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RESUMO

Silva, J. S., Determinacdo voltamétrica do acido aminometilfosfénico (AMPA)
em amostras de agua. 2016. 71 f. Dissertacdo de mestrado em quimica. Programa
de Pds-Graduacdo em Quimica da Universidade Federal da Paraiba, Jodo Pessoa,
2016.

O &cido aminometilfosféonico (AMPA) é o principal metabdlito do glifosato, um dos
herbicidas mais utilizados no Brasil e no mundo. Muitos estudos apontam os niveis
de toxicidade do glifosato e, desta forma, varios paises possuem legislacbes que
determinam a quantidade maxima permitida em alimentos. Porém, poucos estendem
as restricbes ao seu metabolito, desconsiderando seu potencial toxicologico. Nesta
pesquisa, foram desenvolvidos métodos voltamétricos de determinacdo do AMPA
utilizando eletrodo de cobre e de cobalto como eletrodos de trabalho. Incialmente, o
comportamento voltamétrico do AMPA no eletrodo de cobre foi estudado em tampéao
fosfato entre os pH 6,0 e 9,0 e no eletrodo de cobalto, entre os pH 7,0 e 10,
utilizando voltametria ciclica. O pH ideal foi 7,0 para ambos os eletrodos
considerando a maior sensibilidade na deteccdo do complexo metal-AMPA. Para a
determinacdo com o eletrodo de cobre a voltametria de onda quadrada foi a técnica
escolhida, enquanto que a voltametria de pulso diferencial foi a técnica utilizada para
a determinacdo com eletrodo de cobalto. Os parametros das técnicas voltametria de
onda quadrada e voltametria de pulso diferencial foram avaliados em pH 7,0 de
modo a aumentar a sensibilidade da deteccdo. Com o eletrodo de cobre foram
encontrados limites de deteccdo e quantificacdo de 6,51 nmol L™ e 21,7 nmol L*,
respectivamente, e com o eletrodo de cobalto limites de detecgéo e quantificacédo de
11,7 nmol L™ e 39,1 nmol L?, respectivamente. A exatiddo dos métodos foi avaliada
por meio da recuperacdo aparente em amostras de agua potavel fortificadas com o
AMPA empregado o método da adi¢cdo de padréo, sem a troca do eletrélito-suporte.
As recuperagdes medias foram de 93% a 104% para o eletrodo de cobre, e 97% a
113% para o eletrodo de cobalto, indicando que ambos os eletrodos podem ser

empregados para a determinagédo do AMPA nesses tipos de amostras.

Palavras-chave: quimica, acido aminometilfosfonico, glifosato, eletrodo de cobre,

eletrodo de cobalto.



ABSTRACT

Silva, J. S., Voltammetric determination of Aminomethylphosphonic acid
(AMPA) in water samples. 2016. 71 p. Dissertacdo de mestrado em Quimica.
Programa de Pés-Graduagdo em Quimica da Universidade Federal da Paraiba, Jodo
Pessoa, 2016.

The aminomethylphosphonic acid (AMPA) it is the main metabolic product of glyphosate,
one of most used herbicide in Brazil and worldwide. A lot of studies shows the toxicity
level of glyphosate and, in this way, many countries have laws who determines the
maximum quantities allowed in food. However, just a few of them extend their restriction
to the metabolite, not considering his toxicological potential. In this work, it was
developed voltammetric methods of AMPA’s determination using cooper and cobalt
electrodes as work electrode. Initially, the AMPA’s voltammetric behavior on the cooper
electrode was studied under phosphate buffer between pH 6,0-9,0 and on cobalt
electrode, pH 7,0-10,0, using cyclic voltammetric. The ideal pH was 7,0 for both
electrodes considering the highest sensibility on the metal-AMPA complex detection. For
the determination with cooper electrode the square wave voltammetric was the chosen
technique, while differential pulse voltammetric it was the chosen technique for the
determination with cobalt electrode. The parameters of square wave voltammetric and
differential pulse voltammetric techniques was evaluated on pH 7,0 to increase the
detection sensibility. With the cooper electrode it was found detection and quantification
limits of 6.51 nmol L-1 and 21.7 nmol L-1, respectively, and with the cobalt electrode,
11.7 nmol L-1 and 39.1 nmol L-1, respectively. The methods accuracy it was evaluated
through apparent recovery on potable water samples fortified with AMPA using the
standard addition method, without the change of the support-eletrolyte. The averages
recoveries was from 93% to 104% to the cooper electrode, and from 97% to 113% for the
cobalt electrode, pointing that both electrodes can be applied to AMPA'’s determination in

water samples.

Keywords: Chemistry, aminomethylphosphonic acid, glyphosate, cooper electrode,

cobalt electrode.
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1 Introducao

Apesar de toda a controversia sobre seus efeitos nocivos ao meio ambiente e &
saude humana, o uso de pesticidas tem aumentado intensamente nos ultimos 50
anos, o0 que é preocupante. Uma possivel explicacdo para esse fato € que néo
existem alternativas economicamente viaveis que possibilitem o controle das pragas
e ervas daninhas que infestam as lavouras e prejudicam a produtividade agricola.
Frente a esse cenério, tem-se que a utilizagdo de pesticidas é ainda a forma mais
comum para o controle de pragas e ervas daninhas, justificando assim, a crescente
producdo mundial de pesticidas, sendo a classe dos herbicidas a que mais tem se
destacado neste ramo (CABRAL et al., 2003).

Os pesticidas sdo frequentemente empregados com o propdsito de aumentar a
produtividade das diversas atividades agricolas, sendo responsaveis pelo controle
de pragas e de doencas que acabam afetando a producdo, o armazenamento, 0
processamento e o transporte de diversos produtos (NI et al., 2004). Entretanto, seu
uso inadequado pode ocasionar danos a saude humana, sendo relatados efeitos
carcinogénicos, mutagénicos e teratogénicos, além de ocasionar problemas
neuroldgicos, desregulacdes enddocrinas e alteracdes nos sistemas imunolégico e
reprodutivo (SPADOTTO, 2006). Adicionalmente, quando presentes no solo, estes
compostos podem ser lixiviados para as aguas de rios, lagos e mananciais levando
a contaminacdo de lencois fredticos e, consequentemente, ocasionando
desequilibrios bioldgicos e ecoldgicos (RIBEIRO e LOURENCETTI, 2007).

Os pesticidas podem ser classificados de acordo com o uso. Entre as classes
de pesticidas estdo os herbicidas, que sao utilizados para controle das ervas
daninhas, atuando na inibicdo da atividade enzimatica, desencadeando uma série de
eventos que promovem lentamente a mortalidade da planta em poucos dias ou
semanas. (COUTINHO, 2008).

Um dos herbicidas mais utilizados no Brasil e no mundo € o glifosato [N-
(fosfonometil)glicina], conhecido como um herbicida n&o seletivo, sistémico e pos-
emergente (JUNIOR E SANTOS, 2002). Este tipo de herbicida, quando absorvido

pelo organismo, por via oral ou dérmica, pode causar danos hepaticos e renais,



conjuntivite, choque cardiogénico, edema pulmonar ndo cardiogénico, pneumonia,
necrose tubular aguda, arritmias cardiacas e cancer (JUNIOR et al., 2002).

E importante salientar que esse herbicida apresenta dois produtos de
degradacdo microbiana, a sarcosina e o acido aminometilfosfonico (AMPA). A
sarcosina ndo apresenta um risco elevado ao meio ambiente ou & saude humana,
visto que a sarcosina entra no metabolismo dos microrganismos e degrada-se
(FERREIRA, 2013), enquanto que o AMPA possui praticamente as mesmas
caracteristicas do produto que o originou, e possui um tempo de vida maior na
natureza (SOUZA et al., 2006; FERRARO, 2009).

Segundo Ferreira (2013), a degradacdo do AMPA é geralmente mais lenta do
gue aquela atribuida ao glifosato, possivelmente porque o AMPA pode adsorver
mais facilmente as particulas do solo. Nao se sabe qual a porcentagem de AMPA
que é formada a partir da degradacédo do glifosato, pois ela ocorre em funcdo do
tempo, condigbes ambientais favoraveis como matriz e temperatura, dentre outras
caracteristicas-

Por existir varios relatos da presenca do glifosato e do AMPA em solo e em
ambientes aquaticos, tém aumentado as preocupacdes sobre seus potenciais efeitos
adversos. A presenca de AMPA no ambiente torna-se hoje um problema real devido
a sua persisténcia, toxicidade (DLsp = 8.300 mg.Kg™) e suas mdltiplas origens
(metabdlito do glifosato e produto de degradacéo de produtos de cuidados pessoais)
(PENSEL et al., 2016).

A presenca de glifosato no meio ambiente demanda a utilizacdo de técnicas
sofisticadas para sua determinagdo, pois a molécula do glifosato apresenta
propriedades que dificultam essa tarefa: carater anfétero, alta solubilidade em meio
aguoso, baixa solubilidade em compostos organicos, alta polaridade, baixa
volatiidade e auséncia de grupos croméforos. Dessa forma, devido ao nivel de
toxicidade desse herbicida, o desenvolvimento de metodologias analiticas viaveis e
de baixo custo torna-se importante e necessario. Varios métodos tém sido utilizados
para quantificar o glifosato, dentre os quais pode-se citar a espectrofotometria de
infravermelho, eletroforese, cromatografia em fase gasosa, cromatografia em fase
liguida de alta eficiéncia, cromatografia em camada delgada e cromatografia de
troca i6nica (QUEIROZ et al., 2011). Sendo assim, frente as semelhancas quimicas

entre e herbicida glifosato e seu principal metabdlito, e o fato deste udltimo
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permanecer por mais tempo no meio ambiente, a presente proposta visa a

realizacdo de um estudo eletroquimico com foco na determinacdo do prireipal

AMPA, utilizando técnicas voltamétricas.

1.1.

Objetivos

O objetivo principal deste estudo é desenvolver metodologias eletroanaliticas

para a determinacdo do AMPA, utilizando os eletrodos de cobalto e cobre.

Para o alcance do objetivo principal, alguns objetivos especificos podem ser

destacados:

Confeccionar os eletrodos de cobre e cobalto;

Avaliar o perfil voltamétrico do eletrodo metalico de cobre na presenca do
AMPA empregando as técnicas de voltametria ciclica e voltametria de onda
quadrada;

Avaliar o perfil voltamétrico do eletrodo de cobalto na presenca do AMPA
utilizando as técnicas de voltametria ciclica e voltametria de pulso diferencial;
Otimizar os parametros da técnica voltamétrica escolhida para a
determinacdo do AMPA para cada eletrodo;

Validar o método eletroquimico para determinacdo de AMPA para amostras

de aguas.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Herbicidas

De acordo com a legislacéo brasileira, nos termos da Lei Federal no 7.802, de
11 de julho de 1989, atualmente regulamentada pelo Decreto 4.074, de 4 de janeiro
de 2002 que revogou o Decreto 98.816, de 11 de janeiro de 1990, informa que 0s
agrotoxicos sao substancias, ou mistura de substancias, de natureza quimica
guando destinadas a prevenir, destruir ou repelir, direta ou indiretamente, qualquer
forma de agente patogénico ou de vida animal ou vegetal, que seja nociva as
plantas e animais Uteis, seus produtos e subprodutos e ao homem.

A utilizacdo dessas substancias no Brasil € uma das principais causas da
contaminacdo dos sistemas aquaticos, e sendo a agricultura um dos setores da
economia gue mais consome agua doce, pode-se dizer que além dos graves
problemas para a saude dos seres vivos, essas substancias também se
transformaram em um grave problema ambiental no pais. O termo agrotoxico inclui
varias classes de produtos (classes de uso), tais como inseticidas, fungicidas,
fumigantes, moluscidas, reguladores de crescimento, desfoliantes, dissecantes e
herbicidas (SILVA e FAY, 2004; BAIRD e CANN, 2005).

Os herbicidas ocupam uma posicdo de destaque entre 0s agrotéxicos, uma vez
que séo adicionados ao ambiente a fim de controlar o crescimento populacional de
plantas que sdo consideradas indesejaveis e que representam uma grande ameaca
para a agricultura e também para a saude publica (VEIGA et al., 2006), pois esses
compostos podem ser lixiviados para as aguas de rios proporcionando sua
contaminacgao (RIBEIRO e LOURENCETTI, 2007).

Essas substancias quimicas reduzem ou impedem o desenvolvimento de
plantas indesejadas (ervas daninhas) na plantacdo. O surgimento dessas plantas
traz prejuizos a lavoura, a medida que drenam os nutrientes e a agua do solo,
comprometendo o desenvolvimento da espécie cultivada e, consequentemente,
causando perdas nas culturas (BRASIL, 2010).

O termo erva daninha apresenta varios significados, a depender da situagéo.
Cientificamente, esse termo é usado apenas para as plantas ndo lenhosas, onde
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suas partes aéreas (folhas e caules) possuem longevidade inferior a um ano. No
cotidiano, esse termo é empregado a qualquer espécie de planta indesejavel
presente em um determinado local, a exemplo de ferrovias, estradas, aeroportos e
represas, onde grande parte da vegetacdo € considerada como erva daninha
(TEOFILO, 2003).

Historicamente, até a Segunda Guerra Mundial, a eliminacdo de vegetais
nocivos era realizada por meios quimicos, através da utilizacdo de solucdes a base
de acidos e sais inorganicos (BUCHEL, 1983). Porém, o surgimento de problemas
relacionados com a seguranca na aplicacdo, somados a necessidade de uma certa
seletividade no controle dessas plantas, provocaram o0 desenvolvimento dos
herbicidas organicos (MIDIO e MARTINS, 1997).

No Brasil, a venda de agrotoxicos cresce a cada ano, principalmente a classe
dos herbicidas, chegando a 300.000 toneladas no ano de 2013 (BRASIL, 2013).
Ainda tomando como base o ano de 2013, constata-se que a comercializagdo de
herbicidas foi muito elevada, principalmente quando comparada as quantidades de
outras classes de agrotéxicos no mesmo periodo (BRASIL, 2013), como
apresentado na Figura 1, representando um total de aproximadamente 60% dos
agrotoxicos comercializados, enquanto os fungicidas e inseticidas, por exemplo,
representaram apenas 10% cada um.

Em sua composicéo, os herbicidas apresentam varios ingredientes ativos, e
dentre eles, um tem chamado muita atencdo pela quantidade expressiva
comercializada no Brasil: o glifosato. O grafico da comercializacdo dos agrotoxicos
no Brasil, apresentado na Figura 2, mostrar-se a distribuicdo da quantidade dos
ingredientes ativos nos herbicidas comercializados no Brasil no ano de 2013. A partir
da analise da Figura 2, pode-se observar que foram comercializadas
aproximadamente 186 mil toneladas de herbicidas a base de glifosato, evidenciando

sua importancia para a agricultura brasileira.
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2.2 O glifosato e o acido aminometilfosfénico (AMPA)

O (¢lifosato (Figura 3) apresenta férmula molecular C3HgNOsP e foi
desenvolvido em 1950 pelo quimico suico Dr. Henri Marin, da industria quimica
Cilag. Alguns anos depois, em 1970, o Dr. E. Franz, da Companhia Monsanto,
sintetizou novamente a molécula e confirmou a atividade herbicida do glifosato, cuja
primeira formulacdo comercial foi lan¢cada nos Estados Unidos em 1974 com 0 nhome
de Roundup® (AULING, 2009; FERRARO, 2009). Desde entdo, o glifosato é o
herbicida mais comercializado no mundo para o controle de ervas daninhas (MINK
et. al.,, 2011). No tabela 1 estédo relacionadas algumas propriedades fisico-quimicas

do glifosato.

O O
H I

HO N\\/P\“”‘OH
OH

Figura 3 — Formula estrutural do herbicida glifosato.

Tabela 1 — Propriedades fisico-quimicas do herbicida glifosato. Fonte: DORES e FREIRE, 2001.

PROPRIEDADES CARACTERISTICAS
Aparéncia Sdlido incolor
Nomenclatura (IUPAC) [N-(fosfonometil)-glicina]
Peso molecular 169,1 g mol™*
Solubilidade em agua 12 g L™ (20°C)
Solubilidade em solventes Insolavel
organicos
Ponto de fuséo 200°C
Presséo de vapor Desprezivel
Categoria ibnica Anfotero

Classe toxicologica 1]

O glifosato é conhecido como um herbicida pds-emergente, pertencente ao

grupo quimico das glicinas, classificado como ndo-seletivo e de acao sistémica.
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Assim, apresenta largo espectro de acéo, o que possibilita um excelente controle
das plantas daninhas anuais ou perenes (CAGLAR e KOLANKAYA, 2008). O
herbicida glifosato é classificado quimicamente como um aminoacido fosfonado que
€ utilizado para o controle de ervas daninhas nas entrelinhas de culturas de
ameixas, cacau, café, citrus, nectarinas, péra, soja, uva, arroz, algodao, milho e
pastagens. Também é utilizado como dessecante em plantios diretos, como agente
maturador de cana-de-acUcar e na eliminacdo de plantas aquaticas (JUNIOR et al.,
2002).

A aplicacdo do herbicida em &reas agricolas deve ser feita de forma
cuidadosa, pois seu uso pode contaminar 0 ambiente aquatico através de
derramamentos acidentais, por meio da erosdo, lixiviacdo no solo pela chuva,
lavagem de equipamentos e recipientes utilizados nessas pulverizacbes (MARTINEZ
e COLUS, 2002). Quando presente no meio aquético, essa substancia pode ser
adsorvida pela matéria organica em suspensao podendo depositar-se no sedimento
ou até mesmo ser absorvida pelos organismos aquéaticos ali presentes, ocasionando
impactos em varios niveis (GRISOLIA, 2005). A elevada utilizacdo deste herbicida,
na agricultura brasileira, tem provocado uma série de efeitos e modificacdes
negativas no ambiente, como a contaminacdo e a acumulagdo nos componentes
bioticos e abidticos dos ecossistemas (CALDAS, 2005).

A Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos (USEPA) estabelece
limite de 700 pg L™ de glifosato em agua (USEPA 2007). Na legislacdo brasileira, a
portaria n° 2914/2011 do Ministério da Saude estabelece o valor maximo permitido
em agua potavel é de 500 pug L™ para a soma de glifosato e AMPA (BRASIL 2011).
JA 0 CONAMA (Conselho Nacional do Meio Ambiente) em sua resolucdo de n°
430/2011 estabeleceu um limite maximo de glifosato em aguas superficiais igual a
65 pg L™ para aguas de classe 1 ou 2, e 280 pg L™ para aguas de classe 3.

O (¢lifosato da origem a dois principais metabdlitos de degradacdo
microbiolégica advindos de duas diferentes rotas metabdlicas. A primeira rota
(Figura 4) consiste na clivagem da ligacdo fésforo-carbono por acdo da bactéria
Agrobacterium radiobacter ou da Enterobacter aeroneges (enzima C-P liase),
produzindo a sarcosina (JUNIOR et al., 2002).
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Figura 4 — Clivagem da ligagao fosforo-carbono por acéo bacteriana. Pi: fosfato inorganico. Adaptado
de SVIRIDOV et al, 2015

O mecanismo de degradacéo do glifosato através da C-P liase € ainda pouco
compreendido, tanto da parte bioquimica quanto do ponto de vista biologico e
molecular. De fato, sua discussdo € apenas por analogias com as reacdes ja
conhecidas da C-P-liase. (HOVE-JENSEN et al., 2014; SVIRIDOV et al., 2015).

A segunda rota (Figura 5) consiste na clivagem oxidativa da ligagao carbono-

nitrogénio produzindo o acido aminometilfosfénico (AMPA).

0® o <|)@ o) o)
wP N P NH, +
HOM ™\~ o X "'°H 4 ~
HO _ FAD* FADH2 H OH
Glifosato AMPA Glioxilato
Receptor de Receptor de
elétrons (reduz) elétrons

+

Figura 5 — Clivagem oxidativa da ligacdo carbono-nitrogénio, formando AMPA e glioxilato. FAD:
dinucledtido flavina-adenina. Adaptado de SVIRIDOV et al., 2015

Estudos mostram que o AMPA, principal metabdlito do glifosato, € mais
persistente no solo, com duragéo de 76 a 240 dias, do que o glifosato que € 2 a 197
dias, algo preocupante, pois ja existem evidéncias que esse metabodlito pode
alcancar lengois freaticos profundos (FERRARO, 2009), sendo sua degradacéo

representada na Figura 6.
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Figura 6 — Mecanismo de degradagcdo do AMPA. Pi: fosfato inorganico. Adaptado de SVIRIDOV et
al., 2015.

No meio ambiente, estudos mostram que o AMPA é mais facilmente
encontrado que o préprio glifosato, como pode ser visto na Figura 7, onde sdo
apresentadas as quantidades anuais dessas duas substancias ao longo do rio Ruhr,
na Alemanha, que passa por varias cidades, e evidencia que a quantidade de AMPA

€ muito maior que a do glifosato.
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Figura 7 — Fluxos anuais de glifosato e AMPA estimados em algumas cidades de passagem do rio
Ruhr. Fonte: MONSANTO, 2012. (Adaptado)
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Independentemente dos trechos do rio analisados nessas cinco cidades, os
resultados mostraram que o AMPA se encontra em quantidade significativamente
superior. Considerando-se a cidade de Witten como exemplo, o fluxo anual de
glifosato no rio Ruhr ndo ultrapassa 55 kg por ano, enquanto que o fluxo anual de
AMPA é de aproximadamente 850 kg por ano, evidenciando uma quantidade maior
quel5 vezes a de glifosato, 0o que confirma a necessidade da criacdo de politicas
publicas para o controle dessa substancia. Contudo, varias nacdes ainda nao
consideram o potencial toxicolégico do AMPA e, por isso, hdo estabeleceram o limite
méximo de residuo (LMR) em culturas onde o glifosato € usado. Apenas alguns
paises ja estabeleceram os limites para o AMPA, pois 0 mesmo atua como um
marcador de exposi¢cao ao herbicida glifosato, principalmente nas culturas tolerantes
a esse composto (GOLDFRANK e FLOMENBAUM, 2006).

As propriedades fisico-quimicas do AMPA s&do semelhantes as do glifosato e
sua toxicidade aguda comparada a do composto original € menor para 0S
mamiferos, porém maior para seres aquaticos.

A maioria dos estudos que analisaram o glifosato e o AMPA em amostras de
dgua tém assumido que o AMPA ¢é derivado da degradacdo do glifosato,
principalmente. Recentemente, alguns investigadores relataram que a deteccéo de
AMPA em agua de superficie ndo é de diagnostico como um marcador para o
glifosato porque AMPA também é um metabdlito de outros compostos de fosfonato,
tais como detergentes (BOTTA et al., 2009; HANKE et al., 2010).

Uma recente revisdo na literatura apresenta dados sobre a ocorréncia de
varios contaminantes emergentes organicos em aguas superficiais e subterraneas
da Itdlia. As concentracbes mais elevadas em aguas de superficie tém sido
referentes ao AMPA Figura 8 (MEFFE e BUSTAMANTE, 2014).

Em um outro trabalho realizado por Battaglin et al., o AMPA, o glifosato e a
atrazina foram os compostos mais frequentemente encontrados nas amostras de
agua, ocorrendo em 33%, 21% e 18% das amostras, respectivamente, evidenciando
gue essas substancias estdo entre os pesticidas mais frequentemente detectados
em aguas de superficie (BATTAGLIN et al., 2014, BATTAGLIN et al., 2016).
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Figura 8 — Avalicdo da ocorréncia de compostos em aguas superficiais da Italia. Fonte: MEFFE e
BUSTAMANTE, 2014.

2.3 Determinacéo eletroquimica de glifosato e AMPA

Para que ocorra a determinacdo eletroquimica de um analito, mais
especificamente a determinacdo voltamétrica, uma reacao redox do analito deve
ocorrer na superficie do eletrodo de trabalho. Portanto, a escolha do material que ira
compor o eletrodo de trabalho deve ser feita considerando as caracteristicas do
analito e do material utilizado, bem como a interagéao entre eles.

A molécula do glifosato ndo possui grupos funcionais que possam ser oxidados
ou reduzidos, nos eletrodos utilizados nesta pesquisa. Sendo assim, esta molécula é
considerada eletroguimicamente inativa. Entretanto, € sabido que seus grupos
funcionais (amino, carboxilato e fosfonato) podem se coordenar com ions metalicos,
especialmente os de transicdo, formando complexos (SANTOS et al.,, 2014),
possibilitando assim sua identificagdo. Portanto, a formagdao de um complexo
possibilita a determinacdo do seu efeito sobre a intensidade da corrente do pico
anaodico do eletrodo de trabalho (GARCIA et. al., 2007).

Entre os ions metélicos que formam complexos com o glifosato, os ions

cupricos sdo os mais estudados em eletroquimica e por isso, o eletrodo de cobre € o
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muito utilizado na determinacdo de glifosato. Para que ocorra a formagéo do
complexo, é necessario que haja fons Cu?* na interface eletrodo-solucdo. Assim, um
pré-tratamento eletroquimico € realizado para produzir uma camada ativa de cobre
e, posteriormente, uma camada de Oxidos e hidroxidos de cobre, chamada de
camada passivadora, sobre a superficie do eletrodo, possibilitando assim que o
glifosato coordene esses ions presentes na interface, formando um complexo. A
formacdo dessa camada é dependente das condi¢cdes da superficie do eletrodo, do
meio iénico e do pH, geralmente alcalino (GARCIA et al., 2007). Apesar de todos os
estudos a respeito da oxidacdo eletroquimica do cobre, ainda ha muitos trabalhos
recentes que mostram que a constituicdo da superficie do eletrodo de cobre é
complexa (GIRI, SARKARZ, 2016; VVEDENSKII et al., 2014).

O AMPA possui dois dos trés grupos funcionais presentes no glifosato (amino e
fosfonato). Portanto, o eletrodo de cobre também pode ser empregado para sua
determinacao. Coutinho et al (2009) estudaram a comportamento eletroquimico dos
complexos de Cu?* formados com o glifosato e com o AMPA e observaram que a
interacdo do AMPA com o eletrodo de cobre € menor que a do glifosato, embora,
ainda sendo possivel determinar o AMPA através da formacdo de complexo com
fons Cu®".

Uma reviséo realizada por Coutinho et. al. (2009) apresenta a formacao dos
complexos metélicos com o glifosato e sdo discutidos os termos da sua sintese,
identificacdo, estabilidade e propriedades estruturais, com base em dados da
literatura, na qual dois dos metais a bordados séo o cobre e o cobalto.

Estudos eletroquimicos com eletrodo de cobalto em solugbes tamponadas
evidenciam a formacdo de camadas ativas e passivas (0xidos e hidroxidos de
cobalto) na superficie do eletrodo, mais um indicativo que o eletrodo de cobalto
também pode ser utilizado na determinacdo de glifosato e AMPA, a partir da
formacdo de seus respectivos complexos com os fons Co?*. Essas camadas S&0
fortemente dependentes do pH, sendo que a camada passiva é estavel em pHs
neutros e basicos (BADAWI et al, 2000).

O eletrodo de cobalto possui uma resposta seletiva a grupos fosfatos, sendo
utilizado na determinacéo de fosfato inorganico (ENGBLOM, 1998), fésforo organico
(PARRA et al.,, 2005) e também na determinacéo indireta de célcio e magnésio,

através da reducdo do fosfato livre em solugdo (CHEN et al, 1998). Mais
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recentemente, Bataller et al. (2012) desenvolveram uma lingua eletrénica utilizando
eletrodos de Co, Cu e Pt. Observaram um aumento significativo nas correntes de
pico dos eletrodos de Co e Cu na presenca de glifosato, provavelmente devido a
formacado de complexos com Cu?* e Co?".

Tedfilo (2003) desenvolveu dois métodos de determinacdo de glifosato em
diversos tipos de amostras (agua, solo e vegetais) empregando eletrodo de gota
pendente de mercurio apos nitracdo do glifosato. O limite de deteccdo encontrado
para 0 método baseado em VOQ foi de 1,2 ug L™ e o limite de quantificacéo foi de
60 pg L. J& para o método baseado em VPD, os limites de deteccdo e
quantificacéo foram de 22,0 ug L™ e 53,8 ug L™, respectivamente.

Coutinho et al. (2008) estudaram a complexacdo em solucdo aquosa entre
glifosato e os fons Cu®" por meio de técnicas eletroanaliticas e espectroscépicas. Foi
desenvolvida também uma metodologia eletroanalitica para glifosato em amostras
ambientais e/ou alimentos utilizando deteccao coulométrica com microeletrodo de
cobre aliada a cromatografia em fase liquida.

Em 2014, Santos et al. propuseram uma metodologia eletroanalitica
empregando a VOQ e eletrodo pendente de mercurio para a determinacdo de
glifosato em amostras de aguas naturais. Os limites de deteccdo e de quantificacdo
obtidos foram de 22,04 uyg L™ e 73,46 pg L™, respectivamente. Foram realizados
também testes de adicdo e recuperacdo que apresentaram valores de 100,3 % em
agua pura de laboratério e 99,1 % em amostra de agua natural. Os autores
mencionam que glifosato ndo apresenta caracteristicas eletroativas frente ao
eletrodo de gota pendente de mercurio e concluem que a determinacdo do pesticida
foi por meio da complexacdo com o metal Cu®*, eliminando, assim, etapas de
derivacado, as quais aumentam o tempo das analises.

Em 2009, Hsu e Whang utilizaram particulas eletromagnéticas com afinidade
para o glifosato e o AMPA para promover a pré-concentracdo desses analitos em
amostras de agua e frutas. As analises foram realizadas em sistema eletroforético
seguida de deteccédo por eletroquimioluminescéncia. Os limites de detecc¢do para o

glifosato e para o AMPA foram de 0,3 e 30 pg L™, respectivamente.
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3 PARTE EXPERIMENTAL

3.1 Reagentes e solucdes

O &cido aminometilfosfonico (AMPA) foi adquirido da Sigma-Aldrich, com
pureza de 99%. Foi preparada uma solucdo de AMPA a 0,1 mol L™ para estoque
com agua ultrapura (Milli-Q, 18,2 MQ cm a 25 °C). Esta foi empregada na
preparacdo das demais solucées-padrdo do AMPA a 0,01 mol L™, 0,001 mol L* e
0,0001 mol L™,

Como eletrdlito-suporte, foram utilizadas solu¢des-tampédo KH,PO, na
concentracdo de 0,1 mol L™, cujo pH foi ajustado ao valor desejado com uma
solugcdo de NaOH (concentracdo de 2,0 mol L) com o auxilio de um pHmetro da

Digimed e eletrodo combinado de vidro.

3.2 Instrumentacao

As medidas eletroquimicas foram realizadas utilizando uma cela
eletroquimica de 20 mL contendo trés eletrodos: um eletrodo de Ag/AgCl (KClI, 3 mol
L") como referéncia, um eletrodo de platina como contra eletrodo e um eletrodo
metalico de cobre ou de cobalto como eletrodo de trabalho. O conjunto de eletrodos
estava conectado a um potenciostato/galvanostato Autolab PGSTAT 101, controlado
por um microcomputador através do software Nova 1.10.

O eletrodo de cobre foi confeccionado a partir de um fio de cobre com 2 mm
de didametro, de pureza desconhecida, colocado em um tubo de vidro e fixado com
resina epoxi de modo a isolar o fio, deixando apenas uma parte superior para o
contato com o equipamento e uma inferior para contato com a solucao de andlise
(Figura 9a). O eletrodo de cobalto foi construido utilizando uma barra cilindrica do
metal com 2 mm de diametro e 15 cm de comprimento, com 99,8% de pureza
(Sigma-Aldrich). A barra do metal foi soldada em um fio de cobre para formar o
contato elétrico e o conjunto foi colocado em um tubo de vidro, fixado com resina
epoxi, deixando uma area de contato do cobalto com a solugdo em analise (Figura
9b).
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Conexdo elétrica Conexdo elétrica
Fio de cobre 2 Colaquente

Cola quente Tubo de vidro

Tubo de vidro _
Fio de cobre

Solda

Superficie de contato Resina epdxi

Superficie de contato Fio de cobalto

Figura 9 — Esquema de montagem dos eletrodos de trabalho. A: eletrodo de cobre; B: eletrodo de
cobalto.

3.3 Limpeza dos eletrodos e ativagdo da superficie

Antes de cada medida, o eletrodo de trabalho era submetido a um
procedimento de limpeza e renovacédo da superficie. Este procedimento foi dividido

em 4 etapas que consistem em:

e Etapa 1 — polimento com lixa d’agua (granulagao 1400);
e Etapa 2 — polimento com lixa d’agua (granulagao 2500);
e Etapa 3 — polimento com suspenséo aquosa de alumina (0,3 um);

e Etapa 4 — limpeza em banho de ultrassom por 15 minutos

As etapas de 1, 2 e 3 foram realizadas com o auxilio de uma politriz Arotec
Aropol 2V. A primeira etapa era realizada para uma renovacdo mais profunda da
superficie. Logo, a segunda etapa foi realizada com a finalidade de retirar os
arranhdes decorrentes da realizacdo da primeira etapa. Quando visivelmente a
superficie do eletrodo torna-se mais brilhante e com menos ranhuras a etapa trés €
usada para finalizar a parte de polimento. Quando usada a suspensao aquosa de

alumina a superficie do eletrodo tornasse espelhada e ndo é observada nenhuma
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ranhura o eletrodo é submetido a limpeza em ultrassom utilizando dgua E essencial

gue os eletrodos estejam bem polidos.

Para o eletrodo de cobre um pré-tratamento baseado na polarizacdo em
potencial de -0,30 V durante 15 minutos foi empregado (STULIK, PACAKOVA,
1987). Da mesma forma, para comparacdo foram realizados ensaios sem
polarizacdo, ambos em solucédo-tampéo fosfato 0,1 mol L™ a pH 7.

Depois da limpeza e renovacao da superficie (seguida ou ndo da polarizagcao
em -0,30 V), 10 varreduras ciclicas consecutivas na janela de potencial de -0,8 V a
+0,8 V eram realizadas até obtencdo de um voltamograma estavel do eletrdlito-
suporte. Esta foi uma forma de garantir que quaisquer mudangas no perfil
voltamétrico ocorridas apds adicdo de AMPA estariam relacionadas a presenca do

AMPA. A varredura foi realizada em uma velocidade de 100 mV s™.

3.4. Desenvolvimento do método de determinacao

Incialmente, utilizou-se a técnica de voltametria ciclica para observacdo do
comportamento eletroquimico do AMPA empregando tampéo fosfato 0,1 mol L™ e
velocidade de varredura de 100 mV s™. Para o eletrodo de cobre, os ensaios foram
realizados em uma janela de potencial de -0,8 V até 0,8 V, nos pHs 6,0, 7,0, 8,0, e
9,0. Para o eletrodo de cobalto, os ensaios foram realizados em uma janela de
potencial de -1,1 V até 0,0 V, nos pHs 7,0, 8,0, 9,0 e 10,0.

Apds a observacdo dos resultados obtidos na analise por voltametria ciclica,
experimentos de VOQ foram realizados no mesmo intervalo de potencial empregado
pela técnica de VC, porém restringindo-se o pH a 7,0 para o eletrodo de cobre. Para
o0 eletrodo de cobalto, experimentos de VPD foram realizados nos pHs 7,0, 8,0 e 9,0.

A otimizacdo dos parametros da técnica escolhida para a determinacdo foi
realizada de forma univariada buscando o aumento intensidade da corrente de pico
relativo ao complexo com o analito.

ApoGs a otimizagao dos parametros, curvas analiticas foram obtidas usando-se
uma solucéo estoque de AMPA com adi¢des sucessivas e concentracao variando de
1,0 x 10 mol L @ 4,0 x 107 mol L™. O limite de deteccao (LD) foi calculado usando
a relagdo 3(sd)/b, na qual (sd) € o desvio-padrdo dos valores do branco e (b) é o
coeficiente angular da reta. O limite de quantificacdo (LQ) foi estimado a relacéo

10(sd)/b.
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Como etapa de validacdo dos métodos desenvolvidos para ambos o0s
eletrodos, foram realizados testes de recuperagao aparente baseados na fortificacao
de amostras de agua de abastecimento (agua de torneira) com concentracfes
conhecidas de AMPA. As amostras foram coletadas diretamente de torneiras em
locais diferentes e analisadas sem nenhum pré-tratamento.

Os voltamogramas obtidos foram sempre submetidos a correcdo de linha de

base pela média movel com janela de 2 pontos, existente no software Nova 1.11.
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4 Resultados e discussao

4.1 Determinacédo voltamétrica do AMPA empregando eletrodo de cobre

4.1.1 Estudo do comportamento eletroquimico do eletrodo de cobre por voltametria

ciclica

A primeira etapa do desenvolvimento do método voltamétrico de determinagéo
de AMPA com eletrodo de cobre consistiu na avaliagdo do perfil voltamétrico do
eletrodo por voltametria ciclica. O objetivo foi de observar que mudancas ocorrem no
perfil apds a introducdo do AMPA na célula de medida e identificar o processo redox
de maior sensibilidade para a determinacdo. Considerando-se que a deteccéo
voltamétrica do AMPA com eletrodo de cobre segue 0 mesmo principio da deteccéo
voltamétrica do glifosato, baseado na formacéo de complexos com Cu?* (GARCIA,
ROLLEMBERG, 2007), espera-se que a adicdo de AMPA provoque um aumento do
pico de oxidacdo do eletrodo de cobre. Entretanto, Garcia e Rollemberg (2007)
relatam que o eletrodo de cobre deve ser submetido a um pré-tratamento
eletroquimico para produzir uma camada ativa do cobre necessaria a formacédo do
complexo com o glifosato.

Nas figuras 10 e 11, estdo apresentados os voltamogramas ciclicos obtidos
sem e com polarizacdo, respectivamente, ap0s a estabilizacdo do voltamograma do
eletrolito-suporte e ap6s adicdes sucessivas de AMPA. Observa-se em ambas as
figuras que os voltamogramas do eletrélito-suporte obtidos com e sem polarizacéo
apresentam um pico anddico (pico Al) na varredura direta em +0,03 V e um pico
catddico em -0,28 V na varredura reversa (pico C1). O processo andédico é referente
a oxidacdo do cobre e consequente passivacao da superficie do eletrodo pela
formacdo de um filme de compostos insollveis de Cu® e Cu?*, a saber: Cu,O, CuO e
Cu(OH), (STREHBLOW, TITZE, 1980, SOUTO et al., 1992). O pico C1 foi atribuido a
reducdo dos oxidos e hidroxidos na superficie (COUTINHO et al., 2007; SIERRA et
al., 2008). A formacédo dos compostos insoluveis pode ser descrita pelas seguintes

reacoes de oxidacgéao:
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2Cu + H,0 < Cuy0 + 2H" + 2¢ E%= + 0,057 V (1)

Cu,0 + 3H,0 < 2Cu(OH), + 2H" + 2e” E°=+ 0,097 V (2)
Cu + H,0 < CuO + 2H" + 2¢’ E°= + 0,156 V (3)
Cu,0 + H,O <« 2CuO + 2H+ + 2e E%= + 0,255 V (4)
504
Al ~
04 E—
2 -50
3
— -100 4

Tampao fosfato
—— AMPA 1 mmol L*
-150 4 — AMPA 2mmol L'i
—— AMPA 3 mmol L
—— AMPA 4 mmol L™
—— AMPA 5 mmol L*
-200 4 — AMPA 6 mmol L™
C1

08 06 04 02 00 02 04 0.6 08
E (V) vs. Ag/AgCl

C1

203 028 026 024 022 020

Figura 10 — Voltamogramas ciclicos obtidos sem polarizacdo do eletrodo de cobre, em tampéo
fosfato 0,1 mol L™ pH 7, ap6s sucessivas adicdes de AMPA. v =100 mV s™.

50+
0 -
—~ =
<€ -50 -
3.
N
100 Tampeo fosfato p ) :
“YY T —— AMPA 1 mmol LT
—— AMPA 2 mmol L™
—— AMPA 3 mmol L" c2
—— AMPA 4 mmol L™
-150 1 —— AMPA 5 mmol L"
—— AMPA 6 mmol L C1

08 06 -04 -02 00 612 04 06 08
E (V) vs. Ag/AgCl

Figura 11 — Voltamogramas ciclicos obtidos apds polarizagao do eletrodo de cobre, em tampao

fosfato 0,1 mol L™ pH 7 e apds sucessivas adicdes de AMPA; v = 100 mV s™.
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Laz et al. (1992) relatam que a passivacao do eletrodo de cobre também pode
ocorrer em funcdo da formacgdo anddica de Cus(PO,), em solucdes de fosfato com
valores de pH entre 6,0 e 8,0. Coutinho et al. (2007), além de detectar os
oxidos/hidroxidos de cobre, também detectaram a presenca de Cuz(POy):
depositado sobre a superficie do eletrodo em tampé&o fosfato 0,1 mol L™ pH 6,5 por
meio de analise do filme com espectrometria de raios X por dispersdo em energia
(EDX).

Observa-se, nas Figuras 10 e 11, que o comportamento eletroquimico do
eletrodo de cobre sem pré-tratamento frente as adicdes de AMPA é semelhante ao
observado para o eletrodo com tratamento com polarizagéo, o que indica que o pré-
tratamento com polarizacdo a -0,3 V produz os mesmos processos eletroquimicos
na presenca de AMPA que o eletrodo ndo polarizado. Em ambas as figuras,
observa-se que a adicdo de AMPA promove um aumento na corrente do pico
anddico em funcdo do aumento da concentracdo de AMPA. A presenca do AMPA
gera uma dissolucdo da camada de Oxidos de cobre na superficie do eletrodo,
resultando num deslocamento dos equilibrios representados nas reacfes de 1 a 4
no sentido da formacao dos produtos provocando, assim, um aumento na corrente
do eletrodo proporcional a quantidade de 6xidos de cobre dissolvidos.

A dissolucdo da camada passivadora de Oxidos do eletrodo de cobre pela
presenca de substancias complexantes como o AMPA foi comprovada nos
experimentos de Glass (1984), que monitorou espectrofotometricamente a reacao
entre CuO e glifosato em meio aquoso. Nesse estudo, foi observado um aumento da
absorcdo em 226 nm, usada para indicar o avan¢go da reacdo de formacdo do
complexo glifosato-Cu, uma vez que o glifosato e o CuO absorvem na regido do UV.
Ele também observou uma mudanca da cor da solugdo de incolor para azul,
caracteristica da formacdo de um complexo de Cu®*. A complexacdo do cobre pelo
AMPA via dissolucdo da camada passivadora também foi verificada por Coutinho et
al. (2009). Os autores imergiram uma placa de cobre metalico em uma solucéo de
AMPA 4 mmol L™ e observaram que ap6s 4 dias a solucdo se tornava azul e a placa
continha um filme depositado sobre a mesma, bem como muitos pontos de corrosao.
Eles concluiram que havia ocorrido uma competicdo entre a reacao de formacgéao do

filme de fosfato de cobre e a reacéo de formacdo do complexo AMPA-Cu?*, uma vez
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que a solucdo de AMPA apresentava 5 vezes mais Cu®* que a solucdo de controle
(sem AMPA).

Nas varreduras negativas das figuras 10 e 11, observa-se primeiramente o
deslocamento do pico C1 para potenciais menos negativos e o aparecimento de um
segundo pico catodico (pico C2) em potencial ligeiramente maior que o pico Cl1 a
medida que a concentracdo de AMPA em solucdo aumenta. O aumento da
concentracdo também provoca a diminuicdo gradual deste segundo pico, com
deslocamento do potencial de pico para valores menos negativos e,
consequentemente, aumentando a resolugéo entre os picos C1 e C2. Estes picos
estdo relacionados aos processos de reducdo do Cu,O a Cu, e CuO ou Cu(OH); a
Cu;0, respectivamente (STREHBLOW, TITZE, 1980, SOUTO et al., 1992). Assim,
na auséncia de AMPA (somente eletrolito-suporte) os dois processos de reducao
(reducdo do Cu* a Cu' e reducdo do Cu* a Cu® podem estar ocorrendo
simultaneamente no pico C1, e os picos C1 e C2 estdo sobrepostos. Como as
adicoes sucessivas de AMPA provocam o deslocamento do pico C2 e diminuicéo do
seu tamanho, pode-se concluir que a presenca do AMPA causa a diminuicdo da
guantidade de CuO e Cu(OH), na camada passivadora, por formagdao do complexo
AMPA-CU**.

Esta sequéncia de reacBes € possivel dada a morfologia da camada
passivadora descrita como sendo da forma Cu/Cu,O/CuO,Cu(OH), (LORIMER et al.,
2004), ou seja, pelo arranjo em forma de subcamadas, com uma camada de Cu,0
depositada sobre o metal, e uma camada de CuO e Cu(OH), sobre a camada de
Cu,0. Durante a varredura anddica é depositada primeiramente sobre o eletrodo de
Cu uma camada de Cu,O, cuja espessura aumenta até aproximadamente o
potencial do pico Al e depois permanece constante (STREHBLOW, TITZE, 1980).
Essa camada é compacta, porém contém poros causados pela insercdo de
Cuz(POy4)2 (COUTINHO et al., 2007), e permite tanto a sua posterior oxidagao parcial
a CuO ou Cu(OH),, quanto a formacdo de CuO e Cu(OH), por precipitacdo sobre a
camada de Cu,O apés difusdo do Cu®* através da camada. A medida que o
potencial avanca até o potencial de inversdo (+0,80 V) ocorre o aumento da
espessura da camada de CuO,Cu(OH), sobre a camada de Cu,0. Essa camada € 4
a 5 vezes mais espessa que a camada de Cu,O (STREHBLOW, TITZE, 1980).
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A Figura 12 apresenta a relagao entre a concentragdo de AMPA e as correntes
do pico Al e C2, respectivamente, pois esses picos podem ser empregados como
sinais analiticos na determinacdo do AMPA. O objetivo foi permitir a comparacao
das sensibilidades associadas a esses processos em funcédo do uso ou ndo do pré-
tratamento com polarizacdo. Observa-se que ndo ha diferenca significativa entre as
sensibilidades para o pico Al. Entretanto, para o pico C2, observa-se que o emprego
do eletrodo sem polarizacéo leva a um sinal analitico ligeiramente mais sensivel a
variacdo da concentracdo do AMPA do que o uso do eletrodo polarizado
previamente a medida. Estas conclusfes podem ser confirmadas pela observagéo
dos valores das inclinagdes das retas apresentadas na Tabela 1.

A partir dos resultados obtidos é possivel observar que o eletrodo de cobre
apresenta voltamogramas bem parecidos sem polarizacdo e com polarizacéo,
levando a concluséo de que a formacgédo da camada ativa do cobre pode ocorrer sem
a polarizacao do eletrodo. Assim, optou-se por ndo adicionar a etapa de polarizagao
a preparacdo do eletrodo de cobre, de forma a deixar mais simples e rapido o

meétodo de determinacao.
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- — -160
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Qo -180
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24 - -220
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[AMPA] / (mmol/L) [AMPA] / (mmol/L)

Figura 12 — Relacéo entre a concentracdo de AMPA e as correntes dos picos Al (a) e C2 (b) a partir

do uso do eletrodo sem pré-tratamento (®) e com pré-tratamento por polarizacéo (e).

Tabela 2 — Pardmetros das curvas apresentadas na Figura 12.

Tratamento Pico R? a(A) b (AL mmol?
Sem polarizagéo Al 0,9907 22,7 1,92
C2 10,9898 -227 19,0
Com polarizagdo A1 0,9633 28,5 1,95
C2 0,9983 -183 16,0

* a: intercepto; b: coeficiente angular.
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Nos resultados a seguir foram realizados experimentos de voltametria ciclica
para observar o comportamento dos picos Al e C2 frente a adicdes de AMPA em
diferentes pH, dado que a producdo da camada passivadora e a formacédo do
complexo AMPA-Cu?* com consequente dissolucéo desta camada dependem do pH
do meio. Na Figura 13, estdo apresentados os voltamogramas ciclicos do eletrodo
de cobre obtidos apés sucessivas adicdes de AMPA em tampéo fosfato 0,1 mol L™
preparado em pH 6,0 (Figura 13a), 8,0 (Figura 13b) e 9,0 (Figura 13c). Observa-se
para todos os pH estudados um aumento da intensidade do pico A1 em funcéo do
aumento da concentragcdo de AMPA, da mesma forma como ocorrido em pH 7. I1Sso
indica que o processo de formacdo da camada passivadora € similar na faixa de pH
de 6 a 9, em acordo com o que esta descrito na literatura (STREHBLOW, TITZE,
1980, SOUTO et al., 1992). Entretanto, o processo de formacdo do complexo AMPA-
Cu?* parece ser mais favoravel a pH 8, dada & maior variacdo observada da corrente
de Al em funcdo da mudanca de concentracdo. Um exame do coeficiente angular
das curvas que representam a relacdo entre a corrente do pico A1 com a
concentracdo de AMPA confirma a maior sensibilidade do pico Al para o pH 8. Na
Tabela 2, esta apresentada a compilagdo dos parametros das curvas obtidas para a
relacdo entre a concentracdo de AMPA e as correntes dos picos Al e C2 em fungao
do pH.

Se 0 processo descrito pelo pico Al parece ser o mesmo independentemente
da mudanca de pH, o mesmo ndo se pode se dizer dos processos catédicos e,
portanto, do pico C2. A pH 6, o pico C2 apresenta comportamento similar ao descrito
quando o meio tem pH igual a 7,0. Porém, nos pHs 8 e 9, o pico catédico € mais
largo, podendo apresentar dois pequenos picos (ombros) associados a ele (Figura
13b).
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Figura 13 — Voltamogramas ciclicos do eletrodo de cobre obtidos apds sucessivas adigfes de AMPA

em tampéo fosfato 0,1 mol L* preparado em pH 6,0 (a), 8,0 (b) € 9,0 (¢). v =100 mV s™.

Tabela 3 — Parametros das curvas obtidas para a relacdo entre a concentracdo de AMPA e as

correntes dos picos Al e C2 em fungéo do pH.

pH  Pico R? a(pA) b (uAL mmol™
6 Al 0,8704 421 1,04
C2 0,9962 -2,64 17,0
7 Al 0,9907 22,7 1,92
C2 0,9898 =227 19,0
8 Al 0,9953 147 3,37
Cc2 0,8498 -707 4,24
9 Al 0,9172 269 2,45
C2 - - -

* a: intercepto; b: coeficiente angular.
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Assumindo-se que o processo de formacdo da camada passivadora € o mesmo
em pH 6 — 9, a diferenca no comportamento catédico pode refletir uma mudanca na
propor¢cdo dos componentes CuO e Cu(OH), na parte superior da camada
passivadora. As adi¢des sucessivas de AMPA provocam no pico catédico em pH 8 e
9 um deslocamento de todo o0 pico para potenciais menos negativos, a0 mesmo
tempo em que causa uma diminuicdo do pico catddico, bem como dos ombros. Em
pH 8, observa-se uma diminuicéo significativa do pico catodico principal e definicdo
do pico C3 a medida que a concentracdo de AMPA aumenta. Este ultimo pico ndo
apresenta diminuicdo do seu tamanho com o aumento da concentracdo de AMPA, o
que pode indicar uma espécie de Cu?* mais refrataria & formacdo do complexo
AMPA-Cu?*. Esse pico pode ser atribuido & reducdo do CuO a Cu,O, dado o maior
potencial de oxidacdo apresentado na reacdo 4 entre as espécies consideradas.
Assim, o pico C2 pode estar relacionado a reducédo do Cu(OH), a Cu,0, sendo o
Cu(OH), o composto que € majoritariamente removido durante a formacdo do
complexo com AMPA. Esses processos também ocorrem a pH 9, mas ndo é
possivel a identificacdo exata dos picos C1-C3 dada a baixa resolucéo entre eles.

Com base nos estudos realizados até agora, através dos voltamogramas
ciclicos obtidos em diferentes pHs, é evidente que a eletroquimica da superficie do
eletrodo de cobre € bastante complexa, uma vez que com a variagcdo do pH,
observa-se um comportamento eletroquimico distinto para cada voltamograma
ciclico obtido, tanto para as repostas apenas com eletrélito-suporte, como para as
adicoes de AMPA.

A partir da observacao dos parametros das curvas obtidas para a relacdo entre
a concentracdo de AMPA e as correntes dos picos A1 e C2 em funcédo do pH
(Tabela 2), verifica-se que a relagdo linear ndo é significativa para o processo
anodico em pH 6 e 9, e para o processo catodico a pH 8. Em pH 9 ndo foi possivel a
obtencdo da curva em relacdo ao pico C2 em funcdo da baixa resolugcédo entre os
picos. O exame do coeficiente angular das curvas confirma a maior sensibilidade do
pico C2 para o pH 7. Essa sensibilidade é inclusive a maior entre todos 0s processos
nos valores de pH avaliados. Portanto, como a intencéo é a determinacdo de baixas
concentracbes de AMPA em amostras de agua, optou-se pela continuacdo do

estudo e desenvolvimento do método voltamétrico empregando tampéo fosfato pH 7.
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4.1.2. Desenvolvimento do método voltamétrico de determinacéo

Considerando que o processo catédico foi mais sensivel a variacdo da
concentracdo do AMPA em pH 7 em velocidade de varredura de 100 mV s, optou-
se por avaliar a técnica de voltametria de onda quadrada nesse pH. A voltametria de
onda quadrada foi avaliada para determinacdo do AMPA no sentido direto da
varredura de potencial de -0,8 V a +0,8 V, assim como realizado nas analises por
voltametria ciclica. Os parametros utilizados inicialmente para obtencdo dos
voltamogramas foram: frequéncia (f) de 20 Hz, amplitude (A;) de 50 mV e
incremento de potencial (AEg) de 0,5 mV.

A Figura 14 apresenta os voltamogramas de dez varreduras consecutivas do
eletrodo de cobre em eletrdlito-suporte. Observa-se que o pico relativo a regido de
interesse analitico (entre -0,2 V e + 0,1 V) diminui de tamanho com o numero de
varredura consecutivas até chegar a um tamanho constante em torno de 10

varreduras.

80+ Varredura 1

|

Varredura 10

60+

204

-0,‘18 -0,‘15 -0,‘12 -0,‘09 -0,b6 »0,‘03 0,60

E (V) vs. Ag/AgCI
T

-0,6 -0|,4 -0|,2 0:0 0:2 0:4 0,6
E (V) vs. Ag/AgCI

Figura 14 — Voltamogramas de onda quadrada (10 mV s'l) do eletrodo de cobre em tampéao fosfato

0,1 mol L™, pH 7. f = 20 Hz, Am = 50 mV, AEs = 0,5 mV.

Quando adicionado o AMPA, a corrente de pico tendeu a aumentar a cada
adicdo. Os voltamogramas obtidos apdés cada adicdo do AMPA na faixa de
concentracdo de 1 a 6 pmol L™ estdo apresentados na Figura 15. Os voltamogramas
da medida do AMPA foram subtraidos do voltamograma do eletrélito-suporte. Essa
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forma de representacao foi adotada para todos os ensaios com o eletrodo de cobre,
pois ndo afeta o valor absoluto da intensidade da corrente de pico, nem a precisao
das medidas. Na Figura 15 também esta ilustrada a curva analitica obtida a partir
dos voltamogramas. Esta curva possui sensibilidade de 0,87 pA L pmol™, com um
coeficiente de correlacdo (R?) de 0,9395. Verificado o comportamento da resposta
do AMPA pela técnica de VOQ, o proximo passo foi a otimizacado dos parametros da
técnica, a fim de determinarmos o AMPA em niveis de concentragdo submicromolar.

No desenvolvimento de uma metodologia eletroanalitica utilizando a VOQ faz-
se indispensavel a otimizacdo dos parametros que possam influenciar de forma
significativa as respostas voltamétricas. A otimizacdo da VOQ foi realizada de forma
univariada, variando-se primeiramente o incremento de potencial (AEs), seguido pela

frequéncia (f) e, por ultimo, a amplitude de pulso (Ap).
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Figura 15 — Voltamogramas de onda quadrada do eletrodo de cobre em tampéo fosfato 0,1 mol L
com adi¢Bes sucessivas de AMPA apH 7. f =20 Hz, Ap =50 mV, AEs = 0,5 mV, v=10 mV s™. Insert:

curva analitica obtida a partir dos voltamogramas.

Iniciando pela otimizagao do AEs, foram avaliados incrementos de potencial na
faixa de 0,5 mV a 20 mV, fixando-se os valores de amplitude em 50 mV e frequéncia
em 20 Hz. Para cada medida nesta etapa de otimizacdo dos parametros da VOQ,
foram realizadas dez varreduras com o eletrélito suporte, e em seguida uma

varredura com a adicdo do AMPA a 1,0 umol L™. Na Figura 16 estéo representadas
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as repostas do AMPA para cada ensaio realizado com os diferentes valores de AE..
Nos voltamogramas obtidos em diferentes valores de AEs, o incremento que
proporcionou maior pico foi 5 mV. De uma medida para outra € possivel observar
que a medida que o valor do AEs muda, os potenciais de pico também mudam. Isto
ocorre porque o AEg sofre grande influéncia da velocidade da varredura. Dessa
forma, o valor de incremento de potencial otimizado foi fixado em 5 mV para a o
prosseguimento da otimizac&o dos outros parametros da VOQ.

Na Figura 16, estdo apresentados os voltamogramas obtidos em funcédo da
variagao de frequéncia da VOQ, na faixa de 10 Hz a 100 Hz. Nos voltamogramas
obtidos em diferentes valores de f, a frequéncia que proporcionou um pico mais
intenso foi 25 Hz. A frequéncia é outro parametro que influencia a velocidade de
varredura. Entretanto, nos resultados obtidos ndo se observa deslocamentos de
potencial de pico tdo aparentes quando para a variagdo do incremento. Assim, o
valor de frequéncia ideal foi mantido em 25 Hz (juntamente com AEs de 5 mV) para a

0 prosseguimento da otimizacdo da amplitude de pulso.

T T
-0,3 -0,2 -0,1 0,0 0,1 0,2

E (V) vs. Ag/AgCl
Figura 16 — Voltamogramas de onda quadrada para AMPA 1umol L com eletrodo de cobre em

tampé&o fosfato 0,1 mol L* pH 7 em fungéo de diferentes valores de AE,. f = 20 Hz, A, = 50 mV.
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-0,3 -0,2 0,1 0,0 0,1 0,2
E (V) vs. Ag/AgCI

Figura 17 — Voltamogramas de onda quadrada para AMPA 1umol L™* com eletrodo de cobre em

tampéo fosfato 0,1 mol L* pH 7 em funcgéo de diferentes valores de f. AEg =5 mV, A, =50 mV.

A Figura 18 apresenta os voltamogramas obtidos em fungéo da variacdo da
amplitude de pulso na faixa de 10 mV a 100 mV. Nota-se um aumento da
intensidade da corrente de pico com o aumento da amplitude de pulso de 10 mV a
75 mV, e empregando 100 mV a corrente de pico diminui consideravelmente. Assim,
a amplitude de 75 mV foi escolhida por ter proporcionado a maior corrente de pico

alcancada.

6 - — 10 mV
—25mV
—50mV

75 mV
— 100 mV

| (uA)

e

-0,3 -0,2 -0|,1 O:O 0,1 0,2
E (V) vs. Ag/AgCl

Figura 18 — Voltamogramas de onda quadrada para AMPA 1umol L com eletrodo de cobre em

tampé&o fosfato 0,1 mol L* pH 7 em fungéo de diferentes valores de A,. AEs =5 mV, f=25Hz, v =125

mV s
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Ao final da etapa de otimizacdo, obteve-se como valores ideias para 0s
parametros da técnica de VOQ os seguintes: AE, =5 mV, f=25Hze A, =75 mV.
Estes valores foram empregados para na obtencdo de curvas analiticas para a
determinacdo do AMPA em eletrdlito-suporte. As medidas voltamétricas foram
realizadas utilizando o mesmo eletrodo, sem renovacdo da superficie entre as
determinacdes sucessivas de cada curva. Investigou-se inicialmente a faixa de
concentracdes de AMPA de 0,010 umol L™ a 1,00 pmol L™ e observou-se que o
método possui faixa linear de reposta de 0,020 pmol L™ e 0,300 pmol L. A Figura
19 ilustra as varreduras com diferentes concentracdes do AMPA na faixa linear de
resposta em tampéo fosfato 0,1 mol L™ pH 7. A curva analitica tem equac&o | (UA) =
4,46 (PA) + 172,6 (LA L nmol ™) x Cawea (nmol L), com um coeficiente de correlagéo
linear 0,9981 (n=8).

—— 0,02 ymol L™
50 4 — 0.04 umol L
— 0,06 umol L
—— 0,08 umol L™
40 4 — 0,10 ymol L
—— 0,14 umol L™
<,E ——0,18 umol L
-1
3 30 4 0,30 umol L

0,1 02 03
[AMPA] / (umol/L)

0,2 0,1 0,0 0,1
E (V) vs. Ag/AgCl

Figura 19 — Curva analitica para determinacao de AMPA com eletrodo de cobre em tampéao fosfato
0,1mol L' pH 7. AE;=5mV, f=25Hz, A, =75mV, v=125mV s™

O limite de detecc¢éo (LD) foi calculado usando a relagao 3(sd)/b, na qual (sd)
€ 0 desvio padrao da medidas de 21 branco e (b) € o coeficiente angular da reta.
Com esse célculo foi obtido um valor de 6,5 nmol L. J& para o limite de
quantificacéo (LQ) foi obtido um valor de 21,7 nmol L™ usando a relagéo 10(sd)/b. E
importante ressaltar que o método desenvolvido apresenta os menores LD e LQ
para a determinacdo de AMPA em comparacao aos métodos existentes na literatura.

O préximo passo no desenvolvimento do método foi avaliar a influéncia dos
componentes da matriz de uma amostra de agua superficial na determinagéo do
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AMPA. A exatiddo do método foi avaliada por meio da recuperacdo aparente em
amostras de agua de abastecimento fortificadas com o AMPA empregando o método
da adicdo de padrdo. Na Figura 20, estédo ilustradas as curvas analiticas decorrentes
do método de adicdo de padrdo para a analise de quatro amostras de agua de
abastecimento (amostras A, B, C e D). As equacBes das curvas analiticas
apresentadas na Figura 20 obtidas para cinco adi¢des do AMPA sé&o as seguintes:

- amostra A: | (MA) = 8,33(HA) + 160,7(HA L nmol™) x Campa(nmol L), com R?
=0,9986

- amostra B: | (WA) = 8,80(A) + 177,7(HA L nmol™) x Campa(nmol L), com R?
=0,9973

- amostra C: | (UA) = 9,06(uA) + 194,4(pA L nmol™) x Campa(nmol L), com R?
=0,9979

- amostra D: | (UA) = 13,0(uA) + 164,1(MA L nmol™) x Campa(nmol L), com R?
=0,9979.

0 20 40 60 80, 100

0 20 40 60 80 100
[AMPA] / nmol L-1,

[AMPA] / nmol L-1,

| (nA)

0,1 0,0 0.1 01 0.0 0,1
E (V) vs. Ag/AGCI E (V) vs. Ag/AgCI
28 c 2 28 - D 28
24 4 A 24 4 24
20
20- 16 20- 0

0 20 40 60 80, 100
[AMPA] / nmol L1,

0 20 40 60

80 , 100
[AMPA] / nmol L1,

0.1 0,0 0.1 0.1 0.0 0.1
E (V) vs. Ag/AgCl E (V) vs. Ag/AgCI
Figura 20 — Curvas analiticas para determinacdo de AMPA em quatro amostras de agua de

abastecimento com eletrodo de cobre em tampéo fosfato 0,1 mol L™ pH 7. AEg=5mV, f = 25 Hz, A, =
75mV,v=125mVs™.
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A Tabela 3 apresenta os resultados da determinacdo de AMPA nas amostras
de agua de abastecimento. Observa-se que o método possui exatiddo satisfatoria,
com valores de recuperacao aparente na faixa de 93% a 104%. A precisao tambéem

é satisfatoria, com erro médio relativo de 3,7% (n = 3).

Tabela 4 — Resultados de ensaio de recuperacdo aparente para andlise de amostras de agua de
abastecimento com método que emprega eletrodo de cobre e VOQ.

Amostra Concentracdo Concentracdo Recuperacao

adicionada encontrada (%)
(nmol L™ (nmol L™
A 50 51,8 104
B 50 49,5 99
C 50 46,6 93
D 80 76,1 95

4.2. Determinacdo voltamétrica do AMPA empregando eletrodo de cobalto

4.2.1 Estudo do comportamento eletroquimico do eletrodo de cobalto por
voltametria ciclica

Durante uma varredura ciclica em solucéo fortemente alcalina é formada uma
espécie estavel de Co(ll), que segundo Gomez et al. (1982) podem ser encontradas
duas estruturas de tipo sanduiche na interface do eletrodo, Co/CoO/Co030, e
Co/Co0O/Co(OH),. As duas estruturas do 6xido metalico podem ser diferentes nos
seus graus de hidratacéo, estado de oxidagdo ou em ambos ao mesmo tempo.

Badawi et al. (2000) também relatam & formacdo de um filme duplo sobre a
superficie do eletrodo. A presenca e 0 espessamento da camada passivadora, que
ocorre em solucbes neutras ou béasicas, podem ser atribuidos a diferentes
mecanismos que envolvem etapas quimicas e eletroquimicas (BADAWY et. al,

2000). Duas das conversdes atribuidas a oxidacao do Co a Co (ll) sdo:

Co+20H <>  Co(OH); + 2e” °=+0,11V (5)

Co+20H <« Co0O +H,0 + 2e” °=+0,13V (6)

Em solugBes neutras, as espécies de CoO e Co(OH), sdo mais estaveis,
enquanto que somente o Co(OH), € a espécie mais estavel em solucdo basica.

Quando a camada passivadora é submetida a uma oxidagcéo adicional as espécies

referentes ao Co(lll) (CoOOH e/ou Co30,4) podem ser formadas. Vale salientar que a
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formacao de espécies do Co(lll) depende do potencial aplicado ao eletrodo e do pH
da solucdo (LARRAMONA e GUTIERREZ, 1990, BADAWY et al., 2000).

O comportamento do eletrodo de cobalto foi estudado inicialmente através de
voltametria ciclica em uma solugdo de tampéo fosfato 0,10 mol L™ nos pHs 7,0, 8,0,
9,0 e 10,0 (Figura 21), com uma velocidade de varredura de 100 mV s, em
potencial inicial de varredura -1,1 V até um potencial de inverséo de 0,0 V.

Para todos os voltamogramas obtidos nos valores de pH investigados €
observado o aparecimento de um unico pico anodico (pico I) em aproximadamente
-0,30 V, proveniente das espécies oxidadas que foram formadas na superficie do
eletrodo, de acordo com o apresentado nas equagfes 5 e 6. Como ja mencionado,
em pH basico pode ocorrer a formacdo das espécies CoOOH e/ou Co030q,
correspondente da oxidacdo do Co para Co (Ill). Como elas sao dependentes do pH
da solucao e do potencial aplicado, em uma solucdo de fosfato essas espécies de
Co(lll) sé vao ocorrer em um potencial maior que 0,0 V (BADAWY et al, 2000,
LARRAMONA E GUTIERREZ, 1990). No entanto, nos ensaios realizados nesse
trabalho por voltametria ciclica, o potencial maximo foi de 0,0 V, indicando baixa

probabilidade de ocorréncia das espécies de Co(lll).

| 20 |
201
(a) 10 (D)
0 0
= 201 I — -10-
= -40+ é -20-
- -604 — -301 I}
-804 m 40
-100+ -50+ 1
410 -08 -06 -04 -02 00 10 08 -06 -04 -02 00
E (V) vs. Ag/AgCI E (V) vs. Ag/AgCI
| I
10 (C) /'—J_j - (d)
0/ 0/
—~ -101 —_
Z < -101
= 20 = 20
-304 I ]
n -30
-40+ I+ 1

410 -08 06 -04 -02 00
E (V) vs. Ag/AgCl

40 -08 -06 -04 -02 00
E (V) vs. Ag/AgCI

Figura 21 — Voltamogramas ciclicos obtidos para o eletrodo de cobalto em tamp&o fosfato 0,1 mol L™
nos pHs 7 (a), 8 (b), 9 (c) e 10 (d). v =100 mV s™.

34



Na varredura reversa, para os pH 7,0, 8,0 e 9,0 séo observados dois picos de
reducdo em aproximadamente -0,72 V (pico Il) e -0,83 V (pico Ill) para o pH 7, -0,81
V (pico Il) e -0,94 V (pico Ill) para o pH 8, e -0,93 V (pico Il) e -0,95 V (pico lll) para o
pH 9. A carga global de reducéo é independente da quantidade relativa das espécies
que compdem o pico de reducdo, o que indica que as espécies correspondentes
provavelmente envolvem o mesmo estado de oxidagdo, mas uma configuracao
estrutural diferente (GOMEZ et al., 1982). Assim, estes picos tem origem na divisdo
da corrente de pico de reducdo relacionada a existéncia de pelo menos duas
espécies do Co de mesmo estado de oxidacdo — CoO e Co(OH),. Levando em
consideracao os potenciais de reducdo das espécies de Co(ll), pode-se definir que o
pico Il esta relacionado com o CoO, ja que possui o maior potencial de oxidacao,
enguanto que o pico lll esta relacionado com o Co(OH),. Observa-se que o aumento
do pH provoca um aumento no tamanho do pico Il, enquanto que o pico Il tende a
diminuir.

Em pH 10, a regido catddica apresenta apenas um pico de reducdo
observado em aproximadamente -0,98 V, que corresponde a juncao dos picos Il e
[ll. Esse comportamento pode estar associado tanto ao aumento da concentracéo de
OH" como aos parametros cinéticos da reacdo (NOVOSELSKY e MENGLISHEVA,
1984). Para o aparecimento desses dois picos, a velocidade de varredura deveria
ser menor que a utilizada nesse trabalho, j& que existem trabalhos que mostram
claramente os dois picos de reducdo em solucdes com pH maiores que 10 utilizando
uma velocidade menor (GOMEZ et al., 1982, ISMAIL e BADAWY, 2000).

Apdbs o estudo do comportamento eletroquimico do eletrodo de cobalto no
tampéo fosfato, foi investigada a influéncia do pH sobre a resposta voltamétrica do
AMPA pela técnica de voltametria ciclica. A Figura 22 apresenta os voltamogramas
ciclicos do eletrodo de cobalto obtidos ap6s sucessivas adicdes de AMPA em
tampao fosfato 0,1 mol L™ preparado em pH 7,0 (Figura 22a), 8,0 (Figura 22b), 9,0
(Figura 22c) e 10 (Figura 22d).

Na faixa de pH 7 a 9 é observado um aumento de pico anddico (pico I) com a
adicdo do AMPA, levando a uma confirmacdo que o AMPA esta reagindo com as
espécies formadas na superficie do eletrodo de cobalto. Para o pH 10, ndo se
observa aumento do pico anddico com o aumento da concentragdo de AMPA. Na

varredura reversa, para o pH 7, os picos Il e Ill sofrem deslocamento para potenciais
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mais positivos e seus tamanhos diminuem em relacdo a reposta obtida com o
eletrolito-suporte, indicando que a espécie que esta sendo reduzida faz parte do
processo de formacdo do complexo AMPA-Co. Um comportamento semelhante foi
obtido nesse trabalho utilizando o eletrodo de cobre para determinacdo de AMPA
com a técnica de voltametria ciclica em pH 7,0 (Figura 10), indicando que o AMPA

pode estar formando complexo de forma equivalente para o Cu?* e o Co?* nessas

condicoes.
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80- —— Eletrolito —— 1 mmol L' AMPA
o —— 1 mmol L' AMPA »
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10 08 06 04 -02 00 40 -08 -06 04 02 00
E (V) vs. Ag/AgCI E (V) vs. Ag/AgCI
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10 °1
0-
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-304 i+
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E (V) vs. Ag/AgCI E (V) vs. Ag/AgCl

Figura 22 — Voltamogramas ciclicos do eletrodo de cobalto obtidos ap0s sucessivas adigbes de

AMPA em tampao fosfato 0,1 mol Lt preparado em pH 7,0(a), 8,0 (b), 9,0 (c) e 10 (d). v =100 mV s™.

Para a varredura reversa em pH 8 e 9, observa-se que para o pico lll é
registrado um aumento de pico, bem como deslocamento do mesmo para potenciais
mais positivos a medida que o AMPA vai sendo adicionado. O pico Il também sofre
um deslocamento para potenciais mais positivos. Entretanto este apresenta uma

diminuicdo do seu tamanho com o aumento da concentragao de AMPA. No pH 10,
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assim como para 0 processo anoédico, ndo foi encontrada variacdo nos
voltamogramas para os processos catodicos apos adicdo de AMPA em comparagao

ao voltamograma do eletrélito-suporte.

4.2.2. Desenvolvimento do método voltamétrico de determinacéo

Para o desenvolvimento do método de determinacdo do AMPA com eletrodo
de cobalto, utilizou-se a técnica de voltametria de pulso diferencial. Como o AMPA
apresentou sinal analitico possivel de ser empregado na faixa de pH de 7 a 9, em
ambos o0s processos anddico e catodico, foram realizadas varreduras na janela de
potencial de -1,1 V a 0,0 V, considerando-se somente o sentido direto ou o sentido
reverso da varredura (de 0,0 Va-1,1V).

As figuras 23, 24 e 25 ilustram os voltamogramas apés cada adicdo do AMPA
na faixa de concentracdo de 1 a 5 umol L™ para os pHs 7, 8 e 9, respectivamente.
Para cada pH avaliado, os voltamogramas foram obtidos nos sentidos direto e
reverso de varredura. Em cada figura também estdo apresentadas as curvas
analiticas construidas a partir da relacdo entre as correntes de pico e as
concentrac6es de AMPA adicionadas.

Na Tabela 4, estdo relacionados os parametros das curvas obtidas para a
relacdo entre a concentracdo de AMPA e as correntes de pico em funcéo do pH e do
sentido da varredura. Verificou-se que a maior sensibilidade a deteccdo do AMPA foi
obtida com o eletrodo de cobalto em meio pH 7 empregando a varredura reversa.
Visto que a melhor resposta encontrada para o eletrodo de cobalto pela técnica de
VPD é na varredura reverso com o pH 7, o passo seguinte no desenvolvimento da
metodologia para determinacdo do AMPA foi otimizar os parametros da técnica

voltamétrica.

37



1 2 3 4 5
[AMPA] / ol L1,

[AMPA] / (umol L'

\ — Eetrolito

\ \ —— 1 umol L' AMPA
—— 2 umol L AMPA

1
1
1
1
1

= Eletrolito

5,7 ")
, 64 (b 6,0
61 (@) g 56 ° , o (b)
55 56
5. ~ ‘
<54 ‘ \ 52
4 — 53 / \
521 @ . 48
51 \
3 \

—— 1 umol L AMPA

\

=2 umol L” AMPA

1
1
1
1
1

3 ymol L~ AMPA
=4 umol L AMPA

= 3 umol L AMPA

—— 4 umol L' AMPA
~

0 =5 umol L AMPA — 5 umol L' AMPA
07 0,6 -05 -04 03 -02 0,1 0,0 01 080 075  -070  -065
E (V) vs. Ag/AgCI E (V) vs. Ag/AgCI

(C) . 124 ® ° 54 (d) 5,0
1,2 122 o 48
1,01 — 120 41 Lus
. [*)
—~ 0,84 o —~ 34 '

T2 3 4 5
<1 ) \ [AMPA] / umol L-1, <3. 42
<= 0,6 Eletrolito ~ [AMPA] / pmol L 1,
—— 1 umol L AMPA — 21 / —— Eletrsiio
0,4 —— 2 umol L' AMPA —— 1 umol L: AMPA
— 3 umol L1 AMPA =2 umol L.'AMF'A
. 14 = 3 umol L AMPA
0,2 —— 4 umol L' AMPA N —4umolL" AMPA
—— 5 pmol L' AMPA —— 5 umol L AMPA
08 07 06 05 04 03 -02 -0,1 085 080 075 070 -065
E (V) vs. Ag/AgCI E (V) vs. Ag/AgCI
1,6 4
(e) ° () %
[*) 2,54
")
1,24 Q
2,04
— 135{ @ 2
<1 0,8+ 1 2 3 4 1 5 31 9
X AMPA] / L —_ 2 3 4 5
: Eletrollto1 \ ! |/ qumol ) [AMPA] / <umol L'1)
= 1umol L AMPA Il — Eletrsiito
0,4 ——— 2 umol L AMPA —— 1 umol L' AMPA
—— 3 umol L AMPA e 2 pimol L AMPA
—— 4 umol L AMPA — 3 umol L' AMPA
0.04 —— 5 pmol L' AMPA o 4 ymol L AMPA
’ — pmol L' AMPA
09 -08 -07 -06 -05 -04 -03 -0,90 -0,85 -0,80 -0,75 -0,70 -0,65
E (V) vs. Ag/AgCI E (V) vs. Ag/AgCI

Figura 23 — Voltamogramas de pulso diferencial do eletrodo de cobalto em tampao fosfato 0,1 mol L™
com adic8es sucessivas de AMPA em pH 7 (a) Sentido direto e (b) sentido reverso, pH 8 (c) Sentido
direto e (d) sentido reverso pH 9. (e) Sentido direto; (f) sentido reverso. A, = 25 mV, AEs =5 mV; t; =
05s;t,=0,05s;v=10mVs™.
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No desenvolvimento de uma metodologia eletroanalitica utilizando a voltametria
de pulso diferencial faz-se indispensavel a otimizagdo dos parédmetros que possam
influenciar de forma significativa as respostas voltamétricas. Na voltametria de pulso
diferencial foram otimizados inicialmente o incremento e o intervalo de tempo a fim
de escolher a melhor velocidade de varredura e logo depois foram otimizados o

tempo de pulso e a amplitude de pulso.

Tabela 5 — Parametros das curvas obtidas para a relacdo entre a concentracdo de AMPA e as
correntes de picos em funcédo do pH e do sentido da varredura por voltametria de pulso diferencial

com eletrodo de cobalto. a: intercepto; b: coeficiente angular.

pH Sentido R® a(pA) b (pAL pmol™)
7 Direto - - -
Reverso 0,9978 6,53 -0,41
8 Direto - - -
Reverso 0,9666 4,06 0,20
9 Direto 0,8908 1,32 0,04
Reverso  0,9486 2,35 0,06

Iniciando pelo incremento de varredura de potencial (AEs), foram avaliados os
incrementos na faixa de 2,5 a 12,5 mV (Figura 26), fixando-se os valores de intervalo
de tempo em 0,5 s, tempo de pulso em 0,05 s e amplitude em 25 mV. O incremento
de varredura foi variado em funcédo da velocidade de varredura, de maneira que a
velocidade de varredura também variasse de 5 a 25 mV s™. A maior diferenca de
corrente de pico foi obtida a um incremento de varredura de 7,5 mV. Com estes
resultados, o incremento de varredura 7,5 mV foi determinado como sendo o valor
adequado para analise do AMPA.

Para a otimizacdo do intervalo de tempo foi empregado um incremento de
varredura de 7,5 mV, e fixado os valores do tempo de pulso em 0,05 s e amplitude
em 25 mV. O intervalo de tempo foi variado de 0,3 a 1,5 s (Figura 27) também em
funcdo da velocidade de varredura (5 a 25 mV). E observado na Figura 27 que a
resposta do AMPA possui potencial de pico diferente para cada intervalo de tempo

aplicado, e que o melhor intervalo de tempo esta em 0,75 s. Com a escolha do
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melhor incremento e melhor intervalo de tempo chegamos a uma velocidade 6tima
de 10 mv s™.

—25mV

| (uA)

078 072 -0.66
E (V) vs. Ag/AGC

Figura 24 — Voltamogramas de pulso diferencial para AMPA 1umol L™ com eletrodo de cobalto em
tampéo fosfato 0,1 mol L™ pH 7 em funcéo de diferentes valores de AEs. A, =25mV,t,=05s;t, =
0,05 s.

0,8 - ——0,300s

0,80 0,75 0,70 0,65
E (V) vs. Ag/AgClI

Figura 25 — Voltamogramas de pulso diferencial para AMPA 1umol L com eletrodo de cobalto em

tampéo fosfato 0,1 mol L pH 7 em funcéo de diferentes valores de ts. Ap=25mV, AEg=7,5mV; t, =
0,05s.
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Para a otimizacdo do tempo de pulso foram fixados o valor do incremento de
varredura em 7,5 mV e do intervalo de tempo em 0,75 s. O tempo de pulso foi
variado de 0,375 a 0,075 s (Figura 28), valores que correspondem a 50% e 10% do
intervalo de tempo, respectivamente. Com o0 a diminuicdo do tempo de pulso, de
0,375 s a 0,15 s, € observado um aumento nas correntes de pico, enquanto que no
tempo de pulso de 0,075 s a corrente diminui. O tempo de pulso que proporcionou
maior corrente de pico e, portanto, escolhido para o prosseguimento do trabalho foi
de 0,15 s.

0,84 0,78 0,72 0,66
E (V) vs. Ag/AgCl

Figura 26 — Voltamogramas de pulso diferencial para AMPA 1umol L™ com eletrodo de cobalto em
tampao fosfato 0,1 mol L™ pH 7 em fungéo de diferentes valores de t,. A, = 25 mV, AE; = 7,5 mV; t, =
0,75 s.

Por ultimo, para a otimizacdo da amplitude foram fixados o valor do incremento
de varredura em 7,5mV, do intervalo de tempo a 0,75 s e tempo de pulso em 0,15 s.
A amplitude foi alterada de 10 mV a 100 mV (Figura 29).
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0,8 -0,7
E (V) vs. Ag/AgCl

Figura 27 — Voltamogramas de pulso diferencial para AMPA 1umol L™ com eletrodo de cobalto em

tampéo fosfato 0,1 mol L™ pH 7 em funcéo de diferentes valores de Ap. AEs=7,5mV;t,=0,75s; t, =

0,15 s.

O valor de 100 mV foi o escolhido como amplitude 6tima da técnica
voltamétrica para determinacdo do AMPA. Na Tabela 6, encontra-se de forma mais
resumida todas as variaveis e faixas de otimizacdo para a voltametria de pulso

diferencial.

Tabela 6 — Parametro de otimizacao para a técnica de VPD.

Parametros Faixa de otimizacao Parametros otimizados
Incremento de varredura 25-125mV 7,5 mV

Intervalo de tempo 0,3-15s 0,75 s

Tempo de pulso 0,375-0,075s 0,15s

Amplitude de pulso 10 -100 mV 100 mV

Ao final da etapa de otimizacdo, obteve-se como valores ideias para 0s
parametros da técnica de VDP os seguintes: AEs = 7,5 mV, A, =100 mV, ts = 0,75 s
e t, = 0,15 s. Estes valores foram empregados para na obtencédo de curvas analiticas
para a determinacdo do AMPA em eletrdlito-suporte. As medidas voltamétricas
foram realizadas utilizando o mesmo eletrodo, sem renovacao da superficie entre as
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determinacdes sucessivas de cada curva. Investigou-se inicialmente a faixa de
concentracdes de AMPA de 0,050 pmol L™ a 1,00 pmol L™ e observou-se que o
método possui faixa linear de reposta de 0,050 pmol L™ e 0,300 pmol L. A Figura
30 ilustra as varreduras com diferentes concentracdes do AMPA na faixa linear de
resposta em tampéo fosfato 0,1 mol L™ pH 7. A curva analitica tem equac&o | (pA) =
- 0,15(pA) - 21,22(uA L nmol ™) x Campa(nmol L), com um coeficiente de correlacédo
linear 0,9869 (n=8).

144 __ 0,05 umol L™ AMPA 14
0,07 umol L™ AMPA 13
12 4 ——0,09 ymol L AMPA 1
0,13 pmol L™ AMPA 3
10 4 = 0.16 umol L AMPA L 11
—— 0,19 pmol L™ AMPA 10
) — 0,23 pmol L™ AMPA o
< 8- 0,25 pmol L™ AMPA
= 50 100 150 200 250
- 64 [AMPA] / nmol L1,
4 -
2 -
0 - [

085 -0.80 -0.75 -0.70 -0.65 -0.60
E (V) vs. Ag/AgCI

Figura 28 — Curva analitica para determinacdo de AMPA com eletrodo de cobalto em tampéo fosfato
0,1mol L' pH 7. AEs=7,5mV, A, =100mV,t;=0,75set,=0,15s

O limite de deteccdo foi calculado usando a relacdo 3(sd)/b, na qual (sd) é o
desvio padrao da medida de 18 branco. Com esse calculo foi obtido um valor de
11,7 nmol L. Em quanto o limite de quantificacdo (LQ) foi obtido um valor de 39,1
nmol L usando a relagdo 10(sd)/b. Os valores de LD e LQ correspondem,
respectivamente, a menor concentracdo do analito que pode ser detectada pelo
método e a menor concentracdo que pode ser detectada com exatidao e precisao
confiavel.

O préximo passo no desenvolvimento da metodologia eletroanalitica foi
avaliar a influéncia dos componentes da matriz em amostras de aguas de

abastecimento na determinacdo do AMPA. A exatiddo do método foi avaliada por
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meio da recuperagdo aparente em amostras de agua de superficie fortificadas com o
AMPA empregado o método da adi¢do de padrdo. Foi observado um deslocamento
do potencial de pico para valores positivos em funcédo da adicdo de AMPA, porém
esse comportamento ndo afeta o valor absoluto da intensidade da corrente de pico.

As equacdes relativas as adicoes de padrdo para o AMPA estdo
representadas por | (MA) = - 3,21 (HA) - 39,5 x Cawea (NMol L) para a amostra A,
com R? = 0,9738. Para a amostra B, por | (MA) = - 4,76 (HA) - 61,28 X Cavea (Mol L
1Y com R? = 0,9757. Para a amostra C, | (HA) = - 5,82 (HA) - 58,35 x Cawpa (Mol L),
com R? = 0,98407. Para a amostra D, | (HA) = - 4,21 (UA) - 37,27 X Cawea (nmol L™
com R? = 0,9803.

9 5
12 A 4 244B s
%-5 <__E2 -7
= 204 i 8
-6 -9
g 81 16 10
< "] 2 11
3 0 20 40 60 80 3. 124 0 20 40 60 80, 100
- [AMPA] / nmol L-1, — [AMPA] / nmol L1,
n =
8 4
4
0 4
-0,80 0,75 -0,70 -0,65 20,80 0,75 -0,70 -0,65
E (V) vs. Ag/AgCl E (V) vs. Ag/AgCI
24 5 4
C 7 D 5
20- <o 207 <] 9
= -9 ;: 6
16 -10 16 - ;
< 124 12 d < 121 8
3. 0 15 30 45 60 75 90 3. 0 15 30 45 60 75 90
= [AMPA] / (nmol L-T, = [AMPA] / nmol LT,
8 - 8
4 4
-0,80 0,75 -0,70 -0,65 -0,80 0,75 -0,70 -0,65
E (V) vs. Ag/AgCI E (V) vs. Ag/AgCI

Figura 29 — Curvas analiticas para determinacdo de AMPA em quatro amostras de agua de
abastecimento com eletrodo de cobalto em tampéo fosfato 0,1 mol L™ pH 7. AEs = 7,5 mV, A, = 100
mV,t,=0,75set,=0,15s
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Na Tabela 7, estdo apresentados os resultados da determinacdo de AMPA
nas amostras de agua de abastecimento empregando eletrodo de cobalto. Observa-
se que o método possui exatidao satisfatoria, com valores de recuperacao aparente
na faixa de 97% a 113%. A precisao também é satisfatoria, com erro médio relativo

de 4,3% (n = 4).

Tabela 7 — Resultados de ensaio de recuperacdo aparente para andlise de amostras de agua de
abastecimento com método que emprega eletrodo de cobalto e VDP.

Amostra  Concentracdo adicionada Concentracéo Recuperacéao
(nmol L™ encontrada (nmol L™) (%)
A 80 81,0 101
B 80 77,7 97
C 100 99,9 100
D 100 113,2 113
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4.3 Comparacao das condi¢fes analiticas do método proposto com valores
reportados na literatura para a determinacao do AMPA

Fazendo-se uma comparacdo com trabalhos reportados na literatura
utilizando os LD e LQ para determinacdo do AMPA, os eletrodos metélicos de cobre
e cobalto merece destaque, pois conseguiu alcancar baixo limite de deteccéo
gquando comparados a outras técnicas de determinacdo. Na tabela 7, estdo
apresentados de forma resumida alguns trabalhos para determinacdo do AMPA em
comparacao com os resultados realizado neste trabalho.

Tabela 8 — Comparacéo entre os métodos de determinacdo de AMPA

Faixa linear

Método de resposta LD _(1ng LQ_l(ng Referencia
1 mL™) mL™)

(mg mL™)
Cromatografia gasosa 0,030-0,3 10 30 Souza, et al., 2006
Eletroforese capilar/
eletroquimioluminescéncia 0,056-6,66 30 — Hsu e tal., 2009
Espectroscopiade massa/ , _, 50 100 Han, et al., 2016
Cromatografia liguida
VOQ/eletrodo de cobre 0,002 - 0,03 0,72 2,41 Este trabalho
VPD/eletrodo de cobalto 0,006 — 0,03 1,3 4,34 Este trabalho
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5. Conclusées propostas futuras

No estudo realizado, metodologias eletroanalitica para determinacdo do AMPA
utilizando como eletrodo de trabalho o eletrodo de cobre e o eletrodo de cobalto foi
desenvolvidas com sucesso e de forma particular para cada eletrodo de trabalho.

A investigacao do efeito do pH sobre o sinal analitico para ambos os eletrodos
obtiveram melhores sensibilidade no pH 7 para determinacdo do AMPA. Para o
eletrodo de cobre a técnica utilizada foi a de VOQ, enquanto que para o eletrodo de
cobalto a técnica utilizada foi a VPD baseada em varreduras reversas.

Os eletrodos sem a otimizacdo ja possuia uma boa sensibilidade e a
otimizacdo dos parametros aumentou ainda mais a sensibilidade do método
empregado para cada eletrodo. Vale salientar que, a superficie dos eletrodos (cobre
e cobalto) também depende fortemente que as etapas de limpeza sejam muito bem
concretizadas.

Os LD e LQ encontrado para ambos os eletrodos estdo proximos aos relatados
na literatura.

Por fim, método proposto oferece as vantagens de ser sensivel e rapido,
valendo ainda mencionar a simplicidade dos reagentes e aparelhos utilizados no

procedimento.
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6. Propostas futuras

Como proposta futuras, temos a continuidade das analises em outras amostras
(verduras, frutas, legumes, entre outros) para determinacdo do AMPA e ainda
empregando a metodologia desenvolvida nesse trabalho, para realizar a

determinacao do glifosato e do glifosato/AMPA.
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