o material que se destaca
neste tipo deaplicacéo é o eletrodo de carbono vitreo, pois apresenta boa condutividade elétrica,
estabilidade térmica e robustez, além de servir como suporte para polimeros eletroativos e
modificadores de superficie (SOUZA, 1996).

Os eletrodos de carbono vitreo (ECV) como eletrodo base para construcdo de EQMs

possuem uma ampla aplicagdo em estudos eletroanaliticos devido a versatilidade de
modificacBes e modificadores eletroquimicos.

De acordo com Pereira e col, 2002, a adsorg¢do irreversivel direta, ligagdo covalente a
sitios especificos da superficie do eletrodo, e recobrimento com filmes polimeéricos, constituem
0s métodos mais importantes para promover a modificacdo do eletrodo base. A Tabela 2

apresenta caracteristicas de alguns métodos de modificacao.
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Tabela 2- Métodos utilizados para introducdo de um agente modificador sobre o eletrodo base.

MODIFICACAO CARACTERISTICA

Adsor¢édo Incorporacdo simples e rapida de compostos

em uma ampla gama de eletrodos base

Filmes Poliméricos Imobilizacdo de policamadas da espécie

ativa na superficie do eletrodo

Materiais Compasitos Possibilidade de modificacdo interna do
material eletrédico. Exemplos: pasta de

carbono, resina epdxi, poliestireno, etc.

Fonte: PEREIRA; SANTOS; KUBOTA, 2002.

Quanto aos materiais modificadores, uma imensa variedade de compostos vem sendo
empregada na tentativa de desenvolver novos dispositivos com potencial de aplicacdo cada vez
maior na investigacdo de espécies quimicas e biologicas de interesse. Com 0 avanco da
nanotecnologia, tem sido cada vez mais comum a modificagdo de eletrodos com materiais
nanoestruturados, como por exemplo, os nanotubos de carbono (FAGAN-MURPHY; ALLEN,;
PATEL, 2015).

2.1.2 Nanotubos de Carbono

Nanotubos de carbono (NTC) sdo nanoestruturas com atomos de carbono dispostos em
um arranjo hexagonal uniforme e definido por uma ou mais camadas cilindricas de grafeno. Os
NTC apresentam diametros em escala nanométrica e comprimentos de até varios micrémetros.
Existem duas categorias de NTC na literatura: nanotubos de carbono de paredes multiplas —
(MWNTC, multi wall carbon nanotubes), constituidos por vérias folhas de grafeno que foram
enroladas em uma estrutura cilindrica em forma de tubo e nanotubos de carbono de parede
simples — (SWNTC, single wall carbon nanotubes), constituidos por uma unica folha de grafeno
enrolada. A Figura 2 ilustra os dois tipos de NTC mencionados (ALOTHMAN; WABAIDUR,
2019).
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Figura 2- Estrutura do Nanotubo de carbono: (a) Folha de grafeno. (b) Nanotubo de Carbono de parede simples —
SWCNT. (C) Nanotubo de Carbono de parede multipla - MWNTC.
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(a) Graphene sheets (b) SWCNT (c) MWCNT

Fonte: KANG; SEO; PARK, 2015.

A descobertados nanotubos de carbono ocorreu em 1985, como consequéncia dasintese
de fulerenos, em especial o buckminsterfulereno (Ceo0). Com a descoberta de que o carbono
pode formar estruturas estaveis e ordenadas diferentes das do grafite e do diamante, 0s

pesquisadores passaram a investigar a possivel existéncia de outras formas de carbono
(RAVELO-PEREZ et al., 2010).

Segundo Esawi e Farag (2007), os nanotubos de carbono possuem propriedades que se
assemelham ao diamante e o grafite: s&o mais fortes do que o ago, termicamente condutivos
como o diamante; eletricamente condutivos como grafite, leves e flexiveis. Devido as
propriedades excepcionais, 0s nanotubos de carbono tém sido alvos dos estudos mais
importantes na nanotecnologia com propostas de aplicagbes no desenvolvimento de
biorreatores e biosensores, como aditivo para materiais poliméricos e adsorcdo de gases,

polimeros condutivos e outros.

Devido a necessidade de controlar as dimensdes, alinhamento e o nimedo de camadas
de grafeno, a sintese quimica dos NTC é considerada complexa. Dentre os trés principais
métodos utilizados para a sintese dos nanotubos de carbono, a sintese por deposicao quimica a
vapor € que a que possui maior destaque, pois permite a obtencdo de estruturas bem alinhadas,

com controle de posicdes das nanoestruturas e orientacdo das camadas desejadas
(TROJANOWICZ, 2006).
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Apesar de serem considerados um dos materiais mais promissores para a proxima
geracdo de nanocompositos de alto desempenho, os NTC ainda precisam superar VAarios
desafios para serem amplamente utilizados em aplicacGes de larga escala, como producao em
quantidades maiores a um custo menor e necessidade de técnicas aprimoradas para obter NTC
mais longos (ESAWI; FARAG, 2007).

A utilizacdo de nanotubos de carbono na area de sensores eletroquimicos é um campo
gue esta em constante crescimento, devido a suas caracteristicas como alta area superficial, alta
velocidade na transferéncia de elétrons e presenca de grupos funcionais que possibilitam sua
modificacdo com vérias espécies. Na area eletroquimica, a combinacdo de dimensdes
nanométricas, boa condutividade elétrica e baixa capacitancia no estado primitivo dita que os
NTC tém a capacidade para fazer sensores excelentes (DUMITRESCU; UNWIN;
MACPHERSON, 2009)

A quitosana € um biopolimero extensivamente estudado. Apresenta excelente
biocompatibilidade; quase nenhuma toxicidade ao ser humano e animais; biodegradabilidade;
permeabilidade seletiva; acdo polieletrolitica; atividade antimicrobiana e habilidade em formar
gel e filme (ARNAUD, 2012).

Uma caracteristica muito Util da quitosana € sua capacidade de formar filmes por um
processo simples que envolve sua solubilizacdo em acido fraco. A formagdo de compdsitos de
nanotubos de carbono, principalmente com polimeros como a quitosana, forma materiais com
maior resisténcia quimica e mecanica, melhora nas propriedades térmicas e aumento da
condutividade elétrica (ALISON et al., 2014).

2.2 Meétodos eletroanaliticos

Os métodos eletroanaliticos sdo um conjunto de técnicas qualitativas e quantitativas que
envolvem a medida de alguma propriedade elétrica da espécie, como o potencial, corrente,
resisténcia e quantidade de carga elétrica em relacdo a concentracdo do analito. Dentre os
métodos eletroanaliticos se destacam as técnicas voltamétricas, que se beseiam na medida da
corrente em funcéo do potencial aplicado a um eletrodo. Os métodos voltamétricos modernos
sdo ferramentas poderosas empregadas no estudo de processos de oxidacdo, reducao e adsorcéo
(SKOOG, 2012).
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Os primeiros estudos voltamétricos foram feitos por Heyrovsky e Kuceras em 1922,
usando um eletrodo gotejante de mercdrio como eletrodo de trabalho e como eletrodo de
referéncia um eletrodo de calomelano saturado. O potencial € aplicado entre os dois eletrodos
em forma de varredura, variando-0 a uma velocidade constante em fungéo do tempo. A curva
corrente vs. potencial obtida é chamada de voltamograma, e a magnitude da corrente obtida
pela transferéncia de elétrons durante o processo de oxireducdo pode ser relacionada com a
quantidade de analito presente na interface do eletrodo (ALEIXO, 2018).

Os equipamentos para medidas voltamétricas devem conter uma célula que é constituida
de trés eletrodos, como apresentado na Figura 3, imersos em uma solucdo contendo o analito
e também um excesso de eletrdlito ndo reativo que é o eletrdlito suporte. Um dos eletrodos é o
eletrodo de trabalho, que serve como elemento de transducdo na reacdo quimica. O outro
eletrodo é o de referéncia, utilizado a fim de manter um potencial conhecido e estavel. O Gltimo
é um contra eletrodo, ou eletrodo auxiliar, que geralmente é um fio de platina que serve para
conduzir eletricidade da fonte de sinal através da solucdo para o eletrodo de trabalho. Dentre as
técnicas voltamétricas mais aplicadas em estudos eletroquimicos e desenvolvimento de
métodos eletroanaliticos, destacam-se a voltametria ciclica (VC), a Voltametria de Pulso
Diferencial (VPD) e a voltametria de onda quadrada (VOQ) (SKOOG, 2012).

Figura 3- Fotografia da célula eletroquimica convencionalde vidro; (A) Eletrodo de trabalho de carbono vitreo
(ECV); (B) Eletrodo de referéncia (Ag/AgCI); (C) Eletrodo auxiliar (contra-eletrodo) (Pt).

2.2.1 Voltametria ciclica (VC)

A voltametria ciclica (VC) e amplamente aplicada no estudo de reacBes redox, na

deteccdo de intermediérios de reacdo e na observacdo e no acompanhamento de reacGes
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envolvendo produtos formados nos eletrodos. Na VC, a resposta da corrente de um eletrodo
estacionario e pequeno em uma solucdo sem agitacdo é excitada por um potencial de onda
triangular, conforme a Figura 4. A ondatriangular produz a varredura no sentido direto e depois
no sentido inverso. Um experimento envolvendo VC pode empregar um ciclo inteiro, um ciclo
parcial ou ainda varios ciclos (SKOOG, 2012).

Figura 4- Sinal de excitacdo em voltametria ciclica.
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Fonte: Skoog, 2012.

A voltametria ciclica é a técnica mais comumente usada para adquirir informagoes
qualitativas sobre 0s processos eletroquimicos. Inicia-se a aplicacdo do potencial de um valor
onde nenhuma reducgdo ocorre, com 0 aumento do potencial para regides mais negativas
(catddica) ocorre a reducdo do analito em solugdo, gerando um pico de corrente proporcional a
concentracdo deste composto. Quando o potencial ja tiver atingido um valor no qual nenhuma
reacdo de reducgdo ocorre, o potencial é varrido no sentido inverso, até o valor inicial, e no caso
de uma reacdo reversivel, os produtos que tiverem sido gerados no sentido direto serdo
oxidados, gerando um pico simétrico ao pico da reducdo, como apresentado no voltamograma
ciclico para um par redox reversivel daFigura5 (WANG, 2006).
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Figura 5- Voltamograma ciclico para um parredox reversivel.

Fonte: Skoog, 2012.

No voltamograma é possivel ter informagdes importantes a respeito dasolugédo, segundo
Skoog e colaboradores (2012) os parametros que se pode determinar em um voltamograma
ciclico s@o o potencial de pico catodico (Epc), o potencial de pico anddico (Epa), a corrente de
pico catddica (Ipc) e a corrente de pico anddica (Ipa). A VC é frequentemente empregada como

a primeira técnica selecionada na investigacéo de um sistema que contém espécies eletroativas.

2.2.2 Voltametria de pulso diferencial (VPD)

A voltametria de pulso diferencial (VPD) é uma técnica voltamétrica mais sensivel
guando comparada a VC e apresenta limites de deteccdo significativamente menores. A maior
sensibilidade da VPD pode ser atribuida a duas caracteristicas: uma melhora da corrente

faradaica ou uma diminuicdo na corrente de carga nao-faradaica (SKOOG, 2012).

A técnica de pulso diferencial foi desenvolvida de modo que as medidas de corrente e
aplicacdes de potencial e pulsos de potencial sejam realizados em intervalos de tempo muito
pequenos. A representacdo esquematica da aplicacdo de potencial em funcdo do tempo na
voltametria de pulso diferencial esta apresentada na Figura 6. A corrente é amostrada em S1 e

S2 e adiferenca entre elas é que € registrada: | = Is2 — Is1 (ALEIXO, 2018).
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Figura 6- Sinais de excitacdo para a voltametria de pulso diferencial.
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Fonte: SKOOG, 2012.

Instrumentos analdgicos utilizam a forma de onda mostrada na Figura 6a, que € obtida
pela sobreposicdo de um pulso periédico em uma varredura linear. Os instrumentos digitais
normalmente empregam a forma de onda exposta na Figura 6b, que envolve a combinacao da

aplicagdo de um pulso sobre uma varredura em forma de escada (SKOOG, 2012).
2.3  Carbendazim

A introducdo dos fungicidas sistémicos (absorvidos e transferidos para todas as partes
das plantas) do grupo dos benzimidazois, na década de 60, tornou-se um marco na histéria do
desenvolvimento dos fungicidas. Os compostos mais utilizados desse grupo s&o: benomil,
tiofanato metilico e carbendazim (MELGAR, 2009).

O carbendazim, nome IUPAC, metil-2-benzimidazol-carbamato, é obtidocomo produto
primério dadegradacdo do benomil e do tiofanato metilico e constitui o ingrediente ativo mais
utilizado do grupo dos fungicidas benzimidazois. A Figura 7 e a Tabela 3 apresentam a
estrutura quimica do carbendazim e suas propriedades fisico-quimicas, respectivamente.



Figura 7- Estrutura quimica do carbendazim.
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Tabela 3- Propriedades Fisico-Quimicas do Carbendazim.

Propriedades Fisico-Quimicas do Carbendazim

Nome comum
Nome IUPAC
Férmula Quimica
Estado Fisico
Massa Molecular
Densidade

Ponto de fusao

Solubilidade em &gua a 24°C

Coeficiente de particdo octanol/dgua

(log Kow)

Constante de Henry (20 °C )

Carbendazim
Metil-2-benzimidazol-carbamato
CoH9N302
P4 cristalino
191,19 g/mol
270 kg/m?

250 °C
29 mg/L (pH 4)

8 mg/L (pH 7)

1,49

1,02 x 10-9 atm m3 mol!
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A presenca do Carbendazim e dos seus metabdlitos no meio ambiente, principalmente
na agua, esta relacionada com suas propriedades fisico-quimicas. O tempo de meia vida (t1/2)
do carbendazim é outro parametro importante a ser considerado pois esta diretamente ligado a
sua degradacdo e formacgdo dos seus metabolitos. O CBZ possui tempo de meia vida no meio
ambiente de dois meses em condicOes aerobias e até 25 meses em condicbes anaerdbias, o que
faz com que seja considerado um composto estavel e de degradacéo lenta (SILVA; BARROS;
PAVAO, 2014).

2.3.1 Legislacdo

O registro de pesticidas no Brasil é realizado mediante avaliacdo de trés esferas
governamentais: Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA), Ministério do
Meio Ambiente, por meio do Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais
Renovaveis (IBAMA), e o Ministério da Saude (MS), através da Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA). Cabe a0 IBAMA avaliar os impactos do pesticida no meio
ambiente e em outros organismos vivos, ao MAPA avaliar a eficiéncia agronémica do produto
no campo, e 8 ANV ISA fazera classificacdo toxicoldgica dos produtos formulados, estabelecer
0 Limite Maximo de Residuo (LMR), a Ingestdo Diaria Aceitavel (IDA) e realizar estudos de

avaliagdo de risco ocupacional e na dieta (Brasil, 2002).

A Portaria de consolidacdo n°5/2017, do Ministério da Saude, que dispde sobre os
procedimentos de controle e de vigilancia da qualidade da agua para consumo humano e seu

padrdo de potabilidade, estabelece um limite maximo de carbendazim de 120 ug/L.

Os limites méaximos de residuos (LMR) e intervalos de seguranca do carbendazim em
alimentos sdo estabelecidos pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria, como apresentado
na Tabela 4 (ANVISA, 2021).



Tabela 4- Uso agricola do fungicida carbendazim autorizado pela Agéncia Nacionalde Vigilancia Sanitéria.
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Modalidade de Intervalo de
Culturas Emprego (Aplicacao) LMR (mg/kg) Seguranca
Algodao Foliar 0,1 14 dias
Algodao Sementes 0.1 {1)
Arroz Sementes 0,05 (1)
Cevada Foliar 0,2 35 dias
Citros Foliar 5.0 7 dias
Feijdo Foliar 2,0 14 dias
Feijdo Sementes 2,0 (1)
Maca Foliar 5.0 14 dias
Milho Foliar 0,05 15 dias
Milho Sementes 0,05 (1)
Soja Foliar 0,5 14 dias
Soja Sementes 0,5 (1)
Trigo Foliar 0,1 35 dias

Fonte: ANVISA, 2021.

A avaliacdo toxicologica, feita pela ANVISA, também permite calcular a Ingestéo

Diéria aceitavel (IDA) do fungicida carbendazim, e a estabelece como sendo 0,02 mg/kg.
2.3.2 Meétodos de determinacdo do carbendazim

Os métodos analiticos mais comuns empregados na quantificacdo do carbendazim sdo
baseados em técnicas cromatograficas. No entanto, apesar de serem eficientes, esses
procedimentos sdo trabalhosos, possuem alto custo de instrumentacdo e longo tempo de analise.
Dessa forma, o emprego de metodologias eletroanaliticas vem sendo uma alternativa na
deteccdo dos pesticidas, por serem técnicas mais baratas e com um preparo de amostra
simplificado, esses métodos apresentam um menor tempo de andlise exibindo elevada
sensibilidade e seletividade (MAXIMIANO et al., 2018). Métodos eletroanaliticos tem tido

grande destaque na literatura para a determinagao de carbendazim.

Ribeiro (2016) , desenvolveu um eletrodo modificado com nanotubos de carbono para
a determinacdo de Carbendazim (CBZ) por voltametria de onda quadrada (VOQ) com pré-
concentracdo. Obteve-se uma excelente resposta voltamétrica, em tampéo acetato 0,1 mol L
(pH 4,7) sem tracos de efeito de memoria, permitindo o desenvolvimento de um método com
boa sensibilidade e confiabilidade, apresentando uma faixa de linearidade de 0,256 a 3,11 pmol
L1 com um limite de deteccdo (LD) de 10,7 pg.L.
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Com objetivo de determinar carbendazin (CBZ) em laranjas, Severo (2018) preparou
um eletrodo de pasta de carbono modificado com ftalocianina de cobalto, preparado a partir da
mistura de po de grafite, 6leo mineral e de ftalocianina de cobalto em diferentes percentagens,
utilizando como técnica eletroanalitica a voltametria ciclica e a voltametria de onda quadrada
em tampdo Briton-Robson pH 4,5.. Apds a otimizacdo da construcdo do eletrodo e dos
parametros das técnicas empregadas obteve-se para a curva analitica, a faixa de linearidade de
95,11a667,9 ug.L1,R2=0,9987 com LD de12,0 ug.L*e LQde 40,1 pg.L?, respectivamente.

Ldcio (2020) propds o uso de um eletrodo de pasta de carbono modificado com
nanutubos de carbono de paredes multiplas funcionalizado para determinacdo de Carbendazin
(CBZ) e oestudodaoxidacao eletroquimica do Triclorocarban com o eletrodo de carbono vitreo
(ECV). A deteccdo eletroquimica de ambos os pesticidas foi estudada utilizando diferentes
técnicas voltamétricas, sobre uma ampla faixa de pH. O CBZ foi detectado em H2SO4 pH 1,0
sobre o eletrodo, utilizando VOQ. A faixa de resposta linear alcancada foi de 3,0 e 150,0 x 10
10 mol.L! com LD de 1,1x10** mol.L*t, apresentando repetibilidade de 4,6% e

reprodutibilidade de 6,2% aplicado em amostras de adgua potavel, obtendo valor médio de
recuperacdo aparente de 95,6%.

Silva (2020) em seu trabalho descreve o desenvolvimento de um método eletroanalitico
para a quantificacao de pesticidas carbendazim (CBZ), diuron (D1) e carbofurano (CF) em agua
superficial, empregando um eletrodo composito a base de grafite e polipocapolactrona com e
sem modificacdo de nanoparticulas de ouro. A técnica empregada para a determinagdo destes
pesticidas foi a voltametria de pulso diferencial, obtendo uma curva analitica para anélise
simultanea de 10 a 105 pg.L-! (R2=09967) para CBZ e 100 a 1059 pgL ! (R2=09979) para DI
e de4,0 a 43,0 mg.L! (R? =09993) oara CF, com LD de 4,0 pg.L?, 355 ug.L 2 e 1,0 mg.L?
para CBZ, DI e CF respectivamente.
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3 OBJETIVO

3.1 Objetivo geral

Desenvolver e aplicar um eletrodo modificado com filmes de nanotubos de carbono de

parede multipla na determinacgdo voltamétrica do pesticida carbendazim em suco de laranja
3.2  Objetivos especificos

- Modificar a superficie de um eletrodo de carbono vitreo com nanotubos de carbono disperso

em filmes dos polimeros de quitosana e Nafion®.
- Avaliar a resposta eletroquimica para carbendazim nos eletrodos com e sem as modificagdes.

- Otimizar o volume da suspensdo na superficie do eletrodo de carbono vitreo para a

modificac&o.

- Otimizar a resposta do eletrodo modificado para o padréo de carbendazim, avaliando o efeito
dopH.

- Otimizar os parametros da Voltametria de Pulso Diferencial (amplitude de pulso, tempo de
pulso e incremento de varredura) na resposta do eletrodo modificado para o padrdo de

carbendazim;

- Definir os parametros de desempenho da resposta do eletrodo modificado: faixa linear, limites

de deteccdo e quantificacao, repetibilidade e reprodutibilidade na resposta.

- Aplicar o eletrodo modificado na determinagédo de carbendazim em suco de laranja.
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4 METODOLOGIA

4.1 Reagentes e Solugdes

A solucéo estoque de carbendazim foi preparada em acido sulfurico 0,1 mol L1
(dgua/acetonitrila 50% v/v).

Fosfato de potassio monobaésico e fosfato de potassio dibasico foram utilizados para o

reparo do eletrélito suporte, tampdo fosfato 0,1 mol L-X pH 7,0.

Acido nitrico e cloreto de potassio foram utilizados para o preparo do eletrodo de

referéncia Ag/AgCl.

Grafite, nanotubos de carbono, nafion, quitosana e &cido acético foram utilizados para

preparo dos eletrodos quimicamente modificados (eletrodo de trabalho).

As solugdes foram preparadas com agua deionizada de alta pureza (18,2 MQcm™!)
obtida de um sistema Milli-Q Plus (Millipore, Bedford, MA, USA).

A procedéncia e pureza dos reagentes utilizados estdo apresentadas na Tabela 5.

Tabela 5- Procedéncia e grau de pureza dos reagentes utilizados no trabalho.

Reagentes Procedéncia Pureza (%)

Acetonitrila J.T.Baker 99,8

Acido acético Dimamica 99,7
Acido nitrico QEEL 65

Acido sulfurico Sigma-Aldrich >95,0
Carbendazim Sigma-Aldrich 97

Cloreto de potassio Dinamica 99,5
Fosfato de potéassio dibasico Synth 98

Fosfato de potassio monobasico Sigma-Aldrich 99,5
Hidroxido de s6dio Sigma-Aldrich 98

Nafion® Sigma-Aldrich 80-85
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Nanotubos de Carbono de parede

e Sigma-Aldrich >90,0
multipla
P6 de grafite Sigma-Aldrich 98
Quitosana Sigma-Aldrich -

4.2 Instrumentacéo

Os estudos eletroquimicos foram realizados em um Potenciostato/Galvanostato Autolab
modelo PGSTAT302 da EcoChemie, acoplado a um computador usando o software NOVA 2.1

como programa de aquisi¢éo e tratamento de dados.

Para o preparo das solugfes foram utilizadas micropipetas de volume varidvel (100 -
1000 pL, 10 - 100 pL) das marcas Eppendorf Research® e KASVI com ponteiras descartaveis.

Todas as pesagens foram realizadas em uma balanca analitica Shimadzu®, modelo AX200 com
precisdo de + 0,1 mg.

Para 0 ajuste do pH das solucdes eletroliticas foi utilizado medidor de pH de bancada
LineLab pH pro. Para o preparo das modificacGes foi utilizado um Banho ultrassdnico modelo
Ultra Cleaner 1400 da Unique e um agitador Multi-Therm da Benchmark. Para secagem do

material utilizou-se uma estufa Marconi MA 033.

A agitacdo das solugdes na célula eletroquimica foi executada com um

agitador magnético da Fisatom, modelo 752A.
4.3  Célula eletroquimica

As andlises eletroquimicas foram realizadas usando uma célula eletroquimica

convencional de vidro borossilicato, com capacidade para 20 mL e com tampa em
Teflon® e um sistema de trés eletrodos, como apresentado na Figura 3.
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4.4 Eletrodos

O eletrodo auxiliar foi construido de uma placa de platina, o eletrodo de
referéncia de Ag/AgCl (KCI 3 mol L1) foi confeccionado no prépro laboratério e o eletrodo de
trabalho consistiu no eletrodo quimicamente modificado.

O eletrodo de referéncia foi preparado conforme descrito em Zoski (2007), por meio da
eletrodeposicdo de cloreto de prata na superficie de um fio de prata. O fio de prata é o anodo, e
como catodo utilizou-se uma placa de platina e uma solucdo de KCI 0,5 mol L1 A
eletrodeposicdo foi realizada durante 30 minutos, apos este periodo, o fio Ag/AgClI foi imergido
em agua e colocado sob a auséncia de luminosidade por 24h. O fio entdo, foi armazenado em

tubo suporte contendo KCI 3 mol L™ e posto em repouso com auséncia de luz por 24h.
4.4.1 Preparo do eletrodo quimicamente modificado MWNTC-NAFION®

A primeira fase da construgdo do eletrodo modificado consiste na limpeza mecanica da
superficie do eletrodo de carbono vitreo com uma suspensdo de alumina em um feltro com
movimentos realizados manualmente em forma de oito. Apds isso o eletrodo é lavado com agua
ultrapura e feita a adicdo da suspensdo. A suspensdo utilizada na modificacdo da superficie do
eletrodo de carbono vitreo (ECV) foi preparada utilizando 500uL de Nafion® e 1mg de
nanotubos de carbono de paredes multiplas (MWNTC) e homogeneizada em um agitador de
Eppendorf Multi-Therm da Benchmark durante 10 minutos em 1000 rpm. A deposicdo foi
realizada com auxilio de uma micropipeta, dispersando 10uL desta solucéo sobre a superficie
do eletrodo base e deixado a temperatura ambiente para secar durante 5 minutos. Como
pardmetro de comparacdo, a mesma metodologia foi utilizada no preparo de um eletrodo
quimicamente modificado com grafite e Nafion®, e outro apenas com Nafion®.

4.4.2 Preparo do eletrodo quimicamente modificado MWNTC-CHT

O preparo do eletrodo quimicamente modificado com MWNTC e quitosana (CHT) foi
feito a partir da metodologia proposta por Hudari (2014). Foi realizado o preparo de uma
solucdo de acido acético 1% (v/v), que teve o pH ajustado para 5,00 utilizando solucdo de
hidroxido de sédio 1,0 mol L1, Em seguida, 5 mg de quitosana e 2 mg de MWCNTSs foram
adicionados em 1 mL da solucdo acida, sendo submetida, em seguida, ao banho de ultrassom
por 30 min. Finalmente, ap6s a limpeza mecéanica do eletrodo em feltro com suspensdo de

alumina e lavagem com agua ultrapura, 10 pL da suspensdo foram adicionados na superficie
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do ECV e levado a estufa por 10 minutos a 60°C para secagem. O mesmo procedimento foi
realizado no preparo de um eletrodo quimicamente modificado com grafite e quitosona, e outro

apenas com quitosana.
45  Otimizacdo dos parametros da construcéo e da resposta do EQM

Foram avaliados alguns parametros na construcdo e resposta do EQM, o volume de
suspensao aplicado na superficie do eletrodo (10, 15 e 20 pL) e o pH do eletrélito de suporte
(3,0 a 7,0) e os parametros da técnica voltametria de pulso diferencial (VPD), empregada na

determinacéo do carbendazim.

Os parametros da VPD foram avaliados quanto a amplitude de pulso (AEp),
variando-a de 10 a 100 mV, o incremento de varredura (Es), de2 a 10 mV, e o tempo de pulso
(tp) de 0,2 a 0,6 segundos. Estes parametros influenciam a corrente de pico (intensidade),

potencial de pico (Ep), e seletividade (largura do pico), portanto devem ser avaliados.

4.6  Repetibilidade, reprodutibilidade e estabilidade da resposta do EQM

Para avaliar a precisdo do eletrodo quimicamente modificado proposto, foram

determinadas a repetibilidade e a reprodutibilidade da resposta do sensor.

A repetibilidade foi avaliada por meio de 10 réplicas medindo-se as correntes de pico

da oxidacdo para carbendazim 10 mg L-*em tampéo fosfato0,1 mol L1 (pH 7,0), com 0 mesmo
EQM nas condi¢des otimizadas. Foram calculados a média e o desvio padrao relativo.

A reprodutibilidade foi avaliada considerando quatro eletrodos quimicamente
modificados preparados e utilizados independentemente sob as mesmas condigOes
experimentais. As medidas foram realizadas em tampéo fosfato 0,1 mol L-! (pH 7,0) com 10
mg L1 de carbendazim. As medidas foram realizadas em triplicata e foram calculados a média
e 0 desvio padrao relativo.

A estabilidade do EQM foi avaliada por meio da medicéo da corrente de oxidagéo do
carbendazim 10 mg L-* (tampdo fosfato 0,1 mol L1 pH 7,0), em 50 medidas sucessivas. A
média e o desvio padrao foram calculados a cada 5 medidas e um grafico de controle de
estabilidade foi construido.
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4.7  Curva analitica para o Carbendazim

A partir dos pardmetros otimizados na resposta do EQM, uma curva analitica foi obtida,
usando cinco adicdes de solucdo estoque de carbendazim emsolucao eletrolitica tampéo fosfato
0,1 mol L-1 (pH 7,0), com agitacdo da solugdo. Entre cada adigéo o eletrodo de trabalho era
retirado da célula e deixado em repouso em solucdo tampdo por 60s . A partir dos
voltamogramas registrados para cada concentracdo do padrdo foi possivel construir a curva
analitica. Todas as medidas foram feitas em triplicata e avaliou-se a linearidade entre corrente
de pico e concentracdo adicionada e, calcularam-se os valores dos limite de deteccdo e de
quantificacéo.

4.8 Anéalise de amostra real

Para demonstrar a aplicabilidade do método proposto, 0 EQM foi usado para detectar
carbendazim em amostra de suco de laranja comercial diluido (5,0% (v/v) em tampdo fosfato
0,1 mol Lt pH 7,0), conforme metodologia utilizada por Razzino e colaboradores (2015). O
suco de laranja foi adiquirido em supermercado local e, segundo o rétulo, é composto 100%
por laranja, sem adicdo de acucar e conservantes. Em seguida, a amostra foi fortificada com

cinco adi¢des de solucdo estoque de carbendazim, e analisadas pelo método proposto.
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5 RESULTADOSE DISCUSSAO

5.1  Desempenho eletroquimico dos eletrodos quimicamente modificados

A diferenca no comportamento eletroquimico do carbendazim no ECV e nos eletrodos
modificados com NAFION, GRAFITE-NAFION, MWNTC-NAFION, GRAFITE-CHT e
MWNTC-CHT foi avaliada por voltametria de pulso diferencial em solucdo de CBZ10mg L

em tampdo fosfato 0,1 mol L2 pH 7,0, como apresentado na Figura 8.

Figura 8- Voltamogramasde pulso diferencial para CBZ 10 mg L em solugdo tampéo fosfato 0,1 molL-1pH 7,0
para (A) ECV-NAFION, ECV-GRAFITE-NAFION e ECV-MWNTC-NAFION e (B) ECV, ECV-GRAFITE-

CHT e ECV-MWNTC-CHT.
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Todos os voltamogramas apresentaram pico de oxidacgdo para o carbendazim, indicando
que os eletrodos apresentam atividade eletrocatalitica e podem identificar o fungicida. No
entanto, € possivel observar que os eletrodos quimicamente modificados que obtiveram a
melhor resposta foram ECV-MWNTC-NAFION e ECV-MWNTC-CHT, pois apresentaram

maior intensidade na corrente de pico.

Para os estudos realizados com os eletrodos ECV-MWNTC-NAFION e ECV-
MWNTC-CHT observou-se um pico de oxidagdo para o carbendazim em 0,781 e 0,710V,
respectivamente, como mostra a Figura 9. Comparando-se a resposta, observa-se que o pico
registrado com ECV-MWNTC-CHT apresentou melhor definigdo, maior corrente de pico e 0
potencial de pico esta deslocado para potencial um pouco menos positivo, evidenciando uma
melhor resposta eletrocatalitica para a modificacdo do filme de nanotubos de carbono com
quitosana. Dessa forma, a modificacdo realizada com nanotubos de carbono e quitosana foi a

escolhida para a continuidade desse trabalho.
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Figura 9- Voltamogramasde pulso diferencial para CBZ 10 mg L1 de em solugédo tampéo fosfato 0,1 mol L1 pH
7,0 para ECV-MWNTC-NAFION e ECV-MWNTC-CHT.
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Para fins exploratérios foi utilizada a voltametria ciclica para estudar o comportamento
eletroquimico do carbendazim na superficie do ECV, do eletrodo modificado com quitosana e

do ECV-MWNTC-CHT. Na Figura 10 é apresentado um voltamograma ciclico do
carbendazim em tampéo fosfato, registrado no intervalo de potencial de0,5a1,0 V.

Figura 10- Voltamogramasciclicos para CBZ 10 mg Lt em solucdo tampao fosfato 0,1 mol L1 pH 7,0 para (a)
ECV, (b) ECV- CHT e (c) ECV- MWNTC-CHT
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Os voltamogramas ciclicos mostram o perfil voltamétrico do carbendazim, onde é possivel
observar um pico de oxidacéo irreversivel em 0,865 V para 0 ECV, 0,845 V para ECV-CHT e
0,782V para 0 ECV-MWNTC-CHT. A corrente de pico observada para 0 ECV-MWNTC-CHT

é onze vezes maior que a apresentada para ECV_CHT e 27 vezes maior que para o ECV.
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Baseado neste perfil voltamétrico foi definido o intervalo de potencial de 0,5 a 1,0 V para ser

explorado nos ensaios quantitativos empregando a técnica de VPD.
5.2  Otimizacdo dos parametros
5.2.1 Efeito do pH do eletrdlito suporte

O efeito do pH doeletrolito suporte na oxidagcao de CBZ foi estudado em tampao fostato
0,1 mol L1 nafaixa de pH de 3,0-7,0, mantendo a concentra¢do do carbendazim fixadaem 10
mg L. Os voltamogramas de pulso diferencial para o CBZ em diferentes valores de pH sdo

apresentados na Figura 11.

Figura 11- Voltamogramas de pulso diferencial para 10 mg L-1 de CBZ em solucdo tampao fosfato 0,1 mol L?

em diferentes valoresde pH para MWNTC-CHT.
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E possivel observar nos voltamogramas da Figura 11, que o menor potencial de
oxidacdo, a melhor simetria, e maior intensidade da corrente de pico e verificada em pH 7,0.
Nota-se também que o potencial de pico anodico é deslocado para potenciais mais positivos
com adiminuigdo no valor do pH. Essa mudanca no potencial é devidoao processo de oxidagdo

do carbendazim, que envolve protons e elétrons.

Quando os processos redox na superficie do eletrodo envolvem além da transferéncia

deelétrons também a transferéncia de proton, tanto o potencial quanto a corrente de pico sofrem
variagdes quandoo pH domeio € alterado. De acordo com a literatura, o carbendazim apresenta
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pKal = 4,2, relacionado ao grupo guanidinae pKa2 = 9,6, relacionado ao grupo carbamida (NI;
SANGHVI; YALKOWSKY, 2002). Na Figura 12 ¢é apresentado os equilibrios de protonagéo

para a molécula do CBZ nos dois pKas.

Figura 12- Equilibrios de protonac&o e constantesde dissocia¢cdo do CBZ.
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Fonte: NI; SANGHVI; YALKOWSKY, 2002.

Liao e colaboradores (2019), propuseram um mecanismo de oxidacdo eletroquimica do
carbendazim (Figura 13), e segundo 0s autores € um processo que enovlve quatro elétrons e
quatro prétons, provavelmente ocorrendo nos atomos de N2 no anel piridina e N3 na amida da

molécula, e cada oxidacdo de &tomo de nitrogénio envolve o processo de dois protons e dois
elétrons.

Figura 13- Mecanismo proposto para oxidacao do Carbendazim.
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Fonte: LIAO etal., 2019.
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5.2.2 Efeito do volume da suspensédo de nanotubos e quitosanana na superficie do ECV

para a modificacéo

Para avaliar o efeito do volume dasuspensdo para a modificacdo, foram construidos trés
eletrodos quimicamente modificados, variando o volume da suspensio MWNTC-CHT na
superficie do ECV entre 10-20 L, e voltamogramas de pulso diferencial foram registrados para
carbendazim 10 mg L-*em tampéo fostato 0,1 mol L-1. Os voltamogramas estdo apresentados
na Figura 14 e os valores de corrente de pico para cada volume estdo registrados na Tabela 6.
Todas as medidas foram realizadas em triplicata.

Figura 14- Voltamogramas de pulso diferencial para CBZ 10 mg L™ de em solugdo tampao fosfato 0,1 mol L?
pH 7,0 em diferentes volumes de suspensao MWNTC-CHT.
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Tabela 6- Respostas para o estudo do volume da suspencéo da modificagio MWNTC-CHT.

Volume (uL) lpa (MA) DPR %
10 33,7+ 3,31 9,78
15 17,53 + 2,03 11,53
20 16,59 + 1,87 11,30
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Podemos observar nos voltamogramas da Figura 14 e nos resultados de correntes de
pico da Tabela 6 que hd uma diferenca significativa na intensidade da corrente de pico para a
oxidacdo do carbendazim que varia de acordo com o volume de suspenséo aplicado. A melhor
condicdo foi alcancada com a aplicacdo de 10 pL dasuspensdo na superficie do eletrodo, o que
pode ser visualizado pela maior resposta de corrente e menor desvio padréo relativo (DPR) das
medidas.

5.2.3 Otimizacao dos parametros da técnica de VPD para a resposta do EQM

Com intuito de se alcancar melhores resultados na determinacdo do CBZ, em relacédo a

sensibilidade, os parametros tempo de pulso (tp), incremento de potencial (Es) e amplitude de
pulso (AEp) datécnica de voltametria de pulso diferencial (VPD) foram avaliados.

Primeiramente foi avaliado o tempo de pulso, e 0s voltamogramas de pulso diferencial
variando o tempo de pulso, de 0,2 a 0,6 segundos, sdo apresentados na Figura 15.
Figura 15- (A) Voltamogramas de pulso diferencial obtidos para CBZ 10 mg L-lem tampao fosfato 0,1 mol L%

(pH 7,0), , variando o tempo de pulso, tp. Pardmetros da VOQ: AEp = 100 mV e Es = 10 mV. (B) Gréafico das
correntes resultantes em fungéo da variacéo do tempo de pulso.
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De acordo com os voltamogramas da Figura 15, verifica-se que para o tp de 0,2s a

intensidade da corrente de pico foi superior, destacando a importdncia de uma
varredura de potencial lenta.

O segundo parametro avaliado foi o incremento de potencial Es, variando o mesmo de
2,0 a 10,0 mV, mantendo-se fixa a amplitude de pulso em 100 mV e o tempo de pulso em 0,2
s. Na Figura 16 séo apresentados os voltamogramas de pulso diferencial para 0 CBZ variando-

se 0 incremento de potencial Es de 2,0 a 10,0 mV.
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Figura 16- (A) Voltamogramas de pulso diferencial para CBZ 10 mg Ltobtidos em tampéo fosfato 0,1 mol L%
(pH 7,0), variando o incremento de potencial, Es. Pardmetros da VOQ: AEp =100 mV e tp=0,2s. (B) Grafico das
correntes resultantes em funcdo da variacéo do incremento de potencia l.
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Observa-se resultados apresentados na Figura 16 que a melhor resposta foi obtida com
10 mV para o incremento de potencial, mostrando que a intensidade da corrente de pico

aumenta linearmente com o aumento do parametro.

O terceiro parametro avaliado foi a influéncia da amplitude de pulso AEp sobre a
intensidade da corrente de pico nos voltamogramas, e os voltamogramas de pulso variando-se
a amplitude de pulso de 10 a 100 mV podem ser observados na Figura 17.

Figura 17- (A) Voltamogramas de pulso diferencial obtidos para CBZ 10 mg L-lem tampao fosfato 0,1 mol L%

(pH 7,0), , variando a amplitude de pulso AEp. Parametros da VOQ: Es = 10 mV e Es = 2mV. (B) Gréafico das
correntes resultantes em funcdo da variacio da amplitude de pulso.
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E possivel verificar um deslocamento dos potenciais de pico para valores menos
positivos e um aumento na intensidade das correntes de pico em funcdo do aumento da
amplitude de pulso (Figura 17). Baseado nestes resultados, obtou-se por empregar uma

amplitude de 100 mV para os demais estudos.
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Na Tabela 7 é apresentado um resumo das condicdes estudadas e as que

proporcionaram melhores respostas analiticas na analise do fungicida carbendazim.

Tabela 7- Parametrosestudados e escolhidos para a determinacéo do carbendazim.

Parametros égttjg\;?jlg Condicao escolhida
pH 30-7,0 7,0
Volume de suspenséo, pL 10-20 10
Tempo de pulso (tp), s 0,2-0,6 0,2
Incremento de potencial (Es), mV 2-10 10
Amplitude de pulso (AEp), mV 10 - 100 100

5.3  Repetibilidade, reprodutibilidade e estabilidade

Segundo a ANVISA (2017), a precisdo é o parametro que avalia a proximidade entre 0s
resultados obtidos por meio de ensaios com amostras preparadas conforme descrito no método
analitico a ser validado. Pode ser expressa por meio da repetibilidade, da precisdo intermediaria
ou da reprodutibilidade, que sdo estimadas pelo desvio padrdo relativo (DPR) da série de

medicdes, conforme a Equacao 1.
%DPR = %x 100 Equacédo 1

Onde DP é o desvio padrdo da média das correntes de pico e x é a média dos

valores de corrente de pico.

Nesse trabalho, a precisdio do método foi avaliada a partir da repetibilidade e da
reprodutibilidade da resposta do eletrodo ECV-MWNTC-CHT para uma solugédo de CBZ 10
mg L.

O estudode repetibilidade avaliou aresposta de 10 registros de voltamogramas de pulso

diferencial sucessivos para 0 ECV-MWNTC-CHT,realizadas na mesma solucéo, com agitacéo
magnética entre as medicgdes.
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O estudo de reprodutibilidade avaliou a construcéo de quatro eletrodos ECV-MWNTC-

CHT, preparados de forma independente e submetidos ao mesmo procedimento.

A Tabela 8 apresenta os valores médios de correntes de pico anddica do CBZ, desvio-
padrdo e desvio-padrdo relativo (DPR%) para repetibilidade e reprodutibilidade da resposta do

eletrodo.

Tabela 8- Repetibilidade e reprodutibilidade da resposta do EQM.

Parametro lpa (MA) DPR % N
Repetibilidade 19,5+0,91 4,6 10
Reprodutibilidade 18,9+1,11 59 4

*x + DP

Os resultados apresentados na Tabela 8 mostram que o eletrodo quimicamente
modificado apresenta boa repetibilidade e reprodutibilidade para determinacdo analitica de
CBZ, uma vez que os desvios padrdo relativos encontrados foram inferiores ao limite
estabelecido pelo INMETRO (2020) para precisdo de métodoem baixa concentracdo de analito.

O estudoda estabilidade da repostado EQM foi realizado para avaliar seu desempenho.
Para este estudo, a resposta dacorrente foi registrada em tampao fosfato0,1 mol L-*pH 7,0 com

carbendazim 10 mg L-1em 50 medidas sucessivas. A média e o desvio padréo foram calculados
a cada 5 medidas e apresentados no grafico de controle da Figura 18.

O grafico de controle consiste em um grafico sequencial de alguma caracteristica que é
utilizada como critério de qualidade, onde séo apresentados os limites estatisticos da variacdo
para 0 que esta sendo investigada (SKOOG, 2012). Esses limites sdo denominados de limite
superior de controle (LSC) e limite inferior de controle (LI1C) obtidos pelas Equacdes 2 e 3.

3s

LSC = x + N Equacdo 2

3s

LIC = T Equacdo 3

Onde x é a media, s é 0 desvio padrao da média e N é o nimero de réplicas que sao

obtidas para cada amostra.
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Figura 18- Gréfico de controle da resposta do EQM para uma solu¢io de CBZ 10 mg L1 em tampao fosfato 0,1
mol L1pH 7,0, em 50 medidas sucessivas. Cada ponto equivalea N=5.
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Na Figura 18 é possivel observar que os valores médios das correntes para cada 5
medidas apresentaram flutuacdes, mas estdo dentro dos limites de controle estatisticos (95% de
confianga), com flutuacbes aleatdrias normais. Este resultado demosntra que o filme
permaneceu ativo durante estas 50 medidas, com uma boa estabilidade de resposta, sem a

necessidade de refazer a modificacéo
54  Curva analitica

A linearidade corresponde a capacidade do método analitico em demonstrar que
os resultados obtidos sdo diretamente proporcionais a concentracdo da analito, dentro de
um determinado intervalo especificado. Segundo a ANVISA (2017), deve-se usar, no minimo,
cinco concentracOes diferentes, e a linearidade pode ser expressa como uma equacdo de reta
chamada de curva analitica. Em um método voltamétrico a curva de calibragéo é construida em
funcéo darelacdo entre a corrente de pico e a concentracdo do analito.

A linearidade do método eletroanalitico desenvolvido, ap6s otimizacdo dos parametros,
foi verificada com a construcdo de uma curva analitica para o eletrodo MWNTC-CHT com
faixa de concentracdo de 1,0 a 25,0 mg L. As medidas voltamétricas foram realizadas em

triplicata (n = 3) para cada ponto da curva e esta apresentada na Figura 19.
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Figura 19- (A) Voltamogramas de pulso diferencial obtidos em tampdo fosfato 0,1 mol L-1 (pH 7,0) com faixa

de concentracdode 1,0a 25,0 mg L1 de CBZ (B) Curva analitica para o carbendazim na faixade 1,0a 25,0 mg L-
1

200

150 + 160

——

120 +
100 +

/ N

50 4 /

/ < == 07
0‘9 1

; ; ;
06 07 08
E/V Vs Epgager [Carbendazim] (mgL™)

Al (pA)
AL (pA)

T T T T T T
.0 0 5 10 15 20 25

E possivel analisar, a partir da Figura 19B, que a resposta de corrente em funcio da
concentracdo de carbendazim apresentou boa linearidade na faixa de 1,0 a 25,0 mgL-1, com R?
de 0,99301, e equacéo dareta Ip(MA) = 7,25 107+ 1,0 106+ 7,20 106 [CBZ] (mg L1) +3,4
107,

Baseado em parametros da curva analitica, pode-se calcular os valores de limite
de deteccdo (LD) e limite de quantificacdo (LQ). O LD € a menor concentracdo do analito que
pode ser detectada, mas ndo necessariamente pode ser quantificada, empregando um
determinado procedimento experimental. O LQ é a menor concentracdo doanalito que pode ser
guantitativamente determinada. De acordo com Ribani e colaboradores, (2004), o LD e 0 LQ

podem ser calculados empregando as seguinte equacoes:

LD =33x % Equacio 4

LQ=10x § Equacdo 5

Onde s é o desvio padrdo dacorrente média da concentracdo mais baixa do analito e S

o coeficiente angular da curva analitica.

Os valores de LD e LQ encontrados para o pesticida foram de 0,230 mg L1 e 0,698 mg

L1, respectivamente.
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De acordo com o resultado obtido de LQ, percebe-se um valor superior ao
valor maximo permitido de carbendazim em &gua potavel para consumo humano (120 pg L-1),

estabelecido pela Portaria de consolidagcdo n° 5/2017.

55 Analise de amostra real

Para demonstrar a aplicabilidade do método proposto, foi construida uma curva analitica
para o eletrodo MWNTC-CHT com faixa de concentracdo de 1,0 a 25 mg L-! de cabendazim
em amostra de suco de laranja comercial diluido. As medidas voltamétricas foram realizadas
em triplicata (n = 3) para cada ponto da curva e esta apresentada na Figura 20.

Figura 20- (A) Voltamogramas de pulso diferencial obtidos em amostra de suco de laranja diluido na faixa de

concentracdode1,0a 25 mgL-1 de CBZ (B) Curva analitica para o carbendazim na faixa de1,0a 25 mg L1 em
amostra de suco de laranja diluido.
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Os voltamogramas mostraram que nenhum sinal eletroanalitico foi detectadonaamostra
antes da fortificacdo, o que pode ser explicado pela auséncia de carbendazim ou sua presenca
em uma concentragao abaixo do LD.

Observa-se que a corrente aumentou linearmente com o aumento da concentracéo de
1,0 para 25,0 mg L-* de carbendazim, apresentando R? 0,98945 e equacdo dareta Ip(uA) = 3,87
107 +1,1 107+ 6,94 107 [CBZ] (mg L-1)+ 4,1 10-8 (Figura 20B). O limite de deteccédoe o
limite de quantificacdo foram calculados de acordo com as Equacgdes 4 e 5. Os valores
calculados foram 0,763 mg L™ para LD e 2,310 mg L"! para LQ.

A diferencaentre os LDs e LQs para as curvas realizadas com o eletrolito suporte e com
a amostra real, se deve, provavelmente, ao efeito de matriz. Estudos adicionais devem ser
realizados para se avaliar interferentes.
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Na literatura encontram-se trabalhos que apresentam limites de deteccdo e quantificacao
menores. No entanto, o0 metodo proposto possui facilidade na constru¢cdo do EQM e apresenta

boa estababilidade.

O método proposto foi desenvolvido com sucesso para a determinacdo de carbendazim

com a construcdo do EQM com nanotubos de carbono e quitosana.
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6 CONCLUSAO

Este trabalho contemplou o desenvolvimento de um método voltamétrico utilizando o
eletrodo modificado ECV-MWNTC-CHT, que foi aplicado com éxito na determinagdo do

fungicida carbendazim.

Foi verificado um processo de oxidacdo irreversivel para o pesticida CBZ em +0,77 V
vs. Ag/AgCIl em solucdo tampdo fosfato 0,1 mol Lt em pH 7,0. O fungicida estudado
apresentou resposta voltamétrica em ampla faixa de pH, sendo o pH 7,0 escolhido para o
desenvolvimento do método, por apresentar uma boa resolugdo do pico, e menor potencial de

oxidacao.

Os parametros instrumentais da voltametria de pulso diferencial escolhidos para o
meétodo foram AEp de100 mV, Es de10 mV e tp e 0,2s. Nestas condi¢des o perfil voltamétrico
utilizando 0o ECV-MWNTC-CHT apresenta uma boa simetria e maior sensibilidade em relacéo
ao ECV-MWNTC-NAFION.

A sensibilidade obtidacom 0 ECV-MWNTC-CHT na determinacdo de carbendazim em
tampdo fosfato concedeu LD e LQ de 0,230 mg L1, 0,698 mg L1, respectivamente. Ja na
amostra real de suco da laranja a determinacdo de CBZ alcancou limite de detecgédo e
quantificacdo superiores, sendo, respectivamente 0,763 mg L-1e 2,310 mg L-%, provavelmente

devidoao efeito de matriz. O método proposto também proporcionou medidas de repetibilidade
e reprodutibilidade com DPR abaixo de 6%.

Ressalta-se neste trabalho a facilidade de preparacdo da modificacdo com filmes de
nanotubos com quitosana e a boa estabilidade de resposta para o pesticida CBZ, que

permaneceu eletroativo durante 50 medidas consecutivas.
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