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RESUMO

Nesta dissertacdo é descrita a construcdo (prototipagem, montagem e utilizacdo) de um
dispositivo microfluidico eletroquimico de fios (UTED) a base de fios de algodéo e totalmente
impresso em 3D, cuja estrutura € dividida em um detector eletroquimico composto de filamento
condutivo de carbon black/acido poliléctico integrado a uma estrutura de acrilonitrila butadieno
estireno (ABS). Este dispositivo foi utilizado pela primeira vez na deteccdo amperomeétrica de
nitrito. Além disso, pela primeira vez, é apresentado um estudo eletroanalitico usando eletrodos
de grafite de lapiseira (PGEs, do inglés “Pencil Graphite Electrodes”) e voltametria de onda
quadrada (VOQ) para deteccéo eletroquimica do fungicida benzovindiflupir (BZN). O trabalho
esta dividido em trés capitulos: o Capitulo 1 traz uma revisdo bibliografica para contextualizar
os assuntos que foram abordados ao longo do trabalho; o Capitulo 2 apresenta uma nova
metodologia e o desenvolvimento de um dispositivo microfluidico impresso em 3D como uma
alternativa promissora para a analise de fluxo que foi empregado na deteccéo eletroquimica de
nitrito. Apresentando baixo custo de producdo, pouco consumo de reagentes e minima geragao
de residuos, além de trazer portabilidade e rapidez na andlise, esse dispositivo foi totalmente
fabricado em uma impressora 3D e conta com fios de algoddo como canais microfluidicos.
Eletrodos de CB/PLA impressos em 3D foram usados como sensores eletroquimicos para
deteccdo amperométrica. O comportamento eletroquimico do nitrito foi estudado, e o0s
pardmetros do dispositivo foram otimizados. Uma taxa de fluxo de 0,41 pL s foi alcancada.
Um limite de deteccio (LD) de 2,38 umol L, um limite de quantificagdo (LQ) de 7,94 pmol
L e alta precisdo (DPR de 2,1 %) foram alcancados pelo método desenvolvido. O dispositivo
proposto foi, pela primeira vez, aplicado para determinacdo de nitrito em amostras de agua.
Apresentou resultados satisfatorios (recuperaces de aproximadamente 104 %) e demostrou
potencial para estender o uso de dispositivos microfluidicos que, baseado em sua simplicidade
e boa performance analitica, é possivel superar algumas limitacGes de sistemas de analise em
fluxo convencionais; o Capitulo 3 apresenta o desenvolvimento de um novo método
eletroquimico para analise de benzovindiflupir empregando eletrodos de grafite de lapiseira
como sensores eletroquimicos. O comportamento e 0s processos de eletro-oxidacdo do BZN
foram estudados utilizando voltametria ciclica em tampao BR 0,1 mol L em diversos valores
de pH (1,0 a 4,5). O valor de pH 4,0 foi selecionado como ideal e a técnica voltamétrica
escolhida e otimizada foi a VOQ cujos melhores parametros foram: o incremento de potencial
de 4 mV, frequéncia de 45 Hz, amplitude de 30 mV, potencial de deposicdo de +0,45 V e tempo
de deposicdo de 30s. Sob as condicBes otimizadas, uma dindmica faixa linear foi observada
(1,25 a 12,5 umol L) com R? de 0,999. Os valores de LD e LQ obtidos foram de 0,29 umol L
1 ¢ 0,99 pmol L1, respectivamente. Repetibilidade, reprodutibilidade e estabilidade foram
satisfatorias com DPRs de 2,4 %, 3,7 % e 7,5 %, respectivamente. As analises das amostras
comerciais por padrdo externo apresentaram recuperacdes abaixo de 104 % e DPR abaixo de
3,2 %. Os valores apresentados sdo os primeiros reportados na literatura que demonstram um
estudo eletroanalitico e o desenvolvimento de um método para deteccdo eletroquimica de BZN
em amostras comerciais de fungicidas, trazendo uma nova alternativa para analise de pesticidas.

Palavras-chave: Impressdo 3D; deteccdo amperomeétrica; eletroanalise; monitoramento
ambiental; microfluidica.
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ABSTRACT

This dissertation describes the construction (prototyping, assembly and use) of a microfluidic
thread-electrochemical device (UTED) based on cotton threads and fully 3D-printed, whose
structure is divided in an electrochemical detector composed of conductive carbon
black/polylactic acid CB/PLA filament integrated to an acrylonitrile butadiene styrene (ABS)
structure. This device was first used for the amperometric detection of nitrite. In addition, for
the first time, an electroanalytical study using pencil graphite electrodes (PGEs) and square
wave voltammetry (SWV) for electrochemical detection of fungicide benzovindiflupyr (BZN)
is presented. The work is divided into three chapters: Chapter 1 brings a bibliographical review
to contextualize the subjects that were covered throughout the work; Chapter 2 presents a new
methodology and the development of a 3D-printed microfluidic device as a promising
alternative for flow analysis that has been employed for the electrochemical detection of nitrite.
Presenting low production cost, reduced consumption of reagents and minimal waste
generation, in addition to providing portability and speed of analysis, this device was entirely
manufactured using a 3D printer and has cotton threads as microfluidic channels. 3D-printed
CB/PLA electrodes were used as electrochemical sensors for amperometric detection. The
electrochemical behavior of nitrite was evaluated and the experimental parameters were
optimized. A flow rate of 0.41 pL s was achieved. A detection of limit (LOD) of 2.38 pumol
L, a limit of quantification (LOQ) of 7.94 umol L™ and high precision (RSD of 2.1 %) were
achieved by the developed method. The proposed device was, for the first time, applied for the
determination of nitrite in water samples. It presented satisfactory results (recoveries of
approximately 104 %) and demonstrated potential to extend the use of microfluidic devices
which, based on their simplicity and good analytical performance, may overcome some
limitations of conventional flow analysis systems; Chapter 3 presents the development of a new
electroanalytical method for analysis of benzovindiflupyr employing pencil graphite electrodes
as electrochemical sensors. The behavior and electro-oxidation processes of BZN were studied
using cyclic voltammetry in 0.1 mol L™ BR buffer at different pH values (1.0 to 4.5). The pH
value of 4.0 was selected as ideal and the voltammetric technique chosen and optimized was
the SWV, whose best parameters were: 4 mV potential increment, 45 Hz frequency, 30 mV
amplitude, +0.45 V deposition potential and 30s deposition time. Under the optimized
conditions, a dynamic linear range was observed (1.25 to 12.5 pmol L) with R? of 0.999. The
LOD and LOQ values obtained were 0.29 pmol L and 0.99 pmol L%, respectively.
Repeatability, reproducibility and stability were satisfactory with RSDs of 2.4 %, 3.7 % and 7.5
%, respectively. The real analysis of commercial formulations by external standard showed
recoveries below 104 % and RSD below 3.2 %. The data presented here are the first reported
in literature that demonstrate an electroanalytical study and the development of a method for
the electrochemical detection of BZN in commercial samples of fungicides, bringing a new
alternative to the analysis of pesticides.

Keywords: 3D printing; amperometric detection; electroanalysis; environmental monitoring;
microfluidics.
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CAPITULO 1 - REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1 ELETROQUIMICA

A eletroquimica é uma area da ciéncia que envolve fenbmenos quimicos associados com
transferéncia de carga na interface eletrodo-solucéo, onde a corrente elétrica estudada é um
fendmeno mensuravel proveniente de uma mudanca quimica especifica. Podendo ser utilizada
na deteccdo de um ou mais analitos, essa area da Quimica inclui aplicagbes no controle
industrial, monitoramento ambiental, analises clinicas e anélises de substancias da ordem de
10° mol L [1-4].

Muitos dos principios basicos da eletroquimica foram descritos por J. J. Thompson, em
1893, enquanto em 1800 Alessandro Volta j& havia inventado a primeira bateria, conhecida
como pilha voltaica. Mas foi em 1835 que foi definido por Michael Faraday os conceitos de
anodo, catodo, eletrodo, eletrdlito, ion e toda a relacdo entre a corrente elétrica gerada durante
uma eletrdlise [2].

Os processos redox (eletrolise) que ocorrem na interface eletrodo-solucdo sdo
resultantes do processo de reducdo e/ou oxidacdo, onde a corrente medida do processo de
transferéncia de carga, a um potencial controlado, é proporcional a concentracdo da espécie
eletroativa. Os processos eletroquimicos requerem pelo menos dois eletrodos condutores e um
eletrolito para constituir a chamada célula eletroquimica [4]. As transferéncias eletronicas que
ocorrem na interface eletrodo-solugdo movem-se entre o eletrodo e um eletrélito [3,5].

O eletrodo onde ocorre a reacao redox (reacdes quimicas onde elétrons sdo transferidos
diretamente entre as molécula e/ou atomos) é chamado de eletrodo de trabalho (indicador).
Podem ser utilizados materiais como ouro, platina, carbono, dentre outros, na fabricagdo de um
eletrodo de trabalho. O eletrodo de referéncia possui potencial constante (isto é, independe das
propriedades da solucdo), tendo a funcdo de controlar o potencial aplicado no eletrodo de
trabalho. Podem ser utilizados os eletrodos de padrdo de hidrogénio, calomelano saturado e
prata/cloreto de prata como eletrodos de referéncia. Ha também os eletrodos de pseudo-
referéncia, que possuem a mesma funcao dos eletrodos de referéncia convencionais, porém néo
atingem o mesmo objetivo de controlar o potencial e deixa-lo constante, pois dependem da
solucdo que esta contida na célula eletroquimica. O contraeletrodo ou eletrodo auxiliar atua em
fechar o circuito elétrico e diminuir a queda 6hmica causada pela resisténcia da célula

eletroquimica no controle do potencial do eletrodo de trabalho. Uma célula eletroquimica
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(Figura 1.1) consome eletricidade de uma fonte externa, sendo classificada como eletrolitica
[3.4].

f POTENCIOSTATO
|
I |
| 1
1

ET

7y

EA Red Ox

S

Eletrélito suporte (sol.)

ER

Figura 1. 1 Diagrama representativo de uma célula eletroquimica de 3 eletrodos. EA = eletrodo
auxiliar; ET = eletrodo de trabalho; ER = eletrodo de referéncia; Red = espécie na forma

reduzida; Ox = espécie na forma oxidada; Adaptado de Mirceski, Skrzypek, & Stojanov [6].

Um fluxo de corrente elétrica flui na célula eletroquimica entre o eletrodo de trabalho e
0 contraeletrodo quando uma medida € realizada com auxilio de um eletrélito suporte. Este
eletrolito precisa obedecer a alguns critérios para assegurar a condutividade elétrica, tal como,
boa densidade, boa tensdo superficial e viscosidade, ser composto de sais inertes (podendo ser
constituidos de sais organicos, acidos minerais ou misturas de compostos com propriedades
tamponantes) e ter uma concentracdo de cerca de 50 vezes maior que a concentracdo de espécie
de interesse. A concentracdo de um eletrélito € muito importante, pois ela favorece o transporte
de massa por difusdo da espécie eletroativa no seio da solucdo e ndo por migracdo, pois a
migracao tem a contribuicdo da corrente capacitiva proveniente da dupla camada elétrica, o que
ndo reflete a concentracdo do analito, ja a difusdo, esta sim reflete a concentracdo real do analito
no seio da solucéo [4,7].

Técnicas de potencial controlado (como a amperometria e a voltametria ciclica) se
preocupam em estudar como ocorrem 0s processos de transferéncia eletronica na interface
eletrodo-solugdo em situacGes dinamicas (todo o processo redox é monitorado durante o
procedimento), onde o potencial do eletrodo é usado para derivar uma reagdo de transferéncia
de cargas que resulta em uma corrente, e € esta corrente que é medida na analise, e estas técnicas

relacionam essa corrente medida com a concentracdo do analito [4].
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A corrente resultante do processo redox é denominada corrente faradaica, corrente esta
que obedece a lei de Faraday e é uma medida direta da taxa da reacéo [2,4]. A reacdo no eletrodo
passa por varios passos e a velocidade das reacdes dependem da etapa mais lenta da reacdo. A
corrente resultante medida pode ser limitada pela velocidade de transferéncia eletrénica ou pelo
transporte de massa. Esse limite imposto é dependente de varios fatores tais como o material
do eletrodo, faixa de potencial analisada, meio reacional, dentre outros. Quando as reacGes séo
controladas unicamente pela transferéncia de elétrons (quando as espécies eletroativas atingem
a superficie do eletrodo), o transporte de massa é considerado limitado. ReacGes como estas,
por obedecerem as relacdes termodindmicas, sdo chamadas de reversiveis ou nernstianas.

[4,8,9]. As reacBes que ocorrem na superficie do eletrodo e suas etapas estdo esquematizados

na Figura 1.2:
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Figura 1. 2 Diagrama representativo da camada de difusdo em decorréncia do gradiente de

concentracdo na superficie de um eletrodo. Adaptado de Skoog et. al. [10].

Os vaérios processos de transporte de massa sdo geralmente classificados em trés
categorias que sao apresentadas na Figura 1.3 e descritas como [4,11]:
- Migracdo: caracterizada pela concentracdo e condutividade molar dos portadores de carga
(geralmente denotada por 4i). Ocorre quando espécies ionicas sofrem a acdo de um campo
elétrico, sendo atraidas ou repelidas em relacéo ao eletrodo de trabalho.
- Difusdo: o movimento de espécies submetidas a um gradiente de concentragdo onde as
espécies se difundem do meio mais concentrado para um menos concentrado. E geralmente
caraterizada pelo coeficiente de difuséo de cada espécie (Geralmente denotada por D).
- Conveccdo: E o movimento forcado de um fluido causado por um processo de
homogeneizacdo da solugdo por agitacdo mecénica. Pode assumir também uma convecgédo
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natural causada por um gradiente de densidade. Este movimento é caracterizado em uma

velocidade (m s™) carregando uma espécie i com uma concentragio Ci.
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Figura 1. 3 Tipos de transporte de massa. Retirado de Wang [4].

Para evitar que os trés transportes de massa ocorram ao mesmo tempo, deve-se ajustar
as condicOes experimentais de uma forma a suprimir os efeitos da convecgédo e da migracéo,
pois estes ndo refletem a concentracdo da espécie de interesse no seio da solucdo. Este ajuste
pode ser feito para que a correlacdo entre a corrente a concentracao da espécie de interesse ndo
seja afetada. Dessa forma, utilizar um eletrélito suporte em contragcdes muito altas, cerca de 50
vezes maior que a concentracao do analito, impede a formacdo do campo elétrico e minimiza o
processo de migracdo. Utilizar um meio estacionario € uma maneira de evitar a contribuicdo da
conveccao. Logo, aplicando essas consideracdes, o transporte de massa ocorrera apenas pelo
processo de difusdo. A difusdo é o processo que ocorre primordialmente nas técnicas
voltamétricas e, 0s processos adsortivos acontecem na superficie do eletrodo de trabalho por
um processo homogéneo, onde a corrente sera proporcional a concentracdo do analito. [4,11—
13].

1.1.1 Métodos eletroanaliticos

Os métodos eletroanaliticos sdo usados para analises quantitativas utilizando
propriedades elétricas, que por sua vez sao responsaveis pela detecgdo da molécula alvo [14].
Dentre os métodos analiticos modernos, as técnicas eletroquimicas tém sua importancia
baseada principalmente em vantagens como a sensibilidade satisfatoria, operacéo facilitada que

ndo requer uma mao-de-obra especializada, instrumentacdo de baixo custo e uma variedade de
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aplicacGes nas analises do dia a dia como medidas de condutividade, analises clinicas,
determinacédo de pH, coulometria e etc. [15].

1.1.1.1 Voltametria ciclica (VC)

A Voltametria Ciclica (VC) é a técnica mais usada para obter informacdes qualitativas
em reacdes eletroquimicas. Esta técnica ¢ um experimento eletroquimico de “reversao”
controlado por potencial. A voltametria ciclica tem o poder de fornecer rapidamente
informacdes consideraveis sobre a termodinamica dos processos redox e cinéticas das reacdes
heterogéneas de transferéncia eletronica e sobre reacbes quimicas acopladas ou processos de
adsorcdo. Além disso, esta técnica é frequentemente usada como o primeiro experimento
realizado em um estudo eletroanalitico, visto que, nesse processo, 0s potencias redox das
espécies eletroativas sdo rapidamente localizados e assim é possivel ter uma avaliacdo
conveniente desse processo redox. A corrente medida na analise fornece informacdes cobre a
cinética e termodinamica da transferéncia de elétrons na interface eletrodo-solucédo, bem como
0 mecanismo da reacao [4,16].

A VC consiste na varredura linear do potencial de um eletrodo de trabalho em repouso
(isso é, em solucdo ndo agitada), apresentando um formato de onda triangular (Figura 1.4A).
Ademais, os chamados voltamogramas, podem ser Gnicos ou com multiplos ciclos, ou seja,
durante a varredura de potencial, o equipamento (potenciostato) medira a corrente resultante
dessa varredura. Esse resultado gerado nada mais é do que um voltamograma ciclico, que é uma
funcdo complicada e dependente de um grande nimero de parametros fisicos e quimicos. Além
disso, essa varredura pode ser substituida por uma variacdo de potencial na forma de escada,
chamada de staircase, onde cada degrau de potencial terd um tempo de duragdo, geralmente
entre 10 - 50 ms, ou seja, ao final desse tempo de aplicacdo do potencial, a leitura da corrente
sera realizada. O intuito desse tempo € minimizar a contribuigdo negativa da corrente capacitiva
na corrente final que resultara no voltamograma [4,9,16]. A Figura 1.4B representa um tipico
par redox reversivel durante um unico ciclo de potencial. Aqui, a ilustracdo supbe que apenas
a forma R (reduzida) esta presente inicialmente, logo, uma varredura de potencial positivo é
escolhida para o primeiro meio ciclo, iniciando-se do potencial onde ndo existe oxidagdo. A
medida que o potencial se aproxima do E° caracteristico para o processo redox, uma corrente
anodica comeca a aumentar até formar-se o pico. Apoés isso, o potencial é varrido na direcdo

inversa. Durante a varredura invertida, as moléculas O (geradas no meio ciclo direto e
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acumuladas proximo a superficie) sdo reduzidas novamente para R, gerando um pico catodico

[4].

m

Potencial 3

corrente

Potencial

Figura 1. 4 A) Forma de variacdo de potencial em fungdo do tempo na voltametria ciclica; B)

tipico voltamograma ciclico para um processo redox reversivel. Adaptado de Wang, J. [4].

ReacOes quimicas paralelas a rea¢do na superficie do eletrodo podem afetar o formato
do voltamograma. Os picos caracteristicos da VC sdo resultado da camada de difuséo proxima
a superficie do eletrodo, isto é, em um processo reversivel (onde existe equilibrio dindmico), a
taxa de transferéncia de elétrons é controlada pelo processo de difusédo [4,16]. A reversibilidade
da reacdo € estabelecida de acordo com o transporte de massa difusional e a transferéncia
heterogénea do analito. Estas, por sua vez, sdo expressas por meio da cinética eletroquimica
apresentada abaixo (Equacdo 1), denominada Butler-Volmer:

ip

F o (1-a) o ~
—a = Coonksexp [—%(E —FE )] — Creo,nks exp [ R: “(E-E )] (Equacao 1)

Onde ip é a corrente gerada (A), A ¢é a area do eletrodo (cm?), ks € a constante de taxa de
transferéncia eletronica heterogénea do potencial padrdo (cm.s™) e a € o coeficiente de
transferéncia [9,16].

Alguns parametros sd8o muitos importantes em um voltamograma ciclico, como 0s
potenciais de pico (Epc € Epa) € as correntes de pico (ipc € ipa) [17]. A corrente de pico ip é dada
pela equagéo de Randles-Sevcik (Equagéo 2):

i, = (2,69 x 10%)n3/2ACD/2y1/? (Equacéo 2)
Onde D ¢é o coeficiente de difusdo (cm2 s), C é a concentragdo (mol cm=) e v é a velocidade
de varredura do potencial (V s?) [18]. O indicio do tipo de transporte de massa pode ser

encontrado por meio da raiz quadrada da velocidade de varredura (v*'2) em relagio a corrente
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de pico, caso o grafico apresente linearidade, isso vai significar um transporte de massa por
difusdo. Além disso, a separacdo entre os potenciais de pico do voltamograma pode fornecer
informacdes sobre 0 niumero de elétrons envolvidos no processo redox, conforme a Equacéo 3

[4,12,16,17]:

0,059
—F =

AE. pe =~ — \' (Equacdo 3)

p =E

pa
Para processos irreversiveis, onde a transferéncia eletronica na superficie do eletrodo é
lenta, os picos individuais tém seu tamanho reduzido e a separacdo entre eles aumenta. A
corrente de pico sera proporcional a concentracdo do analito, entretanto sera menor a depender
do valor de o e também do valor de ks. Sendo assim, a seguinte equacdo devera ser usada para
encontrar a corrente de pico (Equacéo 4) [4,16]:
i, = (2,99 x 105)n(an,)2ACDY/?y1/? (Equacéo 4)
Considerando uma reagéo quase-reversivel, ou seja, onde 101 > ks > 10 cm.s™, assume-
se um processo controlado tanto pela transferéncia de carga quanto de massa. Dessa maneira 0s
dois processos, direto e inverso, sdo importantes, mas ndo sdo rapidos o suficiente para
alcancarem o equilibrio assim como ocorre no processo reversivel. Baseado nisso, uma
aproximacdo de equacdo de Nernst é satisfeita [4,12]. Para resumir os trés tipos de
voltamogramas que sdo resultados diretos do processo de transferéncia eletronica e compara-
los em relacdo ao seu formato, os voltamogramas tipicos de sistemas reversiveis, quase-

reversiveis e os irreversiveis estdo demonstrados na Figura 1.5:

Figura 1. 5 Representacdo de um voltamograma ciclico A) reversivel; B) quase-reversivel e C)

irreversivel. Adaptado de Lee, J [19].
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1.1.1.2 Voltametria de onda quadrada (VOQ)

Esta € uma das técnicas eletroquimicas mais avancadas e poderosas para estudos
mecanisticos, processos eletrodicos, e medidas eletrocinética e, historicamente, teve sua origem
na polarografia [20,21]. Nesta técnica, a cada degrau dessa rampa da escada de potencial, dois
pulsos de potencial de igual altura e opostos sdo registrados (Figura 1.6A). Os dois ultimos
pulsos de potencial completam um unico ciclo. Em outras palavras, ao final de cada pulso é
registrada a corrente, tanto no sentido direto quanto no reverso, e a diferenca entre elas da
origem em uma unica medida voltamétrica. Logo, durante o experimento sdo registrados ao
todo 3 voltamogramas, um com a corrente direta, um com a corrente reversa e 0 outro sendo a
diferenca entre elas (Figura 1.6B). Os principais parametros (Figura 1.6C) do ciclo voltamétrico
resultante sdo: a altura de um unico pulso de potencial na qual é denominada como amplitude
(Esw) e, podem ser atribuidos nimeros impares (sentido direto) e pares (sentido reverso), o
incremento de potencial (AE) e a frequéncia (f), definida como f = 1/2t,. A duracdo de dois
pulsos idénticos é definido como t, = /2 (onde t é a duragdo de um ciclo de potencial) e a
velocidade de varredura v = AE/t = fAE [20]. As reacdes na superficie do eletrodo (Figura
1.6D), no decorrer do ciclo de potencial, podem ser do tipo catodicas (sentido reverso) ou

anodicas (sentido direto), fornecendo uma visdo do tipo de mecanismo existente [6,20,21].
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Figura 1. 6 A) modulacdo do potencial na voltametria de onda quadrada; B) tipico
voltamograma de onda quadrada; C) unico ciclo de potencial; D) variagdo da corrente em

funcéo do tempo. Adaptado de Mirceski, Skrzypek, & Stojanov [6].
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O voltamograma resultante tem o formato de um pico, semelhante a um voltamograma
ciclico, e possui simetria em relagdo ao potencial de meia onda e a corrente de pico é
proporcional a concentracdo. Esta técnica tem uma sensibilidade excelente em decorréncia da
prépria corrente liquida final ser maior do que suas componentes direta e reversa. A rapidez é
sua maior vantagem, logo um voltamograma completo pode ser medido em pouco segundos.
Ademais, observa-se que esta técnica fornece informacdes analogas a voltametria ciclica, como
dados mecanisticos, mas com uma sensibilidade e rapidez muito mais avancadas, tipico de uma
técnica de pulso além de oferecer uma reducéo adicional da dupla camada elétrica e da corrente

de fundo, promovendo anélises ainda mais precisas [6,22].

1.1.1.3 Amperometria

A amperometria convencional € uma técnica eletroquimica que constitui na aplicacdo
de um potencial constante de oxidacéo ou reducdo a um eletrodo de trabalho (indicador) e na
medicdo subsequente da corrente faradaica resultante em funcéo do tempo [13,23]. O potencial
otimizado é fixado em um valor durante toda e medida. Apos isso, a corrente (que é
proporcional a concentracdo do analito) em fungdo do tempo é medida [2]. O transporte de
massa é controlado apenas pela difusdo, logo a curva corrente-tempo (Figura 1.7) reflete a
mudanca no gradiente de concentracdo na superficie do eletrodo [4]. Como o potencial se
mantém constante, a amperometria ndo leva a um voltamograma [24]. As espécies eletroativas
que sdo oxidadas ou reduzidas eletroquimicamente levam a uma corrente catddica ou anddica

de estado estacionario [23].

Sinal de corrente

Tempo (s)

Figura 1. 7 Resposta amperométrica da corrente em funcao do tempo.
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Esta técnica de potencial controlado traz inimeras vantagens, dentre elas podem ser
citadas: deteccao de analitos em baixas concentracdes e seletividade para espécies eletroativas,
faixa de concentracdo linear geralmente bastante ampla, capacidade de especiacdo e uma vasta
variedade de eletrodos que podem ser usados que permitem analises em ambientes comuns [23].

A reacdo mais simples que pode ocorrer na superficie do eletrodo polarizado no
potencial apropriado, assume a seguinte forma de acordo com a Equacao 5:

0, +ne” & R,y (Equacéo 5)

No potencial constante, a transferéncia de elétrons ocorre a uma taxa de difusdo
controlada. Aqui, apenas O ou R esta presente, de modo que apenas uma reacao na superficie
do eletrodo € predominante (ou est4 ocorrendo uma reducdo ou uma oxidagdo), portanto, a
corrente resultante € apenas faradaica devido a um processo de simples transferéncia de carga
[1,2].

1Tk
|

A corrente de difusao “i”” depende do coeficiente de difusao “D”, do nimero de elétrons

transferidos “n”, da camada de difusao “6”, da area da superficie do eletrodo “A”, da
concentracio do analito “C” e da constante de Faraday “F” (96.480 C mol™), como mostrado

na Equacao 6:

; = nFAD (Cbglk_ Cx=0) (Equagdo 6)

Onde: Cpy i € Cy—( representam a concentragdo do analito no seio da solugéo e a concentragéo
na superficie do eletrodo, respectivamente [23].

No método amperométrico nem sempre é possivel diferenciar seletivamente entre
diversas espécies eletroativas em solucdo, mesmo realizando uma criteriosa selecdo de
potencial aplicado e/ou escolha do material do eletrodo, a corrente resultante pode ser
proveniente da contribuicdo de varias espécies eletroativas [25,26].

A diminuicdo no sinal transiente de corrente e inclinacdo do perfil de concentracéo ao
longo do tempo é resultado do esgotamento do reagente junto com uma expansao gradual da
camada de difusdo. A Equacédo 7, que expressa o controle de massa por difusdo é dada como

sendo:

_ nFACD"
- ﬂ:l_.-'zl,l,-'z

i(r) =kt V2
(Equacéo 7)
Onde n, F, A, C, D e t sdo numero de elétrons, constante de Faraday, area superficial,

concentracgdo, coeficiente de difuséo e tempo, respectivamente [4].
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Apesar de trazer vantagens, a amperometria possui alguns pontos fracos, como por
exemplo, uma gradual perda de sensibilidade de deteccdo resultante de uma reacdo
eletroquimica heterogénea na interface eletrodo-solucéo. Isso é explicado devido o produto da

reacao ser adsorvido na superficie do eletrodo e impedir a transferéncia eletronica [27,28].

1.2 MICROFLUIDICA

Os sistemas microfluidicos apareceram pela primeira na década de 1960. Entretanto,
nesta epoca, esses dispositivos eram voltados ao desenvolvimento de sistemas semelhantes aos
circuitos microeletrdnicos, onde o fluxo de elétrons era analogo ao fluxo de fluidos. Mas foi na
década de 1980, onde os sistemas miniaturizados e 0s MEMS (sistemas micro eletromecanicos)
— com tamanhos que variavam entre 1 e 300 um — foram ficando diversificados, sendo
fabricados e aplicados em varias areas da ciéncia, empregando fluxos de fluidos em condicdes
anormais e pouco estudas que naturalmente levaram a origem da microfluidica [29]. O primeiro
sistema MEMS foi apresentado em 1982 [29,30] e depois apareceu novamente em 1984 [31].
Posteriormente, o termo MEMS foi complementado na qual eram também utilizados
componentes Opticos integrados, introduzindo um novo termo, o chamado sistema micro-
optico-eletromecanico (MOEMS). Os primeiros sistemas microfluidicos previram a mudanca
constante que mais tarde seria uma de suas principais caracteristicas [32].

Ainda na década de 1990, ap6s o fim da guerra fria — momento onde armas quimicas e
biologicas representavam grande perigo —, a DARPA (Agéncia de projetos de pesquisa
avancada de defesa) do departamento de defesa Norte-Americano apoiou diversos programas
com a finalidade de desenvolver sistemas microfluidicos implantaveis em campo, justamente
para serem usados como detectores de potenciais ameacas quimicas e bioldgicas, que
posteriormente serviram como o principal estimulo para o crescimento acelerado da tecnologia
microfluidica académica [33].

A microfluidica € uma ciéncia que lida com o manuseio de fluidos em varias
quantidades, podendo ser da ordem de 10 a 108 litros usando canais com dimensdes de 10 a
100 micrometros [33-35]. Os canais de fluxo podem ser feitos usando materiais que estdo de
acordo com o conceito de quimica verde, como os fios de algodao [36-38], e também podem
utilizar de bombeamento externo para conduzir o fluido, tal como as micro bombas [39] e as

micro valvulas de acionamento [40].
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Uma das possibilidades da microfluidica é fornecer um processo em uma Unica etapa,
desde a aplicacdo da amostra até a geracdo dos resultados analiticos, em sistemas integralizados.
Além disso, a microfluidica objetiva-se criar dispositivos que possam ser integralizados a ponto
de diminuir o tempo da analise, podendo adicionar automacéo, diminuir o desperdicio, além de
poder proporcionar maior precisdo e exatiddo, fazendo isso com um baixo consumo de
reagentes e minima geracao de residuos, contribuindo com o conceito de Quimica verde [41].
Assim, o sistema microfluidico também é chamado de biochip ou microssistemas de analise
total (UTAS) e lab-on-a-chip (LOC) [34]. De uma forma geral, em todos esses sistemas
microfluidicos é possivel dimensionar as funcfes simples ou multiplas de um laboratério em
um Unico dispositivo[42]. Acredita-se que esses LOCs venham se tornar uma grande revolugao
no campo da quimica e da biologia, assim como 0s circuitos integrados foram na computacédo
[43].

A microfluidica atualmente apresenta grande potencial para ser usada como uma
tecnologia analitica miniaturizada para aplicacGes biomédicas e quimicas devido muitas dessas
aplicacdes necessitarem do manuseio de fluidos em suas andlises. Em funcdo dessa
possibilidade de miniaturizacdo, muitas vantagens sao promovidas, como um baixo consumo
de reagentes, reducdo do risco de contaminacao, baixo custo, aprimoramento da sensibilidade
e especificidade, capacidade de usar pequenas quantidades de amostras e reagentes, realizar
separagdes e deteccbes com alta resolucdo e rapidez da analise dependendo da técnica
eletroquimica utilizada [33,34,44-46]. Além disso, em outras areas da ciéncia, como biologia,
e eletronica, a microfluidica tem sido amplamente aplicada devido suas diversas vantagens ja
citadas [47]. A Figura 1.8 apresenta 0 nimero de publicacdes feitas desde o ano de 2010 que
estdo relacionadas aos dispositivos microfluidicos utilizando as seguintes palavras-chave:
microfluidic device. Como pode-se observar, existe um crescente nimero de publicacdes sobre
este tema, 0 que mostra que cada vez mais a comunidade cientifica tem buscado novas

aplicac@es para os dispositivos microfluidicos.
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Figura 1. 8 Namero de publicacao por ano indexadas na base de dados Scopus para dispositivos

microfluidicos. Adaptado da base de dados Scopus.

Os dispositivos microfluidicos sdo fabricados utilizando uma vasta variedade de
substratos [47,48]. Os principais materiais utilizados sdo o PDMS (polidimetilsiloxano), o
papel, o vidro e os termoplasticos [49-53]. No caso do PDMS, existem alguns desafios que
dificultam a producdo de dispositivos microfluidicos feitos com esse material, tal como a
prépria montagem ser um processo totalmente manual, sendo dificil a automatizagdo completa,
além de muitas vezes ser necessario a utilizagcdo de um sistema controlado para operar valvulas
microfluidicas (computadores, softwares, fontes e outros equipamentos) ou para conectar chips
relativamente simples. O papel, apesar de ser emergente e ter um custo baixo, possui pouca
resisténcia mecanica quando comparados aos ja citados e, necessita de barreiras hidrofobicas
para conduzir o fluido e impedir seu espalhamento [54]. J& o vidro € um material que ndo
necessita de barreiras hidrofobicas, é resistente termicamente e quimicamente e foi um dos
primeiros substratos utilizados na fabricacdo de dispositivos microfluidicos. Porém, no
processo de fabricacdo é necessario a utilizacdo de acido fluoridrico, o que torna o
procedimento perigoso, além disso o custo da fabricacao € elevada e existe uma dificuldade em
integralizar o sistema, pois é preciso utilizar altas pressdes e temperaturas para promover
juncOes das partes do dispositivo, tornando o processo mais caro e restringindo o uso desse
material como substrato para confeccdo de dispositivos microfluidicos [52,55]. Os
termoplasticos, por sua vez, séo filamentos que possuem uma certa resisténcia térmica e podem
apresentar diferentes caracteristicas fisicas, quimicas e mecanicas dependendo do seu polimero

percursor. Esses filamentos podem ser encontrados em diversas formas, mas 0s mais
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conhecidos e comumente usados séo os filamentos ABS (acrilonitrila butadieno estireno) e PLA
(&cido polilactico) [56].

O PLA é um material biodegradavel, higroscépico, facil de manusear e aceita
temperaturas de até 230 °C. Por possuir uma resisténcia térmica considerada baixa, em relacéo
a outros termoplésticos, o PLA pode se tornar fragil dependendo da finalidade de seu uso. J& 0
ABS é um material que apresenta boa resisténcia térmica (aceita temperaturas de até 250 °C),
tem alta resisténcia mecanica e flexibilidade moderada. Geralmente os filamentos de PLA e
ABS sdao muito utilizados na confeccdo de objetos tridimensionais para aplicacGes
eletroanaliticas, como por exemplo, dispositivos microfluidicos impressos em 3D [56].

Existem inumeros estudos que buscam avaliar o potencial de mercado e as principais
aplicacdes, tecnologias e o crescimento da microfluidica no mercado. Um dos estudos mais
relevantes sobre esse assunto é publicado anualmente pela Yole Développement. A referida
instituicdo publicou em 2019, o status da microfluidica no mercado industrial (Figura 1.9), na
qual costa que em 2018 o mercado de produtos microfluidicos, em estimativa, tenha alcancado
US$8,7 bilhdes, e estima-se que até 2024 tera um crescimento de CAGR?019-2024 de 11,7 %,
alcangando US$17,4 bilhdes [57], demonstrando o grande potencial cientifico e comercial das

tecnologias microfluidicas.
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Figura 1. 9 Mercado Global de produtos e dispositivos microfluidicos: previséo de 2019-2024.

Retirado de Yole Développement [54].

8 CAGR (traduzido do inglés “taxa de crescimento anual composta”) ¢ um termo especifico usado no mundo dos
negocios e investimentos que fornece dados de progressao geométrica (por meio de uma figura representacional),
ou seja, uma estimativa, para um estudo em um periodo de tempo.
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Com esse crescente aumento na tecnologia microfluidica, esta cada vez mais facil a
integracdo dos métodos eletroanaliticos a essas plataformas microfluidicas, pois por se
basearem no transporte do analito atraves de um fluxo de eletrdlito, a simplicidade, rapidez e
especificidade sdo suas principais caracteristicas. Ademais, caso 0 sistema sofra uma
modifica¢do, como o tamanho por exemplo, os resultados analiticos e sua sensibilidade ndo séo
influenciados [55-57]. Essa facilidade de associar técnicas eletroquimicas com dispositivos em

fluxo levaram a eletroanalise a um outro nivel [4].

1.2.1 Impressdo 3D de dispositivos microfluidicos

Nos altimos anos a acessibilidade de impressoras 3D para o publico geral cresceu
substancialmente e, esse aumento das vendas mundiais, na qual incluem a impresséo 3D de
dispositivos, servigos, softwares e materiais, estima-se ter chegado em torno de US$ 12,1
bilhGes em 2019, sendo observado um crescimento de 25% ano a ano desde 2014 e, espera-se
que até 2024 esse namero alcance US$ 35 bilhdes [58].

A impressao 3D é uma tecnologia de manufatura aditiva na qual objetos tridimensionais
sdo criados com camadas sucessivas de um material. Essa tecnologia é muito vantajosa, pois as
impressoras 3D sdo ageis, econdmicas, faceis de usar e possibilitam a impressao de pecas e
conjuntos utilizando diferentes materiais com diferentes propriedades fisicas e mecanicas em
um Unico processo automatizado de construcdo. Por ser uma tecnologia recente, esta havendo
um crescimento exponencial da impressao 3D de dispositivos eletroquimicos que estdo sendo
empregados em diversos tipos de aplicacdes, formatos e designs [59], como por exemplo
células eletroquimicas para remocdo de metais, deteccdo de glicose, de farmacos, de
antioxidantes, de drogas ilicitas e etc. [60-63] Além disso, a impressdo 3D também oferece o
potencial de criar dispositivos microfluidicos com uma 6tima qualidade de acabamento.
[64,65]. Esse emprego recente da tecnologia de impressdo 3D na microfluidica, que é mostrado
na Figura 1.10 (palavras-chaves: 3D printed microfluidic device), trouxe novos tipos de
materiais na prototipagem de dispositivos [66] como os filamentos termoplasticos, que é o caso
do ABS (acrilonitrila butadieno estireno), que é naturalmente ndo condutor, e € uma alternativa
interessante para ser utilizado como substrato de um dispositivo microfluidico, sendo comum
encontrar na literatura objetos tridimensionais feitos em ABS, pois este apresenta boas

propriedades mecanicas, facilidade de processamento, possibilidade de reaproveitamento e é

30



produzido no mundo todo, demostrando o potencial desse material para miniaturizacéo e
manufatura aditiva na Quimica Analitica [67—70].
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Figura 1. 10 Ndmero de publicacdo por ano indexadas na base de dados Scopus para

dispositivos microfluidicos impresso em 3D. Adaptado da base de dados Scopus.

Os materiais usados na confec¢do dos dispositivos microfluidicos sdo selecionados de
acordo com a sua funcionalidade e examina-se também os desafios em sua fabricacdo e, a partir
disso, explora-se e desenvolve-se tecnologias para configuracdes mais integralizadas e
automatizadas, na qual incluem a impressédo 3D [71]. A impressdo 3D ndo busca substituir a
moldagem por injecdo, visto que uma impressora ndo tem a capacidade de realizar uma
producdo em escala industrial, mas, a impressdo 3D — refere-se a um conjunto de técnicas de
manufatura aditiva que cria objetos tridimensionais (3D) sélidos, camada por camada — é um
processo de prototipagem rapida que permite fabricar uma quantidade pequena de pecas, de
forma digital, e simultaneamente transita suavemente entre a moldagem por injecdo e a
exigéncia de um alto rendimento de producédo [65].

Dentre as técnicas de impressdo 3D, estd a FDM (traduzido do inglés, Modelagem por
Deposicdo Fundida), também referida como FFF (Fabricagdo de Filamento Fundido) ou
extrusao de termoplasticos, a qual consiste no aquecimento de um material termoplastico, que
é extrudado por meio de um bico motorizado que se move em trés direcdes (Figura 1.11). Este
bico extrusor é responsavel pela construcdo do objeto tridimensional. O movimento dos eixos
X, Y e Z podem mudar de acordo com a impressora 3D utilizada, mas de todo modo seguem o
sistema de coordenadas Cartesianas [56]. ApOs o resfriamento espontaneo, o material se

solidifica imediatamente. Esta técnica foi criada por Scott Crump em 1992 e comercializada
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pela Stratasys, Ltd., e atualmente existem diversas impressoras que realizam este tipo de
impressdo. O nome FDM foi registrado pela Startrasys Inc. e o FFF foi um nome alternativo
criado por alguns usuarios, mas ambos referem-se a mesma tecnologia [65,72]. A impressao
utilizando FDM possibilita utilizacdo de muitos materiais polimeros biocompativeis, tais como
ABS (acrilonitrila butadieno estireno), PLA (&cido poliléctico), policarbonatos, poliamidas,
dentre outros [65]. A utilizacdo desta técnica produz uma anisotropia® nas propriedades do
material que € um pouco maior quando comparado com outras técnicas de impressdo como a
estereolitografia (SL) [73]. Além disso, a utilizacdo de aquecimento durante a impressdo
favorece a aderéncia das camadas de filamentos umas sobre as outras. Entretanto, uma
desvantagem dessa técnica € a incompatibilidade da maioria desses filamentos termopléasticos
com alguns solventes organicos, como por exemplo a acetona, 2-butanona, diclorometano,
tetraidrofurano e o cloroférmio, que podem promover a corrosdo de materiais feitos de PLA e
ABS [74]. Por outro lado, a FDM apresenta um baixo custo de impressdo, ampla variedade de
materiais disponiveis e com preco acessivel, possibilidade de impressdo de multiplos objetos

simultaneamente e possibilidade de impressdo em larga escala [56].
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Figura 1. 11 Representacdo de uma impressdo 3D por meio da técnica FDM. Retirado de

Stansbury & ldacavage [72].

b Anisotropia é uma caracteristica de um determinado material onde suas propriedades n&o sio iguais em todas as
direcbes em que sdo medidas, no caso de um material impresso por FDM, isso se deve ao fato da distor¢ao térmica
associada ao resfriamento do material ndo ser uniforme ap6s a impresséo.
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A SL também ¢é uma técnica utilizada na manufatura de impressdo 3D de dispositivo
microfluidicos. A SL faz parte da tecnologia conhecida como fotopolimerizagdo em cuba, junto
com outra técnica chamada de Processamento Digital de Luz (DLP, do inglés “Digital Light
Processing”). Nesta técnica a impressora 3D usa fontes de luz, seja LED (traduzido do inglés,
Diodo emissor de luz) de alta intensidade ou luz ultravioleta (UV) para promover 0 processo
de cura ou polimerizacao da resina empregada como substrato. Além disso, o processo é todo
manual e a resolucdo do dispositivo dependera da prépria absorcdo das fotorresinas utilizadas,
sendo este um processo ndo controlavel [75,76]. Enquanto a SL usa luz UV/LED, a DLP usa
um projetor digital para gerar uma Unica imagem de cada camada de uma vez por meio de uma
tela digital e um conjunto de lentes que projetam a imagem sobre a resina, resultando em uma
camada formada de pequenos blocos retangulares [56].

Como foi visto, ambas as tecnologias de impressdo apresentadas permitem a confeccao
de dispositivos microfluidicos, cada uma da sua maneira. Entretanto, a fotopolimerizagcdo em
cuba, que incluem a SL e a DLP, estd perdendo popularidade por apresentar um processo de
producdo demorado e ainda manual, além disso ndo existem muitos materiais que podem ser
utilizados nessas técnicas, requerem pos-processamento e ndo permitem a impressao de grandes
volumes de objetos [56]. Ja na técnica de impressdo por FDM o processo que acontece é apenas
uma fusdo de filamentos termoplasticos, o que diminui o custo da técnica e ainda permite a
producdo de objetos tridimensionais versateis, automatizados, em maior escala e com formas e
dimensbGes modulaveis, possibilitando a criacdo de diversos tipos de designs para atender a

demanda da Quimica Analitica moderna [68].

1.2.2 Dispositivo eletroquimico microfluidico baseado em fios (UTED)

Um novo conceito de sistema microfluidico de baixo custo baseado em fios de algodéo
foi reportado em 2010 por Li e colaboradores [75] e por Reches e colaboradores [77]. O uso de
fios de algoddo como canais microfluidicos trazem diversos beneficios tais como: flexibilidade,
alta resisténcia mecanica, possibilidade de reutilizagdo, ndo necessita de energia externa para
promover o fluxo (devido a sua propriedade hidrofilica), ndo requer barreiras hidrofobicas, pode
ser facilmente manipulado, é biodegradavel, possui custo relativamente baixo e possibilita a
integralizac&o em estruturas 3D [37,38,52,78-81].

Baseado nesse conceito de utilizar fios de algoddo para transportar um fluido por

capilaridade, em 2016 um grupo de pesquisadores (Deonir Agustini, Marcio F. Bergamini e
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Luiz Humberto Marcolino-Junior) da Universidade Federal do Parana — UFPR — PR, Brasil,
desenvolveram pela primeira vez um dispositivo microfluidico eletroanalitico baseado em fios
(UTED, do inglés “microfluidic thread-based electroanalytical device”) e demonstraram seu
potencial para aplicaces analiticas [52]. Nesta abordagem, a plataforma foi construida com
laminas de vidro para microscépio, apresentando um detector eletroquimico de grafite de
lapiseira e utilizando os fios de algoddo hidrofilico como canais microfluidicos, conforme

mostrado na Figura 1.12:
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Figura 1. 12 Representacdo do processo de montagem do UTED mostrando os materiais que
compdem o dispositivo e 0s passos de montagem. O inset mostra o dispositivo totalmente
montado. Adaptado de Agustini et. al. [52].

A forma de conducéo do fluido até o detector ocorre da seguinte maneira: o fluido flui
através dos fios por um processo de absor¢do resultante de forcas capilares geradas no interior
de lacunas entre as fibras alinhadas, conduzindo o fluxo ao longo da extensdo do fio
[77,79,80,82-86]. O manuseio de fluidos em sistemas microfluidicos é um grande desafio, pois
na forma tradicional usa-se bombas externas ou micro bombas que apresentam uma certa
dificuldade de ser integrada aos sistemas. Com isso, para superar essa limitacdo, o
bombeamento passivo, utilizando os fios de algodao, é uma das melhores alternativas, pois com
esses canais microfluidicos baseados em fios de algoddo o transporte da solucdo por forca

capilar reduz consideravelmente a forga mecanica necessaria para 0 movimento do fluido
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através dos fios [87]. Contudo, como uma forma de reforcar o movimento do fluxo, por
absorcdo capilar, € utilizar a propria forca da gravidade para atingir maiores taxas de fluxo
[80,85]. Entretanto, 0 movimento do fluxo por forca capilar assistido pela gravidade ainda néo
poder ser descrito como preciso ou controlavel [88]. A aplicacdo de sistemas microfluidicos
baseados em fios de algoddo na deteccdo eletroanalitica de diversos analitos vem sendo
demonstrada em alguns artigos, que mostram a capacidade desse tipo de sistema ser usado na
area de eletroquimica, como na determinacdo de espécies eletroativas em amostras de aguas,

alimenticias, farmacéuticas, biologicas, dentre outros analitos [37,52,78,80,89].

1.3 SENSORES ELETROQUIMICOS A BASE DE CARBONO

Nos Ultimos anos tém crescido substancialmente a quantidade de novos sensores
eletroquimicos que vem sendo desenvolvidos e aplicados em diversos campos e com diversas
formas de fabricacdo. Ademais, no campo de analises ambientais, muitos esforcos sdo feitos
para que poluentes, organicos e inorganicos, possam ser analisados por meio de sensores
eletroquimicos portateis a base de carbono [90-96].

Muitas séo as vantagens de utilizar eletrodos a base de carbono na eletroanalise, como
por exemplo a ampla faixa de potencial, corrente de fundo baixa (menor ruido), inércia quimica,
disponibilidade em diversas formas (carbono vitreo, fibra de carbono, diamante dopado com
boro, pasta de carbono, grafite, carbon black) e com baixo custo, caracteristicas essas que 0s
tornam uma alternativa aos eletrodos metalicos [1,13,97,98].

Um material muito comum utilizado como eletrodo é o grafite de lapiseira (PGE — do
inglés, Pencil Graphite Electrode). Algumas caracteristicas o tornam uma excelente op¢édo para
compor um eletrodo em relagdo a outros materiais convencionais, sendo elas: facil manuseio,
vasta disponibilidade, é facilmente encontrado, possui baixo custo, é descartavel, sua superficie
é facilmente renovavel, é atdxico, portatil, estavel quimica e mecanicamente, possui aceitavel
sensibilidade e seletividade, possibilidade de miniaturizacdo, boa condutividade e superficie
eletroativa ajustavel [99-104]. Sua composicao consiste em uma mistura de grafite natural (75-
80 %), aglutinante organico (13 %) e 6leo fuso (8 %) que é espremida em formato de haste e
aquecida 300 °C para desidratacao seguida de uma sinterizacdo a 1000 °C [105]. Além disso, 0
grafite € a forma mais estavel de carbono, sendo encontrado em carvdo e minérios naturais.
PGEs possuem uma subclassificacdo que relaciona a quantidade de grafite nele, sendo de dois

tipos: H (representando sua dureza, do inglés hardness) e B (representando sua negritude, do
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inglés blackness), aquele com maior teor de grafite, € também o mais macio. A juncdo HB
também existe, tendo a mesma quantidade em argila a grafite. Ambos possuem numeragdes que
representam sua dureza e maciez, variando de 1 a 9 [98,104,106,107].

Baseado em todas as caracteristicas eletroquimicas e vantagens econdmicas ja
mencionadas, nos altimos anos a aplicagdo de eletrodos PGE tem se difundido muito,
principalmente na eletroanélise. VVarios compostos de diferentes amostras como pesticidas,
aguas ou fluidos biologicos complexos ja foram detectados utilizando PGEs [108-114].

Um outro material eletrédico a base de carbono é o carbon black (traduzido do inglés —
negro de fumo), obtido da queima de derivados de petroleo. E um nanomaterial de alta
condutividade elétrica de superficie irregular. Possui locais com falhas e exibe rapida cinética
de transferéncia eletrénica, além de ser dispersivel em solventes e de facil funcionalizacdo
[115-119].

Por ser um material de baixo custo, a aplicacdo de carbon black em dispositivos
eletroquimicos tem avancado muito, principalmente em sensores e biossensores. O CB é
comparavel a outros eletrodos a base de nanomateriais de carbono ja bastante conhecidos, como
grafite, nanotubos de carbono e fulerenos (Ceo) [119].

A particula primaria de CB é formada de finas particulas de carbono elementar, com
estrutura amorfa e quase grafitica, que em média possui tamanho da ordem de 10 a 100 nm.
Uma de suas caracteristicas € a formacdo de aglomerados nanoestruturados devido seu
agrupamento ser semiesférico [119]. Para um melhor entendimento, a Figura 1.13 mostra a

disposicao das particulas de CB.

n...i.

Particle size ;1gi,|gme] ate Aggregate
3.0 to 100 nm 100 to 1000 um 30 to 1000 nm

Figura 1. 13 Esquema morfoldgico das particulas de CB. Retirado de Silva et. al. [119].

Visto suas caracteristicas estruturais e eletrénicas, muitas areas da ciéncia moderna ja
empregam CB para detecgdo eletroquimica de diversos analitos. Atualmente, encontram-se

também disponiveis filamentos comerciais contendo particulas de CB para possibilitar o

36



desenvolvimento de sensores eletroquimicos funcionais, como por exemplo o filamento
comercial de CB/PLA, que possui alta condutividade, resisténcia térmica e mecénica e
possibilidade de funcionalizacdo [68,120].

Por ser um termoplastico, o filamento comercial CB/PLA permite 0 uso da impressao
3D para a producéo de sensores eletroquimicos. Eletrodos de CB/PLA impresso em 3D sdo
considerados novos e emergentes. A sua utilizacdo em eletroanalitica como detectores
eletroquimicos para amostras inorganicas, farmacéuticas, fluidos corporais, contaminantes
ambientais, dentre outros tém sido relatada constantemente e se mostrado bastante promissora
[67,121-125].

1.4 CONTAMINANTES AMBIENTAIS

Com a populacdo mundial sempre crescendo, varios desafios e esforgos, tanto politicos
guanto cientificos, estdo sendo feitos para combater a escassez de recursos hidricos,
contaminantes do ar, do solo e dos corpos aquaticos, visando diminuir, na medida do possivel,
0s impactos para 0 meio ambiente e para a saude humana de materiais toxicos [126].

Quando certos tipos de compostos, como metais, pesticidas, nitratos, ou
hidrocarbonetos, entram em contado com o meio ambiente, de forma descontrolada ou néo,
tornam-se uma preocupacdo ambiental mundial. Podendo ter origem industrial (refinarias,
plantas de tratamento de agua ou petroquimicas), hospitalar (residuos bioguimicos) ou da
atividade agricola (pesticidas e fungicidas) sdo todas fontes de contaminantes ambientais [127—
132].

Os pesticidas sdo muito associados a poluicdo ambiental, neles estdo inseridos varios
grupos de inseticidas, fungicidas, herbicidas, produtos quimicos para jardins, desinfetantes
domeésticos e rodenticidas (veneno de rato) que sdo usados no controle de pragas. Com
propriedades fisicas e quimicas que podem variar de uma classe para outra, os pesticidas séo
compostos quimicos sintéticos feitos pelo homem e ndo sdo encontrados em sua forma pura na
natureza. S&o classificados em quatro tipos, de acordo com sua estrutura quimica: carbamatos,
organofosforados, organoclorados e piretroides [133,134]. A maneira como o pesticida interage
com a praga alvo é chamado de modo de entrada [135]. Todos eles estdo envolvidos em uma
ampla gama de micropoluentes organicos que tém efeitos negativos no meio ambiente. As duas
principais formas de contaminacdo ambiental sdo: biomagnificacdo e bioconcentragdo. A

biomagnificacdo ocorre quando organismos vivos menores sao comidos por organismos vivos
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maiores e nesse meio tempo os pesticidas é gradualmente amplificado nessa cadeia alimentar,
isso significa que o nivel de contaminacdo é maior em predadores maiores, incluindo os seres
humanos. Ja na bioconcentracdo, a contaminacdo ocorre quando o0 organismo absorve o
contaminante do meio de forma direta (exposi¢édo) ou indireta (ingestdo) em quantidades mais
elevados em relagdo a biomagnifica¢do [136-140].

Os impactos ecoldgicos e a satde humana desses produtos quimicos sdao um problema
mundial, com efeitos que podem ser até mesmo cronicos [141]. Devido a esses problemas
ambientais, 0s sensores eletroquimicos sdo umas das alternativas que podem ser usadas como
ferramentas analiticas de monitoramento e deteccdo de contaminantes ambientais [142,143].

Diante da revisédo da literatura, este trabalho visa propor novas metodologias baseadas
no uso de dispositivo microfluidico e aplicacao de técnicas eletroquimicas para monitoramento
e deteccdo de contaminantes ambientais utilizando eletrodos de carbono de baixo custo. Além
disso, serd empregada a técnica de impressdo 3D para prototipagem de um sistema de 3
eletrodos e de um dispositivo microfluidico e, por meio de técnicas voltamétricas e de
amperometria, sera realizada a determinacéo eletroanalitica de benzovindiflupir e do ion nitrito

em amostras reais.
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CAPITULO 2 - DISPOSITIVO MICROFLUIDICO A BASE DE FIO DE ALGODAO
COM UM DETECTOR ELETROQUIMICO EMBUTIDO TOTALMENTE
IMPRESSO EM 3D: PRIMEIRA APLICACAO PARA ANALISE AMBIENTAL DE
NITRITO

2.1 INTRODUCAO

A microfluidica é hoje uma &rea j& consolidada e que trouxe beneficios para diversos
campos. Algumas das vantagens do uso de plataformas microfluidicas sdo o tamanho reduzido,
biocompatibilidade, portabilidade, rapidez nas analises, integracdo de varias etapas analiticas,
consumo extremamente baixo de amostras e reagentes e minima geracdo de residuos [1,2].
Sistemas microfluidicos tém sido utilizados para aplicagdes em muitas areas, tal como
pesquisas biomédicas [3], analises de alimentos [4], ciéncias forenses [5], diagndsticos clinicos
[6] e monitoramento ambiental [7].

Entre os varios tipos de substratos usados na fabricacdo dos dispositivos microfluidicos,
materiais a base de papel e, mais recentemente, fios de algodao, surgem como alternativas muito
interessantes devido ao baixo custo e disponibilidade do material. Desde a primeira vez em que
foi reportado em 2007 [8], o uso de papel como substrato em microfluidica tem sido
amplamente explorado em muitas aplica¢bes [9,10]. Entretanto, algumas limitagdes foram
relatadas a respeito do uso dispositivos microfluidicos de papel, como a baixa resisténcia
mecanica e a necessidade de barreiras hidrofébicas para conduzir e evitar o espalhamento das
solucgdes [11,12]. Por outro lado, fios de algodao sao também uma opcao atrativa para aplicacdo
na microfluidica. Algumas caracteristicas interessantes dos fios de algodao séo a alta resisténcia
mecanica, ndo necessitando de barreiras hidrofdbicas e a alta capilaridade, na qual possibilita
seu uso como bomba passiva, excluindo a necessidade de dispositivos externos para transportes
dos fluidos [13,14]. Essas caracteristicas fazem os fios de algoddo uma opc¢do muito interessante
para uso em dispositivos microfluidicos de baixo custo.

Embora varias teécnicas possam ser utilizadas para deteccdo em dispositivos
microfluidicos, os métodos eletroquimicos estdo entre os mais empregados. A deteccdo
eletroquimica é especialmente interessante para deteccdo em microfluidica devido a algumas
vantagens, tais como a facilidade de operacdo, baixo consumo de energia, minimo impacto
ambiental, boa sensibilidade, permite miniaturizacdo e portabilidade de instrumentacdo [15—

17]. Dentre os materiais utilizados para detecgéo eletroquimica, os eletrodos a base de carbono
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sdo os mais empregados em aplicacdes eletroanaliticas devido a caracteristicas como ampla
faixa de potencial, baixo custo, boa estabilidade quimica e grande disponibilidade [18]. Dentro
desse tema, a tecnologia de impressdo 3D, ou manufatura aditiva, € um topico atual que tem
sido amplamente explorado como uma ferramenta muito util para a producao de dispositivos
analiticos. A fabricacdo de dispositivos eletroquimicos por impressdo 3D oferece diversas
vantagens que incluem menores custos de producéo, rapidez na prototipagem e possibilidade
de implementacdo em grande escala [19,20]. Essa tecnologia pode ser utilizada tanto na
fabricacdo dos sensores eletroquimicos quanto na producéo das plataformas auxiliares, como
células estacionarias ou de fluxo [21]. Apesar disso, conforme reportado recentemente na
literatura, um desafio atual no uso da impressdo 3D para aplicagdes eletroquimicas é a
dificuldade de fabricar dispositivos com eletrodos embutidos [22]. A modelagem por deposi¢édo
fundida (FDM, do inglés “Fusion Deposition Modeling”) ¢ a técnica de impressdo 3D mais
popular e usa materiais termoplasticos naturalmente ndo condutores, como acrilonitrila
butadieno estireno (ABS) e acido polilactico (PLA, do inglés, polylactic acid) para formar
objetos tridimensionais. Esses termoplasticos também podem conter materiais a base de
carbono, como grafeno e negro de fumo (CB, do inglés, carbon black), que oferecem
propriedades condutoras e permitem seu uso para impressdo de eletrodos. Tais aplicagdes tém
sido frequentemente relatadas na literatura recente e demonstram o grande potencial de uso da
manufatura aditiva na Quimica Analitica [23-25].

Nesse contexto, este trabalho apresenta, pela primeira vez, um dispositivo microfluidico
eletroanalitico & base de fios de algoddo (UTED, do inglés “microfluidic thread-based
electroanalytical device”) totalmente impresso em 3D. Os canais microfluidicos deste
dispositivo consistem em fios de algoddo hidrofilico. O conceito WTED foi apresentado pela
primeira vez em 2016 por Agustini et al., que demonstrou seu potencial em aplicacdes analiticas
[26]. A plataforma desenvolvida aqui apresenta como vantagens o fato de possuir um detector
integrado e ser totalmente fabricada de forma automatizada por impressdo 3D utilizando a
técnica FDM combinando termoplasticos condutores e ndo condutores. A base principal do
UTED foi impressa com ABS, enquanto o detector eletroquimico embutido foi fabricado
utilizando um filamento condutor comercial de CB/PLA. Este UTED fabricado aditivamente
foi empregado como uma plataforma de anélise de injecdo de microfluxo (UFIA, do inglés
“microflow injection analysis”) eficiente e de baixo custo para detec¢do amperométrica de
nitrito. Este ion (NO2") esté presente nos solos, alimentos, agua potavel e sistemas fisioldgicos

[27]. Os efeitos toxicos do nitrito na saide humana sdo bem conhecidos: uma vez no fluxo
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sanguineo, nitrito tem a habilidade de converter hemoglobina em meta-hemoglobina,
suprimindo sua capacidade de transportar oxigénio; além disso, o nitrito pode ser carcinogénico
para 0 estbmago. Assim, 0 monitoramento e controle dos niveis de nitrito em agua potavel é
um importante parametro de qualidade estabelecido na legislacéo [28].

Até onde se sabe, esta é a primeira aplicacdo de um UTED para a deteccao de nitrito.
Além disso, também € apresentado aqui, pela primeira vez, a determinacdo eletroquimica de
nitrito usando eletrodos de CB/PLA impressos em 3D. Esta plataforma pFIA totalmente
impressa em 3D com detector eletroquimico embutido demonstra uma aplicacdo nova e
promissora de impressdo 3D em Quimica analitica, além de apresentar vantagens sobre os
sistemas convencionais de fluxo eletroquimico que incluem portabilidade, integracdo total,
fabricacdo simples e automatizada, facil replicacdo, baixo custo, sem necessidade de bombas
externas, minimo consumo de reagentes e reducao na geracgdo de residuos, o que esta de acordo

com o conceito de quimica verde.
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2.2 OBJETIVOS

2.2.1 Objetivo geral

Desenvolver um dispositivo microfluidico a base de fios de algoddo com detector
eletroquimico acoplado completamente impresso em 3D para deteccdo de contaminantes

ambientais.

2.2.2 Objetivos especificos

- Desenvolver uma nova metodologia utilizando a microfluidica e deteccdo amperométrica
como alternativa para detectar nitrito;

- Propor uma montagem féacil, portatil e de baixa custo de um dispositivo microfluidico
acoplado com deteccéo eletroquimica;

- Realizar caracterizagdes do dispositivo e dos eletrodos utilizando técnicas eletroquimicas e
microscopicas;

- Realizar testes eletroquimicos para otimizacdo do dispositivo e aplicacdo analitica através da

determinacéo de nitrito em amostras de agua.
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2.3 MATERIAIS E METODOS

2.3.1 Reagentes e solucGes

Todos os reagentes usados foram de grau analitico e utilizados como recebidos. Os
percursores para a preparacao da solucdo do analito, do tampéo Britton-Robinson e o substrato para
a montagem do dispositivo microfluidico foram: nitrito de sédio PA comprado da Neon (Suzano,
SP, Brasil); solucdo de hidréxido de sédio 50 % e solugédo de acido ortofosforico 85 %, ambas
adquiridas da Acros Organics (Geel, Belgica); acido borico PA obtido da Dindmica (Diadema, SP,
Brasil); carbonato de sodio e bicarbonato de so6dio adquiridos da J.T. Baker (Phillipsburg, NJ,
USA); solucéo de &cido acético glacial 99,7 % fornecida pela Vetec (Duque de Caxias, RJ, Brasil);
filamento ABS (1,75 mm de didmetro) adquirido da 3Dfila (Belo Horizonte, MG, Brasil); filamento
condutivo CB/PLA (1,75 mm de diametro) fornecido pela Proto-pasta (VVancouver, WA, USA); fios
de algoddo (gaze hidrofilica) e fita dupla face (adesivo a base de resina sintética) comprados em
lojas locais. Todas as solugOes utilizadas durante os experimentos foram preparadas usando agua
ultrapura (resistividade >18.2 MQ.cm) obtida por um sistema de purificagdo de agua por osmose
reversa Permution RO0310 (Permution, Curitiba, PR, Brasil). As soluc@es estoque dos analitos e
dos tampdes foram preparadas semanalmente. As solucgdes utilizadas nos experimentos foram

preparadas diariamente através da dilui¢do da solugdo estoque.

2.3.2 Fabricacéo do uTED impresso em 3D

A modelagem do dispositivo foi realizada por meio do software de design Fusion 360
free 3D CAD/CAM (Autodesk, San Rafael, CA, USA). O arquivo CAD obtido (arquivo.stl) foi
processado com o software Ultimaker Cura 3.6 (Geldermalsen, Paises Baixos) para obter o
arquivo GCODE contendo os comandos de impressdao. Uma impressora 3D Creality Ender 3
FDM (Creality, Shenzhen, China) equipada com um bico de extrusdo de 0,4 mm de diametro
foi utilizada. A impressdo 3D do UTED foi realizada da seguinte maneira: inicialmente, a base
do UTED foi impressa com filamento ABS néo condutivo; entdo, apos finalizada a impressao
da plataforma microfluidica, o filamento ABS foi mudado para o filamento condutivo de
CB/PLA e o processo foi retomado para a impresséo dos eletrodos. A resolugédo de camada e
a velocidade de impresséo tanto para o WTED quanto para os eletrodos de CB/PLA foram de
0,20 mm e 45 mm s, respectivamente. A impressdo dos eletrodos foi realizada com 100% de
preenchimento. Conforme a Figura 2.1A, o UTED tem dimens@es de 122 mm de altura x 95
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mm de comprimento x 60 mm de largura. O dispositivo possui 0s seguintes componentes: um
reservatorio de entrada e outro de saida (ambos comportam um volume méximo de 4 mL, sendo
que o reservatorio de saida foi projetado para ser mdvel (sendo fixado por dois parafusos M3)
com o intuito de facilitar os ajustes de diferenca de altura; fitas dupla face nas extremidades dos
fios de algoddo para fixa-los nos reservatorios de entrada e saida; um sistema com 3 eletrodos
de CB/PLA (com dimensdes de 45 mm de comprimento x 3 mm largura x 1,60 de altura).

O fluxo do eletrélito suporte ocorre a partir do reservatério de entrada, passando pela regido
de injecdo — onde transporta a amostra até a zona de deteccdo — e finaliza ao chegar no reservatorio
de saida. Algumas caracteristicas como o numero e forma da disposi¢do dos fios, distancia entre a
zona de deteccdo e a regido de injecdo de amostra e volume de injecdo de amostra foram
modificados ao longo do estudo de otimizacdo para melhores resultados e desempenho do

dispositivo.

2.3.3 Ativacao dos eletrodos de CB/PLA e montagem do UuTED

Antes do uso, a superficie dos eletrodos foi submetida a um processo de ativacdo que
consistiu no polimento com lixas d’agua de gramatura 500 e 1500, respectivamente, na presenca
de &gua purificada. Os eletrodos foram polidos por aproximadamente 1 min em cada lixa,
permitindo a alcancar uma superficie mais homogénea e regular além de aumentar a
sensibilidade, que € alcancada pelo polimento, uma vez que esse procedimento expde mais
particulas de CB/PLA na superficie dos eletrodos.

ApOs 0s passos de impressao e ativacdo, a montagem do WTED foi completada pela
adicdo dos fios de algodao (que atuam como os canais de micro fluxo) que foram retirados de
uma gaze hidrofilica. Nenhum processo de tratamento prévio dos fios de algodéo foi realizado,
uma vez que em sua prépria confec¢do ocorrer um processo que remove a camada de cera (e
outros composto ndo celul6sicos) [29,30] que naturalmente cobre os fios de algodéo,
promovendo assim, a exposi¢do da estrutura de celulose, tornando-os hidrofilicos por estarem
ricos em grupos hidroxila (-OH) [31,32]. O nimero desejado de fios de algodéo foi posicionado
perpendicularmente aos eletrodos e suas extremidades forma fixadas nos reservatorios de
entrada e saida usando uma fita dupla face. A Figura 2.1B mostra a imagem do UTED impresso

em 3D totalmente montado com todos 0s componentes necessarios para seu funcionamento.
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112 mm

Figura 2. 1 A) Desenho CAD da plataforma do U TED com suas respectivas dimensoes e B)
UTED totalmente impresso em 3D com o detector acoplado, microcanais de fio de algodéo e
conexdes elétricas conforme usado durante os experimentos. Os eletrodos CB/PLA impressos
em 3D as seguintes dimensdes: 45 mm de comprimento x 3 mm de largura x 1,60 mm de altura.

O reservatodrio de saida é removivel e foi fixado usando dois parafusos M3.

2.3.4 Instrumentacao

Todos os estudos eletroquimicos foram realizados em temperatura ambiente utilizando
um potenciostato/galvanostato Autolab modelo PGSTAT128N (Eco Chemie, Utrecht, The
Netherlands) conectado a um computador e gerenciado pelo software Metrohm Autolab Nova
2.1. Todas as medidas amperométricas usando o UTED foram realizadas utilizando o sistema
de 3 eletrodos impresso em 3D a a base de CB/PLA. Todas as conexdes elétricas foram feitas
diretamente na ponta dos eletrodos de CB/PLA. Os experimentos foram realizados em tampé&o
Britton-Robinson (BR), preparado misturando solu¢des de acido acético, acido borico e acido
fosforico, na concentragdo de 0,1 mol L. Os pH das solugdes do tampéo foram ajustados
usando solu¢do de NaOH 50% m/v. A injecdo dos padrdes/amostras foi realizada utilizando

uma micropipeta com capacidade para 20pL.
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2.3.5 Andlise de microscopia eletrénica de varredura

A estrutura e morfologia dos eletrodos de CB/PLA foram caracterizadas por
microscopia eletronica de varredura (MEV). Imagens de diferentes ampliacdes forma obtidas
usando o equipamento JSM-6380LV (Jeol, Tokyo, Japan). Uma voltagem de aceleragéo de 10
kV foi aplicada para obter imagens em diferentes ampliagdes.

2.3.6 Preparo da amostra

Duas amostras foram coletadas de um pogo semiartesiano localizadas no municipio de
Nova Andradina, MS, Brasil. As amostras foram filtradas através de um filtro de seringa com
membrana de 0,22 um e submetidas as analises eletroquimicas e cromatograficas, antes e ap6s
a fortificagio com concentragdes conhecidas de solucdo padrdo de nitrito. Para as
determinacges eletroquimicas, as amostras filtradas foram diluidas diretamente no eletrolito

suporte.

2.3.7 Analise de cromatografia de ions

Para comparar e validar os resultados obtidos com o UTED, a &gua de pogo também foi
analisada pela cromatografia de ions. Experimentos cromatogréafico foram realizados utilizando
um instrumento ICS1100 (Dionex, Sunnyvale, CA, USA) equipado com uma coluna lonPac
AS22 (2 mm 1.D. x 250 mm de comprimento) e deteccao de condutividade suprimida (Dionex
AERS 500 2 mm). A eluicio foi realizada em fase movel composta de 4,5 mmol L Na,COs
and 1,4 mmol L NaHCOs. A taxa de fluxo foi de 0,25 puL min™ e o volume de injecio de
amostra foi de 125 pL. Todos os cromatogramas foram obtidos a temperatura de célula de
condutividade de 30 °C.
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2.4 RESULTADOS E DISCUSSAO

2.4.1 Comportamento eletroquimico do nitrito

Neste trabalho, é apresentado pela primeira vez um dispositivo eletroquimico
microfluidico baseado em fios de algodao acoplado com um detector eletroquimico totalmente
impresso em 3D. Com o intuito de demostrar a performance analitica e avaliar a aplicabilidade
desse UTED impresso em 3D, nds selecionamos o ion nitrito como um analito modelo, uma vez
que sua quantificacdo é um tépico importante a respeito da qualidade de aguas naturais [33,34].
Inicialmente, os experimentos foram avaliados com o intuito de investigar a performance do
detector embutido para a analise de nitrito. A Figura 2.2 mostra um voltamograma ciclico obtido
com sistema de 3 eletrodos de CB/PLA impressos de 3D. Uma célula de vidro estacionéria de
compartimento Gnico com capacidade de 15 mL foi usada nesse experimento. Como pode ser
visto, 0 ion nitrito apresentou atividade eletroquimica na superficie do eletrodo de trabalho de
CB/PLA. Foi observado um unico pico de oxidagéo irreversivel em Ep, = +1,08 V. Esse
comportamento eletroquimico é muito similar aos que ja foi descrito previamente na literatura
[25,35,36]. Logo, é possivel utilizar esse dispositivo para a detec¢do analitica de nitrito. A baixa
resposta eletroquimica dos eletrodos de CB/PLA é um problema ja conhecido e reportado na
literatura [37]. Dessa forma, processos de ativacdo sdo essenciais para melhorar a performance

analitica desses sensores.

40

0,0 I 0.4 : 0,8 1,2 I 1,6
E (V) vs. CB/PLA

Figura 2. 2 Voltamograma ciclico de nitrito registrado com o detector eletroquimico CB/PLA
impresso em 3D na presenca (linha solida) e auséncia (linha pontilhada) de 1,5 mmol L? de
solugéo padréo de nitrito em tamp&o 0,1 mol L BR (pH 4,0) e velocidade de varredura de 100

mV s, A superficie dos eletrodos foi polida antes das medicGes.
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2.4.2 Ativacdo e anélises da superficie dos eletrodos

Aqui, avaliou-se um tratamento mecanico e eletroquimico para ativar a superficie dos
eletrodos. O tratamento mecanico consistiu em um processo de polimento usando lixa d’agua,
como ja foi detalhado na secéo experimental, enquanto o tratamento eletroquimico foi baseado
no procedimento descrito por Richter et. al., na qual sugere a aplicagdo de uma sequéncia de
potenciais durante tempos especificos (+1,4 /200 s e —1,0 /200 s cada) em meio de NaOH
0,5 mol L1 [24]. A ativacio dos eletrodos de CB/PLA ocorreu de duas maneiras: apenas com o
polimento mecénico e pelo polimento mecénico seguido pelo tratamento eletroquimico. A
eficiéncia desses procedimentos foi investigada através da deteccdo amperométrica (técnica
analitica empregada nos estudos) de nitrito usando o UTED impresso em 3D. Os eletrodos
ativados e ndo ativados foram comparados entre si. A Figura 2.3 mostra que a resposta
eletroquimica dos eletrodos ativados amentou significativamente quando comparado com 0s
eletrodos ndo ativados. Porém, nenhuma diferenca consideravel na resposta de corrente (687
vs. 680 nA) foi observada entre os eletrodos ativados apenas pelo polimento e os eletrodos
ativados pelo polimento e tratamento eletroquimico. Esse resultado, que foi diferente ao
descrito por Richter et. al. [24], pode ter ocorrido devido ao fato de que neste trabalho que esta
sendo proposto aqui, o analito usado (ion nitrito ao invés de dopamina), as técnicas
eletroquimicas empregadas (amperometria ao invés de voltametrias ciclica e de onda quadrada)
e o sistema de medicdo (UFIA ao invés de célula estacionaria) foram diferentes do trabalho
referenciado. Ademais, em outros trabalhos reportados recentemente é possivel encontrar o uso
analitico de eletrodos a base de CB/PLA impressos em 3D sem nenhum tipo de ativacao
eletroquimica [38,39]. Além disso, a area do eletrodo pode ter sido a principal causa de ndo
haver ganho de sensibilidade como era esperado, pois os fios de algoddo passam em uma area
muito pequena do eletrodo, ja no trabalho referenciado essa area € muito maior. Apesar disso,
a repetibilidade intra-eletrodo e inter-eletrodo foi muito similar para ambos os processos de
ativacdo realizados (desvio padréo relativo (DPR) foi < 3 % em todos os casos). Logo, com o
intuito de tornar o protocolo de ativacdo mais rapido e simples, os eletrodos a base de CB/PLA

usados aqui foram ativados apenas pelo polimento mecanico.
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Figura 2. 3 Respostas amperométricas obtidas na presenca de solugdo padréo de nitrito (250
umol L) no dispositivo impresso em 3D usando eletrodos de CB/PLA ativado e n&o ativado.
Eletrélito suporte: tampdo BR 0,1 mol L (pH 4,0); potencial de detecgdo: +1,15 V; volume
injetado: 4 pL.

A morfologia do eletrodo a base de CB/PLA impresso em 3D foi caracterizada por meio
da microscopia eletronica de varredura. Como visto na Figura 2.4, os eletrodos possuem uma
superficie irregular e levemente &spera. Entretanto, antes do polimento (Figura 2.4A), a matriz
polimérica PLA é predominante na superficie. Como um material isolante, o PLA diminui a
condutividade e é responsavel pela baixa resposta eletroquimica. Apds o polimento (Figura
2.4B), a superficie se torna mais porosa, rugosa e irregular, similar a superficies eletrodicas a
base de carbono [34]. Isso é devido a remocéo parcial do PLA superficial pelo polimento, na
qual expbem-se as particulas de CB, aumentando a condutividade e melhorando a sensibilidade
do eletrodo.

63



0 procedimento de ativacao realizado por polimento com lixa. O potencial de aceleracgdo foi de
10 kV e a ampliacdo foi de 5.000 x.

2.4.3 Otimizacéo do Dispositivo

A viabilidade analitica do uTED foi avaliado por meio da determinacdo do nitrito
usando MFIA e deteccdo amperométrica. Assim, todos 0s experimentos e parametros
instrumentais foram avaliados usando esta técnica. O tampdo empregado foi o Britton-
Robinson, no qual a concentrag&o utilizada foi de 0,1 mol L™ e foi adotada para todos os estudos
subsequentes. A influéncia do pH no sinal amperométrico de NO>" foi investigada na faixa entre
2,0 a 6,0 a fim de encontrar as melhores condi¢cdes analiticas e avaliar o comportamento da
substancia em diferentes valores de pH. Essa faixa foi escolhida, pois em trabalhos anteriores
foi constatado que o pH onde apresenta 0 maior sinal de corrente esta dentro desse intervalo.

O pH é um parametro crucial que tem influéncia direta na intensidade do sinal
amperométrico e também no processo redox. Como mostrado na Figura 2.5, o pH afeta
fortemente a corrente de pico de NO2". A melhor resposta se deu em pH 4 onde a corrente de
pico atingiu seu valor maximo. Em valores acima de pH 4,0 o sinal de corrente comeca a
diminuir. Assim, o meio mais conveniente para 0s estudos analiticos com NO2™ consistiu em

0,1 mol L' de tampé&o Britton-Robinson em pH 4,0.
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Figura 2. 5 Efeito do pH na intensidade do sinal cronoamperométrico de 50 umol L de solugdo
padrdo de nitrito em meio de tamp&o BR 0,1 mol L. CondigGes: potencial de detecgdo = +0,90

V, intervalo de tempo = 0,1 s, ¢ 0 volume injetado = 5,0 uL. Resultados para n = 3 medidas.

Apds encolhido o valor ideal de pH, outros parametros foram avaliados e otimizados
com o intuito de alcancar a melhor performance analitica durante as determinacfes analiticas.
As otimizagdes dos pardmetros do dispositivo foram avaliadas utilizando a técnica de
amperometria.

Inicialmente a influéncia do potencial de deteccdo foi estudado. Baseado no perfil
eletroquimico de nitrito observado na voltametria ciclica, o potencial aplicado na deteccédo
amperométrica de nitrito foi avaliada para valores de potencial entre +0,9 V até +1,30 V (vs.
eletrodo pseudo-referéncia CB/PLA). Para cada potencial avaliado, adi¢des em triplicata de
padrdo de NO2™ 10 pmol L* foram feitas utilizando tampdo BR 0,1 mol L™ como substéancia
transportadora. Esta relacdo entre a corrente obtida e o potencial aplicado é mostrado na Figura
2.6A. A oxidacdo de nitrito € favorecida com o aumento do potencial de deteccdo e o foi
observado o maior valor no sinal de corrente quando alcangou o potencial de +1,15 V seguido
por uma diminuicdo da corrente conforme o potencial aplicado seguia para valores mais
positivos. O valor do potencial de deteccdo para as medidas subsequentes foi escolhido como
+1,15 V, visto que neste potencial foi obtido os maiores valores de corrente com um 6timo
desvio padrdo. A estabilidade do eletrodo pseudo-referéncia de CB/PLA foi também
investigada, uma vez que a constancia do potencial de deteccdo depende diretamente desse
eletrodo. Para isso, voltamogramas ciclicos consecutivos foram realizados (n = 150 ciclos). A

Figura 2.6B mostra que os potenciais de pico ndo tiveram mudanga significativa. O DPR em
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relagdo aos potenciais de pico foi de aproximadamente 2,0 %, sugerindo uma estabilidade
satisfatoria para o eletrodo de pseudo-referéncia.
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Figura 2. 6 A) variacdo na resposta cronoamperomeétrica da solucdo padrao de nitrito 10 umol
Lt em func&o do potencial de detecgdo. O intervalo de tempo foi de 0,1 s e o volume injetado
foi de 5,0 puL. Resultados para n = 3 medidas; B) voltamogramas ciclicos consecutivos (n = 150
ciclos) registrados com o detector eletroquimico de CB/PLA impresso em 3D na presenga
(linhas continuas) e auséncia (linha pontilhada) de 1,5 mmol L de solugio padréo de nitrito.
A velocidade de varredura foi de 100 mV s™. Todas as medidas foram realizadas em meio de
tamp&o BR 0,1 mol L (pH = 4,0).

O proximo parametro avaliado foi nimero de fios usados para criar 0 microcanal da
plataforma pFIA. Neste estudo, varias medidas foram realizadas utilizando diferentes
guantidades de fios agrupados, sendo que a faixa estudada foi de 3 - 6 fios. Um aumento
progressivo nos sinais de corrente é observado conforme o nimero de fios aumenta de 3 para
4. Isso se deve em funcdo da quantidade de espacos entre os fios serem maiores, refletindo em
taxas de fluxo mais altas, visto que a vazao no canal com 4 fios € maior do que a vazao do canal
com 3 fios, tornando o transporte do analito até o eletrodo mais rapido.

Observando a Figura 2.7A, foi obtido um valor maximo de corrente quando o
dispositivo estava com um canal microfluidico composto pelo conjunto de 4 fios de algodéo.
Como discutido anteriormente, com o aumento do numero de fios, fio observado uma melhor
resposta da corrente em decorréncia da maior vazao presente no canal com 4 fios, mas essa
relagdo tem um comportamento diferente quando utilizou 5 e 6 fios, pois nesse caso a taxa de
fluxo foi tdo grande que ndo pode compensar a diluicdo da amostra e ocasionou um

espalhamento da solucdo ao longo da extenséo dos fios [40,41].
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Assim, na sequéncia, o dispositivo passou a ter 4 fios de algod&d&o como microcanais de
fluxo. As medidas com o uFIA também sdo dependentes da natureza fisica dos fios, ou seja, a
forma como eles estéo dispostos no sistema (em paralelo ou torcidos), visto que o transporte da
amostra ao longo do fio ocorre principalmente nas lacunas existentes entre os fios, as chamadas
interfibras [42]. Logo, este comportamento dos fios no dispositivo utilizando 4 fios dispostos
paralelamente (ponto 0) e com numero crescente de tor¢Ges (até 200 tor¢des por metro) foi
avaliado. De acordo com a Figura 2.7B, pode-se observar que existe uma forte dependéncia dos
valores de corrente com o numero de torgées.

Com o aumento do numero de tor¢Ges 0s espacos entre as fibras ficam menores, logo,
as lacunas por onde a solucéo passa encontram resisténcia, assim a taxa de fluxo é reduzida,
pois a solucdo leva um tempo maior para chegar até o detector, portanto, refletindo em valores
mais baixos de corrente e em um maior tempo de analise [32]. Dessa forma, para melhorar o
desempenho analitico do dispositivo e diminuir o tempo de analise, o arranjo dos fios usados
para formar os microcanais do UTED foram dispostos em paralelo para as medidas

subsequentes.
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Figura 2. 7 A) Relacdo entre a quantidade de fios do canal microfluidico e a corrente de pico
na resposta analitica da solugdo padrdo de nitrito 10 pmol L™ e B) Efeito do ndimero de torgdes
por metro na corrente de pico na resposta analitica da solugdo padrdo de nitrito 10 pmol L.
Eletrdlito suporte: tampdo BR 0,1 mol L™ (pH 4,0); potencial aplicado: +1,15 V; volume

injetado: 5,0 pL; intervalo de tempo: 0,1 s. Resultados para n = 3 medidas.

O efeito do volume de injecdo da amostra foi estudado no intervalo de 2 pL até 7 pL e
é mostrado na Figura 2.8A. Como pode ser observado, um aumento linear no valor de corrente
foi observado para volumes de injecdo entre 2 uL e 4 pL. Isso sugere que a area central das

amostras € menos dispersa para esses volumes. Para volumes superiores a 4 pL, foi observado
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uma queda nos valores de corrente visto que houve uma saturacdo da resposta do sistema. 1sso
pode ser atribuido a dois fatores: a dispersdo € maior em volumes maiores de amostra e a
saturacdo da capacidade do microcanal quando recebe volumes de amostra acima de 4 pL.
Portanto, para os proximos estudos, o volume de injecdo foi fixado em 4 pL.

O efeito da distancia entra a regido de injecdo da amostra e a zona de detecgéo foi
otimizada como mostrada na Figura 2.8B. Esse parametro foi variado de 5 até 20 mm. Como
pode ser visto, o aumento dessa distancia causa uma diminuicdo no sinal de corrente,
provavelmente devido a dispersao da amostra ao longo do caminho mais longo antes de atingir
0 detector. Quanto mais distante da zona de deteccdo o analito estiver, maior o tempo gasto
para alcanga-lo. Uma vez que distancias menores que 5 mm causaram ruido e problemas de
repetibilidade devido a proximidade do detector integrado, a distancia étima foi definida como

5 mm.
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Figura 2. 8 A) Relacgdo entre o volume de injecdo da amostra e a corrente de pico de solu¢do
padr&o de nitrito 10 pumol L e B) Efeito da distancia entre a regido de inje¢ao de solugio padréo
de nitrito 10 umol L e a zona de detecgéo na corrente de pico. Eletrolito suporte: tampdo BR
0,1 mol L™t (pH 4,0); potencial aplicado: +1,15 V; volume injetado: 5,0 pL; intervalo de tempo:

0,1 s. Resultados para n = 3 medidas.

Como a plataforma puFIA é baseada no bombeamento passivo, a diferenga de altura entre

0 reservatorio de entrada e saida tem uma grande influéncia na taxa de fluxo do analito e
consequentemente na corrente de pico, pois essa diferenca promove um fluxo constante e
facilita a absorcédo capilar do fluido acionado pela acdo da gravidade, dispensando o uso de
fluxo induzido por bombas ou outro método [43,44]. O dispositivo desenvolvido aqui foi
projetado para ser usado em varias diferencas de altura (20 mm a 100 mm) conforme a
necessidade da analise. Dessa forma, esse parametro foi otimizado. Assim, o mesmo dispositivo
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impresso em 3D pode ser usado em vérias condi¢es considerando esse parametro. De acordo
com aFigura 2.9, € perceptivel que o sinal de corrente foi muito afetado pela diferenca de altura,
mostrando um aumento expressivo até 60 mm. Para diferencas de altura maiores que 60 mm, o
sinal de corrente diminui significantemente, muito provavelmente pela evaporagédo da solucéo,
uma vez que a quantidade utilizada, tanto da solucéo quanto do eletrélito, € muita pequena e a
distancia € muito grande. Logo, a diferenca de altura de 60 mm foi utilizada nos estudos

seguintes.
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Figura 2. 9 Efeito da diferenca de altura entre os reservatorios de entrada e saida na resposta
analitica de soluc&o padréo de nitrito 10 umol L™ em tamp&o BR 0,1 mol L (pH 4,0); potencial
aplicado: +1,15 V; volume injetado: 5,0 uL; intervalo de tempo: 0,1 s. Resultados para n = 3
medidas.

Todos os parametros estudados, bem como os valores otimizados, estdo sumarizados na
Tabela 2.1:
Tabela 2. 1 Parametros instrumentais e experimentais investigados em relacdo a deteccdo de

nitrito usando o WTED impresso em 3D acoplado com eletrodos a base de CB/PLA.

Parametro Faixa estudada Valor 6timo
pH 2,0-6,0 4,0

Potencial de deteccao +0,90 - +1,30 V +1,15V

Diferenca de altura 20 - 100 mm 60 mm
Numero de fios de algodéo 3-6 4
Torgdes por metro 0 - 200 por metro 0 (fios sem torgdes)
VVolume de injecéo 2,0-7,0uL 4,0 uL
Distancia entra a zona de
deteccdo e a zona de injecdo da 5-20 mm 5 mm
amostra
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2.4.4 Aplicacdo analitica

A utilidade analitica da plataforma pFIA impressa em 3D contendo o detector
eletroquimico de CB/PLA integrado foi verificada através da determinacdo de nitrito em
amostras de dgua de poco. Para esse propésito, uma curva analitica foi construida na faixa de
concentragdo de 8,0 a 200,0 umol L. Como mostrado na Figura 2.10, o sinal analitico
apresentou boa dependéncia linear com a concentragéo (R? = 0,998). A regressio linear da curva
forneceu a equacéo Sinal de corrente (nA) = — (82,92+3,01) + (3,78+0,23) x [NOz ] (umol L™).
Os limites de deteccdo (LD) e quantificacdo (LQ) foram obtidos experimentalmente e também
baseado nas equacGes 3 x SDa/b e 10 x SD4/b, respectivamente, onde SDa é 0 desvio padrdo do
ruido e b é o coeficiente angular da curva analitica [45]. Os valores alcancados para LD e LQ
foram 2,39 umol L e 7,61 pmol L, respectivamente.
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Figura 2. 10 Resposta amperométrica obtida para solucdes padrdo de nitrito em diferentes
concentragdes: a) 8 pmol L; b) 10 pmol L% ¢) 25 umol L; d) 50 umol L; e) 100 pmol L;
f) 150 pumol L e g) 200 umol L. O inset mostra a respectiva curva analitica obtida do

amperograma. Resultados para n = 3 medi¢6es. Outras condigdes: consulte a Tabela 2.1.

Para demonstrar a eficiéncia analitica da plataforma pFIA impressa em 3D, 0s
resultados obtidos aqui foram comparados com outros trabalhos publicados recentemente que
tambeém utilizaram a detec¢éo eletroquimica para nitrito. Como pode ser visto na Tabela 2.2, 0

LD alcangado aqui foi similar ou até menor do que a maioria dos artigos apresentados. Além
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disso, a maioria dos outros trabalhos usaram processos de modificagdes e/ou varias etapas de

pré-tratamento da superficie dos eletrodos, o que torna a metodologia mais cara, enquanto nesse

trabalho apresentado aqui houve apenas uma polimento simples, com lixa d"agua, dos eletrodos

utilizados. O LQ e a faixa de concentracdo linear obtida com o uTED demonstrado aqui também

permitem a aplicacdo dessa metodologia para a quantificacdo de nitrito em agua potavel. O LQ

foi cerca de 3 vezes mais baixo do que o limite maximo de contaminante (LMC) determinado

pelo Governo Brasileiro (RDC 357/2005) e pela Agéncia de Protecdo Ambiental Norte-
Americana (U.S.EPA), cujo valor é¢ 1,0 mg L™* (equivalente a 21,7 umol L) [46].

Tabela 2. 2 Comparacéo entre o desempenho analitico do uTED totalmente impresso em 3D

com o detector eletroquimico acoplado descrito aqui e outras metodologias eletroquimicas

aplicadas na detecc¢do de nitrito.

o LD/umol Faixa
Eletrodo Técnica _ Ref. Ano
Lt linear/umol L1
Ag/H-C3N4/CC ? AMP 0,216 5-1000 [28] 2020
3D-printed G-PLA® VPD 30 50 - 1300 [25] 2020
3D-printed G-PLA® BIA-AMP 0,03 0,5 - 2500 [25] 2020
Au-SPE/IIP/AUNPs © VPD 4 10,9 - 1087 [47] 2020
CILE/BPE/hemin ¢ VC 330 1000 - 10,500 [48] 2019
SPCE/Ag/rGO/S-CD © VVL 0,24 1 - 2000 [33] 2019
CPE/Ag/HNT/MoS; AMP 0,7 2-425 [49] 2018
SPCE/AgMCs-
FIA-AMP 45 2 - 800 [50] 2017
PAA/PVA Y
PEDOT-Gr/Ta" VPD 7,0 20 - 200 [51] 2017
) _ Este
3D-printed CB/PLA'" AMP 2,38 8-200 -
trabalho

ananoprata combinado com nitreto de carbono protonado apoiado em fibra de carbono;

beletrodo impresso em 3D composto de grafeno/acido polilactico;

¢eletrodo impresso em ouro modificado com polimero impresso com fon/nanoparticulas de ouro;

deletrodo de liquido idnico de carbono modificado com fosforeno preto/hemina;

¢eletrodo de carbono impresso modificado com nanoestrutura de prata/6xido de grafeno reduzido/-ciclodextring;

feletrodo de pasta de carbono modificado com prata/nanotubo de haloisita/dissulfeto de molibidénio;

9 eletrodo de carbono impresso modificado com microcubos de prata-acido poliacrilico/alcool polivinilico;

h composito de poli(3,4-etilenodioxitiofeno)-grafeno depositado sobre filme de Ta;

"eletrodo impresso em 3D composto de carbon black/acido polilactico.
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O sistema PFIA impresso em 3D integrado aqui proposto foi utilizado para a
determinacdo de nitrito em amostra de pogo semiartesiano. O ion nitrito € um indicador de
recente contaminacao da agua [52]. As amostras de agua foram preparadas como descrito na
parte experimental. Os ensaios preliminares realizados nas amostras usando o WTED néao
mostraram contaminag&o por nitrito em niveis detectaveis. Logo, as amostras foram fortificadas
e as analises foram realizadas em triplicata usando o método de adi¢do de padrdo, visando
alcancar melhor precisao e minimizar o efeito de matriz. As amostras foram analisadas antes e
depois da adicdo de concentracdo conhecida de padréo de nitrito e os niveis adicionados foram

baseados na legislacdo Brasileira e Norte-Americana. A Figura 2.11 mostra as medidas

amperométricas da curva de adicdo de padréo obtida em uma das determinagdes.
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Figura 2. 11 Medidas amperomeétricas (A) e respectiva curva de adi¢do de padrdo (B) obtidas
durante uma das determinacgdes de nitrito nas amostras de agua de poco. Os pontos na curva de
adicdo de padrédo correspondem a média de n = 3 medidas. Outras condi¢des: consultar a Tabela
2.1.

Todos os resultados para as analises das amostras estdo detalhados na Tabela 2.3. Como
pode-se observar, as taxas de recuperacdo foram cerca de 99 %, indicando uma excelente
exatiddo. Ademais, os valores de DPR foram cerca de 3 %, indicando uma otima precisdo. As
amostras de agua também foram analisadas por cromatografia de ions, na qual foi empregada
como técnica de referéncia para validagdo do método. Os resultados obtidos com o UTED
impresso em 3D apresentaram uma excelente concordancia com os valores encontrados pela

cromatografia de ions (erro relativo de aproximadamente £3 %).
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Tabela 2. 3 Resultados obtidos para determinacdo amperomeétrica e por cromatografia de ions

de nitrito nas amostras de agua.

Recuperado Erro
Encontrado?  Adicionado P DPR

Método + DP P (umol relativo
(umol L) (umol L™) (%)
L™) (%)
MTED impresso <LQ 15,0 14,8+0,4 2,7 +3,5
em 3D <LQ 30,0 29,8+0,6 2,0 -2,6
Cromatografia de - 15,0 14,3+0,2 1,4 -
ions - 30,0 30,6%0,2 0,6 -

2 antes da fortificacéo.
b ap6s a fortificacdo. Média de 3 determinacoes.

¢ calculado usando os resultados da cromatografia de ions como valores de referéncia.

O efeito de matriz de algumas possiveis espécies interferentes que geralmente estdo
presentes em aguas naturais foi avaliado para investigar a seletividade do método proposto. A
resposta de nitrito foi monitorada em solucdes padrdo contendo NOs~, SO4>, CI, POs*, F,
K*, Na* e Mg*? com proporgdo 100 vezes de massa e 10 vezes de massa de Mn*2, Fe*3, Pb*2,
Cu*?, Co*2, Cd* e Zn*2. A resposta do nitrito na presenca desses interferentes foi comparada
com o nitrito presente na auséncia dos mesmos. Os resultados mostraram que a resposta relativa
de nitrito ndo foi significantemente afetada pela presenca dessas espécies. Como detalhado na
Tabela 2.4, os valores variaram entre 95 e 104 %, sugerindo boa seletividade para o método.
Isso confirma a viabilidade desse WTED impresso em 3D com detector integrado para

quantificacdo de nitrito em agua potavel.
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Tabela 2. 4 Resultados do estudo realizado para avaliar a seletividade da resposta eletroquimica

nitrito em relacdo a algumas espécies interferentes tipicamente presentes em &guas naturais.

Espécies Razéo Resposta relativa de DPR?

interferentes nitrito/interferente nitrito * (%) (%)
NOs3™ 1/100 99,2 2,2
SO4* 1/100 98,5 4,1
Cl 1/100 98,8 3,4
PO+ 1/100 100,4 2,7
F 1/100 101,2 1,6

K* 1/100 99,0 2,5
Na* 1/100 96,5 3,1
Mg*2 1/100 102,3 4,0
Mn*2 1/10 103,6 3,7
Fe*s 1/10 95,4 2,8
Ph*2 1/10 98,1 1,4
Cu* 1/10 103,6 2,3
Co*? 1/10 97,8 4,4
Cd*2 1/10 96,9 19
Zn*? 1/10 103,4 3,2

! (resposta de nitrito na presenca/resposta de nitrito na auséncia de interferente) x 100%

2 Resultados para n = 3 medidas. CondigBes experimentais: ver Tabela 2.1.

2.4.5 Estudos de repetibilidade, reprodutibilidade, estabilidade e taxa de fluxo

Considerando o baixo custo de produ¢do do sensor impresso em 3D e sua viabilidade
de confecc¢do de vérias unidades por vez, o sistema de detec¢do eletroquimica proposto aqui é
uma fonte promissora para substituicdo de eletrodos convencionais para uma grande variedade
aplicacdes incluindo eletroanalises.

A repetibilidade intra-eletrodo das medidas amperométricas no dispositivo
microfluidico foi investigada para inje¢fes sucessivas (n = 20) usando a solucdo de nitrito na
concentragéo de 50 umol L (Figura 2.12). Um DPR de 2,1 % foi obtido, na qual € muito menor
aos valores obtidos em outros trabalhos quando este tipo de dispositivo é usado em deteccao
eletroquimica [53,54], sugerindo uma excelente replicabilidade para as injecoes.
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Figura 2. 12 Sinais transitdrios obtidos para n = 20 sucessivas inje¢fes de solucdo padrdo de
nitrito 50 pmol Lt (A); CondigGes experimentais: ver Tabela 2.1; grafico dos sinais de corrente

usados para o calculo do DPR (B). A linha horizontal indica a média das correntes.

Ademais, isso também indica que ndo houve adsorcdo ou passivacdo do eletrodo de
trabalho, confirmando as vantagens do uso do sistema baseado em fluxo, na qual promove a
constante limpeza do eletrodo de trabalho, aumentando seu tempo de vida e reduzindo o custo
da anélise [40]. Isso é especialmente importante no caso do sensor integrado de CB/PLA usados
aqui, na qual sdo eletrodos sélidos que podem ser usados Varias vezes.

A estabilidade do dispositivo impresso em 3D foi estudada usando 0 mesmo dispositivo
dentro de um periodo de 16 dias com injeces de 50 pmol L de solugdo padrédo de nitrito
(Figura 2.13A). Para esse estudo, a ativagdo por polimento do eletrodo CB/PLA foi realizada
apenas no primeiro dia. E evidente que durante este tempo a performance do sistema se manteve
com poucas variacdes dos resultados de corrente de pico, e ndo se observou variacdes
significativas durante as medidas. Isso indica que ndo houve perda acentuada da sensibilidade
do eletrodo de CB/PLA ou degradacéo da solugdo utilizada nas analises. Um DPR de 4,0 % foi
obtido. Isso indica que ndo houve perda da sensibilidade dos eletrodos nem diminuigdo na
eficiéncia analitica apos esse periodo, que além de estavel e reprodutivel as analises indicaram
uma 6tima performance do dispositivo que foi construido sem o uso de materiais ou
equipamentos sofisticados, sugerindo um tempo de vida longo para a plataforma. Além disso,
quando algum decréscimo significante da resposta eletroquimica é observado ao longo do
tempo, o detector integrado de CB/PLA pode ser reativado novamente pelo processo de
polimento.

A reprodutibilidade inter-eletrodo do dispositivo também foi avaliada para 4 diferentes
sistemas HFIA impressos em 3D com injeces de 100 pumol L de solucéo padréo de nitrito
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(Figura 2.13B), sendo obtido um DPR de 2,5 %, indicando étima reprodutibilidade na
fabricacdo e montagem da plataforma, e tornando a abordagem proposta aqui adequada para
implementacdo em larga escala. Esses resultados indicam que os eletrodos nao apresentaram
instabilidade no fluxo ou envenenamento de sua superficie, além de mostrarem uma boa
eficiéncia de limpeza na zona de deteccéo.
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Figura 2. 13 A) Estudo de estabilidade avaliada dentro de um periodo de 16 dias e B) Estudo
de reprodutibilidade inter-eletrodo. CondicGes experimentais: ver Tabela 2.1. A linha

pontilhada horizontal indica o valor médio da corrente obtida.

Sob condicGes otimizadas, a taxa de fluxo fornecida pelo WTED impresso em 3D foi de
0,41 pL s™L. Esse valor ¢ maior do que aqueles apresentados em artigos reportados na literatura
gue também descrevem dispositivos de fluxo baseados em bombeamento passivo que variam
de 0,03uLs*a0,16 uL s 1[40,43,55]. Sobre a frequéncia analitica, o valor de 50 injecdes/hora
foi estimado para a plataforma pFIA, na qual é similar ou até mesmo superior a outras
abordagens [53,56]. O custo para fabricacdo e montagem total de cada dispositivo
(considerando a plataforma principal, o detector integrado, parafusos e canal de fluxo) foi
calculado como sendo aproximadamente 15 Reais, em relagcdo aos pFIA convencionais. Este
valor pode ser considerado extremamente baixo para um dispositivo de fluxo, especialmente
levando-se em conta que o canal hidrofilico e as partes impressas em 3D podem ser usadas
inimeras vezes. Assim, considerando que a plataforma pFIA impressa em 3D possui baixo
custo, é totalmente integrada, fabricada de forma automatizada, e consome volumes
extremamente baixos de amostras e reagentes, podemos afirmar que esta abordagem é uma
alternativa muito interessante para analises eletroquimicas de fluxo. Como prova de conceito,
a plataforma proposta aqui foi aplicada na determinagdo de nitrito em amostras de agua com

Otima precisdo, auséncia da influéncia de interferentes possivelmente presentes na amostra, e
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em niveis mais baixos do que aqueles estabelecidos pelas legislacdes dos governos Brasileiro e
Norte-Americano, mostrando-se como uma nova aplicagdo promissora da impressdo 3D na

Quimica Analitica.
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25 CONCLUSAO

Demostramos nesse trabalho, pela primeira vez, a performance analitica de um
dispositivo microfluidico acoplado com um sensor eletroquimico de CB/PLA, ambos impresos
em 3D, combinado com fios de algod&o (que realizam o fluxo do analito até a zona de detec¢éo),
construido em um processo eficiente com configuragdes simples e de baixo custo para medidas
amperométricas em amostras de agua. A plataforma uTED construida e descrita aqui mostrou
algumas vantagens que incluem fabricacdo de forma automatizada, viabilidade para
implementacdo em larga escala, baixo consumo de amostras e reagentes e minima geracao de
residuos. Além disso, o dispositivo pFIA ndo necessita de bombas externas e de custo elevado
para 0 processo.

Como prova de conceito, a utilidade analitica do sistema UFIA proposto foi testada na
quantificacdo de nitrito em &gua potavel. Este é o primeiro método analitico que usa uma
plataforma UTED para detrminacdo de ions nitrito. Todos os experimentos e parametros foram
estudados e otimizados. Sob as melhores condicdes, 0 UTED apresentou boa precisdo para
detectar nitrito (DPR de 2,1 %), excelente reprodutibilidade (DPR de 2,5 %) e boa estabilidade
(DPR de 4,0 %). Ademais, foi obtido um LQ de 7,61 pmol L?, valor este aproximadamente
trés vezes menor do que o nivel méximo de contaminante estabelecido pela legislagdo Brasileira
e Norte-Americana em relacdo a presenca de nitrito em &gua potavel. A validacdo do método
foi ralizada com cromatografia de ions. Os resultados apresentados pela plataforma pFIA nas
analises de nitrito em amostras de agua potavel demostraram grande precisdo e exatidao. Assim,
de acordo com os resultados reportados aqui, esse novo sistema UTED impresso em 3D provou
ser uma alternativa interessante e vantajosa para analises eletroquimicas de fluxo, uma vez que
é totalmente integrado, facilmente fabricado, baixo custo, promove andlises rapidas em poucas
etapas e estd de acordo com o conceito de Quimica verde. Portanto, o dispositivo proposto aqui
tem  potencial  promissor para ser explorado em  outras  aplicacdes

eletroquimicas/eletroanaliticas.
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CAPITULO 3 - DETERMINACAO ELETROQUIMICA DO FUNGICIDA
BENZOVINDIFLUPIR UTILIZANDO ELETRODO DESCARTAVEL DE GRAFITE
DE LAPISEIRA

3.1 INTRODUCAO

A funcdo dos pesticidas, em suma, é o controle de pragas, doencas e crescimento de
ervas daninhas na producéo de culturas agricolas. Eles sdo indispensaveis na agricultura global.
Entretanto, eles também sdo responsaveis pelo efeito nocivo ao meio ambiente e a salde
humana, pois geram grande quantidade de residuos tdxicos. Para aumentar o rendimento das
colheitas, cada vez mais tem se empregado esses produtos quimicos, sendo que cerca de 70 %
de todos os pesticidas conhecidos conseguem penetrar o0 solo, destruindo seu ecossistema [1—
3].

Dentre os diversos tipos de pesticidas existentes estdo os fungicidas, que atuam
diretamente no combate a alguns tipos de fungos. O benzovindiflupir (BZN) é um fungicida
com grande potencial de controle de doencas fungicas frente a outros da mesma classe, pois
possui uma fécil aplicabilidade e excelente valor econémico [4].

Pertencente ao grupo quimico pirazol carboxamida dos fungicidas (uma das categorias
mais importantes dos SDHIs — succinate dehydrogenase inhibitor, traduzido do inglés,
“inibidores da succinato desidrogenase”), registrado sob o nimero CAS (1072957-71-1),
categorizado no grupo C2 pelo Comité de Acdo de Resisténcia a Fungicidas (FRAC) e
regularizado pela ANVISA. Foi autorizado para uso no Brasil pelo Ministério da Agricultura,
Pecuaria e  Abastecimento (MAPA) em 2014 sob o numero 2414
(https://www.gov.br/agricultura/pt-br) e registrado em 2015 pela Agéncia de Protecdo

Ambiental Americana (U.S.EPA) (https://www.regulations.gov/). O BZN é um fungicida foliar

protetor de amplo espectro muito utilizado no tratamento de muitas doencas, atuando por um
longo periodo, principalmente a ferrugem asiatica da soja, tem seu modo de ac¢do primario
baseado no bloqueio do ciclo do acido tricarboxilico (ciclo TAC) entre o fumarato e o0 succinato
gerando a inibicdo da atividade da enzima SDHI, que é encontrada em muitos fungos, e
bloqueando os sitios de ligacdo da ubiquinona na mitocondria, causando assim a diminuicéo da
respiracdo do fungo e levando a morte [5-9]. Desenvolvido pela Syngenta, com nome IUPAC
(N-[(1S, 4R)-9-(diclorometileno)-1, 2, 3, 4-tetrahidro-1,4-metanonaftalen-5-il]-3-

(difluorometil)-1-metil-1H-pirazol-4-carboxamida), sua estrutura apresenta um anel de carbono
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em ponte bastante tensionado [10]. Sua férmula molecular é C1gH15CI2F2N30 e sua estrutura
quimica esta representada na Figura 3.1:

Cl

Cl CHs

/
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, \
NH N

O
-/ F

Figura 3. 1 Estrutura quimica de benzovindiflupir. Adaptado de Hou et. al. [11].

O BZN é empregado no combate da ferrugem asiatica da soja, mancha foliar do
amendoim e sarna da macieira, pois consegue atuar no tratamento dessas doencas por um
periodo longo, protegendo principalmente a area foliar da cultura [11-13]. Geralmente o BZN
é empregado junto com outros tipos de fungicidas por ndo apresentar resisténcia cruzada
conhecida [5,12-14]. Em relacdo a sua estabilidade, 0 BZN demora cerca de 10 dias para que
sua metade se fotodegrade em agua (DT50 > 10 dias), sendo considerado relativamente estavel
no solo, além de ser firmemente adsorvido pelo solo podendo permanecer ali por varios anos
[4].

Comercialmente, BZN ¢ produzido e vendido exclusivamente pela empresa Syngenta
sob 0 nome de SOLETANOL® (nome comercial do principio ativo BZN). A Tabela 3.1 traz os
principais produtos encontrados no mercado que possui BZN em sua composigdo. Além disso,
é apresentado também, a classificacdo toxicolégica a salude humana e ao meio ambiente

constatados para cada fungicida.

86



Tabela 3. 1 Fungicidas contendo BZN em sua composi¢do comercializados pela Syngenta.
CLASSIFICACAO DE

LOGOMARCA REGISTRO

[BZN] PERICULOSIDADE
DO PRODUTO NO MAPA 2 i
TOXICOLOGICA AMBIENTAL
Elatus®[15] 15 % (m/m) N° 02414 Categoria 4 ° Classe 2
Aprovia® TOP _
7,30 % (m/v) - Categoria 4 ° Classe 2 ©
[16]
Trivapro® B _
10,3 % (m/v) - Categoria 3 Classe 2 ©
[17]
Mitrion® [18] 7,5 % (m/v) N° 07621 Categoria 5 ¢ Classe 2 ©
Alade®[19] 6 % (m/v) N° 07521 Categoria 4 ° Classe 2 ©

& Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento;
b Pouco toxico;

¢ Moderadamente toxico;

d Improvavel de causar dano agudo;

¢ Muito perigoso ao meio ambiente.

Considerado um poluente marinho, é extremamente toxico para organismos aquaticos
(microcrustaceos, peixes e algas). O BZN pode causar danos agudos e crénicos com efeito
prolongado a depender da quantidade derramada nos corpos d’agua. Aos humanos ¢ nocivo
podendo provocar reacdes alérgicas e hipercalcemia [15].

Atualmente, fungicidas como o BZN sdo indispensaveis na agricultura mundial, visto
sua aplicabilidade no controle de doencas e pragas. Porém, apesar de seu USO Ser necessario
para esse fim, seus residuos podem ser altamente toxicos e comprometer a integridade do meio
ambiente e a satde ecoldgica. Como mencionado anteriormente, 0 BZN pode ser associado a
outros fungicidas para uma maior performance. Dentre varios deles, a azoxistrobina, é mais
comumente utilizada com conjunto com o0 BZN. A azoxistrobina atualmente é o fungicida mais
comercializado pela Syngenta. Entretanto, espera-se que o BZN a ultrapasse devido seu maior
potencial, tanto na aplicacdo quanto no valor econémico [2-4].

Atualmente, existem poucos estudos sobre os impactos ambientais causados pelo BZN.
A grande maioria das pesquisas envolvendo esta substancia se concentra na sintese e aplicagdo
[20,21]. Os métodos para deteccdo do BZN reportados pela literatura sdo apenas dois:

cromatografia liquida acoplada ao espectrémetro de massas (HPLC-MS/MS) e o método de
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multi residuos QUEChERS segundo a Autoridade Europeia para a Seguranga Alimentar (EFSA)
[13,22]. Entretanto, mesmos sendo as Unicas técnicas reportadas na literatura para essa anélise,
suas instrumentacGes apresentam alto custo, longo tempo de anélise, varias etapas no processo,
além de necessitarem de um operador treinado para a manipulacdo do equipamento. Em
oposi¢do, tem-se 0s sensores eletroquimicos, que alcancam sensibilidade e seletividade
semelhantes aos métodos cromatograficos e de multi residuos citados, porém com um custo de
muito menor, rapidez na analise, deteccdo ndo destrutiva e possibilidade/facilidade de
miniaturizacdo [23,24].

Até o presente momento, ndo existe nenhum relato acerca do uso de técnicas
eletroquimicas para determinacdo de BZN. Dessa forma, nota-se uma escassez de metodos de
analise para BZN visando a sua determinacdo analitica [20,21].

Assim, este trabalho apresenta pela primeira vez o estudo eletroquimico do BZN. Além
disso, também foi desenvolvido um método eletroanalitico para analise da substancia que utiliza
uma célula eletroquimica composta por eletrodos de grafite de lapiseira (PGE), sendo uma

alternativa de andlise simples e de baixo custo em relacdo aos métodos existentes.
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3.2 OBJETIVOS

3.2.1 Objetivo geral

Demonstrar pela primeira vez o estudo eletroquimico e desenvolver um novo método
eletroanalitico para deteccéo do fungicida BZN utilizando um sensor eletroquimico a base de

eletrodos de grafite de lapiseira.

3.2.2 Obijetivos especificos

- Desenvolver um método de detecgdo eletroquimica do benzovindiflupir;
- Otimizar o sistema proposto utilizando técnicas voltamétricas;
- Realizar a aplicacdo analitica do método por meio da detec¢do de benzovindiflupir em

amostras reais de fungicidas.
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3.3 PARTE EXPERIMENTAL

3.3.1 Materiais e reagentes

O pesticida BZN usado como padréo analitico foi fornecido pela Coordenadora Geral
de Pericias (Campo Grande, MS, Basil). Padrao azoxistrobina foi adquirido da Sigma-Aldrich
(Cotia, SP, Brasil). Hidréxido de sodio e acido ortofosforico foram fornecidos pela Acros
Organcis (Geel, Bélgica). Acido bérico foi adquirido da Dindmica (Diadema, SP, Brasil). Acido
acético foi obtido da Vetec (Duque de Caxias, RJ, Brasil). Acetonitrila foi fornecida pela
Quimica Moderna. Grafites de lapiseira (0,7 mm de diametro, tipo 2B) foram comprados em
papelarias locais. Todas as solugdes utilizadas durante os experimentos foram preparadas com
agua ultrapura (resistividade > 18,2 MQ.cm) fornecido por um sistema de purificacdo de agua
de osmose reversa Permution RO0310 (Permution, Curitiba, PR, Brasil). As solugdes estoque
dos tamp0es e analitos foram preparadas semanalmente. Todas as solugdes padrao utilizadas

para os experimentos foram preparadas diariamente atraves da dilui¢do das solucGes estoque.

3.3.2 Célula eletroquimica

Os sensores eletroquimicos empregados aqui (trabalho, contra e o pseudo-referéncia)
consistiram de grafites de lapiseira de 0,7 mm de diametro (tipo 2B). Esses eletrodos foram
inseridos na célula eletroquimica (Figura 3.2) sem nenhum processo de pré-tratamento. A

conexdo eletroquimica foi estabelecida diretamente nos grafites de lapiseira.

'

C s
Figura 3. 2 Foto da célula eletroquimica com seus sensores de PGE e conexdes elétricas usada

durante as medidas.
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3.3.3 Instrumentacdo e procedimento analitico

As medidas eletroguimicas usando as técnicas de voltametria ciclica (VC), voltametria
de onda quadrada (VOQ) e voltametria de pulso diferencial (VPD) foram realizadas em
temperatura ambiente usando um Autolab PGSTAT128N potentiostato/galvanostato
(Ecochemie, Utrecht, Paises Baixos) conectado a um computador e gerenciado pelo software
Metrohm Autolab Nova 2.1. Os experimentos voltamétricos foram realizados em uma célula
de vidro de compartimento Gnico com capacidade de 15,0 mL junto com um sistema de trés
eletrodos composto pelos grafites de lapiseira em uma célula eletroquimica sem remogéo de

oxigénio.
3.3.4 Preparo e analise das amostras reais

As amostras de produtos comerciais contendo BZN como principio ativo (Elatus) foram
solubilizadas em acetonitrila, sonicadas por 10 min., filtrada através de um filtro de seringa com

uma membrana porosa de 0,22 um e levadas para analise na célula eletroquimica. Nenhuma
outra etapa de pré-tratamento foi realizada. A solucdo foi agitada por 10 s antes de cada medida.
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3.4 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.4.1 Comportamento eletroquimico de benzovindiflupir e estudo de pH

Os experimentos iniciais consistiram na investigacdo do comportamento eletroquimico
da espécie de interesse (BZN) no PGE, principalmente no que se refere aos processos de
oxirreducéo, usando voltametria ciclica (VC) em tamp&o BR 0,1 mol L (pH 4,0). A Figura 3.3
apresenta o comportamento eletroquimico de BZN na superficie dos eletrodos de grafite. Como
pode ser visto, BZN exibiu um par redox bem definido. Foi observado um unico pico anddico

em Ep, = +0,594 V e um unico pico catodico em E, = +0,433 V.
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Figura 3. 3 Voltamograma ciclico na presenca (linha continua) e na auséncia (linha pontilhada)
de 750 pumol L de BZN obtido utilizando a célula eletroquimica. Eletrolito: tamp&o BR (0,1

mol L) em pH (4,0) e velocidade de varredura de 100 mV s,
Em relacdo a composi¢do do tampdo, a solucdo de BR foi selecionada para todos os

estudos e, apds otimizagdes, sua concentracao foi estabelecida para ser 0,1 M como mostrado

na Figura 3.4:
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Figura 3. 4 Efeito da concentracdo do tampdo BR na corrente de pico anodico de BZN (750
umol LY. Resultados para n = 3 medidas). CondigGes experimentais: velocidade de varredura
=100 mV st

Com a concentracdo do tampdo otimizada, foi realizado um estudo de pH. A influéncia
do pH no sinal voltamétrico foi avaliado na faixa de 2,0 até 4,5, em intervalos de 0,5. Esse
parametro tem influéncia direta no processo eletroquimico redox e também na intensidade do
sinal. VC foi usada para avaliar o efeito do pH. A Figura 3.5 exibe os voltamogramas ciclicos
de BZN em diferentes valores de pH. Os voltamogramas ciclicos foram obtidos apds adicdo de
solugdo de BZN 750 umol Lt a uma velocidade de varredura de 100 mV s na qual exibiram
um par redox bem definido. Um aumento no pH de 2,0 até 4,0 pode ser visto, alcan¢ando o pico
maximo de corrente em pH 4,0 e entdo uma diminuicdo no pH 4,5. Foi observado que 0s
potenciais de pico anddico foram deslocados para valores mais negativos com uma dependéncia
linear do pH conforme mostrado no inset da Figura 31. A equacéo obtida por meio da regressao
linear foi Ep (V) = (0,842+0,014) — (0,059+0,004) x pH com R = —0,989. Uma inclinagdo de
59 mV/pH foi obtida, valor este igual ao valor tedrico também de 59 mV/pH derivado da
equacdo de Nernst [24,25], o que indica a participagdo do mesmo ndmero de protons e elétrons

na reagdo eletroquimica.
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Figura 3. 5 Voltamogramas ciclicos para oxidagdo de 750 umol L de solucdo de BZN em
diferentes valores de pH usando PGE em tampdo BR 0,1 mol L. Inset: Dependéncia das
correntes de pico anddica e dos potencias de pico anddico em diferentes valores de pH.

Resultados com n = 3 medidas.

A corrente de pico méaxima foi obtida em pH 4,0. Assim, a solucdo do tampéo BR 0,1
mol L com pH 4,0 foi escolhida como valor 6timo de pH para o eletrélito suporte. Na varredura
reversa, um pico de reducdo foi observado, entretanto, com o aumento do valor de pH, o
deslocamento do potencial de pico catédico tende a valores mais negativos e tem sua
visualizacdo comprometida em alguns valores de pH enquanto os potenciais de pico anodico
foram ligeiramente deslocados para valores mais positivos com o aumento do pH e sdo bem
visiveis em todos 0s casos estudados.

O efeito da velocidade de varredura também foi estudado (Figura 3.6), e sua influéncia
nas correntes de pico anddico e catddico foram avaliadas na faixa de 25 a 250 mV st. Um perfil
voltametrico bem definido pode ser observado. O sistema redox apresentou um pico anodico
(Pico 1) em Ep = +0,622 V e um pico catodico (Pico 2) em E, = +0,394 V. A separacdo entre
0s potenciais de pico (AEp) encontrada foi de aproximadamente 228 mV. Ademais, a razéo
entre correntes de pico catodico e anodico (ipa/ipc) encontrada foi de aproximadamente 2,05,
sugerindo um comportamento quase-reversivel do sistema redox. O inset da Figura 3.6 ilustra

a influéncia da velocidade de varredura nas correntes de pico, na qual sugere um sistema
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controlado por adsorcdo para o processo de oxidacdo de BZN. As equacgdes obtidas pela
regresséo linear foram: ipa (MA) = (10,89+2,03) + (445+10,22) x v (V s1) com R = 0,997 € ipc
(nA) = — (7,18+1,90) — (224+10,95) x v (V s™) com R =-0,990.

- 200

-4 150

250 mV's™

25mVs' )

Pico 2 —-150

04 -0,2 0,0 0,2 0.4 0,6 0.8 1,0 1,2
E (V) vs. Grafite

Figura 3. 6 Voltamogramas ciclicos de 750 umol L™ de BZN registrados em varias velocidades
de varredura usando PGEs em tamp&o BR 0,1 mol L™ (pH 4,0); Inset: Grafico das correntes de
pico anddico e catodico vs. a velocidade de varredura. Resultados para n = 3 medidas.

Esse transporte de massa controlado por adsor¢do € validado pois, adicionalmente, o
grafico do logaritmo da corrente de pico anddico vs. logaritmo da velocidade de varredura
apresentou linearidade, e essa dependéncia é mostrada na Figura 3.7A com uma inclinacao de
0,82. A equacdo obtida por meio da regressao linear foi: log ip (nA) = — (3,418+0,007) +
(0,824+0,009) x log v (V st) com R = 0,999. A inclinagio angular de 0,82 ¢ muito préxima ao
valor tedrico esperado de 1,0 para processos de transporte de massa controlados por adsor¢do
[26]. Logo, a reacdo de oxidacdo de BZN é controlado por adsor¢cdo. Uma vez que o perfil
voltamétrico observado na varredura reversa foi menos intenso do que aquele apresentado na
varredura direta, a direcdo anddica foi escolhida para ser estudada nos processos eletroquimicos
de BZN. A relagdo entre os potencias de pico anddico e o logaritmo da velocidade de varredura
foram investigados e usados para determinar a quantidade de elétrons envolvidos no processo

de oxidacéo eletroquimica de BZN, conforme mostrado na Figura 3.7B:
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Figura 3. 7 A) Dependéncia entre o logaritmo da corrente de pico anddica e o logaritmo da
velocidade de varredura; B) Dependéncia entre o potencial de pico anddico e o logaritmo da
velocidade de varredura. Condicdes experimentais idénticas a da Figura 3.6. Resultados para n

= 3 medidas.

Como pode ser visto, os potencias de pico foram deslocados linearmente para valores
mais negativos a medida que a velocidade de varredura aumentou. A equacdo obtida por meio
da regressdo linear foi Ep (V) = (0,727+0,003) + (0,134+0,003) x log v (V s!) com R = —0,996.
O numero de elétrons envolvidos na reacao de oxidacdo de BZN pode ser representado segundo
a teoria de Laviron [27], onde o coeficiente angular obtido pela regresséao linear corresponde a
2,3RT/(1-a)nF, onde R é a constante dos gases ideais (8.314 J K™ mol™); T é a temperatura
(298 K); a € o coeficiente de transferéncia, n € o nimero de elétrons transferidos e F constante
de Faraday (96,485 C mol™). Relacionando o coeficiente angular da curva com e equagéo
apresentada, o valor de (1-a)n encontrado foi de 0,44. Assumindo valor de o sendo 0,5 para um
processo simples de transferéncia eletrdnica, foi possivel obter um valor de n = 0,88, sugerindo

que 0 mecanismo de oxidagdo de BZN sobre o PGE envolve 1 elétron.

3.4.2 Otimizacdo dos parametros instrumentais

Para prosseguir com os estudos, fez-se uma avaliacdo inicial para definir a melhor
técnica eletroquimica para determinacdo de BZN utilizando PGEs. Para isso, medidas de
voltametria de pulso diferencial (VPD) e de voltametria de onda quadrada (VOQ), sob as

mesmas condicdes, foram realizadas. Como pode ser observado na Figura 3.8A, a voltametria
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de pulso diferencial alcangou uma corrente de pico de aproximadamente i, = 3,383 LA enquanto
a voltametria de onda quadrada (Figura 3.8B) apresentou uma corrente de pico de
aproximadamente i, = 9,454 pA. Dessa forma, a voltametria de onda quadrada foi selecionada
como a mais adequada e foi utilizada para os estudos seguintes por demonstrar uma

sensibilidade quase 3 vezes maior que a voltametria de pulso diferencial.
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Figura 3. 8 VVoltamogramas de (A) pulso de diferencial e (B) onda quadrada na auséncia (linhas
pontilhadas) e na presenca (linhas continuas) de 75 umol L* de solucdo de BZN. Meio de
tamp&o BR 0,1 mol L (pH = 4,0). Resultados para n = 3 medidas. Condi¢Ges para ambas
medidas de VPD e VOQ: (a) =20 mV, (AEs) =5 mV e (v) =10 mV.

A VOQ foi usada para a determinacdo de BZN. Os pardmetros para a performance
analitica, tal como faixa de trabalho, seletividade, repetibilidade, limite de quantificacéo, limite
de deteccdo, etc., foram investigados por meio dos voltamogramas de onda quadrada
analisados. Os parametros da VOQ foram otimizados com o intuito de obter a melhor
sensibilidade na deteccdo de BZN. As varidveis otimizadas foram: amplitude de pulsos (a),
incremento de potencial (AEs), potencial de acumulacéo (Eacc), frequéncia dos pulsos (f) e tempo
de deposicdo (Tac). Todas as medidas foram feitas em triplicatas para estimar o erro
experimental.

A Figura 3.9A mostra a influéncia da amplitude dos pulsos com a corrente de pico, que
foram avaliados de 10 a 50 mV, e foi observado um aumento do valor de corrente de 10 mV
até 30 mV seguido pela diminui¢do do valor de corrente até 50 mV. O valor maximo de corrente
foi obtido em 30 mV, na qual foi usado nos experimentos subsequentes. O incremento de
potencial foi estudo na faixa de 1 mV a 10 mV. Conforme mostrado na Figura 3.9B é possivel
observar que a medida o valor do incremento de potencial aumenta, o sinal de corrente também

aumenta, quase gue linearmente, levando a uma maior sensibilidade. Porém, valores acima de
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4 mV prejudicam na resolucéo do sinal e provoca o alargamento do pico. Assim, o valor de 4
mV foi adotado como ideal. A frequéncia dos pulsos também foi estudada e avaliada na faixa
de 15 Hz até 65 Hz, e é possivel observar na Figura 3.9C que a corrente de pico aumenta
gradualmente até alcancar o maximo em 45 Hz e em seguida diminui até 65 Hz. Dessa maneira,

o valor de frequéncia de 45 Hz foi escolhido como sendo o melhor e foi aplicado nas proximas
medidas.
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Figura 3. 9 Influéncia da amplitude dos pulsos (A), incremento de potencial (B) e frequéncia

(C) na resposta analitica da solucéo de 75 umol L de solugdo de BZN em tampdo BR 0,1 mol
L (pH = 4,0). Resultados para n = 3 medidas.

Outros dois parametros importantes também foram avaliados, que sdo o potencial de
acumulacdo e o tempo de deposi¢do. Como pode ser observado na Figura 3,10A, o potencial de
acumulacdo tem um aumento quase linear na faixa de 0,0 V até 0,45 V, tendo seu platé em 0,45
V. Isto ocorre, pois, 0 potencial onde ocorre a oxidacao visto na VC é em +0,622 V, assim, 0
valor mais adequado € aquele anterior ao potencial onde ocorre a oxidacao de BZN, sendo entéo
o valor de +0,45 V, e por isso foi escolhido para ser aplicado nos proximos estudos. Ja na Figura
3.10B observamos que o tempo de deposi¢do que demostrou a maior corrente de pico foi em
30 s. Valores acima deste promovem a saturagdo da superficie o eletrodo, diminuindo a
eficiéncia da reacdo de oxidacdo. Portanto, 30 s foi o valor escolhido e aplicado nos
experimentos seguintes.
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Figura 3. 10 Efeito do potencial de acumulacéo (A) e tempo de deposicao (B) nas correntes de
pico de BZN. Resultados para n = 3 medidas. Condig@es: 0,1 mol L tamp&o Britton-Robinson
(pH 4,0) com 75 umol L de BZN; f=45 Hz, AEs=10 mV ea =30 mV.

Todos os parametros que foram otimizados na VOQ, as faixas estudadas e os melhores
valores encontrado que forneceram a melhor sensibilidade estdo todos sumarizados na Tabela
3.2. Todos os experimentos analiticos realizados na sequéncia utilizaram esses valores.

Tabela 3. 2 Parametros instrumentais de VOQ otimizados para determinacdo de BZN.

Parametro Condic0es investigadas Melhor resultado
Técnica eletroquimica VPD e VOQ VOQ
Incremento de potencial 1-10mV 4 mV
Amplitude 10 - 50 mV 30 mV
Frequéncia 15-65Hz 45 Hz
Potencial de acumulagao 0,0-+0,45V +0,45V
Tempo de deposicdo 0-50s 30s

3.4.3 Curva analitica

A construcdo de uma curva de calibracdo foi realizada utilizando os parametros
otimizados da VOQ a fim de determinar a faixa de concentracdo linear de BZN no PGE e os
limites de deteccdo do método. A faixa de concentracdo de 1,25 uM a 12,5 uM foi usada para
a construgéo da curva conforme mostrado na Figura 3.11. A equacéo linear obtida foi ip (LA) =
0,276+0,03 + 0,510+0,004 x [BZN] (uM) (R = 0,999). Os limites de deteccdo (LD) e
quantificacdo (LQ) foram obtidos experimentalmente por meio da curva de calibracdo e

calculados através das equacdes: 3 x SDa/b para LD e 10 x SDa/b para o LQ (onde SDa é o
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desvio padréo do ruido e b é o coeficiente angular da curva analitica) [28]. O LD e o LQ obtidos
foram 0,29 uM e 0,99 uM, respectivamente.
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Figura 3. 11 Voltamogramas de onda quadrada de BZN em diferentes concentragdes utilizando
eletrodos de grafite: a) Branco; b) 1,25 uM; c) 2,5 uM; d) 3,75 uM; e) 5 uM; f) 6,25 uM; g)
7,5 UM; h) 8,75 uM; i) 10 uM; j) 11,25 uM e k) 12,5 uM. O inset mostra a curva de calibracao
obtida. Resultados com n = 3 medidas. Condig¢des experimentais: ver Tabela 3.2.

Os valores do LQ e LD e a faixa linear observados com o sistema de 3 eletrodos de
grafite sdo os primeiros a serem reportados na literatura para analises eletroanaliticas de BZN.
Dessa forma, ndo ha como comparar os resultados obtidos por esse método com outros
trabalhos similares visto que, até 0 momento, o fungicida benzovindiflupir nunca havia sido

estudado e nem detectado por técnicas eletroquimicas.

3.4.4 Andlises de amostra real

A solucdo padréo de azoxistrobina foi utilizada como um fator de excluséo, visto que
existem apenas dois principios ativos nas amostras comerciais de fungicidas analisados, um
sendo a azoxistrobina e o outro o benzovindiflupir. Baseado nisso, com a adi¢do de uma

aliquota de solucdo padrdo de azoxistrobina, apresentado na Figura 3.12, ndo foi observado
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nenhum pico referente a essa adicdo. Logo, pode-se concluir que a presenca de azoxistrobina
ndo causa interferéncias no sinal voltamétrico do BZN, possibilitando a aplicacdo do método

desenvolvido nas amostras comerciais do produto.
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Figura 3. 12 Voltamograma ciclico de azoxistrobina em tampao BR 0,1 mol L (pH 4,0) obtido
com PGEs na auséncia (linha pontilhada) e na presenca (linha sélida) de solucdo padrdo de

azoxistrobina 750 umol L.

Apos o teste que confirma a auséncia da azoxistrobina nos estudos, seguiu-se para as
analises das amostras reais. Os parametros voltamétricos da VOQ foram aqueles otimizados
anteriormente e mostrados na Tabela 3.2. Nesse procedimento, 15,0 mL de tampdo BR 0,1 M
L foram adicionados na célula eletroquimica, seguido pela adi¢do de aliquotas de 75 pL da
amostra sob andlise. As amostras foram analisadas em triplicatas. Foram estudadas trés
concentracdes de BZN (3,75 uM, 7,50 uM e 11,25 uM) na amostra de fungicida comercial
fornecido pela Coordenadoria Geral de Pericias, valores que estdo dentro da faixa de
concentragéo linear encontrada na curva de calibragéo.

Esses valores encontrados na analise da amostra comercial foram considerados 6timos
de acordo com a curva de calibracdo previamente realizada que foi utilizada como referéncia.
Né&o foi observado nenhum tipo de contaminante ou interferente durante as andlises, indicando
que a performance analitica do método foi satisfatoria para a determinagéo de BZN em amostras
reais. Para fins de comparacdo, a Tabela 3.3 traz os valores obtidos pela curva de calibracéo e
0 erro encontrado na andlise de padrdo externo na determinacdo de BZN em amostras

comerciais do fungicida pelo método proposto.
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Tabela 3. 3 Resultados obtidos para a determinacdo de benzovindifupir em amostras de

produtos comerciais.

Valor de referéncia  Encontrado (LM) Recuperacéo DPR
Amostra 1 11,25 uM 11,59+0,21 103,2 % 2,3%
Amostra 2 7,50 pM 7,61+0,12 101,4 % 1,6 %
Amostra 3 3,75 uM 3,90+0,12 104,0 % 3.2%

Com boa concordancia entre si, os valores de recuperagdo na faixa de 101 % a 104 %
foram alcancados e uma exatiddo de 3,02 %, 1,46 % e 4,03 % foram obtidos para a amostra 1,
amostra 2 e amostra 3, respectivamente, demonstrando que o método voltamétrico proposto
aqui para determinacdo de BZN € vidvel para deteccdo deste composto em amostras de
fungicidas comerciais e indica ser a primeira alternativa para aplicacdo eletroquimica desse

analito.

3.4.5 Reprodutibilidade, repetibilidade e estabilidade

A estabilidade foi avaliada dentro de um periodo de 13 dias utilizando os mesmos
sensores eletroquimicos e a mesma solucdo de BZN. Nesse estudo, buscou-se verificar tanto a
sensibilidade do eletrodo de trabalho quanto a estabilidade da propria solucdo de BZN utilizada
(Figura 3.13).
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Figura 3. 13 Teste de estabilidade da solucdo estoque de BZN 3,75 pM ao longo de 13 dias.

Resultados com n = 3 medidas. Condigdes experimentais: ver Tabela 3.2.
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Como mostrado na Figura 3.13, a solugdo permaneceu praticamente estavel ao longo
dos dias avaliados, apresentando um DPR de 7,5 % para as correntes de pico (ip) e um DPR de
3,33 % para os potenciais de pico (Ep) sugerindo que ndo houve passivacdo da superficie do
eletrodo ou degradacéo da solucéo.

A avaliacdo da reprodutibilidade do método proposto foi estudada por meio da
comparacdo das correntes de pico medidas (utilizando a técnica de VOQ) em 5 células
eletroquimicas diferentes. A Figura 3.14A apresenta os resultados da reprodutibilidade. O
estudo alcangou um DPR de 3,7 % para as correntes de pico (ip) e um DPR de 1,07 % para 0s
potenciais de pico (Ep), denotando uma boa estabilidade inter-eletrodo.

Para o estudo de repetibilidade (Figura 3.14B) foram realizadas 10 medidas
consecutivas de VOQ na mesma célula eletroquimica, na qual foi alcangado um DPR de 2,4 %
para as correntes de pico (ip) € um DPR de 1,48 % para os potenciais de pico (Ep), demonstrando
uma boa estabilidade do sistema proposto e uma boa resposta analitica nas medidas intra-
eletrodo. Isso indica que ndo houve passivacdo ou algum tipo de adsorcdo na superficie do

eletrodo, sugerindo uma boa estabilidade para as medidas.

i, (MA)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Numero da célula eletroquimica Numero de medidas

Figura 3. 14 Resultados dos estudos de reprodutibilidade inter-eletrodo (A). Resposta dos
VOQs para n = 10 medidas sucessivas (B). Adi¢do de 3,75 e 5,0 pmol L de BZN foi usada
para o estudo de reprodutibilidade e repetibilidade, respectivamente. A linha horizontal mostra

a corrente média. CondicGes experimentais: vide a Tabela 3.2.

De acordo com o que foi apresentado acima, o tempo de vida util do eletrodo de trabalho
de PGE se estendeu por pelo menos 13 dias e, durante uma unica medida ele suportou varias
analises consecutivas sem perder a sensibilidade, sendo bastante reprodutivel mesmo quando

diferentes células eletroquimicas sdo utilizadas. Ademais, o grafite € um dos materiais
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eletrodicos & base de carbono que apresenta 0 menor custo, além de ser descartavel. Mas,
mesmo com essas caracteristicas, a metodologia apresentada aqui demonstrou que é possivel
reutilizar o PGE sem perder sua eficiéncia de deteccdo ao longo de véarias medidas
eletroquimicas e ainda alcancar resultados bastante satisfatorios ap6s muitos dias de analise,
aumentando o tempo de vida Gtil de um material considerado descartavel e contribuindo com o

conceito de Quimica verde.
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35 CONCLUSAO

Neste trabalho, é reportado pela primeira vez o estudo eletroquimico e o
desenvolvimento de um método eletroanalitico para detec¢do do fungicida benzovindiflupir em
amostras de produtos comercias utilizando uma célula eletroquimica estacionaria. Os sensores
eletroquimicos utilizados na detecgdo de BZN consistiram em um sistema de 3 eletrodos de
grafite de lapiseira. O detector eletroquimico mostrou boa eficiéncia e alta sensibilidade para a
determinacdo de BZN em amostras comerciais do fungicida Elatus. As técnicas de VC e VOQ
forneceram informacdes ainda ndo reportadas na literatura a respeito do comportamento
eletroquimico e mecanismos de oxidacdo da molécula de BZN. Com boa estabilidade,
reprodutibilidade (DPR de 3,7 %) e étima precisdo entre as medidas (DPR de 2,4 %), 0 sensor
alcancou performance satisfatéria, principalmente considerando ser o primeiro método
eletroquimico de detec¢do de BZN demostrado até o momento.

Vista a falta de métodos de determinacdo de BZN disponiveis na literatura, foi
constatado neste trabalho que, o método eletroanalitico abordado aqui tem potencial para se
tornar uma alternativa promissora nas analises de fungicidas por meio da utilizacdo de sensores

eletroquimicos.
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ANEXO | — DISCIPLINAS CURSADAS

Disciplina Carga horéria (Horas) Conceito
Redacdo de textos cientificos 30 A
Quimica analitica avancada | 30 A
Quimica analitica avancada Il 45 A
Tdpicos especiais em Quimica: Elementos
de inglés instrumental para a redacéo de 45 A
textos cientificos
Tdpicos Especiais em
Quimica: Fundamentos de técnicas
eletroguimicas e aplicagcdes em o A
eletroanalitica/microfluidica
Estagio de Docéncia | 30 A
Seminarios Gerais em Quimica | 15 B
Tdpicos Especiais em Quimica: Processos
fotocataliticos: teorias e aplicacGes em
30 A

processos de remediacdo ambiental,
geracao de energia e conversao de produto
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