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APRESENTAÇÃO

O E-book intitulado: “Trabalhos nas Áreas de Fronteira da Química” é constituído 
por dezesseis trabalhos em forma de capítulos que abordam as diferentes áreas da 
química de forma intra e interdisciplinar, objetivando-se à melhoria da qualidade de vida. 
Esta coleção trouxe trabalhos que proporcionaram: (i) avaliar as propriedades químicas, 
físicas e biológicas de óleos essenciais, aromáticos e ácidos graxos extraídos de diferentes 
partes de plantas (folhas, cascas, tronco e caule) utilizadas na alimentação e que devido 
a suas propriedades nutricionais, aromáticas e terapêuticas constitui-se em uma área 
de extrema importância – a Química de produtos naturais; (ii) a eletroanalítica vem se 
desenvolvendo e aprimorando sensores (dispositivos) com propriedades para: monitorar 
e detectar substâncias em tempo real, com baixo custo operacional, fácil operação e com 
ampla aplicação (em especial, detecção e quantificação de contaminantes de interesse 
emergente em matrizes aquosas); (iii) aplicação de figuras de mérito em técnicas 
analíticas visando atestar a qualidade de alimentos; e (iv) princípios e contribuições 
do método QuEChERS e das técnicas de cromatográficas para o estabelecimento dos 
princípios norteadores da Química Verde em análises químicas; (v) a importância do 
monitoramento e detecção de metais tóxicos ou potencialmente tóxicos presentes em 
água e alimentos; (vi) aplicação de processos distintos de tratamento (osmose reversa 
e processos oxidativos avançados) para remoção de poluentes (corantes e fármacos) 
em águas  de superfície, com o intuito de remover substâncias capazes de desencadear 
efeitos deletérios a biota aquática e seus organismos.

Neste contexto, a Atena Editora reuniu trabalhos selecionados por membros do 
corpo editorial que pudesse apresentar temas atuais e em constante discussão, reunindo 
na forma do E-book: “Trabalhos nas Áreas de Fronteira da Química”, neste volume II.   

Prof. Dr. Cleiseano Emanuel da Silva Paniagua
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RESUMO: Neste trabalho, foi desenvolvido um 
estudo para a detecção da ciprofloxacina (CPX) 
utilizando um eletrodo modificado com óxido de 
grafeno reduzido (OGr) e o líquido iônico (LI) 
acetato de 1-butil-3-metilimidazólio (BMIMAc). 
O eletrodo empregado mostrou-se eletroativo 
frente à detecção de CPX. Foram avaliados os 
teores de modificação, variando proporções de 
OGr e do LI para o desenvolvimento do eletrodo 
compósito. A utilização de 10,0% de OGr e 2,5% 
de BMIMAc resultou em maiores intensidades de 
corrente de pico anódico na detecção de CPX. 
Estudos de otimizações dos parâmetros do meio 
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e da técnica também foram realizados. A partir disso, uma curva analítica foi obtida utilizando 
uma solução padrão de CPX, resultando em duas faixas lineares dinâmicas de concentração. 
A faixa de interesse correspondeu à detecção da CPX no intervalo de concentração de 6,99 
a 695,0 nmol L-1 (R2 = 0,9984), com limites de detecção e quantificação iguais a 4,21 nmol 
L-1 e 12,8 nmol L-1, respectivamente. As avaliações de reprodutibilidade e repetibilidade para 
o eletrodo EM/OGr-LI resultaram em valores de desvios padrão relativos iguais a 5,96% 
e 1,12%, respectivamente. Esses resultados atestam a sensibilidade do método analítico 
desenvolvido para a determinação de CPX em amostra real.
PALAVRAS-CHAVE: Contaminante Emergente. Eletrodo Modificado. Óxido de Grafeno 
Reduzido. Imidazólio.

DETECTION OF CIPROFLOXACIN APPLYING AN ELECTROCHEMICAL 
SENSOR BASED ON DERIVATIVE GRAPHENE AND IONIC LIQUID

ABSTRACT: In this work, a study was developed for the detection of ciprofloxacin (CPX), 
applying modified carbon paste electrode (MCPE) with reduced graphene oxide (rGO) and 
ionic liquid (IL) 1-butyl-3-methylimidazolium acetate (BMIMAc). The electrode used was 
shown to be electroactive when detecting CPX. Modification percentages were evaluated, 
varying the proportions of rGO and LIs for the development of the composite electrode. The 
use of 10.0% rGO and 2.5% BMIMAc resulted in higher intensities of anodic peak current in 
the detection of CPX. Optimization studies of the parameters of the medium and the technique 
were performed. From this, an analytical curve was obtained using a standard CPX solution, 
resulting in two dynamic linear ranges of concentration. The range of interest corresponded 
to the detection of CPX in the concentration range of 6.99 to 6.95.0 nmol L-1 (R2 = 0.9984), 
with limits of detection and quantification calculated from 4.21 nmol L-1 and 12.8 nmol L-1, 
respectively. In addition, the reproducibility and repeatability assessments for the ME/rGO-
IL electrode resulted in values of relative standard deviation equal to 5.96% and 1.12%, 
respectively, guaranteeing the applicability of the analytical method developed.
KEYWORDS: Emerging Contaminant. Modified Electrode. Reduced Graphene Oxide. 
Imidazolium.

1 | 	INTRODUÇÃO
Os contaminantes emergentes constituem uma classe de substâncias geradas pela 

atividade antrópica ou natural, para as quais ainda não existe legislação que determine 
o seu monitoramento, ou relatórios sanitários de relatem a detecção desses compostos 
em matrizes ambientais (PETRIE et al., 2014). Os contaminantes emergentes não são 
removidos pelos sistemas convencionais de tratamentos de água (NASCIMENTO et al., 
2015). Dessa forma, a detecção desses compostos em baixas concentrações, na ordem de 
ng L-1 e μg L-1, necessita de técnicas altamente sensíveis e seletivas.

Inseridos nesse contexto, os fármacos à base de Ciprofloxacina (CPX) são utilizados 
como antibióticos de largo espectro, sendo bastante difundidos para remediação de 
diversas doenças bacterianas. A CPX pertencente ao grupo das fluoroquinolonas e essas 
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ao das quinolonas, possuindo atividade contra os cocos Gram-positivos e Gram-negativos, 
apresentando potencialidade farmacológica igual ou superior à penicilina, às cefalosporinas 
e aos aminoglicosídeos (CLAYTON & STOCK, 2006). Com isso, a intensa utilização da 
CPX para o tratamento de infecções humanas e animais (ROCA JALIL et al., 2015) faz com 
que os resíduos desse fármaco sejam encontrados em ambientes aquáticos, em efluentes 
de criação de animais e farmacêuticos (PENG et al., 2016), além dos efluentes hospitalares 
e até mesmo residenciais (DEWITTE et al., 2008).

Além da contaminação ambiental pelo uso generalizado da CPX, a resistência 
bacteriana desenvolvida pelos organismos, devido à exposição a longo prazo a esse 
antibiótico, torna-se preocupante. Efeitos colaterais devido ao uso não controlado da 
CPX foram registrados, tais como: alergias (OWENS & AMBROSE, 2005), resistência a 
antibióticos (EZELARAB et al., 2018), hepatoxicidade e a presença de sangue em urina 
(PHAM et al., 2018). Assim sendo, a busca pelo desenvolvimento de métodos analíticos 
que apresentem elevada sensibilidade à presença de CPX em compartimentos ambientais 
e organismo humano, torna-se necessário. Frente a isso, o desenvolvimento de sensores 
modificados tem-se mostrado promissor para a determinação eletroquímica desse composto 
(FENG et al., 2010). Segundo Pereira et al. (2002), a modificação agrega seletividade, 
sensibilidade, tempo de vida útil, tempo de resposta e estabilidade ao eletrodo.

Um modificador que tem ganhado atenção nos últimos anos são os líquidos iônicos 
(LIs), que são substâncias químicas iônicas que possuem ponto de fusão abaixo de 100 
ºC e apresentam baixa viscosidade (WASSERSCHEID & KEIM, 2000). Eles podem ser 
usados como catalisadores, eletrólito, solventes, entre outras aplicações. Por via de 
regra, os líquidos iônicos são formados por um cátion orgânico e por um ânion orgânico 
ou inorgânico. Com base nisso, as propriedades físico-químicas desses líquidos podem 
ser “arquitetadas” de acordo com a espécie catiônica ou aniônica (FREEMANTLE, 1998). 
Propriedades como densidade, solubilidade e viscosidade dependem da constituição e 
tamanho das espécies iônicas que formam o LI. A densidade depende do tamanho do anel 
do cátion, do comprimento da cadeia alquil do cátion, da simetria dos íons e da interação 
das forças entre cátions e ânions (EARLE et al., 2006; MACFARLANE et al., 2001; NISHIDA 
et al., 2003; NODA et al., 2001; YANES et al., 2001). Já a solubilidade dos LI em água é 
dependente do ânion, sendo os LI à base de imidazólio com os ânions haleto, etanoato, 
nitrato ou trifluoroacetato solúveis em água (SEDDON et al., 2000). 

O óxido de grafeno reduzido (OGr), bem como os LIs, também pode ser empregado 
na modificação de sensores eletroquímicos. O OGr é um nanomaterial que apresenta 
propriedades físico-químicas capazes de ampliar a detectabilidade de diversas substâncias 
(HE et al., 2018; WANG et al., 2020). Sua alta condutividade, ampla área superficial e a 
presença de estruturas de carbono com hibridização sp2 faz do OGr um excelente material 
para ser aplicado como modificador de eletrodos (XU et al., 2013). O OGr pode ser obtido 
a partir do grafite, baseado no método de Hummers modificado (SANT’ANNA et al., 2020). 
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Dentre as etapas envolvidas nesse processo sintético, ocorre a oxidação do grafite, levando 
à formação do óxido de grafeno (OG) e, por redução posterior, produz o óxido de grafeno 
reduzido (OGr) ( ZARBIN & OLIVEIRA, 2013). 

A combinação das propriedades de LIs com as do OGr pode formar um material 
compósito capaz de interagir de forma sinérgica com moléculas de CPX. Assim sendo, 
este trabalho propõe o desenvolvimento e a aplicação de eletrodos baseados em OGr e o 
líquido iônico acetato de 1-butil-3-metilimidazólio (BMIMAc) para a determinação de CPX.

2 | 	MATERIAIS E MÉTODOS

2.1	 Síntese do OGr e obtenção do BMIMAc
Em um frasco de vidro de 500,0 mL, foram adicionados 5,00 g de grafite com 15,00 

g de KMnO4. Essa mistura foi colocada em banho de gelo. Foram gotejados 100,0 mL de 
H2SO4 concentrado, sob agitação constante, por 1 h. Em seguida, a solução foi retirada do 
banho de gelo e foram adicionados, aos poucos, 400,0 mL de água deionizada. A mistura foi 
colocada em um banho de glicerina a 90 ºC, durante 1 h. Ao final, foi observado um produto 
de coloração marrom. O material foi centrifugado e lavado com água deionizada aquecida, 
obtendo-se o óxido de grafeno (OG). Na etapa de redução para obtenção do OGr, foi pesado 
1,00 g do produto obtido na etapa anterior e adicionado a 10,00 g de ácido ascórbico em 
50,0 mL de água deionizada. A mistura foi mantida sob agitação constante à temperatura 
ambiente por 48 h. O produto obtido foi armazenado sob refrigeração (HUMMERS. & 
OFFEMAN, 1958; MATOS et al., 2017). Amostras de GO e o OGr foram caracterizadas 
por Microscopia Eletrônica de Transmissão (MET), utilizando um microscópio JEOL JEM 
1200EX-II.

O líquido iônico acetato de 1-butil-3-metilimidazólio foi doado pelo Prof. Dr. Luiz 
Pereira da Costa (Instituto de Ciências Exatas e Tecnologia, Universidade Federal do 
Amazonas). A amostra foi caracterizada por Espectroscopia de Infravermelho com 
Transformada de Fourier (FTIR) realizadas em um equipamento de modelo Varian 640-IR e 
por Espectroscopia Raman, usando um Bruker Optik GmbH com laser de diodo de 785 nm 
e intensidade do feixe de 100 mW.

2.2	 Preparação dos Eletrodos de Pasta de Carbono (EPC) e Eletrodos 
Modificados (EM)

Para a preparação do EPC, foi utilizada uma proporção de 7:3 (m/m) de grafite 
em pó e óleo mineral. A mistura foi homogeneizada manualmente por 20 minutos com 
auxílio de almofariz e pistilo de ágata, a fim de obter uma pasta de aspecto homogêneo. 
O modo de preparo dos eletrodos modificados foi o mesmo, com variações das massas 
de grafite e óleo mineral. O eletrodo de pasta de carbono modificado com BMIMAc (EM/
LI) foi preparado através da mistura de 7:2,5:27,5 (m/m/m) de grafite, BMIMAc e óleo 
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mineral, respectivamente. O eletrodo modificado com OGr foi obtido pela mistura de 
6:10:3 (m/m/m) de grafite, OGr e óleo mineral, respectivamente. O eletrodo modificado 
com o material compósito foi preparado pela mistura de grafite, do LI BMIMAc, OGr e óleo 
mineral e nas proporções de 6:2,5:10:27,5 (m/m/m/m), respectivamente. Após a etapa de 
homogeneização, as pastas foram introduzidas em uma seringa de polipropileno (φint = 4,8 
mm) e um fio de cobre (φint = 3,0 mm) foi utilizado para estabelecer o contato elétrico entre 
a pasta e o equipamento de análise.

2.3	 Análise eletroquímica 
A voltametria de pulso diferencial (VPD) foi empregada para a análise do 

comportamento do EPC e dos EMs frente a uma solução de 1,00 x 10-4 mol L-1 CPX. 
As medidas foram realizadas em um Potenciostato/Galvanostato modelo PGSTAT 100N 
da Metrohm Autolab, controladas com o software NOVA 2.1.3. Os parâmetros do meio 
eletrolítico foram investigados, variando a solução do eletrólito suporte entre tampão fosfato 
e tampão BR e faixa de pH de 3,00 a 7,00. O intervalo de pré-concentração também foi 
avaliado no intervalo de 30 s a 30 min, usando duas faixas de concentração de CPX, 1,00 x 
10-4 mol L-1 e 1,00 x 10-5 mol L-1. Já na otimização da técnica, foram avaliados a velocidade 
de varredura (ʋ) na faixa de 5 – 30 mV s-1, a amplitude do pulso no intervalo de 20 – 70 mV 
e o tempo de pulso variando de 5 – 70 ms.

2.4	 Curva de Calibração
Para averiguar a linearidade do método proposto, foi construída uma curva analítica 

utilizando o eletrodo EM/OGr-LI para a determinação de CPX na faixa de concentração de 
6,99 x 10-9 – 9,99 x 10-5 mol L-1, sob as condições de análise otimizadas. A avaliação da 
precisão do método foi realizada utilizando análises de reprodutibilidade e da repetibilidade. 
Para a reprodutibilidade, foram preparados seis eletrodos EM/OGr-LI com as mesmas 
proporções dos modificantes; para a repetibilidade foram realizadas cinco medidas com 
um mesmo eletrodo EM/OGr-LI. 

3 | 	RESULTADOS E DISCUSSÕES

3.1	 Microscopia Eletrônica de Transmissão do OG e OGr
As imagens de microscopia eletrônica de transmissão do óxido de grafeno e do óxido 

de grafeno reduzido são mostradas na Figura 1. Em (a) é possível observar regiões mais 
escuras devido à maior dispersão do feixe de elétrons em regiões mais espessas, onde 
há a sobreposição das camadas do OG (KRUMEICH, 2018). Ainda é possível observar 
tamanhos e formatos irregulares com folhas lisas em consequência da esfoliação diante da 
presença de grupos oxigenados no OG (AZIZ el al., 2014). De acordo com Ramos-Galicia 
et al. (2013), essa morfologia fornece estabilidade ao OG e evita o colapso da estrutura e 
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o retorno à estrutura grafítica.

Figura 1. Microscopia eletrônica de transmissão do (a) OG e (b-c) OGr.

Em (b) e (c), é possível observar as características morfológicas de folhas com 
alto grau de transparência devido à sua semelhança com o grafeno, que é constituído por 
uma monocamada plana de hexágonos de carbonos com hibridização sp2. Além disso, 
a superfície rugosa possibilita o dobramento das folhas (LORYUENYONG et al., 2013; 
ORTOLANI et al., 2012), proporcionando um aspecto de folhas amassadas.

3.2	 Espectroscopia Vibracional na Região do Infravermelho e Raman 
As análises de FTIR no modo de reflexão total atenuada (ATR) e Raman para o 

líquido iônico BMIMAc, foram obtidos na faixa de 567,0 a 3116,3 cm-1 (Figura 2).

Figura 2. Espectros de infravermelho e Raman do BMIMAc.

A partir dos espectros da Figura 2, é possível observar se que o LI apresentou bandas 
características dos íons acetato e N,N-alquilimidazólio. As bandas 634 cm-1 e 905 cm-1 
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correspondem aos modos de dobramento O-C-O e ao estiramento C-C do ânion acetato. Já 
as atribuições que mais caracterizam o cátion N,Nalquilimidazólio foram evidenciadas em 
1020 cm-1 e 1576 cm-1, que se referem aos modos de estiramento C-N e de dobramentos 
C-N-C e C-H do anel imidazólio, além do estiramento C-H de CH2 em 2924 cm-1 (CABAÇO 
et al., 2012; PASCHOAL et al., 2017; SHIFLETT et al., 2008).

3.3	 Desempenho Eletroquímico dos Eletrodos EPC e EMs 
Na otimização do meio, foram avaliados eletrólitos, pH e tempo de pré-concentração, 

utilizando o eletrodo EM/OGr-LI (Figura 3), o qual exibiu maior sensibilidade na detecção 
da CPX em tampão Britton-Robinson pH 7,00 (Figura 3a). Conjuntamente, o eletrodo 
apresentou maior corrente de pico anódico (Ipa) da CPX, em relação ao EPC. É possível 
observar que os modificantes OGr e BMIMAc possuem uma interação sinérgica, resultando 
intensificação da Ipa, além de ter facilitado a reação em um potencial de oxidação menos 
positivo (Epa = +0,86 V), isto é, menos energia foi necessária para promover a oxidação.

Figura 3. (a) Voltamogramas de Pulso Diferencial obtidos para o eletrodo EM/OGr-LI na 
presença de 1,00 x 10-4 mol L-1 de CPX, em soluções tampão (pH 7,00) fosfato e BR, (b) 

variando a faixa de pH 3,00 a 7,00, υ= 20 mV s-1, amplitude de pulso de 50 mV e tempo de 
pulso de 50 ms. (c) Correlação de Ipa e Epa em função do pH e (d) Ipa pelo tempo de pré-

concentração 30s - 30 min na presença de CPX 1,00 x 10-4 e 1,00 x 10-5 mol L-1.

O efeito do pH da solução tampão BR no Ipa na oxidação de CPX 1,00 x 10-4 mol L-1 
(Figura 3b) mostrou que as intensidades de Ipa foram maiores em pH abaixo de 6,00. Nessa 
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região, de acordo com o gráfico de distribuição de espécies de CPX (ROCA JALIL et al., 
2015), a molécula apresenta maior distribuição na sua forma protonada, contribuindo para 
o processo de oxidação, mais precisamente em pH 4,00 e pH 5,00. Ao passo que o pH 
foi aumentado, o Epa de CPX deslocou linearmente para valores menos positivos (Figura 
3c), resultando na equação da reta igual a Epa = – 0,0651 pH + 1,3363 (R2 = 0,9966). O 
coeficiente angular resultante foi igual a 0,0651 V/pH, que é um valor próximo ao valor 
teórico 0,0598 V/pH, indicando uma transferência igual de prótons e elétrons no processo 
de oxidação da CPX, correspondendo a dois prótons e dois elétrons.

Em relação ao tempo de pré-concentração do analito na superfície do eletrodo, é 
possível verificar que o Ipa se intensificou com o aumento do tempo de pré-concentração, 
evidenciando que a interação do analito com a superfície do eletrodo é favorecida com o 
tempo de contato de até 20 min em concentrações maiores de CPX. Já em concentração 
menor, a taxa de saturação tende a ocorrer acima dos 30 min (Figura 3d).

Na otimização dos parâmetros da técnica foram avaliadas a velocidade de varredura, 
a amplitude do pulso e o tempo de pulso (Figura 4a-c). 

Figura 4. Gráficos das variações de Ipa e do W1/2 em função da velocidade de varredura obtidos 
para o eletrodo EM/OGr-LI na presença de 1,00 x 10-5 mol L-1 de CPX em tampão BR (pH 

5,00), tempo de pré-concentração 5 min, variando (a) a velocidade de varredura 5 - 30 mV s-1, 
(b) a amplitude de pulso 20 - 70 mV e (c) o tempo de pulso 5 - 70 ms.

À medida que a velocidade de varredura aumentou, o valor de Ipa também se 
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intensificou. Entre as velocidades 15 e 20 mV s-1 não houve diferença significativa em 
relação às intensidades de Ipa (Figura 4a). Foi verificada também a largura à meia altura 
(W1/2) dos picos, que contribuiu para uma melhor interpretação da seletividade do eletrodo. 
Como pode ser visto ainda na Figura 4a, ao passo que a velocidade de varredura aumentou, 
o W1/2 aumentou, tornando os voltamogramas mais alargados. Diante disso, a velocidade 
escolhida foi a de 15 mV s-1, pois apresenta um valor apreciável da Ipa e menor W1/2. Em 
relação à amplitude de pulso, a intensidade de Ipa foi intensificada até 40 mV. Porém, mesmo 
que em amplitudes acima de 40 mV o Ipa tenha apresentado uma redução, o W1/2 em 60 
mV foi escolhido em virtude do deslocamento de potencial de oxidação para uma região 
menos positiva (Figura 4b). De acordo com os voltamogramas da Figura 4c, é possível 
observar que o aumento de tempo de pulso ocasionou a diminuição da intensidade de Ipa. 
Porém, utilizando o tempo de pulso de 20 ms, o Ipa e o W1/2 apresentaram valores mais 
interessantes para a obtenção de um pico de melhor resolução, assegurando a seletividade 
do sinal referente à CPX.

3.4	 Desenvolvimento da Curva Analítica
O método proposto foi aplicado para a determinação da ciprofloxacina, sob as 

condições de parâmetros otimizados. Na curva analítica apresentada na Figura 5a é 
possível averiguar que o aumento da concentração da solução padrão da CPX intensificou 
o valor de Ipa. Além disso, foram geradas duas regiões lineares, nas quais são possíveis 
realizar análises de detecção da CPX com o EM/OGr-LI.

Figura 5. (a) Curva analítica a partir dos Ipa na oxidação da CPX em solução padrão na faixa de 
concentração 6,99 - 695,0 nmol L-1. (b) Curva de adição de padrão da amostra real. 

A equação da reta obtida na Figura 5a foi igual a Ipa = 0,0623 + 6,635 [CCPX], onde 
CCPX corresponde à concentração da CPX, sendo a primeira faixa linear de 6,99 a 695,0 
nmol L-1 (R2 = 0,9984). O limite de detecção (LD) calculado foi de 4,21 x nmol L-1 e o limite 
de quantificação (LQ) calculado de 12,8 nmol L-1, usando as seguintes relações: LD = 
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3,3(Sd/b) e LQ = 10(Sd/b), onde Sd é o desvio padrão do branco e b é a inclinação da curva 
analítica.

Na Figura 5b é possível verificar que com o aumento da concentração da CPX, a 
corrente de pico anódico também se intensifica. A curva analítica apresentou coeficiente de 
determinação (R2) igual a 0,9953. A reprodutibilidade apresentou um desvio padrão relativo 
(DPR) de 5,96% e a repetibilidade resultou em DPR igual a 1,12%. Portanto o método 
desenvolvido para o EM/OGr-LI confirmou uma boa precisão na detecção da CPX. 

Desse modo, o eletrodo EM/OGr-LI se mostrou sensível à detecção da CPX em 
concentrações baixas, facilitada pelo estudo dos melhores parâmetros do meio eletrolítico 
e da técnica. Em comparação com outros sensores reportados pela literatura (ABDEL-
HALEEM, RIZK & BADR, 2017; CARVALHO et al., 2019; SHAMSIPUR et al., 2014; YI & 
LI, 2007), o eletrodo desenvolvido neste trabalho mostrou-se promissor para aplicação de 
CPX em amostra real.

4 | 	CONCLUSÕES
As caracterizações dos materiais sintetizados indicaram a obtenção do óxido de 

grafeno reduzido (OGr) e do líquido iônico acetato de 1-metil-3-butilimidazólio (BMIMAc). 
O eletrodo EM/OGr-LI apresentou melhor reposta analítica para a detecção da CPX. As 
otimizações dos parâmetros do meio e da técnica possibilitaram a obtenção de baixos 
limites de detecção e quantificação, indicando a potencialidade do método desenvolvido 
para posteriores aplicações em amostras reais. 
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