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EPIGRAFE

“A ciéncia nunca resolve um problema sem criar pelo menos outros dez”.

George Bernard Shaw



RESUMO

O glifosato é o agrotoxico mais usado no mundo e atualmente é detectado em
amostras por métodos cromatograficos. A fim de contribuir com as limitacdes desta
técnica, este trabalho apresenta uma nova alternativa para a analise deste pesticida
através de uma técnica eletroanalitica. Trata-se de uma molécula ndo eletroativa e
que, portanto, ndo € detectada voltametricamente com sua estrutura basica, seja na
forma molecular ou ibnica. No entanto, é possivel detecta-la de forma indireta devido
a sua propriedade de formar complexos com ions cupricos. Um sensor foi
desenvolvido para a deteccédo de glifosato, usando a técnica de voltametria de pulso
diferencial (DPV) e um eletrodo de carbono vitreo (GC) modificado com um
composito de 6xido de grafeno reduzido (rGO) e nanoparticulas de cobre (CuNPs),
sintetizado por método quimico. O comportamento eletroquimico dos eletrodos
GC/rGO-CuNPs foi caracterizado por voltametria ciclica (CV) em solucdo tampéao
fosfato (PBS) pH 7,4no intervalo de -0,3 a +0,2 V vs. Ag/AgCI/KCI (3,0 mol L), com
velocidade de varredura de 50mV s™. Foram observados processos de oxidacdo em
30 mV e reducdo em -180 mV, que comprovam que rGO foi modificado com as
CuNPs. Por DPV, a diminuicdo na corrente de pico anddica do cobre em presenca
de glifosato, atribuida formacdo do complexo Cu(ll)-glifosato, foi usada para
quantificar o analito em amostras. Assim, o eletrodo desenvolvido foi avaliado e
otimizado na deteccédo glifosato por DPV, e os melhores resultados obtidos foram
nas seguintes condi¢cBes: proporcédo de cobre de 30% em relacdo ao rGO, 100 mV
de amplitude de pulso, incremento de potencial de 6 mV, velocidade de varredura de
10 mV s™ e potencial e tempo de pré-concentracéo de -1V por 45s em solucédo PBS
0,2 mol L™ pH 7,0. Com esses parametros, a figura de mérito foi linear nas faixas de
concentracdo de 10 a 110 nmol L™, 0,1 a 1,1 pmol L e 1 a 11 pmol L™ de glifosato.
O compésito sintetizado € capaz de detectar glifosato e o sensor desenvolvido

mostrou-se promissor para determinacao de glifosato em meio aquoso.

Palavras-chave: glifosato; grafeno; nanoparticulas de cobre; eletroanalitica.
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INTRODUCAO

O agronegécio estd entre as mais importantes atividades econ6micas do
Brasil, estando ele entre os maiores exportadores agricolas do mundo. A soja € 0
maior produto de exportacdo do Brasil, tendo sido exportadas 68 milhdes de
toneladas em 2016, com faturamento corresponde a 23% do valor bruto de producéo
do pais (1). Nesse contexto de aumento de produtividade agricola associada a
monoculturas, surge a discussdo sobre 0 uso de agrotdxicos e 0s riscos que eles
podem trazer a saude e ao ambiente.

O uso de agrotoxicos foi historicamente a alternativa mais acessivel para
assegurar a produtividade agricola brasileira, o que conferiu ao pais a entrada de
forma competitiva no mercado internacional (2). Por ser um dos maiores produtores
agricolas, Brasil esta entre os maiores consumidores de agrotoxicos do mundo (3), e
a exposicdo a estes compostos pode ocasionar efeitos adversos— tracos de residuos
presentes no solo, agua, ar e alimentos geram um alerta a salde a ao meio
ambiente (4). O uso crescente de agrotdxicos na agricultura gera cada vez mais
residuos nos alimentos, o que tem motivado preocupacdo com a saude publica e
necessidade de controlar e monitorar o uso destes compostos (5). Além disso, a
exposicao ocupacional agrava a preocupa¢ao com o tema, ainda mais porque sao
muito usados, mas ainda pouco estudados do ponto de vista toxicoldgico.

O glifosato é o pesticida mais vendido no mundo e estima-se que tenham sido
usados 6,1 bilhdes de quilogramas de glifosato entre 2004 e 2014. No Brasil, o
glifosato é o agrotoxico mais usado, principalmente no cultivo de soja, milho e

algodao, e representa 40% do total de pesticidas usados (3,6).

O Glifosato

A presenca de plantas daninhas em areas cultivadas compromete a producéo
agricola devido a competicdo por recursos do solo, principalmente a luz solar,
dessas espécies com as plantas de interesse econdémico (7). Para controlar o
crescimento de ervas daninhas e melhorar a produtividade agricola sédo utilizados

compostos organicos sintéticos denominados herbicidas (8).
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7

Um importante herbicida usado mundialmente é o glifosato, N-
(fosfonometil)glicina (Figura 1), que apresenta acdo de amplo espectro, € nao-
seletivo, sistémico, pos-emergente e € amplamente utilizado no controle de plantas
daninhas(9). E usado para controle de plantas mono e dicotileddneas anuais e
perenes (10). Foi sintetizado, patenteado e comecgou a ser comercializado para uso

como herbicida na década de 70 pela Monsanto Co (11).

O
| O

HO— P~ NH~ 5y
|
HO

Figura 1: Férmula estrutural plana do glifosato.

A acdo do glifosato ocorre pela inibicdo de uma enzima presente em
bactérias, fungos e plantas, envolvida na sintese de corismato, um precursor dos
aminoécidos aromaticos triptofano, fenilalanina e tirosina. Ocorre uma inibicdo
competitiva com a enzima 5-enolpiruvil-chiqguimato-3-fosfato-sintase (EPSPS), que
age na conversdo de chiquimato-3-fosfato em 5-enolpiruvil-chiquimato-3-fosfato
(Figura 2) (12).
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Figura 2: Reacao inibida pela acéo de glifosato: converséo de chiquimato-3-fosfato a 5-enolpiruvil-chiquimato-3-
fosfato. Adaptado da ref.(12).

O glifosato é soluvel em agua e apresenta baixa afinidade por lipideos. Pode
atuar tanto como acido fraco quanto como base fraca (zwitterion), e assume
diferentes cargas de acordo com o pH (10), sendo a carga liquida positiva em pH
abaixo de 2 e aumento de cargas negativas com aumento de pH (13), apresentando-

se como um anion em pH préximo da neutralidade (11) (Figura 3).
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Figura 3: Equilibrios e constantes de dissocia¢éo do glifosato. Adaptado das ref. (10) e (13).

A degradacdo no solo é bacteriana, podendo acontecer por duas vias: por
acao da glifosato oxidorredutase, formando acido aminometilfosfénico (AMPA), que
€ o principal subproduto; ou através da atuacdo de uma enzima C-P liase que
remove o grupo fosfato, formando sarcosina, entrando entdo no metabolismo dos

aminoécidos (Figura 4) (14).
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Figura 4: Vias de degradagéo do glifosato: A) clivagem oxidativa da ligagcao carbono-nitrogénio, resultando na
formacgéo de AMPA,; B) clivagem da ligagédo carbono-fésforo que resulta na formagéo de sarcosina. Adaptado das
ref.(9,14,15).

A molécula livre de glifosato se degrada em poucos dias no solo, mas se

torna mais persistente quando adsorvida no solo, tendo sido relatado o periodo de
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meia-vida de até 835 dias nesta Ultima condicéo (16). O AMPA, principal produto de
sua degradacdo, apresenta persisténcia maior que o glifosato no solo, sendo
relatadas meias-vidas de 76 a 958 dias em diferentes tipos de solo, além de ser
mais volatil (Quadro 1) (17,18).

Quadro 1: Caracteristicas quimicas do glifosato e seu subproduto AMPA.

Glifosato AMPA
Estrutura molecular o . ‘|3| ‘ﬁ
O)\/N\/T—OH R
OH OH
Coeficiente de particdo -4.1
octanol/dgua (log Kow)
Solubilidade em agua 10.000- 15.700 mg L™ a 25°C
Temperatura de ebulicéo 200 - 230 °C 120°C
Meia-vida (no solo) 6 a 9 dias 76 a 958 dias
DLy, oral 2000 mg kg™ 8.300 mg kg™

Fontes: ref. ( 10,16-19).

Toxicidade do Glifosato

7

O glifosato € um dos agentes toxicos mais prevalentes em acidentes de
intoxicacdo humana (3). E irritante dérmico e ocular, e pode danificar figado e rim se
for ingerido em doses elevadas, e sua excregdo ocorre principalmente pela urina —
sendo a dose diaria aceitavel de 0,05 mg kg*d™ (9). Ele ndo afeta o sistema nervoso
por inibicdo da enzima colinesterase, como ocorre com 0s pesticidas carbamatos e
organofosforados, e apresenta boa eficiéncia e baixa toxicidade (DLsporal alta,
mostrado no Quadro 1), mas ha evidéncias de impactos ao meio ambiente: residuos
de glifosato sdo encontrados no solo, em colheitas, gado de corte, leite e agua (20).
Do ponto de vista da seguranca alimentar, no Brasil estima-se que a ingestédo diaria
de glifosato esteja dentro dos limites aceitaveis (21).

Embora o glifosato na sua forma pura seja pouco toxico, a composicdo mais
comercializada apresenta toxicidade aguda maior por conter em sua formulacdo o
surfactante polietoxietileno amina (POEA), o qual apresenta tragos de 1-4dioxano,
gue é cancerigeno e pode causar danos aos rins e figado — o que fez com que o

surfactante ja venha sendo substituido em algumas formulagdes. Estudos apontam
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que sua combinacdo com moléculas ambientais pode originar compostos
cancerigenos para 0s quais ndo ha nivel seguro de exposicao (3). As formulacdes
comerciais de glifosato apresentam surfactantes para melhorar a lipofilicidade e
facilitar assim a absorcéo do herbicida pelas folhas (22).

Além do uso em lavouras, o glifosato também € utilizado no controle de
plantas aquéticas. Peixes e animais invertebrados sdo mais sensiveis a esse
herbicida, bem como plantas que ndo séo alvos do tratamento com glifosato podem
ser prejudicadas, ainda mais quando ha uso em doses acima da dose indicada pelo
fabricante (9). Também ha indicios de que ele seja toxico para anfibios (23) e que
possa ocasionar disturbios de comportamento em abelhas (24).

Estudos mostram que o glifosato pode atuar como disruptor enddcrino,
inibindo a producdo da enzima aromatase, a qual € mediadora da aromatizacao(25)
de hormbnios andrégenos a estrogenos (26) (Figura 5). Thongprakaisang et al
relacionam o desequilibrio hormonal gerado pelo glifosato ao cancer de mama em
mulheres (27). Além disso, a Agéncia Internacional de Pesquisa em Céancer (IARC)
classificou o glifosato como possivelmente carcinogénico para seres humanos
devido a estudos recentes que relacionam a exposicdo a este herbicida a alta
incidéncia de linfoma em humanos (28-30).

OH aH
CHa CHy

CH3 aromatase

o HO
testosterona estradiol

Figura 5:Reacgéo de aromatizacédo da testosterona, um horménio andrégeno (masculino), produzindo estradiol,

um hormonio estrégeno (feminino). Esta conversao € mediada pela enzima aromatase, pertencente as enzimas

do citocromo p450, que agem na sintese de hormdnios esteroides, e encontram-se nas células do figado e do
intestino delgado. Adaptado da ref. (31).

Sobre o potencial carcinogénico do glifosato, ainda ndo ha consenso entre as
principais agéncias de saude internacionais. De um lado, A EFSA (European Food
Safety Authority) e a EPA (Environmental Protection Agency) concluiram que nédo ha
provas suficientes que relacionem o glifosato a casos de cancer, e, de outro, a IARC
classificou o glifosato como categoria 2A, possivelmente carcinogénico (32-34).
Essa divergéncia de opinides pode ser explicada pelo uso de diferentes conjuntos de

dados e metodologias de avaliacdo toxicologica pelas agéncias (35).
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ApOGs debates acerca dos efeitos toxicos do glifosato, a Franca declarou a
possibilidade de banir o uso de glifosato no pais até 2022, e o Parlamento Europeu
cogitou a possibilidade de restringir e banir o uso de glifosato em outubro de 2017.
No entanto, sob o argumento de que ndo ha outro composto similar que seja tao
eficaz e menos toxico que ele, a licenca foi renovada por mais cinco anos. (36)

Outros estudos também relacionam a exposicado ao glifosato a alteracdo da
funcdo mitocondrial (37), alteracdo na atividade de neurotransmissores em cérebros
de ratos (38) e até neurodegeneracdo (39), e diminuicdo na movimentacdo de
dafnias em agua — que poderia interferir na cadeia alimentar aquatica (40). Além
disso, autores também relacionam a acdo do glifosato nas bactérias do trato
intestinal a desordens gastrointestinais, intolerancia ao gluten, doenca celiaca,
diabetes e depressao, entre outros (41-43).

O uso de plantas geneticamente modificadas resistentes ao glifosato,
especialmente soja, milho e algodao, traz uma preocupacéo adicional: 0 uso em
excesso do herbicida. Além disso, o Brasil ndo possui leis especificas que restrinjam

o uso de glifosato nem a quantidades de residuos deste pesticida no solo (44).

Analise de glifosato

O monitoramento de agrotoxicos no ambiente e em amostras biologicas é
imprescindivel para que os efeitos toxicos sejam estudados, minimizados e
controlados. Analises de residuos de agrotéxicos em amostras ambientais e
biolégicas requerem técnicas capazes de detectar e quantificar baixas
concentracfes dos analitos com boa seletividade, sensibilidade, exatiddo e precisao.
O grande desafio € a obtencdo de percentuais satisfatérios de recuperacdo dos
analitos, bem como a minimizacao das interferéncias através do uso de métodos de
extracao eficientes.

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) e a cromatografia a gas (CG)
sao as técnicas mais utilizadas para detectar e quantificar glifosato (20). No entanto,
a molécula do glifosato apresenta caracteristicas que dificultam sua extragcdo, como
elevada polaridade e insolubilidade em solventes organicos, que dificulta a extracédo
por solvente. Ha, por isso, a necessidade de usar procedimentos de derivatizacéo

durante a extracdo, em etapas que antecedem a separacdo cromatogréafica ou ainda
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em reacdo de troca iGnica em coluna (45). Tantas etapas de preparo de amostra
podem diminuir a recuperacdo do composto e aumentar o tempo de andlise e
também o custo, devido ao uso de grande quantidade de reagentes. Um método de
analise de glifosato ndo derivatizado em amostras de arroz e soja foi proposto, mas
com a necessidade de uma coluna de cromatografia de interacgdo hidrofilica (HILIC),
a qual ainda apresenta vida util pequena (46). Além disso, poucos séo os trabalhos
gue tragam procedimentos para analises em amostras biologicas, sendo a maioria
validada para amostras de agua e solo.

Outra dificuldade na deteccdo de glifosato ocorre devido a auséncia de
grupos cromoforos na molécula, que impossibilita deteccado direta por detectores
colorimétricos, UV ou fluorimétricos (20). Sob a justificativa de se tratar de um analito
com metodologia especifica de analise, que sobrecarregaria a rotina dos seus
laboratorios, até 2017 a ANVISA n&o contemplou o glifosato em seu relatério anual
de residuos de agrotdxicos em alimentos (47), mas alega que ele serd incluido no
préximo relatorio (48).

Além dos métodos cromatogréaficos, outras técnicas de analise vém sendo
desenvolvidas, entre elas: espectrofotometria (49,50), polarografia e eletroforese
(18), coulometria (51) e sensores de fluorescéncia e eletroquimioluminescéncia (52—
54). Devido a importancia deste herbicida, o desenvolvimento de métodos de
extracdo e analise que permitam sua detec¢do e quantificacdo em amostras naturais
€ de suma importancia. A maior parte das metodologias desenvolvidas para analise
de glifosato envolve técnicas cromatograficas e por isso é importante estudar
métodos alternativos que supram as limitacdes que as técnicas utilizadas atualmente

apresentam.

Sensores voltamétricos para glifosato

A voltametria € uma técnica versatil que surge como alternativa na analise de
compostos organicos, pois apresenta vantagens quando comparada a
cromatografia. Os métodos eletroanaliticos apresentam simplicidade de manuseio,
baixo custo, resposta rapida, alta sensibilidade, potencial para ser miniaturizado e
automatizado, sendo de interesse para andlises in situ e em campo (55).

Para ser estudado por voltametria, ha necessidade de que o analito sofra

reacdo redox na janela de potencial estudada (seja eletroativa). A molécula do
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glifosato n&o é eletroativa, logo, ndo pode ser detectada voltametricamente (56). No
entanto, a capacidade de formar compostos de coordenagdo com ions cupricos
torna a deteccéo indireta do glifosato possivel por voltametria.

Em presenca de ions metalicos, o glifosato pode se coordenar como um
ligante tridentado por apresentar trés grupos com habilidade de se ligar com metais:
fosfonato [R-PO(OH),], amino e carboxilato. Em pH perto do neutro, 0s grupos
carboxilato e fosfonato estdo desprotonados, o que facilita a coordenacdo com
metais de transicdo. Ele pode formar complexo com cobre, zinco, manganés, niquel,
e outros, sendo mais estudado o de cobre. A configuracdo eletrénica do cobre é
[Ar]3d*%4s’, podendo apresentar trés estados de oxidacgéo: +1,+2 e +3. O estado +1
apresenta forte tendéncia a passar para 0 estado +2 (reacdo de
desproporcionamento), o estado +2 é o mais comum e +3 € o mais raro (57).

Dois tipos de complexo glifosato-cobre sdo possiveis, sendo que em ambos é
0 nitrogénio quem se liga ao cobre: no complexo 1:2, duas moléculas de glifosato se
ligam a um ion cobre; na estrutura 1:1 (Figura 6), uma molécula de glifosato se liga a

um ion cobre e forma-se uma estrutura de dois anéis quelatos (13).
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Figura 6: Formula estrutural plana do complexo cobre-glifosato 1:1. Adaptado da ref. (13).
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Alguns eletrodos baseados em cobre para deteccado de glifosato séo relatados
na literatura. Dispositivos eletroquimicos utilizando o eletrodo de cobre metalico
foram desenvolvidos e atingiram limites de detecgéo de 0,35 umol L™ (58) e 30 umol
L™ (59) usando a técnica de voltametria de pulso diferencial (DPV). Outro trabalho
relata a aplicacdo de sensores eletroquimicos para deteccdo de glifosato em agua
potavel desenvolvidos utilizando eletrodos de pasta de carbono e carbono vitreo e
cobre eletrodepositado. Recuperagbes das amostras enriquecidas com glifosato
entre 96 e 104% foram alcangadas utilizando a técnica de voltametria ciclica (CV)
(60). Um eletrodo de carbono vitreo foi modificado com filme de ftalocianina de cobre
e nanotubos de carbono, tendo obtido um limite de deteccéo de 12 nmolL™ para o
glifosato por DPV (61).
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N&o foram encontrados trabalhos que utilizem grafeno e nanoparticulas de
cobre para deteccdo de glifosato por voltametria. Chang et al produziram um
material composto por nanoparticulas de oOxido de cobre sobre nanotubos de
carbono para deteccéo indireta por fluorescéncia (52). Um sensor com foi produzido
a partir de um filme polimérico nanoestruturado sobre uma base de grafite que
detecta glifosato derivatizado com grupo n-nitroso (62).

Outro método foi proposto para analise de um derivado do glifosato por
polarografia com pulso diferencial. A amina secundaria presente na molécula de
glifosato pode sofrer uma N-nitrosacdo em presenca de nitrito em meio acido,
formando-se nitrosamina, que, por sua vez, sofre uma reducdo irreversivel em
solucdo acida que pode ser determinada voltametricamente. O AMPA néo sofre

nitrosacao, entdo esse método apenas serve para detec¢ao de glifosato (63).

Nanoparticulas

As propriedades Opticas, eletrbnicas e mecanicas dos materiais sao
fortemente dependentes do tamanho das particulas do material, fato este que trouxe
destaque aos nanomateriais no final do século XX no ramo da ciéncia dos materiais.
O material passa a apresentar propriedades fisicas e quimicas diferentes quando em
escalas menores que o chamado tamanho critico, o qual depende do material e
também da propriedade em questdo. Além disso, abaixo deste tamanho, a
composicdo e o formato (esférico, tubular, em folha etc.) das particulas também
conferem propriedades especificas ao material. E dito que as nanoparticulas sélidas
apresentam caracteristicas intermediarias entre a molécula isolada e a composicao
em escala maior (bulk) (64).

Quando comparadas ao bulk, as nanoparticulas apresentam maior razéo
superficie/volume e também uma maior exposicdo de carga dos atomos da parte
interna da particula, alterando-se com isso os niveis de energia, estrutura eletrénica
e reatividade dos atomos ao longo da estrutura.

Esse fendbmeno ocorre em grande parte das vezes em escalas entre 1 e 100
nm, mas na verdade o que importa € a molécula em questdo estar abaixo do
tamanho critico — embora seja comum dizer que todo nanomaterial deve ter, ao

menos, uma dimensdo na faixa nanométrica. Uma folha de grafeno, por exemplo, é
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composta por um arranjo bidimensional de hexagonos de carbono sp? que
empilhadas formam o grafite (64).

A sintese de nanoparticulas pode ser feita por métodos fisicos (top-down), em
que se parte de particulas maiores, sendo exemplo disso a nanolitografia, ou
também por métodos quimicos (bottom-up), que utilizam de reacdes quimicas para
sua obtencdo. As nanoparticulas sdo termodinamicamente instaveis e tendem a se
agregar e crescer, formando aglomerados — para diminuir tal efeito, € comumente
utilizado nas rotas sintéticas o controle de temperatura e uso de moléculas
estabilizantes ou eletricamente carregadas. A imobilizacdo das nanoparticulas no
substrato também pode ser feita de varias maneiras, sendo uma delas a
solubilizacdo em um solvente que posteriormente possa ser evaporado, para que
entdo se forme um filme contendo o composto nanoparticulado sobre o substrato de
interesse (65). Nanoparticulas de antimbnio foram obtidas e imobilizadas com
sucesso em o6xido de grafeno reduzido através do uso de dodecilsulfato de sédio
como surfactante, borohidreto de s6dio como agente redutor e etapas de agitacao,

ultrassom e centrifugagéo por Cesarino et al (55).

Grafeno

O carbono € um elemento versétil, que apresenta naturalmente trés estados
alotropicos: amorfo, grafite, diamante (Figura 7). O carbono grafite € composto por
camadas de grafeno, que é a unidade estrutural basica de outros alétropos
nanoestruturados do carbono, como o fulereno (que é uma “esfera de grafeno”) e o

nanotubo (folha de grafeno enrolada em formato de cilindro) (66).
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Figura 7: Estados alotropicos do carbono. Fonte: ref. (67).
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O grafeno foi isolado pela primeira vez em 2004, tendo rendido o prémio
Nobel de Fisica em 2010, embora ja fosse conhecido had décadas. Apresenta
propriedades notaveis que despertam cada vez mais o interesse cientifico: € o mais
fino material conhecido (espessura de cerca de 1 Angstrom ou 10® cm - tamanho
de um &tomo de carbono), € muito resistente, flexivel e apresenta elevada éarea
superficial e boa condutividade térmica. Ele é um excelente condutor elétrico, melhor
até que o cobre, motivo pelo qual tem sido muito usado em sensores eletroquimicos,
sendo ainda encontradas algumas melhorias de desempenho quando usado como
suporte para outras nanoparticulas, como metais, 6xidos metalicos, semicondutores
e quantum dots (66—68).

Tanto o grafeno quanto os nanotubos (NTs) sdo excelentes materiais para se
construir sensores e biossensores, pois tém propriedades superiores ao grafite e
carbono vitreo: apresentam distribuicdo homogénea de sitios eletroquimicamente
ativos em escala nanométrica e elevada area superficial. No entanto, quando
comparados, o grafeno é um material mais homogéneo porque os NTs apresentam
impurezas metélicas devido ao processo de obtencdo. No que diz respeito a area
superficial, o grafeno também é superior, com 2630 m?g™ de &area, que é muito maior
que a dos nanotubos (1315 m?g™) e do grafite (~10m?g™). Além disso, as folhas de
grafeno podem ser funcionalizadas covalente ou ndo-covalentemente com grupos
oxigenados, 0 que pode agregar caracteristicas interessantes ao material - isso
influencia a taxa de transferéncia de elétrons e também a adsorcdo de moléculas
(69).

A producdo de grafeno a partir do grafite pode ser feita fisicamente, por
esfoliacdo, ou quimicamente, onde se obtém 6xido de grafeno (GO). O GO € um
precursor para a producdo de Oxido de grafeno reduzido (rGO), sendo que a
producdo de grafeno por reducdo quimica do GO estd entre as formas mais
eficientes de obtencédo de grafeno. Existem na literatura muitas variagdes das rotas
guimicas para sintese de GO a patrtir do grafite (70). No entanto, o rGO obtido desta
forma ainda pode apresentar grupamentos oxigenados e defeitos estruturais que
comprometem a qualidade do material, e por isso novas rotas quimicas de obtencao
por sintese total de grafeno a partir de outras moléculas organicas vem sendo
estudadas (67). Também é possivel obter grafeno através da abertura do nanotubos
de carbono (66). A Figura 8 ilustra a diferenca entre o grafeno, o 6xido de grafeno e

0 Oxido de grafeno reduzido.
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Grafeno GO

rGO

Figura 8: Arranjos moleculares do grafeno. Fonte: ref. (71).

Fundamentos da Voltametria

A Célula Eletroquimica

Os métodos eletroanaliticos utilizam as propriedades elétricas de uma
solucdo para obter informacdes de um analito (espécie eletroativa) nela contido,
sendo para isso necesséario aplicar uma perturbacdo controlada no sistema
eletroquimico. A voltametria € um método eletroanalitico que se baseia nos
fenbmenos que ocorrem na interface entre a superficie do eletrodo de trabalho e a
camada fina de solugdo préxima a essa superficie. Essa técnica é classificada como
dindmica, pois a cela eletroquimica é operada na presenca de corrente elétrica (i >
0) que, por sua vez, é medida em funcdo da aplicacéo controlada de um potencial.

O aparato utilizado nas medidas consiste em uma célula eletroquimica: uma
solucdo de eletrélitos com eletrodos submersos, ligados entre si, de forma a
estabelecer um circuito elétrico de corrente continua. Esses elementos devem ser
bons condutores, para que ocorra um movimento i6nico e uma reacdo de
transferéncia de elétrons. Este sistema € conectado ao potenciostato, que € o

dispositivo eletrbnico usado para aplicar a ddp (Figura 9).
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POTENCIOSTATO

|

Figura 9: Representagdo de uma célula eletroquimica.

A ddp é aplicada entre os eletrodos de trabalho (Et) e referéncia (Er), mas
somente o Et deve sofrer polarizacdo. Para garantir a estabilidade do Er, utiliza-se
um eletrodo adicional, o contraeletrodo (CE). O potenciostato € munido de um
amplificador operacional que aumenta a resisténcia no Er e diminui no CE, de modo

que a corrente flua entre o Et e o CE (Figura 10) (72).

‘POTENCIAL ‘ ‘ CORRENTE ‘

L]

Er Et CE

Figura 10: Funcionamento do sistema de trés eletrodos: o potencial é aplicado entre os eletrodos de trabalho e
referéncia; a corrente flui entre o eletrodo de trabalho e o contraeletrodo.

Além do analito, a solugdo deve conter um eletrélito de suporte (sal, acido,
tampéao etc.), que é responsavel por garantir a forca ibnica, condutividade e pH, além
de evitar o transporte de massa por migracao (por movimento de ions, que sera
discutido a seguir). Este eletrolito é usado em concentragdo muito maior que da
espécie eletroativa (cerca de cem vezes), 0 que torna as interacfes idnicas
praticamente constantes, independente da concentragdo do analito. Por isso, o
eletrolito de suporte permite estimar o valor do potencial do eletrodo como uma
funcéo da concentragao (73).

As medidas de corrente sdo feitas a partir do que acontece na regido de
interface Et/solucdo, que é diferente do restante da solucéo (74). Quando o Et esta

carregado, as moléculas de solvente ao seu redor se orientam de modo a neutralizar
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o sistema, e formam-se duas regides diferentes ao longo na solu¢do: uma que sofre
influéncia do eletrodo (préxima ao eletrodo), e outra que nao (seio da solu¢do, mais
afastada). Perto do Et forma-se a chamada dupla camada elétrica (Figura 11),
composta por:

- uma camada interna de moléculas com densidade de carga orientada no
sentido de neutralizar a carga do Et, e que por isso perdem mobilidade por estarem
adsorvidas ao Et;

- uma camada externa (camada difusa), de moléculas do analito solvatadas e
gue tém certa mobilidade e sofrem atracdo do Et por interacdes de longa distancia.
A concentracdo do analito na camada difusa é proporcional a concentracdo de

analito no seio da solucéo (72).
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Figura 11: Representacédo das camadas de ions em torno do eletrodo de trabalho carregado, onde: A) é a
camada interna, B) camada difusa, C) seio da solucéo.

A natureza da corrente gerada nesse sistema € de dois tipos:

e Corrente faradaica: segue a lei de Faraday — que estabelece que a
extensdo de uma reacdo quimica que ocorre no eletrodo € proporcional
a corrente. Quando o potencial aplicado no Et atinge um valor tal que
permite a ocorréncia da reacdo redox com o analito, inicia-se a
transferéncia de elétrons. Isso gera corrente proporcionalmente a
concentracéo de analito presente no seio da solucédo (74).

e Corrente ndo-faradaica/capacitiva: ndo segue a lei de Faraday, e
surge devido ao acumulo de carga na dupla camada. E necessario

diminuir ao maximo a contribuicdo desta corrente na andlise da
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corrente total, sendo por isso utilizados eletrodos de pequena area e
modos de aquisicdo de sinal de corrente que diminuam sua

contribuicdo (que serdo discutidos a frente) (72).

A corrente faradaica se mantém constante devido a transferéncia de massa
da espécie eletroativa do seio da solucdo para a interface Et/solucdo, podendo isso
ocorrer por migracao, conveccao e difusdo, sendo somente o ultimo desejavel. A
difusdo € o movimento espontaneo da espécie quimica devido a formacdo de um
gradiente de concentracdo do analito: a medida que a espécie eletroativa é oxidada
ou reduzida, sua concentragdo decresce na interface Et/solugdo, e
espontaneamente surge um fluxo desta espécie do seio da solucédo para perto do
eletrodo. O uso do eletrélito de suporte minimiza a migracao; manter a solucéao livre
de perturbacdes cinéticas (em repouso e temperatura constante) minimiza a

conveccao(74).

Os Voltamogramas

O potencial aplicado sobre o Et possibilita a reacdo redox na superficie do
eletrodo, e isso é feito usualmente em modo de varredura: potenciais mais negativos
fazem com que o eletrodo se torne uma fonte de elétrons e favoreca a reducao das
espécies ao seu redor (varredura catédica); em potenciais mais positivos, a oxidacao
sera favorecida (varredura anodica).

Existem varias técnicas de aquisicdo de sinais, que se diferem pelo modo
como o potencial é aplicado na célula eletroquimica, e o que muda de uma para
outra é a sensibilidade e qualidade da informacdo adquirida (Quadro 2). A
voltametria de varredura linear € a menos sensivel (alta corrente capacitiva), e
consiste na aplicacdo de um potencial linearmente variado ao longo do tempo. Ja as
técnicas de pulso sédo feitas com aplicacdo de degraus de potencial (fixos ou
variaveis), sendo que ambas diminuem muito a contribuigcdo da corrente capacitiva e
S80 muito sensiveis:

e Voltametria de pulso diferencial (DPV): pulsos de amplitude fixa
sobrepostos a uma rampa de potencial crescente, com voltamograma
resultante formado por picos de corrente de forma gaussiana, cuja area
é diretamente proporcional & concentracdo do analito. E a técnica que

permite alcangar os menores limites de deteccao;
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e Voltametria de onda quadrada: uma onda quadrada simétrica
sobreposta a uma rampa de potencial na forma de escada é aplicada.

Possui velocidade de analise maior que a DPV (72).

Quadro 2: Tipos de voltametria de acordo com a aplicagéo de potencial

Resposta de corrente

Nome da técnica Forma de aplicacédo de potencial o
caracteristica

pico anédico

corrente

potencial

Voltametria linear

Considerando E2 > E1

potencial

Voltametria ciclica

(varredura linear) . i .
_E2
tempo |
E1
Voltametria ciclica &
(varredura em

E

escada) &
tempo
potencial
corrente
Voltametria de J’L
. . 1
pulso diferencial +——T— periodos
-1 —
tempo
potencial
I Al=1(1) = 1Q2)
E \ corrente
Voltametria de onda I \Sentido direto
quadrada e '
corre.nte
[ || } sentido inverso

Fonte: ref. (72).
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Voltametria Ciclica

A voltametria ciclica fornece informacdes qualitativas de processos
eletroquimicos (que serdo discutidos a frente), e consiste na aplicacdo de uma
varredura tanto no sentido catédico quanto no anddico, partindo-se de um potencial
onde ndo h& nenhuma reacdo redox, formando-se dois picos caracteristicos a
oxidacdo (pico anddico) e reducao (pico catodico). Essa técnica é frequentemente
usada para analisar o grau de reversibilidade de reacfes redox. Em um sistema
reversivel ideal, se estabelece um equilibrio dindmico na superficie do eletrodo,
onde a quantidade de espécie eletroativa na superficie do Et € constante e a
corrente é apenas influenciada pela difusédo. A intensidade da corrente medida esta
relacionada a transferéncia de elétrons da reacdo redox e ao transporte de massa
da espécie eletroativa (difusédo) (75).

Quando se inicia a voltametria ciclica pela varredura no sentido positivo, esse
acréscimo de potencial faz com que aumente a velocidade de transferéncia de
elétrons, e com isso a corrente cresce exponencialmente. A corrente aumenta até o
ponto em que a concentracao da espécie eletroativa comeca a diminuir (ela participa
da reacao e o transporte de massa nao € capaz de repor tao rapido), o que faz com
gue a camada difusa fiqgue mais espessa. Desta forma, a difusdo € dificultada e a
velocidade de transporte de massa diminui (se torna mais lento o analito migrar do
seio da solucéo para perto do eletrodo). A velocidade da difusdo diminui até atingir
um valor maximo, onde passa a limitar a reacdo e entdo a resposta de corrente
decai. A inversdo da varredura de potencial causa 0s mesmos processos no sentido
oposto do gréfico (75).

Em sistemas reais, a corrente capacitiva pode gerar um pequeno sinal no
inicio da varredura (a linha se afasta um pouco do eixo horizontal entre o inicio da
varredura e o0 ponto a), mas mesmo assim a corrente predominante (0 pico
propriamente dito) € de corrente faradaica. Os parametros usados sdo as posicoes
dos picos formados no voltamograma ciclico, em que Ipa € lpc & S0 as correntes de
pico anodico e catodico e Eya e Eyc Sdo 0s potenciais de pico anodico e catodico
(Figura 12).
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Corrente

Potencial

Figura 12: Voltamograma ciclico de um processo redox reversivel. Adaptado da ref.(76).

Os sistemas reversiveis apresentam caracteristicas em comum, que podem

ser usadas para identificar se um sistema é reversivel:

1) Potencial redox (E°) centralizado entre Epc € Epa:

EO = (Epc+Epa)/2

2) Em processos monoeletrdnicos (com numero de elétrons transferidos na
reacdo, n, igual a um), distancia entre os picos E,e Ep€ de

aproximadamente 0,059 V.

3) A corrente de pico pode ser calculada pela equacdo de Randles-Sevcik,
em que A é a area do eletrodo (cm?); D é o coeficiente de difusédo da
espécie (cm?s™); C é a concentracdo (mol cm™®) e v é a velocidade de

varredura (V s™).

Ip =2,69 x 10° n32 A D12 C v'2a 25°C

E possivel calcular a corrente de forma indireta, sem precisar conhecer os
valores de A, C e D, pela comparagdo com a corrente de pico de outro
composto ja conhecido. E bastante comum usar neste caso o par redox

ferricianeto de potassio [Fe(CN)g]* / ferrocianeto de potéssio [Fe(CN)g]*.
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(|p/C)composto = (n)3lzcomposto
(ID/C)padréo (n)3/2padréo

4) A razao entre as correntes de pico € igual a 1:

lpc/lpa =1

Se os critérios de reversibilidade ndo sdo atendidos significa que a
transferéncia de carga da reacdo redox € mais lenta, o que faz com que o0 pico
aumente de maneira menos acentuada (ndo exponencial). Em outras palavras, a
velocidade da transferéncia de carga diminui quando o processo se afasta da
reversibilidade. Quando ocorre uma separacdo entre Epa e E,c com aumento da
velocidade de varredura, tem-se um processo quase reversivel: quanto maior a
distancia entre picos, mais o comportamento se afasta da reversibilidade (Figura 13)
(75).

Corrente

Potencial

Figura 13: Voltamograma ciclico de um processo a) reversivel; b) quase reversivel; c) irreversivel. Adaptado da
ref.(76).
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OBJETIVO

O objetivo principal do trabalho € aliar as propriedades do grafeno e das
nanoparticulas de cobre para produzir um dispositivo eletroquimico para deteccéo e

quantificacdo do herbicida glifosato. Para tal, os objetivos especificos sao:

e Desenvolver e caracterizar um sensor de oxido de grafeno reduzido

modificado com nanoparticulas de cobre;

e Otimizar o eletrodo GC/rGO/CuNPs para analise de glifosato;

e Aplicar o eletrodo na determinacgéo de glifosato em amostras de 4gua e

urina sintética.
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MATERIAL E METODOS
Equipamentos e técnicas

Os experimentos foram realizados utilizando as técnicas de voltametria ciclica
(CV) e voltametria de pulso diferencial (DPV) em um sistema eletroquimico Autolab
modelo PGSTAT128N (Eco Chemie) equipado com o software NOVA 2.0. Foi
utilizada uma célula eletroquimica de vidro convencional de trés eletrodos: eletrodo
de carbono vitreo (GC) modificado com o rGO-CuNPs como eletrodo de trabalho,
eletrodo de referéncia Ag/AgCI/KCI (3,0 mol L") e uma placa de platina como
contraeletrodo, sempre com volume de 20,0 mL de eletrdlito de suporte. Os dados
foram tratados e os graficos plotados no software Origin 8.0.

O eletrodo de trabalho foi modificado com o compdésito produzido pelo método
quimico, cuja morfologia foi caracterizada por microscopia eletrénica de varredura
acoplada a um canhé&o de elétrons(FEG-SEM), modelo Quanta 200(FEI Company).
A composicao do material rGO-CuNPs, pH e os parametros voltamétricos da DPV
foram otimizados em um intervalo de potencial de -0,3 a +0,2 V, sendo sempre
escolhido o qual apresentou o melhor perfil voltamétrico, levando-se em conta as
intensidades das correntes de pico anddica do cobre e considerando-se as leituras a
partir do décimo voltamograma produzido (9 leituras para estabilizacdo do eletrodo).

Reagentes e Solugdes

Todas as solucdes foram preparadas com &gua ultra-pura obtida por um
sistema Millipore com resistividade = 18 MQcm. Foram usados reagentes de grau
analitico sem purificacdo prévia, sendo o 6xido de grafeno (4,0 mg mL™) usado
como precursor das sinteses e o padrdo de glifosato da marca Sigma-Aldrich. As
solugdes utilizadas foram mantidas em refrigerador a 4°C apo0s preparo e as
medidas realizadas em temperatura ambiente. Foram preparadas solucdes-estoque
aquosas de glifosato e AMPA (2 e 2,9 mmol L?, respectivamente), as quais foram
posteriormente diluidas em diversas concentracdes para 0s ensaios.

Para o estudo de interferentes, foram utilizadas solugbes 100 ppm de

cipermetrina e deltametrina (Sigma-Aldrich) solubilizadas em acetonitrila, diazinon e
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malationa em n-hexano e mevinfés em acetona, provenientes de padrbes analiticos

da marca Accustandart.

Sintese dos compositos rGO e rGO-CuNPs

Sintese do 6xido de grafeno reduzido

Inicialmente preparou-se uma suspensdo de GO e dodecil sulfato de sodio
(SDS) na proporcédo 10:4 em meio de etanol que foi levada ao banho ultrassénico
por 20 minutos. Adicionou-se entdo borohidreto de sédio (NaBH4) em excesso (16
mg) e levou-se ao ultrassom por mais 20 minutos. A solucéo foi entdo centrifugada e
limpa varias vezes com etanol. O rGO resultante foi seco a 60 °C. Ap0s esta etapa,

o rGO foi disperso em agua ultrapura a uma concentracéo de 0,25 mg mL™.

Sintese do compdsito rGO-CuNPs

O material utilizado no desenvolvimento do dispositivo foi preparado pelo
método quimico, por meio da reducdo do Oxido de grafeno e do cobre (Il), com
obtencdo de um compoésito de oOxido de grafeno reduzido modificado com
nanoparticulas de cobre metalico (rGO-CuNPs).

A sintese do compdésito rGO-CuNPs foi realizada variando-se a porcentagem
de cloreto de cobre (CuCl,) em relacdo a massa inicial de GO (20mg), como mostra
0 Quadro3.

Quadro 3: Quantidade utilizada de cobre nos compositos rGO-CuNPs.

Proporcéo de cobre no
. . Massa de CuCl; (mgQ)
material produzido (%)

20 4
30

40 8
50 10

A solucdo de CuCl, foi adicionada gota a gota a suspensao de rGO sob
agitacao constante. O produto foi entdo centrifugado por 10 minutos com rotagéo de

3000 rpm e lavado com etanol por quatro vezes (o sobrenadante tornou-se incolor).
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O precipitado foi transferido a uma placa de Petri (com adicdo de etanol para
lavar o compdésito aderido ao tubo) e secou em estufa a 60°C. O material seco
resultante foi pesado e preparou-se uma suspensdo em agua ultrapura, na
concentracdo de 1,0mg mL™, e levado & sonda ultrassonica por lhora (até se obter
uma suspensao homogénea, de coloracdo preta). A cada dia que o compadsito foi
utilizado, este foi levado novamente ao ultrassom de ponteira por 10 minutos para

garantir a homogeneidade do filme usado no eletrodo.

Preparo dos eletrodos

A limpeza dos eletrodos de carbono vitreo (GC) foi feita por polimento seguido
por banho em ultrassom. O polimento foi realizado em uma politriz com lixa d’agua
de carbeto de silicio e suspensdao aquosa de alumina 0,5 uym, até ser obtida uma
superficie refletiva. Em seguida, o eletrodo foi levado a um banho de ultrassom em
etanol por cinco minutos e em agua ultrapura por mais cinco minutos. Ao eletrodo
GC polido, limpo e seco a temperatura ambiente foram gotejados 10uL da
suspensdo a ser estudada(previamente homogeneizada no ultrassom por 20
minutos). Apds secagem desta suspensdo em temperatura ambiente, o eletrodo foi
levado a célula eletroquimica para ser estudado por voltametria.

Caracterizacao eletroquimica por voltametria ciclica

A caracterizacdo eletroquimica dos eletrodos estudados foi realizada por CV
em solugcdo de acido sulfarico 0,1 mol L™ contendo 1,0 mmolL™" do par redox
Fe(CN)¢>"* no intervalo de -0,3 a +1,0 V. Foram feitos estudos de comparacéo dos
eletrodos utilizando os seguintes sensores: GC, GC/rGO e GC/rGO-CuNPs, para
confirmar a modificacdo do rGO com CuNPs. Para esta caracterizacao
eletroquimica, as concentracdes usadas de rGO e rGO-CuNPs foram de 0,25 mg
mL™ a uma velocidade de varredura de 50 mV s™.

Também foram realizados estudos referentes ao perfil voltamétrico do cobre
por CV na presenca do glifosato. Para isso, utilizou-se o filme rGO-CuNPs na
proporcéo de 30%de Cu e concentracdo de 1,0 mg L™ sendo feita uma comparacéo
dos perfis voltamétricos na auséncia e presenca de glifosato. O intervalo de
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potencial usado foi de -0,3 a 0,2 V, em solucdo tamp&o fosfato 0,2 mol L™* como
eletrdlito de suporte (pH 7,4).

Otimizacdo do compdsito rGO-CuNPs

Estudo da proporcéao entre 6xido de grafeno e cobre

Por DPV e em pH 7,4, os perfis voltamétricos dos compdsitos com diferentes
propor¢cdes de cobre foram comparados quanto a intensidade da corrente no
potencial de oxidacdo do cobre Il. Este procedimento foi realizado com e sem

aplicacao de um potencial de pré-concentracao de -1,0 V por 60 segundos.

Potencial de pré-concentracao

O potencial de pré-concentracao foi otimizado por DPV no intervalo de -0,5 a -
1,2 V, todos aplicados durante 60 s, em pH 7,4. Apés identificar o melhor potencial
de pré-concentracdo, o tempo de pré-concentracao foi estudado por 15, 30, 45 e 60
S.

Estudo de pH

O pH foi otimizado por DPV, sendo utilizadas solu¢des tampéao fosfato 0,2 mol
L™ nos pHs de 6,5, 7,0 e 7,4, com aplicacéo do potencial de pré-concentracéo de -
1,0 V por 60 s.

Otimizagdo dos parametros voltamétricos

Os parametros da DPV foram estudados ja com a propor¢éo de cobre, o pH,
potencial e tempo de pré-concentracdo otimizados, sendo sempre escolhido o
melhor parametro para cada teste subsequente. Com todos na velocidade de
varredura de 10 mV s, foram testados intervalos de incremento de potencial de 1 a

10mV e amplitude de pulso de 10 a 100mV.

Deteccéo de glifosato e AMPA por DPV

A resposta voltamétrica do eletrodo GC/rGO-CuNPs foi testada em diferentes
faixas de concentracéo de glifosato. Das 12 leituras de amostra em branco, foram

considerados os 3 Uultimos voltamogramas. As faixas de concentracdo entéo
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testadas foram entre 0,2.10° e 11.10° mol L™ na célula. Foram testadas varreduras
nos sentidos anodico e catédico, sendo adotado o sentido anddico nos testes
subsequentes.

Este procedimento foi feito em seguida com AMPA, através de adicOes de
uma diluicio 2 mmol L™, para se obter curvas relativas a concentracdes entre 0,1 e

11 pmol L™ na célula. Para AMPA foi usada apenas a varredura anddica.

Estudos de repetibilidade e reprodutibilidade com glifosato

Para avaliar a repetibilidade do sensor, foram realizadas 10 DPVs para
estabilizar o eletrodo, 3 medidas da corrente de pico do cobre apenas em PBS e
mais 10 medidas com 1 umol L™ de glifosato na célula. Foram calculados os
desvios-padrfes das ultimas 10 medidas em PBS e das medidas com analito.

O mesmo procedimento foi repetido em outros 5 eletrodos para avaliacdo da

reprodutibilidade. Foi entdo calculado o desvio padrdo dos desvios dos 6 eletrodos.

Avaliacado do sinal ap6s adicdo de concentracdes elevadas de glifosato

Foi novamente avaliada a resposta voltamétrica do eletrodo GC/rGO-CuNPs
na faixa de concentracdo de glifosato de 10 a 50 nmol L™ na célula. Esta
concentracdo foi entdo aumentada para 10 pmol L™ para avaliar a resposta do

Sensor.

Deteccéo de glifosato por DPV em amostras de urina sintética

Para o estudo de matriz, uma amostra de urina sintética foi produzida a partir

dos sais descritos no Quadro 4, pelo método de Laube et al adaptado (77).
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Quadro 4: Sais usados no preparo da amostra de urina sintética.

Substancia | Massa medida para 250 mL de solucéo (g)

CacCl, 0,21
NacCl 0,73
Na,SO, 0,56
KH,PO, 0,35
KCI 0,40
NH,4CI 0,25
Ureia 6,25

O estudo de recuperacao de analito foi realizado pelo método de adicdo de
padrao, que consiste na adicdo de concentracdes conhecidas de analito no sistema
contendo amostra. Para isso, utilizou-se 19,0 mL de PBS pH 7,0 nas leituras da
amostra em branco, e entdo foi acrescentado 1,0 mL de urina sintética contaminada
com 0,4 pmol L™ de glifosato (de modo que a concentragéo na célula seria de 20
nmol L?). Em seguida foram feitas adicbes de glifosato, de modo que a
concentracdo na célula ficasse em 30, 50 e 70 nmol L. Foram realizadas medidas

em triplicata.

Estudo de interferentes

Para o estudo de interferentes foram utilizados 2 inseticidas da classe dos
piretroides e 3 organofosforados: cipermetrina e deltametrina; diazinon, malationa e
mevinfés. O comportamento voltamétrico dos interferentes foi avaliado em presenca
de uma concentracgéao fixa de glifosato, em proporcdes de 0,5:1, 1:1 e 2:1. O mesmo
procedimento foi adotado para todos os interferentes estudados, com leituras em
triplicata: amostra em branco, 1,0 pmol L™ de glifosato, 0,5, 1,0 e 2,0 umol L™ dos

interferentes.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Caracterizacdo Morfologica

A presenca ou ndo de estruturas com dimensfes nanométricas deve ser
avaliada para que as propriedades do material possam ser relacionadas ao tamanho
das particulas. Sendo assim, a morfologia do compaosito produzido foi caracterizada
por microscopia eletronica de varredura (FEG-SEM),sendo obtidas as imagens do
Quadro 5. As imagens do rGO sem modificacdo exibem uma estrutura tipica torcida,
enrugada e com ondulacfes. Comparando-se as imagens de rGO e rGO-CuNPs é
possivel notar no composito a presenca de particulas dispersas ao longo da folha de
rGO com dimensfes préximas de 100 nm, os quais podem ser atribuidos as NPs de
cobre.



Quadro 5:Imagens FEG-SEM da superficie dos filmes rGO e rGO-CuNPs 30

rGO-CuNPs

— lpm IQ-UNESP 3/27/2017 — lpm IQ-UNESP 3/27/2017
2.00kV SEI GB_LOW WD 5.7mm 10:25:53 2.00kV SEI GB_LOW WD 5.6mm 10:52:27

- 100nm IQ-UNESE 3/27/2017 i — 100nm IQ-UNESP 3/217/2017
X 40,000 2.00kV SEI GB LOW WD 5.7mm 10:27:52 X 80,000 2.00kV SEI GB LOW WD 5.6mm 10:55:29

»

— 100nm IQ-UNESE 3/27/2017 — 100nm IQ-UNESP 3/21/2017
2.00kV SEI GB LOW WD 5.7mm  10:29:01 X 140,000 2.00kV SEI GB LOW WD 5.6mm 10:56:29




43

Caracterizacédo Eletroquimica

Caracterizacdo dos compdésitos rGO e rGO-CuNPs

O compésito rGO-CuNPs cuja morfologia foi avaliada por microscopia
também foi caracterizado eletroquimicamente (Figura 14A). A aplicacdo de um
potencial de pré-concentracdo de -1,0 V por 60 s foi avaliada para otimizacdo do

pico de cobre (Figura 14B).

5

I/ pA
n

n 1
1

I/ uA

—GC 220 4

sem aplicar potencial
—1GO 1 i —-1V por 60s
Cu-rGO
-15 v T v T v T 25 T T d T d T T T d T
0.2 0,0 0,2 -0,3 -0.2 0.1 0,0 0,1 0,2
E/V vs. Ag/ AgCl E/V vs Ag/AgCl
A B

Figura 14:Caracterizagao dos eletrodos por CV em PBS 0,2 mol L-1 pH 7,4 e velocidade de varredura de 10 mV
s-1, onde: (A) GC, GC/rGO e GC/rGO-CuNPs 30% e (B) GC/rGO-CuNPs 30% com e sem aplicacdo de potencial
de pré-concentracéo de -1 V por 60 s.

Na Figura 14A, é possivel observar que os eletrodos GC e GC/rGO estudados
nao apresentaram nenhum processo eletroquimico. Por outro lado, quando o
eletrodo GC/rGO-CuNPs foi utilizado, a presenca de cobre no filme é evidenciada
pela formacdo de picos anddico e catdédico em +0,03 V e -0,18 V, atribuidos a
oxidacdo e reducdo do cobre. Em varios trabalhos (58-61), picos de oxidacdo
préximos de 0 V sdo atribuidos & oxidacdo do cobre (Cu®> Cu?"), podendo variar
ligeiramente o potencial de oxidacdo de acordo com o pH da solucdo e a técnica
empregada (CV, DPV).

Sempre se busca em voltametria otimizar as condi¢bes analiticas de modo a
se obter a maxima corrente de pico, pois isso reflete uma melhor transferéncia de
cargas e, consequentemente, melhor eficiéncia e sensibilidade para o sensor de
desenvolvido. Na Figura 14B, observa-se que a aplicagcdo do potencial de pré-
concentragdo proporcionou um aumento de cerca de 3 vezes na corrente de pico
anddica do cobre, e por isso esse procedimento foi adotado e otimizado nos testes

subsequentes.
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Os perfis voltamétricos dos eletrodos GC, GC/rGO e GC/rGO-CuNPs (30%)
também foram caracterizados eletroquimicamente em presenca do par redox
Fe(CN)¢>'* (Figura 15).

400 |-

200 P

/1 pA

-200 =

-400

1 . 1 . 1
0,0 0,4 0,8

E/V vs. Ag/AgClI

Figura 15: Caracterizagdo dos eletrodos a) GC/rGO-CuNPs 30% , b) GC/rGO, c) GC por CV em acido sulftrico
0,1 mol L™, ferricianeto de potassio 1,0 mmol L™ e velocidade de varredura de 50 mV s™.

Os voltamogramas apresentaram picos de oxidacao e redugcéo bem definidos
para os eletrodos estudados em presenca do par redox Fe(CN)s>"*vs. Ag/AgCI/KCI
(3,0 mol L™Y): em potenciais de aproximadamente +449,5 mV e +356,7mV para o
eletrodo GC/rGO, e em +446,0 mV e +329,9mV para o eletrodo GC/GO (Tabela 1).
Ademais, o eletrodo GC/rGO-CuNPs apresentou um aumento de I3 e l,c na ordem
de 10 vezes em relacdo ao rGO e 40 vezes em relacdo ao GC. Esse aumento nas
correntes de pico evidencia um efeito sinérgico ocorrido entre o rGO e as CuNPs, o

que conferiu maior area superficial em relagédo aos dois primeiros eletrodos.

Tabela 1:Correntes e potenciais de pico anddicos e catddicos para os eletrodos estudados em solugdo em
solucéo de H,SO4 contendo 1,0 mmol L de Ks[Fe(CN)s).

Eletrodo lpa (MA) Eoxi(MmV) loc (MA) | Ereg (MV) | Al (MA) | AE(MV) | Iyc/lpa
GC 10,3 447,1 -14,7 43,2 25 403,9 0,7
GC/IrGO 41,0 449,5 -52,1 356,7 93,1 92,8 0,8
GC/rGO-CuNPs 432,2 446,0 -553,3 329,9 985,5 116,1 0,8

Também € possivel observar na Tabela 1 que a modificacdo do eletrodo GC

proporcionou melhora na reversibilidade do sistema, pois a razdo entre as correntes
e a diferenca entre os potenciais de pico aproximaram-se dos valores tedricos
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Avaliacdo dos compositos na presenca de glifosato

Os perfis voltamétricos dos eletrodos GC, GC/rGO e GC/rGO-CuNPs (30%)
também foram comparados em auséncia e presenca de 50 pmol L' de

glifosato(Figural6).
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Figura 16: Perfis voltamétricos por CV em PBS 0,2 mol L™ pH 7,4 dos eletrodos (A) GC, (B) GC/rGO e (C)
GC/rGO-CuNPs (30%) em auséncia (--) e presenca de 50 umloIL’l de glifosato (--), com velocidade de varredura
de 10 mVs™.

A Figura 16C mostra que apenas o eletrodo com cobre apresentou alteracao
significativa no perfil voltamétrico com adicdo do analito, sendo observada uma
diminuicdo das correntes de pico em presenca do analito. Em outras palavras, o
complexo Cu-glifosato inibe os picos anddico e catddico das CuNPs.

Em comparacao aos trabalhos encontrados na literatura, o comportamento do
sinal em presenca de glifosato foi 0 oposto do previsto, sempre tendo sido relatado
um aumento linear com a concentracdo (51,58-63,78). No entanto, por se tratar de
um material diferente dos demais estudados, € possivel indagar se este composito
segue 0 mesmo mecanismo, ou ainda se o0 mecanismo proposto é adequado neste
caso.

A inibicdo do sinal de Cu com a formacéo do complexo Cu-glifosato pode ter
ocorrido em consequéncia da reducdo da disponibilidade ao se coordenar com o
metal, devido a diminuicdo da exposicdo nas CuNPs na superficie do eletrodo. A
dimenséao dessas particulas e o fato de elas estarem dispersas ao longo da folha de
rGO cumpriria um fator predominante da inibicdo do sinal quando este se coordena

a moléculas de glifosato.
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Otimizacdo do compoésito rGO-CuNPs

Estudo da proporcao entre 6xido de grafeno e cobre
Foram testados por DPV compdsitos produzidos em propor¢cdes de 20 a 50%

de cobre em relacdo ao rGO, como mostra o gréafico na Figura 17.
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Figura 17: DPV de eletrodos GC/rGO-CuNPs com diferentes proporcdes de Cu em PBS 0,2 mol L™ pH 7,4, com
velocidade de varredura de 10 mV s™, amplitude de pulso de 100 mV e incremento de potencial de 1 mV.

O eletrodo GC/rGO-CuNPs contendo 30% de cobre apresentou a maior
corrente de pico, sendo entdo escolhido para os testes subsequentes. Nao foi obtida
uma relacdo direta entre o aumento da proporcédo de cobre e da corrente de pico
(30%>50%>40%>20%), o que pode ser atribuido a diversidade na eficiéncia de
sintese entre os compaositos produzidos. Para explorar melhor esse aspecto, seria

necessario fazer um estudo com mais de uma sintese para cada tipo de material.

Potencial de pré-concentragéo

O potencial de pré-concentracéo e o intervalo de tempo de aplicagdo foram
otimizados, e foram obtidas as maiores correntes de pico em -1 V por 45 s (Figura
18).
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Figura 18: DPVs do eletrodo GC/rGO-CuNPs (Cu50%) em PBS 0,2 mol L™ pH 7.4, velocidade de varredura de
10 mv s™, amplitude de pulso de 100mV e incremento de potencial de 1mV, com aplicacdo de potencial de pré-
concentragdo: (A) variado de -0,5a -1,1 V por 60 s e (B) de -1,0 V com intervalo variado de 15 a 60 s.

O uso de potenciais de pré-concentracdo de analito sdo usualmente
empregados para se melhorar a transferéncia de carga e obter a maxima corrente
de pico possivel dentro das caracteristicas do material. A aplicacdo de um potencial
fixo (negativo) antes de realizar a varredura anddica de potencial gera uma
polarizacéo que facilita a migracdo dos ions do analito do seio para a camada difusa

da solucéo.

Estudo de pH
Como o complexo Cu-glifosato forma-se em pH préximo da neutralidade,
foram testados valores de pH de 6,5 a 7,4, sendo no pH 7,0 obtida a maior corrente

de pico (Figura 19).
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Figura 19: DPVs do eletrodo GC/rGO-CUNPs (Cu50%) em PBS 0,2 mol L™, com velocidade de varredura de 10
mvV s, amplitude de pulso de 100 mV e incremento de potencial de 1mV em diferentes valores de pH.

O aumento do pH desloca o pico para a esquerda, o que confirma o que foi
observado na comparacdo entre os trabalhos usados como referéncia (51,58—
63,78). A maior corrente de pico registrada foi em pH 7,0, sendo entdo usado nos
testes subsequentes. Conforme ja foi citado, a maior parte das moléculas de
glifosato encontram-se na forma desprotonada em pH neutro (mostrado na Figura

2), o que facilita a formac&o do complexo com cobre.

Otimizagéo dos parametros voltamétricos

Ainda com o intuito de se obter o melhor sinal analitico para o pico de
oxidacdo do cobre, os seguintes parametros foram otimizados na DPV: velocidade
de varredura de 10 mV s™, incremento de potencial de 6 mV e amplitude de pulso de

100 mV, como mostra a Figura 20.
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Figura 20: DPVs do eletrodo GC/rGO-CuNPs (Cu50%) em PBS 0,2 mol L™ com velocidade de varredura de 10
mV s com (A) amplitude de pulso de 100 mV e incremento de potencial variado de 1 a 10 mV e (B) incremento
de potencial de 6 mV e amplitude de pulso variada de 10 a 100 mV.

Como ja foi dito, a corrente faradaica obtida no voltamograma existe em
funcdo da transferéncia de carga da reacdo redox e da difusdo do analito na
solucdo. Mas, além disso, a velocidade com que se muda o potencial ao longo da
varredura e a contribuicdo das correntes nado-faradaicas também tém influéncia
nesse processo, e por isso esses parametros (velocidade de varredura e incremento
de potencial) devem ser ajustados.

Tal contribuicdo é evidenciada na Figura 20por um leve deslocamento do
potencial conforme estes parametros sdo ajustados. E possivel observar na Figura
20A que o incremento de potencial exerce influéncia sobre o potencial, j& que o pico
mostra-se mais a direita quando comparado com 1 mV, que estava sendo usado até
entdo. Por outro lado, variando-se a amplitude de pulso, o pico desloca-se para a

esquerda com o aumento desta variavel (Figura 20B).

Deteccéao de glifosato e AMPA por DPV

Foram testadas adicdes de glifosato em quatro faixas de concentracao, entre
0,2 nmol L™* e 11 pmol L™ e entdo plotadas curvas de DPV a partir das quais foram
calculadas as taxas de inibicdo do sensor. A Figura 21 mostra uma das faixas de
concentracdo testadas, onde € possivel observar que os 3 pontos de triplicata
mostraram-se muito proximos com diferencas acentuadas nas correntes de pico

entre uma concentracao e outra.
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Figura 21:A) DPVs do eletrodo GC/rGO-CuNPs 30% em PBS 0,2 mol L-1 pH 7,0 com velocidade de varredura
de 10 mV s'l, amplitude de pulso de 100 mV e incremento de potencial de 6 mV nas concentragfes de 0, 10, 30,
50, 70, 90 e 110 nmol L™ de glifosato; B) respectivas taxas de inibigao.

A partir dos coeficientes linear (a) e angular (b) a seguinte equacéo foi obtida:
% 1 =6,42 + 0,33 [C], onde R = 0,978, %, | é a taxa de inibicdo e C & a concentra¢gédo
de glifosato, sendo 6 o0 niumero de pontos na reta.

O complexo Cu-glifosato apresenta um discreto deslocamento no potencial
em relacdo a oxidacao do cobre (para a esquerda), o que pode ser explicado pelo
fato de o glifosato se comportar como doador de elétrons, preenchendo os orbitais
moleculares do metal (receptor de elétrons), o que diminui a energia necesséria para
0 processo de oxidacao do cobre. (79)

Também foram testadas adicées de 0,2 a 4 nmolL™ por DPV em varredura
catddica, como mostra a Figura 22. Nos dois modos de varredura de potencial, ha
muita proximidade entre as repeticbes e evidente diferenca entre os pontos
referentes as diferentes concentracdes. No entanto, devido ao fato de a varredura
catddica ter apresentado picos ligeiramente menos simétricos, 0 modo de varredura

anodica foi adotado nos testes posteriores.
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Figura 22: DPVs do eletrodo GC/rGO-CuNPs 30% em PBS 0,2 mol Lt pH 7,0 com velocidade de varredura de
10 mV s, amplitude de pulso de 100 mV e incremento de potencial de 6 mV, com varredura de potencial de +0,2
a -0,3V,nas concentragfes de 0, 0,2,0,5,0,8,1,2e 4 nmoI.L'l de glifosato.

nmol L* e 11 umol L™ (R>0,9), como mostra a Figura 23.
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Figura 23: Taxas e inibicao plotadas a partir das DPVs do eletrodo GC/rGO-CuNPs 30% em PBS 0,2 mol L* pH
7,0 com velocidade de varredura de 10 mV s™, amplitude de pulso de 100 mV e incremento de potencial nas
faixas de concentragdo de 0,2 nmol L™ a 11 umol L™
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As adicdes de glifosato ocasionam diminui¢des significativas nas correntes de
pico, devido a inibicdo do sinal do cobre presente no eletrodo. No entanto, em
concentraces abaixo de 4,0 nmol L™ observou-se que esta diminuicéo de corrente
nao é linear, e, portanto, ndo pode ser usada para quantificar glifosato.

Foram escolhidas faixas de concentracdo menores que a concentracao
minima recomendada para aplicacdo pelos fabricantes em lavouras (da marca
comercial mais utilizada), que é na ordem de 10 mmol L™ (80), e que as faixas de
concentracdo ja estudadas por outro autores (das quais, o menor limite de deteccéo
foi de 12 nmol L™) (51,58-63,78).

O limite de deteccdo encontrado para o sensor foi de 24,7 nmol L. Ele foi
calculado a partir da curva de 10 a 110 nmol L™ da seguinte forma: o desvio padréo
das correntes de pico das ultimas 10 leituras em branco foi multiplicado por 3 e
dividido pelo coeficiente angular da reta. Foram realizados testes de repetibilidade e
reprodutibilidade, sendo encontrados os valores de 2,13 e 0,33%, respectivamente,
0 que mostra desvios relativos pequenos entre os diferentes sensores utilizados e
medidas realizadas.

Da mesma forma também foram plotadas duas figuras de mérito para AMPA
nas faixas de concentragéo de 0,1 a 1,1 (Figura 24a) e 1 a 11 umol L™ (Figura 24b).

Foram escolhidas as mesmas faixas de concentracdo que, para o glifosato, exibiram

linearidade.
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Figura 24: Taxas e inibicdo plotadas a partir das DPVs do eletrodo GC/rGO-CuNPs 30% em PBS 0,2 mol Lt pH
7,0 com velocidade de varredura de 10 mV s'l, amplitude de Pulso de 100 mV e incremento de potencial nas
faixas de concentragdo de a) 0,1 a 1,1 pmol L™ e B) 1,1 a 11 pymol L™ de AMPA.

As curvas de inibicdo obtidas para AMPA apresentam o mesmo perfil do

observado com glifosato. De fato, era esperada essa semelhanca no comportamento
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eletroquimico, j& que se trata de moléculas muito semelhantes: a presenca de grupo
fosfonato torna a molécula de AMPA também susceptivel a producéo de complexo
com o cobre. Isso mostra que o0 sensor pode ser usado para detectar ambos
simultaneamente, mas de forma ndo seletiva. Os testes subsequentes foram

realizados apenas com glifosato.

Avaliacdo do sinal ap0s adicdo de concentracdes elevadas de glifosato

A resposta voltamétrica do eletrodo GC/rGO-CuNPs na faixa de concentracao
de glifosato de 10 a 50 nmol L™ na célula mostrou-se linear. Quando esta
concentracdo foi aumentada para 10 pmol L™ a resposta do sensor ndo apresentou

gueda abrupta na corrente de pico, como era esperado (Figura 25).
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Figura 25: DPVs do eletrodo GC/rGO-CuNPs 30% em PBS 0,2 mol L-1 pH 7,0 com velocidade de varredura de
10 mV s, amplitude de pulso de 100 mV e incremento de potencial de 6 mV nas concentracdes de 0, 10, 30, 50,
nmol L™ e 10umol L™ de glifosato.

O comportamento observado na Figura 25 mostra quedas de corrente
uniformes com adicbes abruptas de glifosato, 0 que seria desfavoravel para
quantificacdo se o método utilizado fosse pela quantificacdo por curva analitica.
Entretanto, esse efeito pode ser corrigido com o uso do método de adi¢cao de padrédo
na analise, no qual a faixa de concentracdo é ajustada pela concentracdo presente

na amostra.
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Estudo de interferentes

Para o estudo de interferentes foram escolhidos os inseticidas das classes
dos piretroides e organofosforados com base na ocorréncia nos pacientes do
ambulatorio do CEATOX — IBB - UNESP. A influéncia da cipermetrina, deltametrina,
diazinon, malationa e mevinfés na corrente de pico anddica foi avaliada e os

resultados séo apresentados na Tabela 2.

Tabela 2: Efeito de alguns agrotéxicos na inibicdo de 1,0 umol L™ glifosato em condices otimizadas

por DPV, quando comparado coma solugcéo que ndo contem o interferente.

Interferente Concentrac&o (umol L™) % do sinal de glifosato*
0,5 1,84
Cipermetrina 1,0 1,84
2,0 11,95
0,5 2,91
Deltametrina 1,0 9,43
2,0 15,34
0,5 7,57
Diazinon 1,0 15,03
2,0 22,50
0,5 11,08
Malationa 1,0 17,97
2,0 26,24
0,5 9,38
Mevinfés 1,0 17,20
2,0 22,97

*em relacdo a 1,0 pmol L™ de glifosato em tampéo fosfato 0,2 mol L™ pH 7,0,sem interferente

O método € sujeito a interferéncias, mas através do método de adicdo de
padrdo € possivel minimizar a contribuicdo destas moléculas na inibicdo do pico
provocada pelo glifosato. Como esperado, os organofosforados apresentaram
interferéncia mais significativa, o que pode ser explicado pela semelhanca estrutural
com o glifosato (mostrado na Figura 26): a presenca de regides com possibilidade
de se ligarem ao cobre ou competirem com o glifosato pelo metal, provavelmente

através do fosfonato.
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Figura 26: Estruturas moleculares do glifosato e dos interferentes utilizados.
Analise de glifosato em amostra de urina sintética

O estudo de recuperacao de analito foi realizado pelo método de adicéo de
padrdo. Apoés a leituras em branco, foi acrescentada urina sintética enriquecida com
0,4 pmol L™ de glifosato (que, ao ser diluida na célula, ficaria com 20 nmol L™).
Foram feitas 3 adicdes de glifosato, de modo a se obter 30, 50 e 70 nmol L™, e os

voltamogramas podem ser comparados na Figura 27.
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Figura 27:DPVs dos eletrodos GC/rGO-CuNPs 30% em PBS 0,2 mol L™ pH 7,0 com velocidade de varredura de
10mvs™, amplitude de pulso de 100 mV e incremento de potencial variado de 6 mV, onde a é a amostra em
branco, a qual foram entéo adicionados: b) urina sintética + 20 nmol Lde glifosato; c,d e e- 30, 50 e 70 nmol Lt
de glifosato, respectivamente.
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O deslocamento dos picos para a direita evidencia o efeito de matriz, além de
uma mudang¢a na composicdo ibnica no eletrélito de suporte. A partir das correntes

de pico da Figura 27 foi plotada a figura de mérito exposta na Figura 28.

Equation y=a+b™
Adj. R-Square 0,9974

Value Standard Error
Mean Intercept 215051 0.3042
Mean Slope 0,22687 0,00668
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Figura 28:Taxas e inibi¢cdo plotadas a partir das DPVs do eletrodo GC/rGO-CuNPs 30% em PBS 0,2 mol L* pH
7,0 com velocidade de varredura de 10 mV s™, amplitude de pulso de 100 mV e incremento de potencial na faixa
de concentragao de 30 a 70 nmol Lt

slope=(y2-y1)/(x2-x1)
0,22687 = (21,5051 — 0)/(0-X)
X=94.,8nmol L*

Embora a figura de mérito obtida tenha se apresentado linear (R>0,99), a
concentracéo encontrada (94,8 nmol L™) para amostra contaminada foi bem distante
do real (20 nmol L™Y). Portanto, ainda sdo necessarios mais estudos para tornar o
sensor viavel do ponto de vista quantitativo nesta faixa de concentracdo para analise

em urina.
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CONCLUSAO

O método quimico usado para a sintese dos materiais mostrou-se eficiente
para a producdo de nanoparticulas de cobre e modificacdo do 6xido de grafeno
reduzido. O eletrodo GC/rGO-CuNPs apresentou maior area superficial em
comparacdo aos eletrodos GC e GC/rGO. Por DPV, em 0,2 mol L™ PBS pH 7,0,
utilizando os seguintes parametros otimizados: propor¢cédo de cobre de 30% em
relacdo ao rGO, 100 mV de amplitude de pulso, incremento de potencial de 6 mV,
velocidade de varredura de 10 mVs™ e potencial e tempo de pré-concentracéo de -
1V por 45s, as respostas voltamétricas obtidas puderam ser relacionadas a inibicao
das correntes de pico anédico do cobre em relagdo ao acréscimo de glifosato nas
faixas de concentracdo de 10 a 110 nmol L™, 0,1 a 1,1 umol L*e 1 a 11 umol L™ de
glifosato. O compdsito sintetizado € capaz de detectar glifosato e o0 sensor
desenvolvido mostrou-se promissor para determinacéo de glifosato em meio aquoso,
sendo ainda necessérios estudos adicionais acerca do mecanismo da reag¢do que

ocorre entre o eletrodo e o analito.
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