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APRESENTACAO

A colecéo “A Diversidade de Debates na Pesquisa em Quimica 2” é uma obra
que tem um conjunto fundamental de conhecimentos direcionados a industriais,
pesquisadores, engenheiros, técnicos, académicos e, € claro, estudantes. A colegao
abordara de forma categorizada pesquisas que transitam nos varios caminhos
da quimica de forma aplicada, inovadora, contextualizada e didatica objetivando
a divulgacgao cientifica por meio de trabalhos com diferentes funcionalidades que
compdem seus capitulos.

O objetivo central foi apresentar de forma categorizada e clara estudos
relacionados a revestimentos inteligentes — smart coatings; técnicas eletroquimicas;
modificacao de superficie; processo foto-Fenton; dessulfurizacdo adsortiva de diesel;
otimizacao de sensores; contaminantes organicos; degradacao de compostos;
nanotubos de carbono hidrofilicos; oxidagao parcial do metano; producéao de etanol;
tratamento de efluente aquoso; producao de biogas; processo oxidativo avang¢ado;
particao de ions metalicos; ensino de polimeros; reutilizacdo de 6leo industrial;
analise complexométrica de aluminio e modelagem molecular. Em todos esses
trabalhos a linha condutora foi o aspecto relacionado a caracterizacao, aplicacéo,
otimizacao de procedimentos e metodologias, entre outras abordagens importantes
na area de quimica, ensino e engenharia quimica. A diversidade de Debates na
pesquisa em Quimica tem sido um fator importante para a contribuicao em diferentes
areas.

Temas diversos e interessantes sdo, deste modo, discutidos aqui com a
proposta de fundamentar o conhecimento de académicos, mestres e todos aqueles
qgue de alguma forma se interessam pela area de quimica tecnoldgica, bacharel e
licenciatura. Possuirum material que demonstre evolugéo de diferentes metodologias,
abordagens, aplicacbes de processos, caracterizacdo com diferentes técnicas
(eletroquimica, microscopia, espectroscopia no infravermelho por transformada de
Fourier e raios-X) substanciais € muito relevante, assim como abordar temas atuais
e de interesse tanto no meio académico como social.

Portanto, esta obra é oportuna e visa fornecer uma infinidade de estudos
fundamentados nos resultados experimentais obtidos pelos diversos pesquisadores,
professores e académicos que desenvolveram seus trabalhos que aqui serao
apresentados de maneira concisa e didatica.

Jéssica Verger Nardeli
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CAPITULO 5

AVALIACAO DO SENSOR BASEADO GRAFENO E
COBRE PARA DETECCAO DE GLIFOSATO E AMPA

Data de aceite: 04/05/2020
Data de submissao: 05/02/2020

Sarah Setznagl
Universidade Estadual Paulista - Instituto de
Biociéncias, CEATOX

Botucatu — SP
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RESUMO: O glifosato (GLI) é um agrotoxico
de grande relevancia mundial e tem como
principal produto de degradacao o AMPA.
Estas duas moléculas sdo comumente dosadas
em amostras por cromatografia, mas ha uma
caréncia de alternativas analiticas que supram
as limitagcbes desta técnica. Utilizando-se da
eletroanalitica, apenas € possivel detecta-
las de forma indireta, ja que estas séao
moléculas nao eletroativas. A molécula GLI
apresenta a propriedade de formar compostos
de coordenacdo com cobre Il, sendo estas
estruturas detectaveis por eletroanalitica. Este
trabalho buscou avaliar a deteccédo de GLI
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e AMPA utilizando um eletrodo baseado em
carbono vitreo, grafeno e cobre por voltametria
de pulso diferencial (DPV). A alteracdo nas
correntes de pico anddica e catbédica do sistema
eletroquimico em presenca destes analitos foi
usada para detecta-los. O sensor foi otimizado
e foi obtida uma figura de mérito linear, o que
mostra que o sensor proposto € promissor para
determinacdo de GLI e AMPA em amostras de
agua.

PALAVRAS-CHAVE: glifosato; grafeno; cobre;
sensor eletroquimico; voltametria.

ABSTRACT: Glyphosate (GLI) is a relevant
worldwide pesticide and its main degradation
product is AMPA. These two molecules are
commonly dosed in samples by chromatography,
but due to the limitations of this technique there
is a need of analytical alternatives. Through
electroanalytical it is only possible to detect them
indirectly, since these are non-electroactive
molecules. GLI molecule has the property of
forming coordination compounds with copper
Il, these structures being detectable by this
electroanalytical technique. This work aims to
evaluate the detection of GLI and AMPA by an
electrode based on glassy carbon, graphene and
copper by differential pulse voltammetry (DPV).
Alinear change in the anodic and cathodic peak

Capitulo 5



http://lattes.cnpq.br/7570310523791457
http://lattes.cnpq.br/1263168595959203

currents of the electrochemical system in the presence of these analytes was used to
detect them. The sensor was optimized and a linear merit figure was obtained, which
shows that the proposed sensor is suitable for determining GLI and AMPA in water
samples.

KEYWORDS: glyphosate; graphene; copper; electrochemical sensor; voltammetry.

11 INTRODUCAO

O agronegécio estd entre as mais importantes atividades econOmicas do
Brasil, estando ele entre os maiores exportadores agricolas (MARTINS, 2016) e
consumidores de agrotoxicos do mundo (CARNEIRO etal.,2015). Uma conseqiéncia
relacionada a isso € a presenca de residuos de agrotoxicos no solo, agua, ar e
alimentos, o que gera um alerta a saude a ao meio ambiente (CASSAL et al., 2014),
e traz a necessidade de controlar e monitorar o uso destes compostos (ANVISA,
2014). O glifosato (GLI) é o pesticida mais vendido no mundo e representa 40% do
total de pesticidas usados no Brasil (BENBROOK, 2016; CARNEIRO et al., 2015).

Propriedades do glifosato

O glifosato, N-(fosfonometil)glicina, € um herbicida usado desde a década
de 70 (DUKE; POWLES, 2008). Ele age pela inibicao de uma enzima presente
em bactérias, fungos e plantas, envolvida na sintese de corismato, um precursor
dos aminoacidos aromaticos triptofano, fenilalanina e tirosina. Ocorre uma inibicéo
competitiva dele com a 5-enolpiruvil-chiquimato-3-fosfato-sintase (EPSPS), que age
na conversao de chiquimato-3-fosfato em 5-enolpiruvil-chiquimato-3-fosfato (Fig.1)
(NELSON; COX, 2011).
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Fig.1: Reacéo inibida pela acdo de GLI: conversao de chiquimato-3-fosfato a 5-enolpiruvil-
chiquimato-3-fosfato (NELSON; COX, 2011).

Sua degradacdo pode acontecer por duas vias: por acdo da glifosato
oxidorredutase, formando acido aminometilfosfénico (AMPA), que é o principal
subproduto; ou através da C-P liase, que remove o grupo fosfato, formando
sarcosina, entrando entdo no metabolismo dos aminoacidos (Fig. 2) (LIU et al.,
1991).

B
OH 0

)vu | A ™
N P—OH —pr— )\/H
o ~ | o e

OH

glifosato sarcosina
A | glifosato
oxidorredutase

0

|
0
SN \)J\
0

H
AMPA acido glioxilico

Fig.2: Vias de degradacdo do GLI: A) clivagem oxidativa da ligagdo carbono-nitrogénio,
resultando na formacéo de AMPA; B) clivagem da ligacdo carbono-fésforo que resulta na
formacéo de sarcosina (AMARANTE JUNIOR et al., 2002a; LIU et al., 1991).
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A molécula livre de GLI se degrada em poucos dias no solo, mas se torna mais
persistente quando adsorvida no solo (ARAUJO et al., 2003), e o seu subproduto
AMPA é ainda mais persistente (ANNETT; HABIBI; HONTELA, 2014; SOUZA et
al., 2006). Embora seja considerado um agrotoxico com boa eficiéncia e baixa
toxicidade, trata-se contaminante ambiental (AMARANTE JUNIOR et al., 2002b)
que pode prejudicar espécies que néo sao alvos (EDGE et al., 2013; HERBERT et
al., 2014). Estudos mostram que o GLI age como desregulador enddcrino, inibindo
a producao da enzima aromatase, que € mediadora da aromatizacdao de horménios
androgenos a estrogenos (GASNIER et al., 2009; SIMPSON et al., 2014) (Fig.3).
Desequilibrios hormonais causados por ele também podem estar relacionados
a casos de cancer de mama (THONGPRAKAISANG et al., 2013) e linfoma em
humanos (COSTA; MELLO; FRIEDRICH, 2017; INTERNATIONAL AGENCY FOR
RESEARCH ON CANCER, 2017; SCHINASI; LEON, 2014).

OH OH
CH CH3

CHa aromatase

testosterona estradiol

Fig.3: Reacdo de aromatizagdo da testosterona (horménio andrégeno) produzindo estradiol
(hormoénio estrégeno). Nsta conversao age a aromatase, pertencente as enzimas do citocromo
p450, que agem na sintese de hormdnios esteroides, presentes no figado e intestino delgado

(ATTAR; BULUN, 2006).

Analise de glifosato

Métodos cromatograficos sédo os mais utilizados para detectar e quantificar
GLI (AMARANTE JUNIOR et al., 2002b). No entanto, a molécula do GLI apresenta
caracteristicas que dificultam tanto a sua extracdo quanto detecc&o, e por isso
ha necessidade de usar procedimentos com muitas etapas, o que torna a analise
onerosa e demorada (AMARANTE JUNIOR et al., 2002b; GARCIA DE LLASERA et
al., 2005).

Além da cromatografia, outras técnicas de anéalise de GLI vém sendo
desenvolvidas, entre elas as técnicas eletroanaliticas(DE ALMEIDA et al., 2015).
Embora n&o seja possivel detectar diretamente o GLI por voltametria, por se tratar
de uma molécula ndo eletroativa (TEOFILO et al., 2004), é possivel utilizar métodos
indiretos, como a formacao de compostos de coordenacao dele com ions cupricos.

Em presenca de ions metélicos, o GLI 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, os grupos
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carboxilato e fosfonato estdo desprotonados, o que facilita a coordenacédo com
metais de transicao. Ele pode formar complexo com cobre, zinco, manganés, niquel,
e outros, sendo mais estudado o de cobre. Dois tipos de complexo GLI-cobre séao
possiveis, sendo que em ambos € o nitrogénio quem se liga ao cobre: no complexo
1:2, duas moléculas de GLI se ligam a um ion cobre; na estrutura 1:1 (Fig.4), uma
molécula de GLI se liga a um ion cobre e forma-se uma estrutura de dois anéis
quelatos (COUTINHO; MAZO, 2005).

0—Cu—o0
o=c/ | \ N

NH R
NN

Fig.4: Formula estrutural plana do complexo cobre-glifosato 1:1(COUTINHO; MAZO, 2005).

Alguns eletrodos baseados em cobre para deteccéo de GLI sdo relatados na
literatura feitos com diferentes materiais. Entre eles, eletrodos de cobre metélico
(GARCIA; ROLLEMBERG, 2007; SIERRA et al., 2008), pasta de carbono, carbono
vitreo com cobre eletrodepositado (PINTADO et al., 2012) e carbono vitreo modificado
com filme de ftalocianina de cobre e nanotubos de carbono (MORAES et al., 2010).

2| MATERIAL E METODOS

Os experimentos voltamétricos 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) previamente limpo e polido como
eletrodo de trabalho, eletrodo de referéncia Ag/AgCI/KCI (3,0 mol L"), uma placa de
platina como contra-eletrodo.

Um sensor baseado em carbono vitreo modificado com Oxido de grafeno
reduzido e nanoparticulas de cobre (GC/rGO-CuNPs) (SETZNAGL; CESARINO,
2020) foi avaliado para deteccdo de AMPA em &gua e GLI em urina sintética. O
eletrodo de trabalho foi modificado com o compésito produzido pelo método quimico,
cuja morfologia fora caracterizada por microscopia eletrénica de varredura, e entéo
avaliado por voltametria (esquema na Fig.5).
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Fig.5: Esquema de preparo do sensor - sintese do grafeno-cobre; depésito do material sobre o
eletrodo de GC; analises voltamétricas.

Uma suspensao de 6xido de grafeno e dodecil sulfato de s6dio (SDS) em
etanol foi levada ao banho ultrassénico e entdo adicionada de borohidreto de
sodio (NaBH,), sonicada novamente, centrifugada e lavada com etanol. O material
resultante foi seco em estufa e disperso em agua a 0,25 mg mL". Para sintese
do composito grafeno-cobre, 0 mesmo procedimento foi repetido acrescentando-se
uma etapa de adic&o de sal de cobre ao material.

Para o estudo de matriz, uma amostra de urina sintética foi produzida a partir
do método de Laube et al adaptado (LAUBE; MOHR; HESSE, 2001).

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Estudo e otimizacao do compésito

A caracterizagcdo morfolégica foi realizada nos materiais com e sem adigéo
de cobre durante a sintese, e é possivel observar particulas dispersas ao longo da
folha de grafeno no material com cobre (Fig. 6).
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Fig.6: Imagem FEG-SEM da superficie do filme rGO-CuNPs 30%.

Eletrodos contendo estes compositos foram entdo avaliados por voltametria,
sendo que somente aquele em que foi adicionado cobre exibiu picos caracteristicos
deste metal (GARCIA; ROLLEMBERG, 2007; MORAES et al., 2010; PINTADO
et al., 2012; SIERRA et al., 2008): picos anddico e catédico em +0,03 V e -0,18
V, atribuidos a oxidacdo e reducédo do cobre. Quando avaliados com adicdo de
GLlI, apenas o eletrodo contendo cobre apresentou alteracéo significativa no perfil
voltamétrico em comparagcdo a amostra em branco, tendo sido observada uma
diminuicdo nos picos anodico e catddico em presenca deste analito.

Este comportamento foi oposto ao previsto, sempre tendo sido relatado um
aumento de intensidade com a concentracdo (COUTINHO et al., 2007; GARCIA;
ROLLEMBERG, 2007; MORAES et al.,, 2010; PINTADO et al.,, 2012; PRASAD;
JAUHARI; TIWARI, 2014; SANCHEZ-BAYO; HYNE; DESSEILLE, 2010; SIERRA et
al., 2008). Mas deve-se levar em consideragcédo que, como o material usado neste
sensor é diferente dos outros trabalhos, é possivel que o0 mecanismo reacional nao
seja 0 mesmo. Além disso, o tamanho reduzido das particulas de cobre também
pode fazer com que diminua a exposicao do metal presente na superficie do eletrodo
para de ligar a mais moléculas de GLI.

Foram testados por DPV compésitos produzidos em propor¢des de 20 a 50%
de cobre em relagcé&o ao grafeno (Fig.7), sendo que a proporcéo de 30% de cobre

apresentou a maior corrente de pico e foi entdo adotada.
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Fig.7: DPV de eletrodos GC/grafeno-Cu com diferentes propor¢cées 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.

N&o foi obtida uma relagdo direta entre 0 aumento da proporcao de cobre e
da corrente de pico (30%>50%>40%>20%), o0 que pode ser atribuido a diversidade
na eficiéncia de sintese entre os compésitos produzidos. Para explorar melhor esse
aspecto, seria necessario fazer um estudo com mais de uma sintese para cada tipo
de material.

3.2 Otimizacao do eletrodo para deteccao de glifosato e AMPA

Para se obter os maiores valores de correntes, o pH e parametros da DPV foram
otimizados. Em seguida, foram testadas adi¢cdes de GLI em faixas de concentracao
entre 0,2 nmol L"e 11 yumol L, e a partir delas plotadas curvas de DPV e calculadas
as taxas de inibicdo do sensor. E possivel observar que os 3 pontos de triplicata
sao muito proximos com diferengcas acentuadas nas correntes de pico entre uma
concentracao e outra (Fig.8).
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Fig.8: A) DPVs do eletrodo GC/grafeno-Cu 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 de 6 mV
nas concentracdes de 0, 10, 30, 50, 70, 90 e 110 nmol L' de glifosato; B) respectivas taxas de

inibicao.

A reta obtida fornece a seguinte equacao de inibicdo: % I = 6,42 + 0,33 [C],
onde R = 0,978 (n=6), %/ € a taxa de inibicao e C é a concentragao de GLI em nmol

L.

Também foram testadas adicbes de GLI em varredura catddica (Fig.9). Nos
dois modos de varredura de potencial, ha muita proximidade entre as repeticdes

e evidente diferenca entre os pontos referentes as diferentes concentragdes. No

entanto, como este modo de varredura apresentou picos menos simétricos, o modo

de varredura anodica foi mantido nos testes posteriores.

Fig.9: DPVs do eletrodo GC/rGO-CuNPs 30% em PBS 0,2 mol L' pH 7,0 com velocidade de

-40 4
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0,1

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 concentra¢des de 0, 0,2, 0,5, 0,8, 1, 2 e 4 nmol L™

de glifosato.

A taxa de inibicdo mostrou um aumento linear com a concentragdo acima de
10 nmol L' (R>0,9), como mostra a Fig.10.
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Fig.10: Taxas e inibicdo plotadas a partir das DPVs do eletrodo GC/grafeno-Cu 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 100 nmol L.

As adi¢cdes de GLI ocasionam diminui¢des significativas nas correntes de pico,

N ep s

nmol L' observou-se que esta diminuicao de corrente nao é linear, e, portanto, ndo

pode ser usada para quantificacao.

Foram obtidos para este sensor pequenos desvios relativos entre os diferentes
sensores utilizados e medidas realizadas com LOD de 24,7 nmol L' e repetibilidade

e reprodutibilidade de 2,13 e 0,33%, respectivamente

Da mesma forma também foram obtidas figuras de mérito para AMPA em faixas

de concentracédo entre 0,1 e 11 ymol L (Fig.11).
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Fig.11: Taxas e inibicdo plotadas a partir das DPVs do eletrodo GC/grafeno-Cu 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 concentragéo de a) 0,1 a 1,1 ymol L' e B) 1,1 a 11 ymol

L' de AMPA.

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

observado com GLI. De fato, era esperada essa semelhanca no comportamento

eletroquimico, ja que se trata de moléculas muito semelhantes: a presenca de
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grupo fosfonato torna a molécula de AMPA também susceptivel a producdo de
complexo com o cobre. Isso mostra que o0 sensor pode ser usado para detectar
ambos simultaneamente, mas de forma nao seletiva.

3.3 Analise de glifosato em amostra de urina sintética

Para simular o efeito de matrizem urina, apds as leituras em branco acrescentou-
se a célula uma aliquota de urina sintética enriquecida com GLI de modo a se obter
a concentracao de 20 nmol L'. Em seguida foram feitas 3 adicées de GLI, obtendo-

se 0s voltamogramas mostrados na Fig.12.

a

. . T T
-0.3 -0,2 -0,1 0,0 0,1
E/V vs. Ag/AgCl

Fig.12: DPVs dos eletrodos GC/grafeno-Cu 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 variado de 6
mV, onde a é a amostra em branco, a qual foram entédo adicionados: b) urina sintética + 20 nmol
L'de GLI; c,d e e- 30, 50 e 70 nmol L' de GLI, respectivamente.

O deslocamento dos picos para a direita evidencia o efeito de matriz, além de

uma mudang¢a na composicao idnica no eletrolito de suporte. A partir das correntes

de pico da Figura 12 foi plotada a figura de mérito exposta na Fig.13.
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Fig.13:Taxas e inibicéo referentes as DPVs do eletrodo GC/grafeno-Cu 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 L.

Embora a figura de mérito obtida tenha se apresentado linear (R>0,99), a

concentragao calculada (94,8 nmol L") para a amostra contaminada foi bem distante

do real (20 nmol L"). Portanto, ainda sdo necesséarios mais estudos para tornar

0 sensor viavel do ponto de vista quantitativo nesta faixa de concentracdo para

analise em urina.

41 CONCLUSAO

O composito sintetizado é capaz de detectar glifosato e AMPA e o sensor

avaliado mostrou-se promissor para o desenvolvimento de métodos alternativos

para deteccédo destes importantes analitos.
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