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RESUMO

Neste trabalho foram preparadas duas silicas quimicamente modificadas, a partir
da silica gel 60, com area superficial especifica (Sger) de 391,93 m? g*. As silicas
foram inicialmente modificadas via reacdo de silanizacdo com a molécula de 3-
aminopropiltrietéxissilano (APTES) formando o material denominado SiN, que em
seguida foi funcionalizado separadamente com o pesticida acido-2,4-
diclorofenoxiacético (2,4-D) e com glutaraldeido por rota heterogénea, obtendo-se
0s materiais funcionalizados SiD e SiG respectivamente. Os materiais foram
caracterizados através de andlises elementares de C, H e N, medidas de
porosidade, analises termogravimétricas, espectroscopia na regido de
infravermelho e RMN de 2°Si e 13C. As andlises elementares indicaram as
quantidades de e 1,15 102 mol 2,4-D por grama de SiD e 1,57 10 mol de
glutaraldeido por grama de SiG. As medidas de area superficial, volume de poros
e de diametro médio de poros dos materiais, mostraram uma diminuicdo em relacao
ao material de partida. Os espectros de FTIR apresentaram bandas caracteristicas
dos grupos imobilizados na superficie das silicas. As superficies funcionalizadas
(SiD e SiG) foram utilizadas na confec¢do de eletrodos de pasta de carbono
guimicamente modificados e estes eletrodos foram utilizados na deteccdo
eletroquimica dos micropoluentes 2,4-D e catecol em solu¢des aquosas diluidas,
sendo que para o ultimo, foi também testada uma composi¢éo de SiG com lacase
suportada. Foram efetuados estudos de voltametria ciclica, determinando-se a
presenca de um par redox para o 2,4-D em 150 e 482 mV e de um par redox para
o catecol em 180 e 455 mV. Medidas de diferencial de pulso para se determinar os
pHs 6timos para a detec¢do das analito foram efetuadas nos intervalos de reducéo
dos analitos, determinando-se os valores 6timos de pH 3 e pH 5 para a
quantificacdo de 2,4-D e catecol respectivamente. Foram construidas curvas de
corrente de pico em fungéo da concentragcédo do analito nos pHs 6timos, afim de ser
atestar a viabilidade do uso dos materiais (SiD e e SiG) na obtengédo como sensores
eletroquimico, determinando-se assim os limites de detec¢éo de 7,57 ppb para o

2,4-D e 0,300 ppb para o catecol.

Palavras-Chave: sensores, silica, 2,4-D, micropoluentes, fendis, voltametria.
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ABSTRACT

In this work, were prepared two chemically modified silica from silica gel 60 with
specific surface area ( Sger ) of 391,93 m? g L. The silicas were initially modified
through silanization reaction with 3- aminopropyltriethoxysilane ( APTES ) forming
SIN, which was then functionalized separately with the pesticide 2,4-
dichlorophenoxyacetic acid (2,4- D) and glutaraldehyde through the heterogeneous
route, thus obtaining the materials SiD and SiG respectively. The materials were
characterized by elemental analyzes of C, H and N, measurements of porosity,
thermogravimetric analysis, infrared spectroscopy and 2°Si and *C NMR. Elemental
analyzes indicated amounts of 1,15 10-® mol of 2,4-D per gram of SiD and 1,57 10
3 mol of glutaraldehyde per gram of SiG. The surface area measurement, pore
volume and average pore diameter of the materials, showed a decrease compared
to the starting material. FTIR spectra showed characteristics bands from
immobilized groups on the silica’s surface. The functionalized surfaces (SiD and
SiG) were used to manufacture carbon paste electrodes chemically modified and
these were used in the electrochemical detection of catechol and 2,4- D
micropollutants in dilute agueous solutions, and for the last, it was also SiG tested
with laccase supported sample. Cyclic voltammetry tests were carried out
determining the presence of a redox couple for 2,4 -D in 150 and 482 mV and a
redox pair to catechol at 180 and 455 mV. Measurements of differential pulse to
determine the optimum pH for the detection of analyte were performed at intervals
of analytes reduction, establishing the optimum values of pH 3 and pH 5 for
quantification of 2,4-D and catechol, respectively. Curves of peak current as function
of analyte concentration at optimum pH were performed in order to attest the viability
of (SID SiG) material as electrochemical sensors, the detection limits of 7,57 ppb

to 2,4-D and 0,300 for catechol were found.

Keywords : sensors, silica, 2,4- D, micropollutants , phenols , voltammetry
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1 INTRODUCAO

A Revolucao Industrial determinou profundas mudancas em quase todos 0s
aspectos da humanidade. A economia mundial e a populacdo comegaram a
experimentar um crescimento sem precedentes historicos. A partir dai, o volume de
producdo (antes manufaturada) aumentou extraordinariamente devido a
magquinofatura. As populacdes deslocaram-se para os centros urbanos em busca
de trabalho, gerando novas demandas por bens industrializados (méveis, roupas,

cosmeéticos, medicamentos, alimentos, etc).%?

Por volta de 1850, na Inglaterra, observou-se pela primeira vez em um grande
pais, que a populacdo urbana superara a populacdo rural, e esta nova classe
trabalhadora rapidamente cedia ao consumismo urbano. A cada instante, surgiam
novas maquinas, produtos, novas tendéncias e consequentemente com o aumento
das atividades antropogénicas, aumentaram também os problemas ambientais
gerados por ela, tais como: desmatamento, poluicdo atmosférica, contaminacao
dos solos e aguas de abastecimento, etc.!* J4 ap6s a Segunda Guerra Mundial
devido a melhoria na qualidade de vida e a evolucdo da medicina, a populacao
cresceu vertiginosamente, gerando um fendmeno conhecido como “baby boom”.
Esta chamada “explosdo demografica” desencadeia um outro problema que
comeca a ganhar propor¢cdes preocupantes e que ainda hoje bate a porta dos
governantes de todo o mundo, é o aumento da demanda por alimentos por parte

da crescente populagdo mundial.>4°

Segundo estudo feito pela ONU, a demanda atual de alimentos que é de 1,64
bilhdes de toneladas de grdos/ano deve crescer até 2050 para cerca de 2,8 bilhdes
de toneladas, ou seja, a producdo agricola devera aumentar cerca de 70% em

relacdo a atual.®’

A fim de aumentar a produgé&o para superar a crise de producéo na agricultura,
muitos produtos quimicos tem sido aplicado nos campos agricolas, no entanto, a
aplicacao indiscriminada desses, pode causar graves problemas ambientais e de
saude publica. Estes chamados micropoluentes emergentes podem chegar

rapidamente a aguas naturais por processos de lixiviacdo e escoamento superficial.
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Contudo, ndo sO os produtos agroquimicos apresentam-se como vildes da
contaminacgdo das aguas, o numero destas moléculas é estimada em 100.000 tipos,
e a toxicidade ambiental de muitas delas ainda € desconhecida. Por definigéo,
Micropoluentes Emergentes sdo espécies quimica (organicas e inorganicas) que
potencialmente levam risco para a saude e para 0 meio ambiente, incluindo, entre
outros: farmacos; cosmeéticos, produtos de limpeza; esteroides e hormdnios;

surfactantes; aditivos; pesticidas; e produtos de degradacéo dos mesmos.5’

Dentre os varios micropoluentes emergentes que tem sido encontrados em
analises de &aguas superficiais e subterranea, destacam-se o acido-2,4-
diclorofenoxiacético (2,4-D) e os poluentes fendlicos (classe onipresente entre 0s
contaminantes industriais). O primeiro, um herbicida comum, amplamente usado
na agricultura brasileira. 2,4-D é normalmente aplicado no controle de ervas
daninhas, em culturas como o dendé, plantacbes de borracha, cacau, ervas
daninhas e principalmente, nas plantacbes de cana-de-acucar. JA o grupo dos
poluentes fendlicos sao espécies quimicas facilmente encontradas em efluentes de
industrias como a de alimentos e petroquimica (incluindo as industrias que
processam tintas, resinas, pesticidas, etc.). Estes compostos sdo bastante
persistentes, resistindo aos métodos convencionais de tratamento de efluentes,
além disso, apresentam toxicidade e bio-acumulacdo mesmo em baixas
concentracdes.?10

As concentracbes de varios micropoluentes presentes na superficie e em
aguas subterraneas tém aumentado consideravelmente nos ultimos anos, e as
consequéncias deste aumento sobre o meio ambiente e a salde humana tem
levado a um aumento nos esforcos para o desenvolvimento de tecnologias
eficientes para determina-los na agua. O desenvolvimento de ensaios especificos
e sensiveis para a deteccdo destes compostos constitui um dos alvos da quimica
atualmente, ndo obstante, a maioria dos métodos utilizados para o0 monitoramento
ambiental exige o uso de equipamentos muito caros e sem facilidade no transporte

e manuseio.%12

Por esta razdo, o metodo de deteccdo com sensores eletroquimicos surge
como uma alternativa interessante. Estes sensores sdo construidos a partir de

eletrodos quimicamente modificados (EQMs) nos quais mediadores de reagdes de
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oxirreducdo sao utilizados para tornar possivel a transferéncia de carga entre o
eletrodo e do analito na solugéo. Neste contexto, os eletrodos de pasta de carbono
quimicamente modificados tém sido amplamente aplicados em eletroanalitica por

conta de sua versatilidade e simplicidade de construcéo.'316

Um mediador eletroquimico para uso em eletrodo de pasta de carbono
modificado € uma matriz eletroquimica sensivel que pode ser obtida a partir da
modificacdo quimica da superficie da silica, gerando assim um matriz hibrida

inorganica-organica que apresenta uma alta versatilidade de aplicacdes.'”18

Neste trabalho, dois materiais quimicamente modificados foram preparados,
no primeiro, 2,4-D foi imobilizado sobre a superficie de silica gel, no segundo, apos
a prévia modificacdo da silica com um agente silanizante (3-
aminopropiltrietéxisilano), a mesma foi funcionalizada com glutaraldeido para o
posterior suporte da enzima Lacase. Em seguida, estes materiais foram usados
como matrizes para desenvolver eletrodos de pasta de carbono modificados. Estes
eletrodos foram entdo aplicado nos estudos eletroanaliticos para a determinacao

do pesticida 2,4-D e de fendis em solucao.
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2.0 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 AGRICULTURA E CRESCIMENTO DEMOGRAFICO

Apés a década de 50, devido a avancos na area de saude e saneamento
bésico, as taxas de crescimento demogréafico aumentaram sem precedentes e as
projecbes de crescimento demografico apresentadas pela ONU, preveem que a
populacdo mundial deve chegar a 8,1 bilh6es de pessoas em 2025 e a 9,6 bilhdes
de pessoas em 2050. Assim, o grande desafio para a humanidade é a producao de
alimentos para uma populacdo em plena expansdo com a preocupacdo em
minimizar os impactos ao meio ambiente. De acordo com o recente estudo da FAO
(Food and Agriculture Organization of the United Nations), € necessario que a
producdo de alimentos mundial aumente mais de 40% até 2030 e 70% até 2050,

em comparagdo com os niveis médios da ultima década.>’

Existe uma quantidade substancial de terras ainda disponiveis para utilizacédo
agricola. Mais de 1,5 bilh6es de hectares poderiam ser integrados aos atuais 1,4
bilhdes de hectares de terra atualmente cultivados. E € na Africa e na América
Latina que se encontra mais da metade da terra adicionalmente disponivel. No
entanto, historicamente, a expansao das areas de terra aravel tem se mostrado
muito lenta, e tornar esta terra ainda improdutiva, propria para a producao, pode
envolver um investimento alto e com baixos rendimentos, ainda que constituindo
possivelmente custos sociais e ambientais. Assim, 0 aumento da producgdo agricola
hoje depende do aumento da produtividade em terras ja utilizadas em plantio, o que

requer desenvolvimento e adaptagéo das novas tecnologias.’

Observa-se na Figura 5, que o Brasil tem hoje o setor agricola com maiores
taxas de crescimento em todo o mundo, com projecdo para uma ampliacao de sua
producdo em 40% para 2019, quando comparado com o periodo-base 2005 a
2007.2
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Figura 1 - Producéo agricola de 1992 a 2019 em relacéo a producéo no periodo

de 2005 a 2007.7
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2.2 MICROPOLUENTES EMERGENTES

Ha mais de um século, a industrializacdo exige que o homem desenvolva
através da quimica, novos materiais para ajuda-lo a viver ou tornar sua vida mais
confortavel. Moléculas componentes de tais materiais, tais como pesticidas,
medicamentos, cosméticos, flavorizantes, retardadores de chama, repelentes,
impermeabilizantes, plastificantes, revestimentos, tintas, etc. sdo moléculas cuja
degradacdo na natureza ocorre muito lentamente. Muitas dessas espécies
quimicas sao encontradas no meio ambiente, e em particular em agua potavel pés-
tratamento, porque as estagbes de tratamento, de modo geral n&o foram

concebidas para elimina-las.1%2°

Fontes de micropoluentes organicos sdo difusas, podendo ter origem tanto
nos despejos industriais, esgotos domeésticos, agricultura, etc. Alguns exemplos,

sdo os protetores solares que contém os filtros UV sintéticos, as drogas nao
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absorvidas excretadas pela urina e fezes, 0os agroquimicos comuns no campo,

parques e jardins, etc.%1°

Dentre os principais micropoluentes emergentes que podem ser encontrados
em amostras de &gua superficial e subterrdnea, podem-se destacar o0s
agroquimicos, utilizados para melhorar a producao agricola e também os poluentes

fendlicos, oriundos principalmente de atividades industriais.*°

2.3 PRODUCAO AGRICOLA E O USO DE AGROQUIMICOS

Segundo a FAO, os agroquimicos podem ser definidos como substancias ou
misturas quimicas utilizadas para prevenir, destruir, repelir ou atenuar qualquer
praga, incluindo insetos, roedores e ervas daninhas, ou seja, formas de vida vegetal

ou animal indesejaveis para a producéo agricola.’

Certamente, o uso de fungicidas, inseticidas, herbicidas e outros
agroquimicos tem um papel importante na agricultura, mantendo a viabilidade
econbmica e uma maior produtividade agricola. A eficacia destes insumos na
erradicacdo de pragas agricolas tem relacdo direta com a produtividade,

consequentemente no preco dos alimentos que chegam a mesa do consumidor.>2!

Figura 2 - Participagdo Percentual das Classes no Valor das Vendas de
Defensivos Agricolas, Brasil 2012.22
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2.3.1 HERBICIDAS

O Brasil hoje é refiz o sexto maior mercado consumidor de defensivos
agricolas ficando atras somente de Japdo, Franca, Comunidade Europeia,
Argentina e Estados Unidos. Dentro deste mercado, os herbicidas merecem
destaque, representando 55 % do total, seguidos de 22 % de inseticidas, 15 % de

fungicidas e 8 % dos outros tipos.?>?3

Dentre os diversos herbicidas utilizados no Brasil, o 2,4-D merece destaque
pela sua larga aplicagdo no cultivo de alguns dos principais produtos agricolas
brasileiros, sendo atualmente o principal pesticida usado no controle de plantas

daninhas na cultura da cana de acucar.?*

2.4 PROBLEMAS AMBIENTAIS GERADOS PELOS AGROQUIMICOS

Inmeras perdas acompanham a utilizacdo de agroquimicos, perdas estas
provocadas principalmente por evaporacao, lixiviagdo, escoamento, degradacdes
quimica e biolégica, absor¢do no solo, bem como o arraste pelo vento durante

aplicacGes (deriva).?* 25

Na Figura 7, podem ser visualizadas as diferentes rotas que um agroquimico
pode tomar, apds ser langcado no meio ambiente, mostrando os ecossistemas que
podem ser atingidos por agroquimicos e por seus produtos de degradacéo.3®
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Figura 3 - Comportamento dos pesticidas no meio ambiente.?42°
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Devido a estas e outras perdas mostradas na figura acima, a aplicacao de
agroquimicos necessariamente tem sido feita em quantidades e concentracdes
maiores que as teoricamente necessarias, a fim de se alcancar o efeito desejado
no plantio.® E importante que se ressalte que menos de 1% dos pesticidas
aplicados alcancam realmente seu alvo, sendo que a grande maioria é perdida,

gerando contaminacao ambiental.

Anualmente, em todo o mundo, sédo aplicados aproximadamente 2,5 milhGes
de toneladas de agroquimicos, sendo que mais 300 mil toneladas de tem sido
consumidas so no Brasil, representando um aumento no consumo de agroquimicos
de 700% nos ultimos quarenta anos, enquanto a area agricola aumentou 78%

nesse periodo.23-26
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2.5 O HERBICIDA 2,4-D

O herbicida 2,4-D (acido 2,4-diclorofenoxiacético) € um acido aromatico fraco,
com pKa 2,6, possui uma baixa solubilidade em agua, apenas 620 ppm a 25°C em
adgua, sendo bastante soluvel em etanol (9,5 g.100g™). Este herbicida é
considerado carcinégeno e pode provocar danos ao figado, rins, baco, pancreas,
cérebro e ao coracgdo. Por ser lipossoluvel, concentra-se especialmente no tecido
adiposo e musculos. 9 Sua férmula estrutural é apresentada na Figura 8, a mesma
€ uma modificacdo da que ocorre naturalmente no horménio vegetal acido indol-3-
il-acético, contudo, enquanto os hormonios naturais sdo rapidamente inativados, o
2,4-D persiste durante um longo periodo de tempo na planta, evitando, assim, as
flutuacBes hormonais naturais que s80 necessarias para o crescimento normal e

diferenciacéo celular.?728:29

Figura 4 - Férmula estrutural do 2,4-D.

Cl 0 OH

Cl

Sendo introduzido no mercado em 1941, o 2,4-D é um herbicida de grande
interesse cientifico e comercial. Atua como um herbicida seletivo e sistémico,
matando plantas daninhas de folhas largas por contato ou absorgéo, sem prejudicar
o desenvolvimento de plantas de folhas finas. E absorvido pelas raizes, sendo

transportado até as folhas, inibindo o crescimento das plantas.30:3!

As primeiras patentes do 2,4-D foram obtidas pela Dow Chemical Co. e
American Chemical Paint Company (Union Carbide) em 1947. Hoje, o 2,4-D e
outros produtos da mesma familia quimica, conhecidos como fenoxiacéticos, estéo

sendo usados mundialmente como ferramenta basica na agricultura moderna. A
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razao para esse sucesso ndo é so devido a sua grande atividade como herbicida,
mas também devido a um dos melhores perfis toxicoldgicos disponiveis a um preco
muito acessivel.?’

2.6 CONTAMINANTES FENOLICOS

Poluentes fendlicos, sdo substancias nocivas, existentes principalmente nos
efluentes de diversas industrias, tais como a de conversdo do -carvao,
processamento de petréleo, resina e plasticos, processamento de madeira,
tratamentos de superficies metalicas, corantes, etc. Estes compostos ocorrem em

concentracdes que variam de 102 a 102 mg.L1.32:33

Os compostos fendlicos séo classificados como toxicos e persistentes no
ambiente e, portanto, rigida regulamentacdo em muitos paises.®? A Unido Europeia
classificou os poluentes fendlicos, em especial 2-amino-4-clorofenol, 4-cloro-3-
metilfenol, 2-clorofenol, 3-clorofenol, 4-clorofenol, pentaclorofenol, triclorofenol
como substancias perigosas quando despejadas no meio aquatico. A Agéncia de
Protecdo Ambiental dos EUA (EPA) lista 11 outros compostos fendlicos incluindo
2,6-diclorofenol Fendis sintéticos, por sua complexidade, sdo considerados mais
toxicos do que os naturais.3*3

A preocupacdo publica e a legislacdo sédo hoje mais exigentes por um melhor
controle ambiental, como consequéncia, € cada vez maior o interesse no o
desenvolvimento de ferramentas rapidas e confidveis para a deteccdo de poluentes

em amostras ambientais.

2.7 METODOS DE DETECCAO DE MICROPOLUENTES

O desenvolvimento de métodos de deteccao especificos e sensiveis para a
determinacdo poluentes tem sido uma das pretensdes da quimica moderna, onde
atualmente, a maioria dos métodos de monitoramento utilizados para a deteccao

desses de poluentes organicos depende de instrumentos de alto custo (como a
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cromatografia liquida de alta eficiéncia e cromatografia gasosa acoplada a
espectoscopia de massas), que ainda necessitam de etapas de pré-concentracdo
para serem sensiveis as quantidades destes contaminantes em aguas.?® 2% Neste
contexto, o desenvolvimento de eletrodos seletivos pode ser um método alternativo
interessante para a quantificacdo de diversos tipos de compostos, visto que
sensores eletroquimicos podem apresentar uma sensibilidade muito maior que os

métodos cromatograficos e ainda com um custo mais baixo.314

Diversos métodos sao descritos para a obtencdo de eletrodos seletivos,
dentre eles, a confeccdo de eletrodos de pasta de carbono quimicamente
modificados merecem destaque pela sua facilidade de obtencdo e manuseio.!>16

2.8 A SILICA GEL — ESTRUTURA E REATIVIDADE

A silica gel € um polimero inorganico constituido internamente por unidades
tetraédricas do tipo SiOs4 (Figura 1), aleatoriamente distribuidas e unidas
covalentemente por ligacdes do tipo siloxanos (Si-O-Si), superficialmente, a silica
€ constituida por grupos silandis (SiOH). Trata-se de um material com caracteristica
amorfa, resistente, poroso, facilmente selecionavel granolumetricamente. Além

disso, a silica apresenta alta area superficial especifica.36-40

Figura 5 - Unidade tetraédrica que compde a estrutura da silica gel
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A presenca dos grupos silandis na superficie de silica foi detectada pela

primeira vez em 1936 por Andrej V. Kiselev. Estima-se o valor de 4 a 5 grupos OH
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por nandmetro quadrado de area da superficie (aon-OH nm2). Estes 4 a 5 grupos
silanéis (OH) encontram-se distribuidos aleatoriamente na superficie de 1 nm? da
silica.384% Contudo, como os atomos de silicio da estrutura da silica gel possuem
um arranjo geométrico irregular, os grupos silandis presos a ele, ndo mantém uma
distancia equivalente entre si, sendo possiveis, diferentes combinacdes dos

mesmos na superficie da silica, conforme pode ser observado na Figura 2.3%941.42

Figura 6 - Tipos de grupos silanois na superficie da silica: (1) livres; (2)

vicinais conjugados; (3) vicinais isolados e (4) geminais.
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O comportamento quimico da superficie da silica é governada pela presenca
dos grupos silandis superficiais (SiOH), que por se tratarem de acidos de Bronsted
fracos, com pKa em torno de 9,0, permitem ndo so interacdes superficiais, mas
também reacdes de substituicdes por moléculas organicas complexas, modificando

inteiramente suas propriedades superficiais. 4142

Por conta da presenca dos grupos silandis superficiais, a silica apresenta uma
alta hidrofilicidade, adsorvendo moléculas de 4gua até mesmo do ar, e por este
motivo, é necessario que esta superficie deva conter um nimero maximo de grupos
silandis por unidade de area e que estejam livres de possiveis interacbes com
moléculas de agua fisissorvidas. Assim, pode-se empregar para esta finalidade o
procedimento de ativacdo térmica de sua superficie, através do aquecimento a
temperatura de 150 °C.*3 Contudo, alguns cuidados devem ser tomados porque,

temperaturas acima de 200 °C acarretam a condensac¢ao dos grupos silanois, com
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a consequente liberacdo de moléculas de agua, tornando-a assim pouco reativa. A
Figura 3, ilustra o processo de desidratacdo da superficie da silica, resultando na
formacéo de grupo siloxano (Si-O-Si).3¢

Figura 7 - Desidratacdo da superficie da silica, na formacdo do grupo

siloxano em temperatura menor que 200 °C e em temperatura maior que 200 °C.
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2.9 REACOES NA SUPERFICIE DA SILICA
2.9.1 Modificagcdo da Superficie com agentes silanizantes

A reatividade dos grupos silandis livres na superficie da silica pode ser bem
explorada a partir de reacdes desta com agentes sililantes (ou silanizantes) do tipo
alcoxissilano. A formula geral desses agentes € (RO)s-Si-E-X, onde OR representa
o alcoxissilano, E refere-se ao grupo espacador (propil, butil, etc.) e X representa o
grupo funcional encontrado na extremidade do alcéxissilano, tal grupo, pode ser um
halogénio (ClI, Br, I) ou um grupo funcional do tipo amino (NH2), mercapto (SH),
acido (COOH), etc. Desse modo, o grupo alcéxissilano passa a ser quimicamente

ligado a superficie, conferindo a mesma uma nova caracteristica quimica.*

2.9.2 Funcionalizacdo da superficie da silica

A reacdo de funcionalizacdo da superficie de silica gel, podera ocorrer por
dois caminhos basicos: a rota heterogénea (rota A) e a rota homogénea (rota B),

resultando no mesmo produto, conforme mostra a Figura 4.

Este processo, consiste no uso de um agente modificador, que contém um

determinado grupo organico, neste caso, um alcéxissilano, que é ligado a superficie
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da silica por interacdo entre o radical alcoxi e as hidroxilas (silandis) superficiais. O
grupo organico contido na extremidade da cadeia poderd sofrer novas reacgdes,
aumentando o numero de espécies imobilizadas e dotando o material de
propriedades especificas, e que estdo correlacionadas com o tipo de compostos

imobilizados a superficie.*>46

Figura 8 - Rotas utilizadas para a imobilizacdo de um grupo organofuncional
L em superficie de silica gel SiOH: rota (A)-heterogénea e rota (B)-homogénea

onde L (ligante) € um grupo funcional de interesse.
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Na rota A (caminho heterogéneo), o agente modificador (alcéxissilano) reage
com a silica, obtendo-se assim a superficie modificada, que depois sera
funcionalizada via ligagéo covalente com o substituinte nucleofilico (grupo funcional
de interesse). Ja na rota B (caminho homogéneo), ocorre o procedimento inverso,
inicialmente se faz a reacdo do agente modificador com o grupo funcional de

interesse, seguida de reacdo com a superficie da silica funcionalizada. Tem-se
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observado que a rota B, produz um rendimento melhor de funcionalizacdo e
também pode apresentar facilidade adicional na caracteriza¢éo dos intermediarios,
no entanto, a rota A, é mais utilizada devido as suas facilidades operacionais. Em

ambas as rotas, utilizam-se solventes organicos todas as etapas.*>46

210 -— O ELETRODO DE PASTA DE CARBONO QUIMICAMENTE
MODIFICADO

O termo Eletrodo Quimicamente Modificado EQM foi pela primeira vez
introduzido em 1979 por R. W. Murray para designar eletrodos que continham
espécies quimicas imobilizadas sobre a superficie de eletrodos convencionais, com

0 objetivo de controlar a natureza fisico-quimica da interface eletrodo-solucéo.%4’

Basicamente a modificacdo da superficie do eletrodo visa a imobilizacdo de
espécies eletroquimicamente ativas, de modo que o eletrodo passe a apresentar
novas propriedades quimicas e eletroquimicas, de acordo com a espécie
imobilizada: obtendo-se assim uma interface eletroquimica planejada, com a

reatividade e seletividade desejadas.*’

Os eletrodos quimicamente modificados sdo muito Uteis em situacdes onde 0
analito necessita da aplicacdo de elevados sobrepotenciais em eletrodos
convencionais, afetando dessa forma a seletividade do método, visto que ndo se
tem como evitar a oxidacdo ou reducdo de outras espécies presentes no meio e
também do proprio solvente. Os EQM oferecem a vantagem de abaixar este
sobrepotencial e aumentar a velocidade de certas reagfes eletroquimicas,
aumentando dessa forma a sua sensibilidade e seletividade.*®

A interface eletrodo — solucao para um EQM na presenca apenas da solucao
de eletrolito suporte pode ser demonstrada de maneira esquematica na Figura 9,

abaixo:48
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Figura 9 - Interface eletrodo —solucéo para um EQM na presenca apenas
da solugdo do eletrolito suporte, onde Moxi € Mred representam a molécula

mediadora nas formas oxidada e reduzida, respectivamente.

- ~ Moxi
& solucdo do
eletrolito
suporte
~ “ Mred

superficie do eletrodo

Realizando-se a varredura na direcdo de potenciais mais positivos, ocorre a
oxidagdo da espécie reduzida presente na superficie do eletrodo. Quando a

varredura de potencial é invertida esta pode ser entéo reduzida.*®4°

2.10.1 Métodos de Obtencao de Eletrodos Quimicamente Modificados

por Oclusdo com Pasta de Carbono

A construcdo de EQM constitui uma area em grande desenvolvimento e
recentemente diferentes métodos de modificacdo da superficie de eletrodos tem

sido descritos na literatura, desde imobilizagdo a eletropolimerizacgéo.>°

Estes eletrodos de pasta de carbono sdo obtidos pela maceracdo de grafite
em pd com o composto com as habilidades oxidativas/redutivas necessarias para
a determinacao dos pesticidas de desejo e um aglutinante. A pasta modificada &
colocada em um eletrodo contendo um elemento condutor como € esquematizado

na figura 10.51-54
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Figura 10 - Esquema de um eletrodo de pasta de carbono

— fio de cobre

-~ corpo de teflon
-~

disco de platina

=)

pasta de carbono

2.11 USO DE ELETRODOS QUIMICAMENTE MODIFICADOS COMO
SENSORES

Um sensor eletroquimico € um dispositivo que, como resultado de sua
interacdo quimica com o analito, transforma uma informacao fisico-quimica num
sinal analiticamente Gtil. Todos os sensores quimicos contém dois componentes
bésicos: um sistema de reconhecimento de espécies quimicas (receptor) e um
transdutor. O sinal proveniente do transdutor pode ser uma corrente
(amperometria), uma tensdo (potenciometria), ou impedancia / mudancas na

condutancia (condutimetria).5253

Os EQMs também podem ser utilizados na analise de tragos, pré-
concentrando o analito no eletrodo, de modo que concentragdes muito pequenas
do mesmo em solucéo, podem se tornar detectaveis, descartando a necessidade
da pré-concentracdo prévia da amostra (voltametria adsortiva). Os EQM podem

também ser aplicados a eletroanalise devido a atividade eletrocatalitica e/ou a sua
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habilidade em imobilizar reagentes eletrocataliticos ou biocataliticos que melhoram

a sensibilidade e a seletividade de detecgédo.>*>¢

A maior parte dos eletrodos quimicamente modificados podem ser obtidos por
absorcado quimica, ligacao covalente ou por deposicao de filmes. Dentre os diversos
tipos de modificadores de eletrodos, 0os materiais inorganicos, tais como zedlitas,
silicas modificadas, e argilas, tém atraido a atencdo dos eletroquimicos, por sua

versatilidade e estabilidade.®’

O uso de silicas quimicamente modificadas na obtencdo de eletrodos teve
inicio na década de 90. Esta metodologia baseia-se na introducdo de uma molécula
eletroativa na superficie reativa da silica e o estudo de seu comportamento frente
a variacbes de potencial elétrico aplicado e interagdo como outras espécies

presentes em um eletrolito.>®

2.12 BIOSENSORES

Um problema muito comum quando se trata da deteccdo de espécies
quimicas, especialmente nas baixas concentracdes de analito e na presenca de
substancias interferentes € a seletividade do método. Dentre as estratégias mais
interessantes para superar esses problemas destaca-se o desenvolvimento de

biosensores.%6

Biosensores sdo dispositivos que utilizam como componentes, espécies
biolégicas as quais atuam como elementos de reconhecimento, ligados a um
sistema de deteccéo, transducao e amplificacao do sinal gerado na reagdo com um
analito-alvo. Dentre as principais vantagens dos sistemas baseados em
biosensores, destacam-se a sua seletividade, alta sensibilidade, confiabilidade,

portabilidade, baixo custo e facilidade de operagdo.>"58

Em principio, os biosensores podem ser desenvolvidos para praticamente
qualquer molécula alvo que interage seletivamente com um sistema bioldgico,
sendo que as enzimas 0s componentes biolégicos mais comumente usados . A

transducgdo eletroquimica combinada a seletividade de enzimas, permitem uma
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determinacdo rapida, simples e direta de varios compostos.®® -~ 82 Contudo, em
aplicacbes reais, em que o ambiente esta mudando continuamente, a confiabilidade
destes sistemas ainda pode ser questionada, além disso, as moléculas proteicas
guando imobilizadas estédo sujeitas a perda de atividade, devido a desnaturacao e

/ ou desativacéo, diminuindo assim a vida util do sensor.>":58

2.12.1. Biosensores para a analise ambiental

Os componentes biolégicos dos biosensores, tais como células totais ,
organelas ou biomoléculas acopladas com os transdutores de sinal, tém o potencial
para ultrapassar a maioria das desvantagens dos métodos convencionais de
andlise. Ressalta-se que tais dispositivos sdo promissores ferramentas analiticas
para fornecer resultados em tempo real , simplicidade no manuseio, portabilidade

e baixo custo.>*

2.13 OS BIOSSENSORES BASEADOS EM ENZIMAS

Quando se faz o uso de enzimas como o elemento biolégico de um biosensor,
a capacidade catalitica e a seletividade da mesma séo explorados na interacdo com

o analito.5°

Os diversos tipos de enzimas e dispositivos de transducdo, conferem
inUmeras possibilidades para o desenvolvimento de biosensores para diferentes

poluentes.5?

De acordo com o principio de atuag¢do, um biosensor pode ser classificado
em:

a) Catalitico (A enzima, catalisa uma transformacédo do poluente)
b) Inibicdo enzimatica (O analito provoca a inativacdo da enzima)

c) Modificacdo da atividade enzimatica (O analito atua como um modulador

ou cofator, alterando a atividade da enzima)
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A Tabela 1 Apresenta a classificacdo das enzimas, com base nas suas

reacdes bioguimicas.

Tabela 1 - Classe de enzimas, baseadas em suas reacdes bioquimicas

Classe Tipo de reacdo biocatalitica

Oxiredutases Transferéncia de elétrons

Transferases Transferéncia de grupos

Hidrolases Hidrélise

Liases Reacdes de quebra e adicao de grupos
Isomerases Converséo de isbmeros

Ligases Forma ligacBGes entre moléculas

Dentre as vérias classes de enzimas, aquela que apresenta maior potencial
para o desenvolvimento de sensores de alta sensibilidade é a das Oxiredutases,

sendo altamente aplicaveis na construcdo de biossensores amperométricos.>°

Devido ao impacto ambiental e também a vasta ocorréncia, 0s compostos
fendlicos, pesticidas, desreguladores enddcrinos e cianotoxinas sdo as classes
mais representativas de micropoluentes emergentes. Como consequéncia, fenol -
oxidases e colinesterases tém sido amplamente utilizadas no desenvolvimento de

biosensores para monitorizacdo ambiental.>’-62

7

Quando o objetivo € a determinacao seletiva de compostos fendlicos em
matrizes ambientais, os eletrodos modificados com lacase e tirosinases, tem sido

amplamente estudados.5%-62

2.13.1 Biosensores a base de lacase

7

A lacase é uma cuproproteina formada por unidades diméricas ou

tetraméricas de glicoproteinas, contendo em geral, quatro atomos de cobre por
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mondmero. Este tipo de enzima apresenta ampla distribuicdo na natureza, tendo
mais de 60 tipos de lacases sido isoladas a partir de plantas, insetos, bactérias e
fungos.34 35 A Figura 11 Mostra a estrutura tridimensional de fita do monémero da

lacase.

Figura 11 - Estrutura de Fita da enzima lacase

As lacases sdo fenol-oxidases, que catalisam a oxidacdo de varias
substancias aromaticas (particularmente mono, di e polifenéis) com a concomitante

reducdo de oxigénio para agua:®
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3.0 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Este trabalho tem como objetivo geral, preparar eletrodos de pasta de carbono
guimicamente modificados com silicas funcionalizadas, com potencialidade na

deteccdo de micropoluentes emergentes em solugao.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
O presente trabalho possui 0s seguintes objetivos especificos:

1. Sintetizar e caracterizar silicas quimicamente modificadas com o
pesticida 2,4-D (acido 2,4- diclorofenoxiacético) e com glutaraldeido

2. Suportar a enzima lacase sobre a superficie das silicas quimicamente
modificadas;

3. Preparar EQM (Eletrodos Quimicamente Modificados) com pasta de
carbono, contendo diferentes composicdes e proporcdes de silicas e lacase.

4. Estudar a deteccéo do pesticida 2,4-D e de poluentes fendlicos através

de técnicas voltamétricas e amperomeétricas.
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4.0 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

Neste capitulo, serdo apresentados o0s principais reagentes, solventes e
equipamentos utilizados, bem como as metodologias empregadas na obtencéo dos

materiais, suas caracterizacdes e estudos eletroquimicos.
4.1 MATERIAIS E EQUIPAMENTOS

4.1.1 Reagentes

1. Silica gel 60A (Vetec), com granulometria entre 50 a 200 um;
2. Aminopropiltrietéxissilano APTES (Aldrich-PA);

3.  Trietilamina (Dinamica-PA);

4.  Acido nitrico (Quimex-PA);

5. Acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) (Aldrich 97%);
6. Solucao de glutaraldeido 25% (Merck);

7.  Clorofenol (Sigma-Aldrich - PA);

8. Fenol (Sigma-Aldrich - PA);

9. Catecol (Sigma-Aldrich - PA);

10. Resorcinol (Sigma-Aldrich - PA);

11. Nitrofenol (Sigma-Aldrich - PA);

12. Cresol (Sigma-Aldrich - PA);

13. Acido cloridrico (Quimex-PA);

14. Grafite em pé (<20 micron) (Aldrich);

15. Oleo mineral (Sigma-Aldrich);

16. Hidréxido de sddio (Vetec-PA);

17. Acetato de sodio (Vetec-PA);

18. Fosfato de sodio (Merck-PA);

19. Cloreto de potassio (Vetec-PA);

Todos os reagentes foram utilizados sem tratamento prévio.
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4.1.2 Solventes

N o ok~ wDbdE

Dimetilformamida (Dinamica-PA);
Etanol (Dinamica-PA);

Acetona (Dinamica-PA);

Xileno seco (Vetec-PA);

Brometo de potassio (Merck-PA);
Agua desionizada;

Todos os solventes sdo de grau analitico, sendo utilizados sem quaisquer

purificacdes prévias, com a excecdo da agua bidestilada.

4.1.3 Equipamentos

© N o g A~ WD PRE

9.

Balanca analitica Shimadzu, modelo Libor AEG-220G;
Chapa de aquecimento e agitacdo da marca Quimis;
Agitador mecéanico IKA RW 20 h;

Bomba de vacuo Tecnal TE 058;

pH metro Digimed DM 20;

Potenciostato-Galvanostato microAutolab Type Il — Metrohm;
Célula de vidro com tampa de Teflon de 5 furos;
Espectrometro FTIR-ATR

Eletrodo de referéncia de Ag/AgCl, KCl saturado) construido em vidro com

6 mm de diametro x 70 mm de comprimento;

10.

Eletrodo de referéncia de Calomelano (Hg/Hg2Clz2, KClsat) colocado

dentro de um capilar de Luggin com ponta de titanio;

11.
12.
13.
14.
15.
16.

Eletrodo auxiliar de platina, diametro de 0,3 mm e 5 cm de comprimento;
Eletrodo para pasta de carbono com corpo de teflon;

Microdestilador de nitrogénio Tecnal TE 0361;

Banho ultratermostatizado Marconi MA 184;

Analisador termogravimétrico Shimadzu DTG — 60 H;

Espectrofotdmetro de absorgdo atémica (EAA) - modelo CG AA 7000 BC

- Instrumentos Cientificos CG LTDA.

17.

Cromatdgrafo liquido de alta eficiéncia com detector de UV (HPLC-UVD)

Varian 920 LC;
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18. Coluna cromatografica Varian RP-18;

19. Espectrometro Varian Mercury Plus 300;

4.2 METODOS
4.2.1 Preparacao de solucdes

As solucdes foram preparadas conforme procedimentos descritos por

Assumpcéao; Morita (2000), como visto a seguir: 83

Solucdo Tampéo pH 1, 2; 3; 4; 5 e 6 (Biftalato de s6dio/HNO3/NH4OH 0,1
mol.Lt) — foi preparada uma solucédo de Biftalato de sédio a 1,0 x 10t mol L e
ajustada com solugéo de HNOz 1,0 10 mol L* para o pH 1, 2 e 3 e com solugédo

de NH4OH para o pH 4; 5 e 6, respectivamente.

Solugdo Tampéo pH 7 (HNO3/NH4OH 0,1 mol.L 1) —foi preparada uma solucédo
de NH4OH 1,0 10t mol L* e ajustada com solugédo de HNOs 1,0 x 10*mol L até
pH 7.

Solucéo Tampéo pH 6, 7 e 8 (NaH2P0O4/Na2HPO40,1 mol L't) — Duas solugbes
estoque de 1000 mL foram preparadas separadamente pela dissolucdo de 27,6 g
NaH2POse 28,4 g de Na2HPOa. Para a obtencéo dos pHs 6, 7 e 8, foram utilizadas
diferentes proporgdes de cada uma das solug¢des estoque, com posterior diluicdo
até 200 mL.

4.2.2 Ativacao da Silica Gel

O processo de ativacdo térmica da superficie da silica gel (SIOH) se faz
necessario para remover moléculas de agua adsorvidas fisicamente e/ou por
ligacéo de hidrogénio, tornando assim, os grupos silanais livres e acessiveis para
reagir com o agente modificador adequado3® 37, Para isso, cerca de 30 g de silica
gel 60, foram inicialmente peneiradas numa faixa granulométrica de 40-90 um. em
seguida submetida a uma secagem em linha de vacuo a 140°C durante 24 h. Apés

esse tratamento, passou-se nitrogénio gasoso sobre o material e guardou-se em
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frasco vedado dentro de um dessecador, contendo silica-gel secante. A Figura 12,
mostra o esquema de eliminacao de agua dos grupos silandis da superficie da silica
gel.

Figura 12 - Eliminacdo de agua dos grupos silandis na superficie da silica.
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4.2.3 - Organofuncionalizacéo da silica aminopropiltrietoxissilano

Nesta preparacéo, cerca de 30 g de silica gel (SiOH) previamente ativada
foram suspensos em 100 mL de xileno seco num baldo de fundo redondo de trés
bocas de 250 mL, acoplado a um condensador de refluxo, contendo tubo secante,
um funil de adicdo e um agitador mecanico como mostra a figura 13. Esta
suspensao foi aquecida em banho de glicerina a 110 °C, sob agitacdo, seguida de

lenta adicdo de 15 mL (0,0543 mol) do agente modificador 3-
aminopropiltrietoxissilano (APTES).38.64.65
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Figura 13 - Sistema reacional utilizado na obtenc&o de (SiN).

A reacéo foi mantida sob refluxo a 140 °C durante 72 horas. Apos resfriamento

do sistema, o material foi separado da mistura reacional por filtracdo e lavado

inicialmente com xileno, seguida de lavagens sucessivas com agua destilada,

etanol, acetona e éter etilico. O produto SiN, foi seco em linha de vacuo em

temperatura ambiente por 24 h. A Figura 14, ilustra para esta rea¢ao quimica entre

a silica gel (SiOH) e o agente sililante (APTES) na obtencédo do material modificado

(SiN).65. 66

Figura 14 - Reacao de modificacdo da superficie da silica gel (SiOH) com 3-

aminopropiltrietoxissilano (APTES).
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4.2.4 - Funcionalizacdo de SiN com 2,4-D

Nesta preparacéo, cerca de 5 g de silica modificada (SiN) e 2,0 g de 2,4-D e
5 mL de trietilamina (TEA) foram suspensos em 100 mL de xileno seco num bal&o
de fundo redondo de 250 mL de trés vias, acoplado a um condensador de refluxo
(com tubo secante), a um funil de adi¢do e um agitador mecanico. Essa mistura foi
aguecida em banho de glicerina a 140 °C, sob agitacdo por 72 horas em atmosfera
de nitrogénio. O material obtido chamado de SiD, foi separado da mistura reacional
por filtracdo e 0 excesso de 2,4-D e o cloreto de trietilamina, formado pela
neutralizacdo do HCI pela trietilamina foram retirados através de sucessivas
lavagens com agua e etanol. O mesmo foi seco em linha de vacuo em temperatura
ambiente por 24 horas e posteriormente, guardado em dessecador contendo

agente secante. A Figura 15, ilustra esta reacéo.%6-40

Figura 15 - Reacéo de funcionalizagéo de SiN com a 2,4-D (SiN).
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4.2.5 - Imobilizacdo do glutaraldeido na superficie de SiN

A ativacao de suportes com glutaraldeido € uma das técnicas mais populares
para a imobilizacdo de enzimas. Trata-se de uma metodologia simples e eficiente
e, em alguns casos, até mesmo permite melhorar a estabilidade da enzima. Para
tal imobilizacdo, 10,0 g da silica previamente modificada com APTES (SiN), foram
suspensos em 60,0 mL de xileno e 10,0 mL de solucédo de glutaraldeido a 25%. O
sistema foi mantido sob agitacdo constante e em refluxo de xileno a 140 °C. O
material obtido, chamado de SiG, foi separado da mistura reacional por filtracéo e
0 excesso de reagentes foi retirado através de sucessivas lavagens com agua,
etanol, acetona e éter etilico. Em seguida, o mesmo foi seco em linha de vacuo a
90 °C por 24 horas e posteriormente, guardado em dessecador contendo agente

secante. A Figura 16, ilustra esta reacdo.®”- 70

Figura 16 - Reacdo do material previamente modificado (SiN) com

glutaraldeido para a obtencao do suporte SiG.
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4.2.6 Producéao de lacase

Para a obtencéo do extrato de lacase purificado, frascos erlenmeyer de 250
mL contendo 50 mL do meio de cultivo contendo 1,25 % (p/v) de extrato de Malte e
0,0005% (p/v) de sulfato de cobre, foram inoculados com 5 discos (6 mm) de
micélio do fungo Pycnosporus sanguineus (CCT— 4518) e incubados a 28°C, sob
agitacao constante de 150 rpm. Ap6s 24 horas, foram adicionados 2 pL de 2,5-
xilidina em cada erlenmeyer e os frascos foram novamente colocados sob agitacao
(150 rpm a 28°C). Apos 48 horas, o conteudo dos erlenmeyers foi filtrado a vacuo

com papel de filtro e congelado.” 2

4.2.7 Imobilizacdo da Lacase

Para a obtencéo do suporte contendo a enzima lacase imobilizada sobre a
silica, duas amostras de 1,0 g de cada um dos materiais (SiD e SiG) foram
colocadas separadamente em vidros de reldgio, onde aliquotas de 250 e 500 pL de
extrato de lacase purificado foram adicionadas, sobre as amostras solidas. Cada
um dos materiais foi entdo misturado por cerca de 15 minutos e posteriormente

deixados secar em temperatura ambiente por cerca de 24 horas.

4.2.8 Caracterizagéo dos Materiais Preparados

Os materiais de partida (SiOH), modificado (SiN) e funcionalizados (SiD) e
(SiG) foram caracterizados por espectroscopia na regido de infravermelho, por
medidas de porosidade (BET), termogravimétrica (TG e DTG) e ressonancia
magnética de carbono 13 e silicio 29 (RMN C e Si*®® ). O teor de grupos
organofuncionais na superficie dos materiais derivados de silica foi determinado

mediante analises elementares de carbono, hidrogénio e nitrogénio.
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4.2.8.1 Andlises Elementaresde C,He N

Para as analises elementares de C, H e N, foi utilizado um equipamento Perkin
Elmer com temperatura de combustdo de 965 °C e de reducdo de 640 °C. Foram
pesadas massas de aproximadamente 4,0 mg de cada amostra e 2,5 mg do padréo
de acetanilida. Em seguida colocou-se a amostra no equipamento para leitura e
afericdo da massa pesada. Apoés a calibracéo do equipamento, foi iniciada a queima
da amostra, fornecendo assim os valores percentuais de carbono, hidrogénio e

nitrogénio presentes nas mesmas.

4.2.8.2 Espectroscopia na Regido do Infravermelho (FTIR)

A analise por espectroscopia de absorcédo na regido do infravermelho dos
materiais tem como finalidade identificar as principais bandas vibracionais dos
grupos organofuncionais ligados. Os espectros de infravermelho da silica (pura,
modificada e funcionalizada com glurataldeido e 2,4-D) foram obtidos através de
um Espectrofotdbmetro de Infravermelho. As amostras foram previamente secas a
80 °C em linha de vacuo por 24 h, posteriormente, trituradas até completa
pulverizacdo em almofariz de agata. Em seguida, cerca de 1,0 mg de cada amostra
foi prensada com cerca de 99,0 mg de brometo de potassio (previamente seco em
linha de vacuo a 120 °C por 24 horas), em forma de pastilha sob uma presséao de
6,5 toneladas métricas durante cerca de 3 minutos. Assim, os espectros foram
registrados no modo transmitancia, na regido de 4000 a 400 cm™.

4.2.8.3 Analises Termogravimétricas (TG e DTG)

As curvas termogravimétricas da silicas pura (SiOH), modificada (SiN) e
funcionalizadas (SiD e SiG) foram obtidas num analisador termogravimétrico
Shimadzu modelo DTG-60.

A técnica consiste no registro continuo de perda de massa da amostra em

funcdo da temperatura. Desse modo, amostras de cada material pesando cerca de
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6 mg, foram colocadas num cadinho de platina e submetidas a um aquecimento
continuo de 25 a 900 °C, numa velocidade programada de 10 °C min?, sob

atmosfera ar sintético a um fuxo de 20 mL min-2.

4.2.8.4 Determinagéo da porosidade dos materiais

Para se fazer as medidas de porosidade dos materiais, fez-se inicialmente
um aquecimento prévio de cada amostra sob vacuo a 120 °C, com a finalidade de
eliminar possiveis gases adsorvidos em cada superficie e de agua adsorvida
fisissorvida. Assim, a determinacado da area superficial especifica (Sget), volume de
poros (Ve), diametro médio (D) e distribuicdo dos poros (BJH) das superficies dos
materiais foram obtidas no analisador automatico de adsorcéo fisica Micromeritics
- modelo ASAP 2010. Neste método, um volume de gés nitrogénio é adsorvido,

formando a -196 °C multicamadas na superficie da amostra.

O modelo de isotermas mais utilizado atualmente para o célculo da area
superficial de um material foi deduzido por Stephen Brunauer, Paul Emmett e
Edward Teller, conhecido como BET (Brunauer, Emmett e Teller).23> De acordo com
este modelo, uma monocamada adsortiva opera como substrato para adsorcao de
outras camadas do géas, levando a uma saturacao a altas pressfes, acarretando

num aumento da adsorcdo por area do material.”

As isotermas de adsorcdo/dessorcao de nitrogénio do material sdo obtidas
em funcéo da pressao relativa (P/Po) (onde: Po é a pressado de saturacao do gas).
A isoterma obtida mostra a relacdo entre o nimero de mols de gas adsorvido ou
dessorvido por um solido, a uma temperatura constante em funcéo da pressao do

gés_73, 74

4.2.8.5 Espectroscopia de RMN de 2°Si no estado sélido

A andlise de Ressonancia Magnética Nuclear de ?°Si para SiOH, SiN, SiD

e SiG foram obtidas em um espectrometro Varian Mercury Plus 300 Hertz a
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temperatura ambiente. Para cada analise, aproximadamente 1,50 g de material foi
compactado dentro de um rotor de nitreto de silicio de 7 mm. As medidas foram
obtidas em uma frequéncia de 59,61 MHz para silicio, com a velocidade do angulo
magico de spin de 3 KHz. Foi utilizado no processo a técnica CP/MAS, para
aumentar o sinal da taxa de ruido dos espectros de 2°Si no estado sélido. Os

espectros foram obtidos com repeticdo de pulso de 1 s e tempo de contato de 1 ms.

4.2.8.6 Espectroscopia de RMN de 3C no estado sélido

As Ressonancias Magnéticas Nucleares das amostras sélidas foram obtidas
em um espectrometro Bruker Avance 500 lll, operado a 11,75 Tesla (125,76 MHz
para *C). Para cada andlise, aproximadamente 1,0 g de silica modificada foi
compactada dentro de um rotor de nitreto de silicio. As medidas foram obtidas numa
frequéncia de 75,47 MHz, com a velocidade do angulo méagico de spin de 4 KHz.
Neste processo, utilizou-se a técnica CP/MAS para aumentar o sinal da taxa de
ruido dos espectros de *3C no estado sélido. Os espectros de *C CP/MAS foram
obtidos com repeticdo de pulso de 1 s e 3 s, e tempo de contato de 1 e 5 ms,

respectivamente.

4.2.9 Estudos eletroquimicos

Os ensaios voltamétricos foram realizados em um Potenciostato/Galvanostato
HAutolab 111® integrado ao software GPES 4.9%®. A cela eletroquimica utilizada
apresenta volume de 10 mL e um sistema de trés eletrodos. O eletrodo saturado
de calomelano Dropsens® (Oviedo, Espanha) usado como eletrodo referéncia e o
eletrodo de Platina como contra-eletrodo ou auxiliar. O eletrodo de trabalho utilizado
neste trabalho foi um eletrodo de pasta de carbono quimicamente modificado,
preparado a partir da homogeneizagéo de grafite em po e quantidades apropriadas
dos materiais SiD e SiG + Lacase e 6leo mineral Nujol em diferentes propor¢des
(como mostra a tabela 2). A figura 17 mostra o esquema de montagem do
equipamento para as medidas eletroquimicas.

Os parametros eletroanaliticos utilizados para Voltametria de Pulso

Diferencial (VPD) foram: tempo de equilibragdo 60 s; tempo de modulag¢éo 0,05 s;
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tempo de intervalo 0,5 s; medida do potencial 4,95 mV; amplitude de modulacéo 50
mV; potencial inicial 0,35 V e potencial final -0,1 V. Todas as medidas foram

realizadas a temperatura ambiente.

Figura 17 — Esquema do aparato utilizado nas medidas eletroquimicas
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4.2.9.1 Preparacéo dos Eletrodos Quimicamente Modificados (EQMSs)

Os eletrodos de pasta de carbono quimicamente modificados com os
diferentes materiais, foram preparados pela maceracao das silicas com grafite em
po e 6leo mineral (Nujol®).

Com o objetivo de se determinar a melhor composicédo da pasta de carbono
para se obter uma melhor resposta, foram preparadas diferentes composi¢cdes da
mesma, variando-se a propor¢do entre a silica modificada, o grafite em po6 e
também a quantidade de extrato de lacase de acordo com a Tabela 2.
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Tabela 2 — Composicao das pastas de carbono preparadas com as silicas SiD
e SiG.

Amostra* Teor de silica Volume lacase (uL.g?)
modificada (%)

SiD: 5 -
SiD2 15 -
SiDila 5 250
SiD1L2 5 500
SiD2L1 15 250
SiD2L2 15 500
SiG: 5 -
SiG2 15 -
SiGila 5 250
SiGilL2 5 500
SiGaL1 15 250
SiGzL2 15 500

* L1 e L2 representam o uso de 250 e 500 L de extrato de lacase respectivamente.

Cada uma das pastas foi entdo depositada na superficie da base do
eletrodo de trabalho, como demonstra a Figura 18. Apos cada ensaio, o material
depositado no eletrodo foi entdo retirado com o auxilio de uma escova odontoldgica,

lavado cuidadosamente com agua destilada e seco com papel absorvente.
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Figura 18 — Esquema do eletrodo utilizado na obtencdo do EQM
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4.2.9.2 Estudo do efeito do pH sobre os materiais

A voltametria de pulso diferencial € uma das técnicas de pulso mais
importantes em eletroanalitica. Nela, a corrente é medida imediatamente antes e
imediatamente depois da aplicagdo de um pulso de potencial. A altura
correspondente a corrente de pico é proporcional a concentragcdo da espécie
oxidada/reduzida. A voltametria de pulso diferencial fornece picos bem definidos e
apresenta uma sensibilidade significativamente maior que o0s métodos

voltamétricos classicos com um limite de deteccéo na faixa de 107 a 108 mol L

Foram efetuadas diversas medidas eletroquimicas em solucdes 9,05 10-° mol
L-tde 2,4-D e 1,0 10 mol L* de catecol, utilizando a técnica de diferencial de pulso,
fazendo variar o pH da solucéo entre 1,0 e 7,0 no caso da solucéo de 2,4-D e de
3,0 a2 9,0 no caso da solucdes de catecol com o uso de tampdes. As medidas foram
efetuadas num intervalo de —1.0 a +1.0 V em soluc¢é&o aquosa 0,1 mol L do tampéo

(eletrélito) a uma velocidade de varredura de 10 mV s*
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4.2.9.3 Determinacdao do limite de quantificacdo dos analitos

Para se conhecer os limites de deteccao de cada um dos micropoluentes (2,4-
D e catecol e solucdo), foram feitos experimentos de voltametria por diferencial de
pulso nas condi¢des de potencial e pH otimizados, utilizando como eletrodo de
trabalho, o eletrodo de pasta de carbono quimicamente modificado, contendo a
combinacéo de melhores resultados. Os estudos de Voltametria por diferencial de
pulso (DPV) foram efetuados sempre em solu¢bes aquosas tamponadas (0,1 mol
L) em temperatura ambiente (em torno de 25 °C). Foram feitas leituras apés a
adicdo de aliquotas de 20, 40, 60, 80, 150, 200, 250, 300 e 400 pL de cada analito
na célula eletroquimica contendo o eletrélito (tampao). Os limites de detec¢do e de
quantificacdo foram determinados como sendo o sinal correspondente a 3 (trés) e

10 (dez) vezes o ruido.

4.2.9.4 Reprodutibilidade e Estabilidade dos sensores

A capacidade de reproducao e das respostas dos sensores e biossensores
entre ensaios foi testada, determinando-se as respostas das correntes de pico da
DPV obtidas para solucdes de 5,0 103 mol.L* de 2,4-D e 5,5 10" mol.L* de catecol
em 3 EQMs diferentes, substituindo-se a pasta apés cada ensaio. A estabilidade
dos eletrodos foi avaliada ap6s um periodo de armazenamento da pasta de carbono

de 21 dias a temperatura de aproximadamente de 5 °C.
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5.0 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. SINTESE E CARACTERIZACAO

O procedimento sintético para produzir os sensores SiG e SiD foi baseado na
modificacdo das silicas com 3-aminopropiltriethoxisilano (APTES) para obter a
superficie precursor (SiN), como de acordo com a equacao representada pela
Figura 14. A silica assim modificada adquiriu uma coloragcdo amarelo-palido,

diferente da silica gel (SiOH) que era totalmente branca.

O precursor SiN reagiu com o &cido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) para
formar o produto SiD, como de acordo com a equacdo quimica mostrada na Figura
15. O precursor SiN também foi utilizado para a obtencdo do produto SiG, a partir
da reacdo com glurataldeido, de acordo com a equacdo quimica mostrada na

Figura 16. A silica modificada (SiG) adquiriu uma coloragéo vermelha.

Para confirmar a efetiva modificacdo das superficies das silicas, foram feitas

diversas caracterizagcfes do precursor (SiOH) e dos produtos (SiN, SiD e SiG).

5.2 — ANALISES ELEMENTARES DEC,He N

As Analises Elementares de carbono, hidrogénio e nitrogénio dos materiais de
partida e quimicamente modificados, sdo de grande importancia pois ajudam a
estimar o grau modificacdo da superficie da silica e também sdo base para o calculo

do grau de funcionalizagédo das mesmas.

A Tabela 3 mostra o resultado das andlises elementares de carbono,
hidrogénio e nitrogénio, obtidas com um analisador PE-2400 elemental analisador
(Perkin-Elmer, EUA)
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Tabela 3 — Resultado das analises elementares de CHN dos materiais

Amostra % C % H % N
SOH - 0,63 0,01
SiN 6,92 1,69 1,78
SIiG 15,14 2,32 1,82
SiD 14,18 1,66 1,44

Evidencia-se que houve um expressivo aumento nos teores de carbono,
nitrogénio e hidrogénio das silicas modificadas em relacdo ao material de partida
(SIOH), o que evidencia a efetiva modificacdo quimica da superficie da silica gel,

com a insercao dos grupos organicos.

O grau de funcionalizacéo das silicas foi determinado a partir dos percentuais
de carbono das andlises elementares e os valor obtidos foram de 1,92 102 mol de
APTES por grama de SiN, 1,57 102 mol de Glutaraldeido por grama de SiG e 1,15
103 mol 2,4-D por grama de SiD.

5.3 ANALISES DE SUPERFICIE

As isotermas de adsorcéo/dessorcao de nitrogénio da silica gel (SiOH) e
das silicas modificadas (SiN, SiD e SiG) sédo apresentadas na Figura 19. Observa-
se que as mesmas apresentam um gradativo aumento de volume de N2 adsorvido
até a pressao relativa de 0,43. A partir da presséo relativa de 0,80, observa o
aparecimento de uma histerese, fenbmeno associado principalmente a materiais
mesoporosos. Verifica-se ainda que o perfil das isotermas néo foi alterado,
indicando que as caracteristicas estruturais da matriz mesoporosa foram
preservadas. Contudo, observa-se uma reducdo do volume adsorvido/dessorvido
do material SIN em relacéo a silica gel e também dos materiais SiD e SiG em

relacdo ao seu precursor (SiN) para todos os valores de presséo relativa,
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provavelmente devido ao preenchimento dos poros da silica pelas moléculas

organicas imobilizadas na superficie destes materiais.”® 76

Figura 19 - Isotermas de adsor¢cao de nitrogénio

500
450 —=— SiOH
1 —=—SiAP
4004 —+—SiGlu
o0 SiAPD
c ]
S 300 A
_8 4
E 250
O -
8 200 -
< ]
()
c 150 4
E -
o n
= 100
50 4
0 T T T T T T T T T T
0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0

Pressao Relativa (P/P )

A determinacdo da area superficial especifica Sger dos materiais foi feita pela
determinacao do volume de nitrogénio gasoso, adsorvido em diversas pressoes a
77 K. Esta medida de tamanho de poros possibilita a obtencédo do didametro médio
dos poros (Dr). Na Figura 20, sdo mostradas as curvas de distribuicdo do tamanho
dos poros em fungéo da quantidade de nitrogénio gasoso, adsorvido nos materiais
SiOH, SiN e SiD e SIG.
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Figura 20 - Curvas de distribuicdo de tamanhos de poros (Dp) dos materiais.
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As caracteristicas fisicas dos materiais, tais como: area superficial (Seer),
volume dos poros (Vp), diametro médio dos poros (Dr) e distribuicdo de tamanho

dos poros das silicas sdo mostradas na Tabela 4.

Tabela 4 - Area superficial (Sser), variacéo da area superficial (AS), volume de poro

(Vp) e diametro médio de poros (Dp) dos materiais.

SBET ASBET VP DP

Materiais (m2.g) (m2.g%) (cm3.g?) (A)
SiOH 391 - 0,71 58
SiN 303 87 0,43 49
SiG 174 129 0,21 41
SID 173 130 0,22 40
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Observa-se uma diminuicéo da area superficial dos materiais modificados em
relacdo aos seus precursores, tal diminuigdo indica haver um recobrimento de parte
da superficie dos poros pelos grupos organicos, impedindo, dessa forma, o0 acesso
de moléculas de nitrogénio gasoso a superficie interna da matriz. O fluxograma
abaixo, ajuda a ilustrar como os valores de Dp (diametro médio de poros) e Sset
(area superficial especifica) diminuem coordenadamente com a sequéncia de
reacOes de modificacdo da superficie da silica. Observa-se uma boa proximidade
nas caracteristicas de porosidade dos materiais SIiD e SiG, ambos derivados do

material SiN.7’3: 76

5.4 CALCULO DA DISTANCIA MEDIA ENTRE OS GRUPOS LIGANTES (D) EM
SiD e (Glu) em SiG

O grau de funcionalizacdo da silica gel pode ser expresso em termos da
densidade superficial de moléculas imobilizadas na superficie da silica (d), definida
como uma quantidade em mol de moléculas do grupo funcional ligadas a superficie
por unidade de area, que pode ser estimada através da Equacédo 1. Levando-se em
consideracédo os dados de grau de funcionalizacdo e os parametros de superficie
contidos na Tabela 4, pode-se estimar o valor da distancia média () de ligantes (L)

nos materiais modificados.””: 78 79

(Equacéo 1) d=

Onde: d = densidade superficial de moléculas ligantes (moléculas m); nL

quantidade em mol de grupo funcional ligado por grama de silica gel (mol g1); N
nimero de Avogadro (6,023 102 moléculas mol') e Sger = &rea superficial

especifica do material funcionalizado (m? g1).7°

Sabendo-se entdo, que a densidade superficial de moléculas ligantes (d) é
inversamente proporcional a area ocupada por uma molécula do grupo
funcionalizado, pode-se estimar a distancia média (I) entre elas na superficie da

silica através da Equacédo 2.7
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(Equacéo 2) S = %
Onde: S = area ocupada por uma molécula ligante (nm?) e d = densidade superficial

de moléculas ligantes (moléculas m2).

Para calcular esta distancia, delimita-se arbitrariamente sobre a superficie um
quadrado de lado | e com area (S) dada por (I%). Portanto, a distancia média (I) entre
as moléculas ligantes é igual ao lado deste quadrado (considerando que as
mesmas sejam ligadas perpendicularmente a superficie), expresso pela Equacao
3.

(Equacéo 3) =S

Onde: | = distancia média entre as moléculas ligantes (nm) e S = area ocupada por

uma molécula ligante (nm?2).

Conhecendo-se os valores de area superficial especifica das superficies SiD
e SiG (Tabela 4) e também a quantidade em mol de grupos organofuncionalizados
por grama da superficie (Tabela 3), determina-se, portanto, a densidade superficial
de moléculas ligantes (d) (Eq. 1), a &rea ocupada por uma molécula ligante (S) (Eq.

2) e a distancia média entre as moléculas ligantes (I) (Eq. 3).

Sabendo-se que as superficies SiD e SiG tem respectivamente 1,15 102 mol
e 1,57 102 mol de ligantes imobilizados por grama de silica e a area superficial
especifica de SiD e SiG séo respectivamente 174,00 e 173,23 m? g1, substituindo-
se estes valores na Equacao 1, pode-se calcular a densidade (d) de moléculas de
2,4-D e de gluraraldeido funcionalizadas nas superficies de SiD e SiG
respectivamente, determinando-se os valores de 3,98 108 moléculas de 2,4-D por
m? da superficie de SiD (ou 3,98 moléculas por nm?) e 5,45 108 moléculas de

glutaraldeido por m? de SiG (ou 5,45 moléculas por nm?).

Utilizando-se a Equacédo 2, pode-se calcular a area (S) ocupada por cada
molécula em ambas as superficies, sendo entdo determinado os valores de 0,251

nm? para a molécula do 2,4-D e 0,183 nm? para a molécula de glutaraldeido.
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Substituindo-se o valor de (S) na Equacéo 3, pode-se calcular a distancia
média (I) entre as moléculas ligantes em ambas as superficies, que € de 0,50 nm
para o 2,4-D em SiD e 0,42 nm para o glutaraldeido em SiG.

A Tabela 5, resume os valores calculados de (d), (S) e (l) para as superficies
de SiD e SIG

Tabela 5 - Densidade superficial de moléculas ligantes (d), area ocupada por

uma molécula ligante (Ha) e distancia média entre as moléculas (I) em SiD e SiG

d S I
Material (moléculas nm-?) (nm?) (nm)
SiD 3,98 0,251 0,50
SIiG 5,45 0,183 0,42

De acordo com a Tabela 5, pode-se concluir que as reacdes de modificagéo
da superficie da silica gel com grupamentos organicos apresentou uma grande
eficiéncia, havendo assim uma boa distribuicdo dos grupamentos organicos de

interesse ao longo da superficie dos materiais funcionalizados.
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5.5 ANALISE DOS MATERIAIS POR ESPECTROSCOPIA NA REGIAO DO
INFRAVERMELHO (FTIR)

Os espectros de FTIR da silica pura (SiOH), modificada (SIN) e
funcionalizada com 2,4-D (SiD) e com glutaraldeido (SiG), foram obtidos na regiao
de 4000 a 400 cm™. Para comparacéo e melhor visualizacéo, estes espectros estdo

apresentados dois a dois nas figuras 21, 22 e 23 a seguir.

Figura 21 - Espectros de infravermelho de SiOH e SiN obtidos na faixa de
4000 a 400 cm™,

— SiOH
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Na Figura 21, pode-se observar os espectros de FTIR da silica gel (SiOH) e
do produto de modificacdo da mesma com 3-aminopropiltrietoxissilano (SiN), de
onde podem ser observadas algumas bandas principais, como segue: (a) uma
banda grande e larga na regido de 3500 cm atribuida a frequéncia do estiramento
de O-H dos grupos silanois e também a presenca de agua fisissorvida, (b) na regido
de 2000 a 1800 cm™ as bandas que aparecem sdo caracteristicas de vibracdo de
combinacdo do esqueleto da silica (Si-OH) (c) uma banda intensa em 1100 cm™

relacionada com o estiramento (Si-O-Si)n do siloxano e (d) bandas em 750 cm™? e
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960 cm* atribuidas a frequéncia de estiramento Si-OH de grupos silanéis.*° e) uma

banda em torno de 1650 cm-?, atribuida a vibracdo angular de moléculas de agua ,

() uma banda fraca em 1560 " atribuida a deformacé&o angular simétrica no plano
N-H do grupamento APTES. A banda em 1069 cm, referente a deformacéo axial
da ligacdo C-N nado pode ser visualizada, pois provavelmente foi encoberta pela
banda dos grupos siloxanos (Si-O-Si), que aparece na mesma regiao (g) bandas
nas regides de 2900 atribuidas ao carbono sp? do fragmento propilico do ligante
APTES (h) e em 1460 cm atribuidas a deformacé&o angular assimétrica do carbono
sp® da metila presente nos fragmentos alcéxi (-OCH2CHs) que ndo reagem do
APTES38 80, 81

Na Figura 22, pode-se observar os espectros de FTIR da silica modificada
com 3-aminopropiltrietoxissilano (SiN) e do produto da reacdo da mesma com o
pesticida 2,4-D (SiD).

Figura 22 - Espectros de infravermelho de SiN e SiD obtidos na faixa de
4000 a 400 cm'2,

—— SiAPD
—— SIiAP
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De modo geral, observa-se que as bandas referentes a presenca de agua
fisissorvida e as bandas relacionadas a estrutura da silica, praticamente n&o
apresentaram mudancas ap0s a inser¢cao da molécula de 2,4-D na superficie da
silica, contudo, pode-se observar no espectro da silica SiD a presenca de uma
banda intensa, localizada por volta de 1460 cm™, que deve estar relacionada com
a formacao da ligagdo C-N entre o grupamento -NH2do APTES e o grupo cloreto
do 2,4-D. As demais bandas do pesticida ndo puderam ser visualizadas por estarem

encobertas pelas bandas do esqueleto da silica.6 8!

Na Figura 23, pode-se observar os espectros de FTIR da silica modificada
com 3-aminopropiltrietoxissilano (SiN) e do produto da reacdo da mesma com o
glutaraldeido (SiG).

Figura 23 - Espectros de infravermelho de SiN e SiG obtidos na faixa de
4000 a 400 cm'2,

Unidade Arbitraria (u.a)
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Apés a imobilizacdo da molécula do glutaraldeido na superficie da silica SiN,

poucas mudancgas nas absor¢des no IV puderam ser observadas, havendo apenas

ligeiras mudancas na intensidade das bandas. N&o obstante, observa-se o
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desaparecimento da banda na regido de 1560 cm™ (visivel em SiN) atribuida a

deformacgdo angular simétrica no plano N-H, devido a formacéo da ligacdo (C=N)

7

entre o glutaraldeido e o —NH2 do SiN. Uma banda por volta de 1650 cm” é
esperada para o glutaraldeido, porém, a mesma esta encoberta pela banda da

deformacéo angular dos grupos OH da &gua que ocorre na mesma regido.t’. 68 69,
81

5.6 ANALISES TERMICAS DOS MATERIAIS

Apl6s as andlises térmicas dos materiais, foram construidas curvas
termogravimétricas dos materiais, com a finalidade de se avaliar a estabilidade
térmica e a perda de massa relacionada a decomposicdo dos grupos organicos

ligados, através de um processo de aquecimento continuo de temperatura.

As curvas de TG e DTG de todos os materiais sdo mostradas nas Figuras 24,
25, 26 e 27, as quais expressam a perda de massa (%) em funcéo da temperatura

(° C).As curvas de TG e DTG da silica pura (SiOH) sdo mostradas na Figura 26.

A silica gel apresenta mudanca em sua superficie quando sofre um tratamento
térmico progressivo. Essas mudancas podem ser observadas na faixa de
temperatura de 50 a 720 °C.
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Figura 24 - Curvas de TG e DTG da superficie (SIOH).
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Nas curvas de TG e DTG da silica (SiOH), observa-se uma grande perda de
massa (aproximadamente 7 %) no intervalo de temperaturas de 25 a 130 °C, com
pico maximo em 75 °C, tal perda é atribuida a dessor¢cdo de agua fisissorvida,
presente na superficie, observa-se que trata-se de um pico negativo, confirmando
0 processo endotérmico envolvido na evaporacéo da agua. Uma segunda perda de
massa de 3 % é observada entre 140 a 720 °C, tal perda pode ser atribuida a
condensacdo dos grupos silandis vicinais (-Si-OH) com a consequente
desidratacdo da superficie e a formacdo de grupos siloxanos (Si—O-Si). Esta
caracteristica térmica da silica justifica o cuidado de se proceder a ativacdo de sua
superficie em temperaturas inferiores a 140°, garantindo assim a perda somente

das moléculas de agua fisissorvidas na superficie da mesma.82 &3

A Figura 25 traz as curvas de TG e DTG da silica modificada com APTES
(SiN)
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Figura 25 - Curvas de TG e DTG da superficie (SiN).
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Nas curvas de TG e DTA da silica modificada (SiN) observa-se trés faixas
temperatura nas quais sdo observadas perdas de massas, uma primeira perda de
massa de cerca de 5 % que ocorre na faixa de temperatura de 25 a 130 °C, com
maximo de perda em 80 °C, tal perda de massa € atribuida a perda de agua
superficialmente fisissorvida. Um pico positivo (exotérmico) com perda de 2 % de
massa, que ocorre no intervalo de 130 a 320 °C, referente a queima de matéria
organica (referentes ao agente sililante APTES) ligada covalentemente na
superficie do material (SiN). Observa-se também uma terceira faixa de temperatura
onde ocorre perda de massa, compreendida entre 320 e 700 °C com pico em 560
°C, referente a condensacdo dos grupos silandis na formacdo dos grupos

siloxanos.82 - 84

As curvas de TG e DTA da silica funcionalizada com o pesticida 2,4-D (SiD)

sao mostradas na figura 26.
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Figura 26 - Curvas de TG e DTA da superficie (SiD).
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A Figura 26 mostra a curva de termogravimetria de SiD. A curva Tg exibe
trés regides de perda de massa. A primeira regido referente a perda de agua
fisicamente adsorvida (25 a 150 °C), com perda de aproximadamente 2,5 %, com
pico em 75 °C. A segunda regido, que esta situada entre 150 e 410 °C, com pico
em 380 °C e é atribuida a decomposicdo térmica dos compostos organicos
imobilizados na superficie da silica e corresponde a uma perda de 18 %, tal perda
pode ser atribuida a condensacdo dos grupos silan6is com a consequente
desidratacdo da superficie e a formacao de grupos siloxanos (Si—O-Si) e a terceira

faixa de decomposicéo térmica situada entre 410 e 700 °C.8485

A Figura 27 traz as curvas de TG e DTA da silica funcionalizada com o
glutaraldeido (SiG).
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Figura 27 — Curva de TG e DTG da superficie (SiG).
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Nas curvas de termogravimétricas da silica modificada com o glutaraldeido
(SiG) podem ser observadas duas faixas distintas de temperatura, nas quais sao
observadas perdas de massas, uma primeira perda de massa de cerca de 4 %
ocorre na faixa de temperatura de 25 a 160 °C, com maximo em 80 °C, que é
atribuida a perda da agua adsorvida fisicamente presente na superficie do material.
Uma segunda perda de massa de cerca de 25 % ocorre no intervalo de 160 a 750
°C, relacionada a queima de matéria organica.® &’

A Figura 28 mostra a comparacéo entre as curvas de TG dos materiais.
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Figura 28 - Curvas de TG das superficies SiOH, SiN, SiD e SiG.
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Com base na Figura 28, pode observar a diferenga entre os perfis das curvas
termogravimétricas das silicas SiOH, SiN, SiD e SiG, que corroboram as evidencias
que as reacdes na superficie da silica foram efetivas e que os ligantes sdo
termicamente estaveis nas faixas de temperaturas em que cada material foi
submetido durante as reacdes e também durante os processos de secagem e

ativacéo.®’

A Tabela 6 mostra as perdas de massa (% e mg), os intervalos de temperatura

e 0S picos maximos para cada um dos materiais (SiOH, SiN, SiD e SiG).
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Tabela 6 - Dados da perda de massa das curvas termogravimétricas nos intervalos

de temperatura para os materiais SiOH, SiN, SiD e SiG.

Pico Maximo

Amostra Perda de AT (°C)
massa (%) C)
SiOH 7,0 25-130 75
3,0 140 - 750 -
SiN 5,0 25 — 130 80
2,0 130 - 320 320
8,0 320 - 700 560
SiD 2,5 25— 150 80
18,0 150 - 410 380
8,0 410 - 700 500
SiG 4,0 25 - 160 75
25,0 160 - 700 500

A partir das curvas termogravimétricas mostradas na Figura 30 e de posse dos
dados contidos na Tabela 6, pode-se dizer que as caracteristicas térmicas para 0s
materiais estdo de acordo as expectativas iniciais de estabilidade térmica, sendo

0S mesmos termicamente estaveis até uma temperatura proximas de 150 °C.
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5.7 ESPECTROSCOPIA DE RMN DE 2°S| NO ESTADO SOLIDO

Os espectros de Ressonancia Magnética Nuclear de 2°Si da silica gel (SiOH),
silica modificada com APTES (SiN), silica funcionalizada com o pesticida 2,4-D
(SID) e silica funcionalizada com glutaraldeido (SiG), apresentados na Figura 29
confirmam a efetiva formacao da ligacdo covalente entre o alcoxissilano e grupos
silandis distribuidos pela superficie da silica gel e indicam também ligeiras
mudancas na caracteristica da superficie apos a insercdo dos grupos ligantes do

2,4-D e do glutaraldeido.36: 38 88,89

Figura 29 — Espectros de RMN 2°Si no estado sélido dos materiais (a) SiOH,
(b) SiN, (c) SiD e (d) SiG.
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No espectro de RMN 2°Sj da silica gel (SIOH) (Figura 31 (a)), observa-se a
presenca de trés picos tipicos deste material, referentes as diferentes combinagdes
gue o atomo de silicio pode apresentar na estrutura da silica, como segue: um pico
(Q4) em aproximadamente -112 ppm, referente ao silicio covalentemente ligado a
guatro grupos siloxanos Si-O-Si, um pico (Q3) em aproximadamente -100 ppm,

referente ao silicio covalentemente ligado a uma hidroxila (Si — OH) e a outros trés
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grupos siloxanos e finalmente, um pico (Q1l) em aproximadamente -95 ppm
referente a presencga de atomos de silicio covalentemente ligados a duas hidroxilas

e a dois grupos siloxanos. 36: 38 80, 88,89

O espectro de RMN 2°Si de SiN apresentou quatro picos tipicos, como
mostrado na Figura 29 (b). O primeiro (T2) em -51 ppm foi atribuido ao &tomo de
silicio do agente sillante que encontra-se ligado a um grupo hidroxila
[RSi(OSi)2(OH)]. Um segundo pico (T4) em -58 ppm esta relacionado com ao atomo
de silicio da cadeia organica do alcoxissilano. Os sinais T2 e T4 confirmam que os
grupos organicos foram ligados covalentemente a matriz silica. Os outros dois
picos, Q4 em -90 e Q3 em -100 ppm, estdo relacionados com sinais do silicio
covalentemente ligado a quatro grupos siloxanos Si-O-Si e ao silicio
covalentemente ligado a uma hidroxila (Si — OH) e a outros trés grupos siloxanos

respectivamente, como visto na estrutura da silica pura.3®-4°

Na Figura 29 (c) e (d) sdo observados os espectros RMN 2°Si de SiD e SiG
respectivamente. Observa-se que os perfis destes espectros sdo muito parecidos
entre si, além de nao diferirem grandemente do espectro do seu precursor, 0
material SiN, contudo, observa-se aumento na intensidade do picos Q4 (referente
a presenca dos grupos siloxanos) este aumento, provavelmente deve-se a maior
presenca de grupos siloxanos em relacdo aos grupos silandis nos materiais
funcionalizados. Pode ser observada também uma ligeira diminuicdo da
intensidade dos picos T4, o que provavelmente tem relacdo com a perda de alguns

grupos do alcoxissilano no processo de obtencdo dos materiais SiD e SiG.38 39,89

5.8 ESPECTROSCOPIA DE RMN DE 13C NO ESTADO SOLIDO

Importantes informacdes sobre a estrutura das silicas quimicamente
modificadas podem ser obtidas a partir dos espectros de RMN de 3C no estado
sélido, dados estes que ajudam a confirmar a eficiéncia das reacdes de modificacédo
na superficie da silica. A Figura 32 mostra o espectro de RMN de 3C no estado
sé6lido da silica modificada com APTES (SiN), de onde pode-se observar a presenca

dos picos relativos aos carbonos presentes na estrutura do @3-
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aminopropiltrietéxissilano, covalentemente ligado a superficie da silica. Os picos

em 9, 23 e 42 ppm referem-se aos carbonos (-CH2-) do fragmento propilico do
APTES.80. %0

Figura 30 — Espectro de RMN de 3C no estado sélido de (SiN)
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A Figura 31 traz o espectro de RMN de 3C no estado sélido do produto da
reacao da silica SiN com o pesticida 2,4-D (SiD), onde observa-se um maior nimero

de picos, devido a inser¢do da molécula do 2,4-D na estrutura.
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Figura 31 — Espectro de RMN de 3C no estado sélido de (SiD)
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Assim como no espectro de RMN da silica SiN, observa-se no espectro de
seu sucessor (SiD) a presenca dos picos (1, 2 e 3) em 9, 23 e 42 ppm, oriundas
dos carbonos (-CH2-) do grupamento propil do APTES, ndo obstante, observa-se o
aparecimento de novos picos: (4) um pico em 69 ppm referente ao carbono a-
carboxilico do 2,4-D, (5) um pico em 112 ppm atribuido ao carbono néo substituido
presente na posicdo orto do anel aromatico, (6) um pico em 122 ppm atribuido ao
carbono ligado ao cloro no anel aromético, (7) um pico intenso em 130 ppm
referente aos carbonos presentes nas posicdes meta do anel aromético, (8) um pico
em 150 ppm atribuido ao carbono com funcéo éter do anel aromético e por fim, um
pico (9) em 168 ppm da carboxila do 2,4-D. Alguns picos ndo puderam ser
observados devido a sobreposicdes de sinais.8% %

A Figura 32 traz o espectro de RMN de 3C no estado sélido do produto da
reacdo da silica SiN com o glutaraldeido (SiG). Devido ao fato de estarem no
mesmo ambiente quimico, alguns dos picos do espectro deste material ndo
puderam ser visualizados, contudo € possivel observar com clareza a presenca de

alguns picos caracteristicos: (1 e 2 ) em 9 e 23 ppm, oriundos dos carbonos (-CH2-
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) do grupamento propil do APTES, sendo que o pico 2 ficou praticamente encoberto
por um pico (3) na mesma regido, atribuido ao CHz do fragmento do glutaraldeido,
ligado quimicamente ao suporte, (4) um pico em 41 ppm referente ao carbono a-
carbonilico, (5) um pico de baixa intensidade em 65 ppm do carbono (-CH2-) ligado
ao nitrogénio da imina e finalmente, um pico (6) em 148 ppm atribuido ao carbono
insaturado (-CH=) ligado ao nitrogénio da imina. Devido a mudang¢a nos ambientes
quimicos, que provoca a sobreposicdo e o deslocamento de picos, alguns grupos

e picos ndo puderam ser caracterizados.89 ~92

Figura 32 — Espectro de RMN de *3C no estado sélido de (SiG)
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De um modo geral, pode-se afirmar que os espectros de RMN de 3C no
estado sdlido dos materiais ajudam a confirmar as estruturas preditas para cada
um dos produtos das rea¢cfes com a silica, apresentando ainda uma boa correlacdo

COMm 0S picos previstos para estes materiais com o auxilio do software de simulacéo.
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5.9 ESTUDOS ELETROQUIMICOS

As condicfes instrumentais, tais como amplitude de pulso aplicado e
velocidade de varredura foram avaliados previamente e confirmados durante a
otimizacao dos ensaios. De modo geral trabalha-se com amplitudes de pulso da
ordem de 20 a 60 mV. Valores maiores conferem maior sensibilidade, porém
provocam perda de resolucdo. Assim, o valor de 50 mV foi adotado, mostrando-se

bastante satisfatorio.

Por sua vez, a velocidade de varredura usualmente varia de 5 a 15 mV/s
para DPV e 50 e 500 mV/s para CV. Outrossim, as mais empregadas sao

respectivamente de 10 e 100 mV/s.

Com relacdo as condi¢cGes eletroliticas, concentracdes entre 0,1 e 0,5
mmol.L? sdo as mais aplicadas, sendo que concentracdes menores podem levar a
gueda ohmica e requererem maiores sobrepotenciais para efetivacdo do processo

redox. Deste modo, adotou-se a concentracdo de 0.1 mmol.L* do eletrdlito.

5.9.1 — Estudos de Voltametria Ciclica

A técnica de Voltametria Ciclica fornece um grande namero de informacdes
sobre o comportamento redox do sistema, incluindo dados sobre reversibilidade,
namero de eletrons envolvidos na(s) etapa(s) de transferéncia eletrénica, dados

sobre aspecto difusionais e cinética.*’” - 50

Voltamogramas ciclicos para cada um dos sistemas (eletrodos/analitos),
foram obtidos apés varredura anddica na faixa de potenciais entre 0 e 1,0 V, para
solugbes tamponadas em pH 7, a fim de se determinar o mecanismo de oxidacao

de cada analito.

A Figura 33 mostra o voltamograma ciclico do 2,4-D em solucéo tampéao pH 7
e da mesma solugédo sem a adi¢ao do 2,4-D (branco), obtidos utilizando-se como
eletrodo de trabalho, o eletrodo de pasta de carbono quimicamente modificado com

15% m/m de SiD. Observa-se que a solucdo sem a presenca do 2,4-D néo
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apresentou picos de oxidacdo/reducdo, enquanto a solucdo contendo o 2,4-D
apresentou um pico anodico-em 482 mV e um pico de reducao eletroquimica em
150 mV. Este dado mostra que o pesticida 2,4-D é eletroativo, sendo 0 processo
redox quasi reversivel (AE > 60 mV e Ipa/lpc # 1). Podendo assim, ser detectada

através das técnicas eletroanaliticas.

Figura 33 - Voltamograma ciclico obtido para solugdo 5.10 mol.L* de 2,4-
D e do branco em Tampéo Fosfato pH 7.0 com eletrodo de pasta de carbono

modificado com a silica modificada SiD.
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Por sua vez, a Figura 34 apresenta a performance deste eletrodo modificado
para o catecol, um composto fenélico cujo comportamento eletroquimico ja é
conhecido, em condi¢de similares ao ensaio realizado para 2,4 D. Observa-se para
a solugéo contendo do catecol a presenca de um par redox, sendo que a oxidacao
e reducéo eletroquimica ocorreram em 455 mV e 180 mV, respectivamente. Nao
obstante, este estudo demostra que nas condigcoes eletrodicas e eletroliticas ha
acentuado comprometimento da reversibilidade do processo redox para catecol do

catecol, ou seja AE >> 60 mV, porém Ipa/lpc = 1.
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Figura 34 - Voltamograma ciclico obtido para solucdo 5.10° mol.L* de
catecol e do branco em Tampao Fosfato pH 7.0 com eletrodo de pasta de carbono
modificado com a silica modificada SiG.
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Com a finalidade de se melhorar a eficiéncia dos eletrodos quimicamente
modificados frente a estes poluentes, outras composicées foram avaliadas em
promover a oxidacao/reducdo dos analitos, também foram feitas voltametrias
ciclicas das solugdes contendo os analitos 2,4-D e catecol com eletrodos contendo
a pasta de carbono com as silicas e sem as silicas (i.e. contendo somente grafite

em po e 6leo mineral).
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Figura 35 - Voltamograma ciclico do 2,4-D obtido a partir da pasta de

carbono nao modificada e com a silica SiD.
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Observa-se que a os picos de corrente catddica e anddica (lpc € lpa) para o
voltamograma obtido com o eletrodo contendo a silica SiD apresentam valores
maiores do que os obtidos com o eletrodo sem a silica (pasta pura), demonstrando
a potencialidade do uso do material SID na construgdo de um sensor
eletroquimico.®?-°7 Pode-se também observar que o eletrodo construido sem o uso
da silica SiD também apresenta um par redox, contudo, este par apresenta-se em
492 e 137 mV (AE = 355 mV), evidenciando menor reversibilidade da reacéo,

provavelmente associada baixa condutividade do sistema contendo silica.

Por sua vez, varias modificagfes foram realizadas na silica, a fim de avaliar
suas aplicacdes para modificacao de eletrodos de pasta de carbono e imobilizacao

de enzimas ou mediadores.
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A Figura 36 mostra o resultado das voltametrias ciclicas para uma solucao
contendo o catecol, feitas com o eletrodo contendo a pasta de carbono sem a silica
e com a silica SiG.

Figura 36 - Voltamograma ciclico do catecol obtido a partir da pasta de

carbono pura e contendo a silica SiG.
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Observa-se que o0s picos de corrente catodica e anddica (lpc € Ipa) para o
voltamograma obtido com o eletrodo contendo a silica SiG apresentam valores
muito superiores aos obtidos com o eletrodo sem a silica (pasta pura),
demonstrando a potencialidade do uso do material SiG na construcdo de um
sensor eletroquimico para o catecol, além disso, foi observado que o par redox
determinado utilizando-se o eletrodo sem a silica SiG apresentou-se nos valores
de potencial de 510 e 185 mV (AE = 325 mV) evidenciando que o eletrodo com a
silica SiG proporciona ao sistema maior reversibilidade que o sistema sem a silica
(pasta pura).®?- 97
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Os eletrodos modificados com SiD e SiGL apresentaram uma relacéo
lpa/lpc de 1,66 e 1,58 PA respectivamente, para os pares redox 2,4-Doxidado /2,4-
Dreduzido € hidroquinona / catecol, comparados com os eletrodos contendo apenas
a pasta de carbono na minicavidade, Ipa/lpc = 1,33 e 1,63 respectivamente. I1Sso
sugere que essencialmente ndo houve modificacdo nos mecanismos das reacoes
eletroquimicas. Observa-se que a inser¢do das silicas funcionalizadas em ambos
os eletrodos melhorou definicdo dos picos, com 0 aumento da intensidade de
corrente dos picos, 0 que sugere que estes materiais auxiliam no processo de

transferéncia de carga.

5.9.2 Estudo da composicao da pasta de carbono

Os eletrodos de pasta de carbono produzidos a partir de diferentes
composicdes e teores de silica e de lacase (Tabela 2) foram avaliados por
voltametria de pulso diferencial no intervalo de potenciais entre -0,10 e 0,35 V (vs

ECS) com velocidade de varredura de 10 mV s*. mvs™.

A Figura 37 mostra os resultados dos ensaios de voltametria de pulso
diferencial (DPV), para uma solucéo 0,1 mmol.L! de 2,4-D em tampé&o fosfato 0.1
mol.Lt, pH 7,0. Para efeitos de comparagdo um biossensor de pasta de carbono
preparado em propor¢des similares, porém sem a incorporacao de SiD e da enzima

lacase, aqui designado “Pasta” foi também avaliado nestes estudos.
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Figura 37 - DPVs de solugdo 0,1 mmol.L! de 2,4-D em tampéo fosfato 0.1
mol.L%, pH 7,0, obtidas com EQM contendo diferentes composices de pasta.
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Observa-se que dentre as diversas composicdes de pasta de carbono
testadas, a que apresentou melhor sinal (maior Ai) foi o eletrodo SD1, que foi obtido
pela incorporacdo da pasta de carbono preparada com 5% m/m da silica SiD, 95%
m/m de grafite em po e cerca de 3 gotas de 6leo mineral. Pode-se concluir também
que a insercdo da enzima lacase (L) nesta composicdo de eletrodos, ndo
representou melhora no sinal obtido, confirmando a seletividade da mesma na
oxidacdo catalitica de compostos fendlicos (que nédo € o caso do 2,4-D). A auséncia
de um sinal expressivo para a pasta de carbono sem a silica SiD, pode estar
relacionado a afinidade do 2,4D pela silica modificada ou melhorias das

propriedades eletrodicas do sistema.

A Figura 38 mostra os resultados dos ensaios de voltametria de pulso
diferencial (DPV), para uma solucdo 0,1 mmol.L* de catecol em tampéo fosfato 0.1
mol.L%, pH 7,0. Para efeitos de comparacéo um biossensor de pasta de carbono
preparado em propor¢des similares, porém sem a incorporagéo de SiG e da enzima

lacase, aqui designado “Pasta” foi também avaliado nestes estudos. A opgéo de
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uso do catecol para estes estudos deve-se ao fato do mesmo se tratar de um fenol
de ocorréncia natural, de facil obtencdo e que representa de modo geral o

comportamento de diversos poluentes fendlicos.

Figura 38 - DPVs de solucdo 0,1 mmol.L! de catecol em tampéao fosfato 0.1

mol.L, pH 7,0, obtidas com EQM contendo diferentes composicdes de pasta
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Pode-se observar na Figura 38, que dentre as diversas composi¢cdes de pasta
de carbono testadas, a que apresentou melhor sinal (maior Ipa) foi 0 eletrodo SG1L1
(i.e.: o eletrodo que foi obtido pela insercdo da pasta de carbono preparada com
5% m/m da silica SiG, 95% m/m de grafite em p6, 250 uL de extrato bruto de lacase

e cerca de 3 gotas de 6leo mineral).%8: %°

Por se tratar de uma enzima do tipo polifenoloxidase, a insercao da enzima
lacase (L) nesta composicéo de eletrodos, provocou uma consideravel melhora no
sinal obtido para o analito catecol. Ja a curva obtida a partir do eletrodo contendo
a pasta de carbono sem silica e/ou lacase apresentou um sinal no mesmo potencial,

mas com uma amplitude muito inferior ao obtido para a composicdo SG1L1.%8- 101
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Observa-se que a sensibilidade ao analito, varia consideravelmente em
funcdo da proporcdo de SiD, SiG e lacase na pasta de carbono utilizada na
confeccdo do eletrodo, como pode ser observado pelos valores de corrente.
Ressalta-se que as alteracdes na composicao do material eletrédico podem resultar
nao apenas na alteracdo dos niveis de corrente faradaica, em decorréncia do
aumento da eficiéncia de transferéncia eletrbnica, como também da corrente
capacitiva, sendo o melhor perfil, aquele que favorece a corrente faradaica e reduz
a corrente capacitiva. Assim, as melhores composicdes de eletrodos com base no
ganho de sensibilidade, definido pela diferenca observada entre niveis de corrente
em presenca de cada analito e corrente residual (Ai) foram: SD1 para a deteccdo
eletroquimica do 2,4-D e SG1L1 para a deteccao eletroquimica do catecol (tabela
2) ou seja, os eletrodos que apresentaram melhor relacao sinal/ruido e maior
variagcdo da intensidade de corrente (Ai) foram justamente os eletrodos com
menores propor¢des de silica, isto se deve ao blogueio do eletrodo, provocado pela
silica e que se torna mais pronunciado quanto maior for propor¢do da mesma em
relacdo ao grafite na pasta de carbono. A partir destas definicdes de proporgao, os
eletrodos com tais composicdes foram estudados frente a variacdo do pH do

meio_98-101

5.9.3 O Efeito do pH sobre as medidas eletroquimicas

O comportamento eletroquimico de 2,4-D foi estudado em uma faixa de pH
entre 1,0 e 7,0 utilizando-se voltametria de pulso diferencial, com varredura
variando de -1,0 a +1,0 V, a Figura 41 mostra a curva obtida a partir dos valores de
corrente de pico anddica (Ipa) em funcdo dos pHs estudados e a linearizacédo da

mesma. Estes resultados mostram que o processo anddico é dependente do pH.
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Figura 39 - Efeito do pH nos picos de potencial e nos valores de corrente
para determinagéo do pesticida 2,4-D utilizando o eletrodo modificado SiD em
solugdes aquosas tamponadas em diferentes pHs.
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Para um valor pH igual a 1, a corrente de pico (Ipa) € minimo. Além disso,
acima deste valor de pH, os valores de Ip aumentam até pH 3, diminuindo
suavemente acima deste valor, conforme apresentado na Figura 39. Assim, o valor
maximo de corrente de pico é obtida em pH 3, que é proximo do valor do pKa do
2,4-D (pKa = 2,73), corroborando com o equilibrio de protonacéo anterior a reacao

de transferéncia de elétrons.102- 104

Esta figura também mostra que o potencial de pico (Epa) do 2,4-D diminui com
o aumento do pH. O efeito das mudancas de pH no potencial elétrico pode ser

representado pela equagéao 3:

E =0,3—-0,01507 pH Equacéo (4)

Esta equacéo foi obtida a partir da linearizacdo da curva da Figura 39 e
relaciona-se com a Equacdo de Nernst a partir de um mecanismo envolvendo a

transferéncia de 4 elétrons. O mecanismo proposto para a reducdo do pesticida
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2,4-D, envolvendo a reducéo do grupo de acido carboxilico a funcéo alcool por
protonacdo e reacao de transferéncia de quatro elétrons € apresentado na Figura

40. Este mecanismo é suportado pela literatura.19% 106

Figura 40 - Proposta mecanistica para a reducéo eletroquimica do 2,4-D.
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A influéncia do pH sobre a resposta voltamétrica de SG1L1 foi investigada em
valores de pH variando de 4 a 9, através da utilizacédo da solucéo tampéao de fosfato
0,1 mol L utilizando a técnica de pulso diferencial. com varredura variando de 0 a
+0,35 V. A Figura 41 mostra a curva obtida a partir dos valores de corrente de pico
anddica (Ipa) em funcdo dos pHs estudados e a linearizacdo da mesma. Estes
resultados mostram que o processo anddico é dependente do pH.
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Figura 41 - Efeito do pH nos picos de potencial e nos valores de corrente
para determinagcao do catecol em solucédo utilizando o eletrodo modificado SiD
em solucdes aquosas tamponadas em diferentes pHSs.
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Observa-se que os valores de Ip aumentam até pH 5, apresentando um
diminuigdo discreta em pH 6, diminuindo suavemente acima deste valor, conforme
apresentado na Figura 41. Assim, o valor maximo de corrente de pico € obtida em
pH proximo de 5, valor este que ndo parece estar fortemente ligado ao pKa do
catecol (pKa = 9,5) e sim as condi¢cbes 6timas de atividade da enzima lacase (em

torno de 4,8).104.107. 108

A partir da linearizacdo da curva de Ipa vs pH mostrada na Figura 41, obtém-
se a equacao que representa a relacdo dos potenciais do sistema eletroquimico

envolvendo SG1L1 e o catecol e o pH.
Equacéo (5) E =0,4138 — 0,0468 pH

O mecanismo de oxidacdo do catecol envolve meio mol de oxigénio e a

oxidacdo das duas hidroxilas do fenol, com a transferéncia de dois elétrons. A
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eguacao que representa a reacdo de oxidacao do catecol é apresentada na Figura
42_108, 109, 112

Figura 42 - Reacéo de oxidacao do catecol catalisada pela lacase
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Ap0s os ensaios realizados, determinaram-se as melhores condicdes

para a analise de sulfeto:

5.9.4 Determinacéo dos micropoluentes 2,4-D e catecol por DPV

Conhecendo-se os valores 6timos de pH para a determinacdo dos
micropoluentes 2,4-D e catecol em solu¢do aquosa, € possivel se determinar o
limite de deteccdo destes analitos, para isso, foram feitas medidas de voltametria
por diferencial de pulso (DPV) nas faixas de potenciais pré-estabelecidas, utilizando
para tanto, as combinacdes de eletrodos que mostraram melhores resultados (SD1
para determinacgéo do 2,4-D e SG1L1 para a determinagéo do catecol).

A Figura 43 mostra as curvas de DPV do 2,4-D em solugédo tamponada (pH
3), construidas a partir da adicdo de 20, 40, 60, 80, 150, 250, 300 e 400 pL de
solucéo estoque (5.10° mol.L') do pesticida 2,4-D, registradas com o auxilio do
eletrodo de pasta de carbono quimicamente modificado, contendo a 5% m/m da
silica SiD (SD1).
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Figura 43— Voltametrias por diferencial de pulso do 2,4-D em solucdo
tamponada (pH 3), construidas a partir do branco e da adi¢édo de 20, 40, 80, 100,
200, 300 e 400, 500 e 1000 pL de solucdo estoque (2, 26.10° mol.L'!) do

pesticida.
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A partir dos valores de corrente de pico (Ipa) obtidos para cada uma das curvas
apresentadas na Figura 43, foi construido um grafico de corrente de pico (lpa) em
funcdo da concentracdo do analito (2,4-D) e a partir deste gréfico, obteve-se a

linearizacdo do mesmo, como pode ser visto na Figura 46.
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Figura 44 — Relacao entre a corrente de pico (lpa) € a concentracéo do 2,4-

D em solucdo tamponada pH=3, obtidos a partir do EQM contetdo SD1.
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Quando sao realizadas medidas em amostras com baixos niveis do analito, é
importante saber qual o menor valor de concentracdo do mesmo que pode ser
detectado pelo método, o limite de deteccdo do 2,4-D (LD) € definido como a
concentracdo do analito que produz um sinal de trés vezes a razao ruido/sinal do
equipamento. Determinou-se o valor do ruido a partir o desvio padrdo (SD) das
médias das leituras do “branco”, no valor de 1,11 . 108 mol L, assim, o limite de

deteccéo foi determinado pela Equacéo 6.%

3xSD
b

Equacéo 6: LD =

Onde SD é o desvio padrédo da média das leituras do brancoe b € o

coeficiente angular da curva.
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O valor calculado do limite de deteccdo do 2,4-D em solucédo tamponada
(pH=3) utilizando como eletrodo de trabalho o EQM modificado com a silica SD1 €
de 3,35 .10 mol.L. J4 o Limite de Quantificacdo, que é a menor concentracédo na
qual o analito pode ser determinado com um nivel aceitavel de exatidao, pode ser

calculado com base na equacéo 7: 194

10 x SD
b

Equacéao 7 LQ =

Com base na Equacao 7, o limite de quantificacdo do 2,4 por esta metodologia

foi calculado como 1,12.107 mol.L1

A Figura 45 mostra as curvas de DPV do catecol em solu¢cédo tamponada (pH
5), construidas a partir do branco e da adi¢édo de 20, 40, 60, 80, 100, 150, 250, 300,
400 e pL de solucéo estoque (2,26.10° mol.LY) do 2,4-D, registradas com o auxilio
do eletrodo de pasta de carbono quimicamente modificado, contendo a 5% m/m da
silica Si e 250 L de lacase (SG1L1).

Figura 45 — Voltametrias por diferencial de pulso do catecol em solucéo
tamponada (pH 5), construidas a partir da adicao de 20, 40, 60, 100, 150, 250,
300 e 500 pL de solucéo estoque (5,5.10° mol.L?) do catecol.
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partir dos valores de corrente, obtidos para cada uma das curvas
apresentadas na Figura 45, foi construido um gréfico de corrente de pico (lpa) em
funcd@o da concentracdo do analito (catecol) e a partir deste gréfico, obteve-se a

linearizacdo do mesmo, como pode ser visto na Figura 46.

Figura 46 — Relacao entre a corrente de pico (Ipa) € a concentracao do 2,4-

D em solucdo tamponada pH=3, obtidos a partir do EQM contetdo SD1.

04
1 = R=0,9931
54 o
{ L]
10 4 LI ]
-15 4
< -20 1
g
-30 4
-35
-40 i
-45 r T r T r T r T r
0,0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5

[catecol umol.L”]

Determinou-se o valor do ruido a partir o desvio padréo (SD) das médias das
leituras do “branco”, no valor de 3.10° mol L2. O valor do limite de detecgéo do
catecol em solucao tamponada (pH=5), utilizando como eletrodo de trabalho o EQM
modificado com a silica SGilL: calculado pela equacéo 6 é de 9,06.10° mol.L. Ja
o Limite de Quantificacdo, determinado com base na Equacdo 7 é de 3,02.10°®

mol.L.

Observa-se que ambas as composicOes de eletrodos apresentaram limites de
deteccdo em nivel de tracos (7,57 ppb para o 2,4-D e 0,300 ppb para o catecol), e

também apresentaram boa linearizacdo (R=0,9951 e R=0,9931 respectivamente).
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5.9.5 Reprodutibilidade e Estabilidade dos Sensores

A fim de se avaliar a precisdo das respostas dos sensores entre ensaios,
foram feitas médias das respostas das correntes de pico da DPV obtidas para
solucdes de 5,0 10° mol.L* de 2,4-D e 5,5 10°® mol.L* de catecol em 3 EQMs
diferentes, retirando-se a pasta e recolocando uma nova apds cada ensaio. O
coeficiente de variacéo foi calculado como sendo de 2,43 % para o eletrodo com a
pasta SD1 e 3,21 % para o eletrodo com a pasta SG1L1, indicando uma

reprodutibilidade aceitavel na obtencéo do eletrodo.’*

A estabilidade dos eletrodos pdde ser avaliada apdés um periodo de
armazenamento da pasta de carbono de 21 dias a temperatura de
aproximadamente 5 °C. Observou-se que o sensor contendo SD1 praticamente ndo
teve suas propriedades alteradas, sendo obtidas respostas na ordem de 98 % da
corrente inicialmente determinada, jA o sensor contendo SG1L1 apresentou uma
diminuicao significativa nas respostas obtidas, apresentando respostas na ordem
de 89% das correntes inicialmente determinadas, contudo, esperava-se uma perda
ainda maior na sensibilidade destes eletrodos, o que pode ser justificada

principalmente pela estabilidade da matriz na qual estes materiais estédo ancorados.
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CAPITULO
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6.0 CONCLUSAO

A silica gel foi modificada com 3-aminopropiltrietoxissilano APTES, seguida de
duas tipos funcionalizacdo por rota heterogénea, uma utilizando o pesticida 2,4-D
e outra utilizando-se o glutaraldeido. Como consequéncia das sucessivas reacdes
na superficie da silica, sua area superficial, volume de poros e didmetro médio de

poros foram reduzidos em relagédo ao material SiOH.

O grau de funcionalizacéo das silicas foi determinado a partir dos percentuais
de carbono das andlises elementares e os valor obtidos foram de 1,92 10-3 mol de
APTES por grama de SiN, 1,57 102 mol de Glutaraldeido por grama de SiG e 1,15
102 mol 2,4-D por grama de SiD, respectivamente evidenciando reagdes com

estequiometrias proximas a 1:1, com bons rendimentos proporcionais.

Os espectros de infravermelho dos materiais evidenciaram a ocorréncia das
reacdes de modificacdo e de funcionalizacdo da superficie da silica, através de
bandas caracteristicas do agente silanizante (APTES), do glutaraldeido e o 2,4-D,
ligados a superficie da silica. Além disso, as curvas termogravimétricas indicam que
os materiais funcionalizados mostraram perdas de massa caracteristicas da queima
dos grupamentos organicos imobilizados sobre a superficie da silica e também
referentes a dessorcdo de agua da superficie. Os materiais parecem ser

termicamente estavel a uma temperatura proxima de 250 °C.

Tanto os estudos de RMN 2°Si no estado sélido quanto os estudos de RMN
13C apresentaram evidéncias das efetivas modificacdes da superficie da silica,

apresentando 0s picos previstos para 0os materiais.

O estudos eletroquimicos efetuados com o eletrodo de pasta de carbono
quimicamente modificado com as silicas SID e SiG, demonstraram que estes
materiais tem potencialidade de aplicacéo na deteccéo de tracos do pesticida 2,4-
D e de fendis (aqui representados pelo catecol) em solu¢des aquosas de interesse

ambiental.
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Foi observado que as melhores composicdes de eletrodos para a deteccéo do
2,4-D e do catecol foram de SDi e SGilLi respectivamente, atestando que
proporcdes menores das silicas misturadas a pasta de carbono apresentam
melhores sinais de corrente de pico e ainda, péde-se observar que a enzima lacase
na propor¢cdo de 250 pL por grama da silica contendo o glutaraldeido (SiG)

apresentou melhor resultado.

Os estudos de pH de ambos os eletrodos quimicamente modificados
mostraram valores de pH étimos proximos dos previstos com base nos pKas dos
eletrdlitos (pH 3 para o0 2,4-D e pH 5 — 6 para o catecol).

O comportamento voltamétrico apresentado pelos analitos 2,4-D e catecol
sobre os eletrodos SiD e SiG mostrou uma boa reprodutibilidade. No entanto,
principalmente no caso da solucéo contendo o 2,4-D, os baixos valores de corrente
(i) observados podem resultar em uma baixa sensibilidade, contudo, os limites de
deteccdo de ambos analitos (7,57 ppb para o 2,4-D e 0,300 ppb para o catecol)

ficaram bem abaixo dos valores exigidos pela legislacéo.
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7.0 PERSPECTIVAS FUTURAS

Os materiais preparados apresentaram resultados que direcionam a novos
estudos e a preparacdo de outros materiais. Numa préxima etapa de
desenvolvimento deste trabalho, podereriam ser feitos planejamentos fatoriais afim
de se aprimorar os resultados obtidos em relagdo as proporc¢des e condi¢cdes de
operacdo dos eletrodos, além disso, seguindo a mesma linha de modificacdo da
suerficie da silcia, utilizada neste trabalho, poderiam ser produzidos eletrodos para
deteccdo seletiva de outros importantes poluentes, tais como 0s pesticidas
picloram, atrazina e diuron.

Outro ponto bastante importante que pode ser abordado em futuros trabalhos
e aplicacéo dos sensores contendo SiD e SiG na deteccao dos micropoluentes 2,4-
D e fendis em matrizes ambientais, comparando os resultados obtidos com outras

técnicas como a cromatografia liquida de alta eficiéncia.
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Anexo 1

(Hernane T. Barcelos, Luclecia D. Nunes, Guilherme W. Tavares, Edesio F.C.
Alcantara, Alexandre G.S. Prado. Interaction of divalent cations with silica with
histimine evaluated adsorption and thermochemical data. Journal of Thermal

Analysis and Calorimetry, Novembro de 2011, Volume 106, Issue 2, pp 421-425)
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Abstract  Silica gel was modified by silanization reaction
followed by functionalization of histamine in a heteroge-
neous route. These materials were characterized by ele-
mentary nitrogen and chloride analyses, porosity.
thermogravimetry, and infrared. The functionalized surface
adsorbed Cu(Il), Co(II), Ni(ll), and Zn(Il) ions in an
aqueous solution at 25 °C. The isotherms of adsorption are
in accordance with Langmuir model and the surface pre-
sented a great potential to form complexes metal-surface in
the chemical reason of 1:1.

Keywords Silica - Histidine - Adsorption

Introduction

The disposal of metal ions by several industrial activities
including chemical manufacturing, painting and coating,
mining, extractive metallurgy, nuclear, and other industries
have resulted in serious environmental problems [1-3].
Metal ions are not biodegradable and tend to accumulate
in living organisms. The pollution caused by metals
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represents common and serious diseases for human beings
and may be harmful to wild life due to the excessive
release of metallic species into the aquatic and soil systems
leading to the increasing contamination of urban and
industrial wastewaters by toxic metal ions [4-6].

Many methods and processes have been extensively
used to remove toxic metal ions from water such as: liquid—
liquid extraction, ion exchange, electrochemical treatment,
redox reaction, reverse osmosis, and others [4-6]. On the
other hand, these methods have been usually presenting
several disadvantages including low efficiency, high
energy demand as well as time, and chemical consumption
[3-6]. In order to solve these problems, metal ion extrac-
tion has been extensively applied to modified surfaces. In
this way, solid modified silica with organofunctional
groups is the immobilization of the desired reactive atomic
group, which causes a great versatility of this surface in
developing various functions [7, 8]. Thus, functional
groups containing nitrogen, sulfur, oxygen, and phospho-
rus, disposed in the chains of cellulose, enable the surface
to act in a number of academic or industrial applications.

This article reports the synthesis and characterization of
silica gel modified with histamine aiming to find an effi-
cient material for the removal of Cu, Cd, Ni, and Zn ions
from walter.

Experimental

Chemicals

All reagents used such as N,N-dimethylformamide (DMF);
ethanol and acetone (Dynamic); pyridine, triethylamine,

3-chloropropyltrimetoxysilane (Aldrich): histamine (Merck):
CuCl,. CoCl,, NiCl,, and ZnCl, (Vetec) were all regent grade.

@ Springer
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Anexo 2

(Alexandre G.S. Prado, Hernane T. Barcelos, Aline O. Moura, Alecio R. Nunes,
Eric S. Gil,. Dichlorophenoxyacetic acid anchored on silica-gel modified
carbon paste for determination of pesticide 2,4-D. International Journal of
Electrochemical Science, 7 (2012) 8929 - 8939)
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Dichlorophenoxyvacetic Acid Anchored on Silica-Gel Modified
Carbon Paste for the Determination of Pesticide 2.4-D
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2 4-dichlorophexoyacetic acid was attached onto silica gel For this immobilization, in the first step, 3-
aminopropvlirimethoxysilane was attached onto silica gel surface in order to produce the precursor
silica. The 2 4-dichlorophexoyacetic acid was incorporated onto precursor silica by reaction between
chloride of 2 4-dichlorophexovacetic acid and amine group precursor silica, forming a covalent bond
of between 2 4-dichlorophexovyacetic acid $& and the inorganic surface, resulting in the production of
51D material Then 1.02 mmol of 2 4-dichlorophexovacetic acid per gram of silica exhibited a surface
area of 250 m].-"g, Infrared and *Si NMR spectra were in agreement with the proposed structure of the
modified silica. This modified silica was applied to develop a chemical carbon paste electrode to
determine pesticide 2.4-D in water. Voltammetric studies showed that the 2.4-D electrochemical
reduction involved 4 electrons for each 2 4-D molecule reduction. Detection and quantification limits
of 2 4-D in water were 0.45 pmol/T.

EKevwords: Dichlorophenoxvacetic Acid | Pesticide 24-D.catbon paste electrode . Cyclic
voltammetry, Chronoamperometry

1. INTRODUCTION

Food shortage is caused not only by malnutrition and starvation, but also by economical, social
and political instability. The main alternative to surpass the production crisis in agriculture is to
increase the crop yield per acre [1]. In order to increase the production. many agrochemicals have been
applied in agricultural fields [2]. However, indiscriminate application of these agrochemicals can cause
serious, perhaps grave, environmental problems [3,4]. The excess of agrochemicals can quickly reach
natural waters by leaching and minoff processes [5.6].
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