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RESUMO

Desenvolvimento de Sensor Eletroquimico de Grafite Modificado com Azul de

Metileno para Detecgao de Fosfato em Solugoes Aquosas
Vernan da Silva Lima

Orientadores:
Dr. Leandro Marques Samyn e Dra. Ana Lucia Ferreira de Barros

Esta dissertacao apresenta o desenvolvimento e a caracterizacao de um sensor eletroquimico
baseado em eletrodo de grafite modificado com azul de metileno (MB) para detecgao de fons fosfato
em meio aquoso a fim de que atréves dos indicadores de concentracao do fosfato agoes possam ser
adotadas, diminuindo o impacto na eutrofizacao de rios e lagos, assim como indices de doengas cau-
sadas pelo mosquito da Dengue, Zika ou Febre amarela. O azul de metileno foi escolhido devido as
suas propriedades eletroativas, capacidade de formar filmes poliméricos estaveis por eletropolimeri-
zacdo e afinidade quimica com o &nion fosfato. A modificacdo da superficie do eletrodo foi realizada
por voltametria ciclica em solu¢ao de MB 0,1 mM em solugao tamponada de fosfato (pH 7,0). A
formacao do filme polimérico foi confirmada por espectroscopia FTIR e microscopia eletronica de
varredura (MEV), que evidenciaram bandas vibracionais caracteristicas e uma morfologia porosa
favoravel a difusao de fons. Técnicas eletroquimicas como voltametria ciclica (CV), cronoamperome-
tria (CA) e voltametria por pulso diferencial (DPV) foram empregadas para avaliar o desempenho
do sensor. Os resultados demonstraram resposta linear entre corrente e concentragao de fosfato.
A resposta linear obtida por voltametria ciclica na faixa de 0 & 2500 pmol/L, com R? = 0,9661 e
R? = 0,989 para faixas de 0 a 25 pmol/L. A técnica de DPV apresentou alta sensibilidade, com
faixa linear entre 56 e 2200 pmol/L e coeficiente de correlacio R? = 0,9971. A cronoamperometria
demonstrou boa estabilidade e reprodutibilidade da corrente sob adi¢oes sucessivas de fosfato, e os
testes por CV confirmaram o aumento da atividade redox apds a modificacao com MB apresentou
boa linearidade das curvas de cronoamperometria (coeficiente de correlacdo R?= 0,99), com faixas
de concentragao detectadas entre 199 e 2198 pmol/L;. O sensor também foi aplicado na anélise de
amostras reais de dgua coletadas em trés localidades da Regiao Metropolitana do Rio de Janeiro:
Nova Iguagu, Duque de Caxias e Maracana. As respostas obtidas evidenciaram a capacidade do
sensor em detectar fosfato em ambientes complexos e nao tratados, com taxas de erro aceitaveis e
compativeis com o uso em campo. Conclui-se que o eletrodo de grafite modificado com azul de me-
tileno representa uma alternativa vidvel, de baixo custo e boa sensibilidade para o monitoramento
de ions fosfato, com aplicagbes promissoras em analises ambientais e controle da qualidade da agua.

Palavras-chave:
Eletrodos de grafite; fosfato; contaminacao da agua; azul de metileno; sensor eletroquimico.

Rio de Janeiro,

9 de Setembro de 2025



ABSTRACT

Development of an Electrochemical Sensor Based on Methylene Blue-Modified
Graphite for Phosphate Detection in Aqueous Solutions

Vernan da Silva Lima

Advisors:
Dr. Leandro Marques Samyn e Dra. Ana Lucia Ferreira de Barros

This sensor can then use phosphate concentration indicators to identify potential actions to re-
duce the impact on eutrophication of rivers and lakes, as well as the incidence of diseases caused by
the mosquito-borne dengue, Zika, and yellow fever. Methylene blue was chosen due to its electro-
active properties, ability to form stable polymer films through electropolymerization, and chemical
affinity for the phosphate anion. The electrode surface modification was performed by cyclic vol-
tammetry in a 0.1 mM MB solution in a phosphate-buffered solution (pH 7.0). The formation of
the polymer film was confirmed by FTIR spectroscopy and scanning electron microscopy (SEM),
which revealed characteristic vibrational bands and a porous morphology favorable for ion diffu-
sion. Electrochemical techniques such as cyclic voltammetry (CV), chronoamperometry (CA), and
differential pulse voltammetry (DPV) were used to evaluate the sensor’s performance. The results
demonstrated a linear response between current and phosphate concentration.The linear response
obtained by cyclic voltammetry in the range of 0 to 2500 pmol /L, with R? = 0.9661 and R? = 0.989
for the ranges of 0 to 25 pmol/L. The DPV technique showed high sensitivity, with a linear range
between 56 and 2200 pmol/L and a correlation coefficient of R? = 0.9971. Chronoamperometry de-
monstrated good current stability and reproducibility under successive phosphate additions, and CV
tests confirmed the increase in redox activity after modification with MB. The chronoamperometry
curves showed good linearity (correlation coefficient R? = 0.99), with concentration ranges detected
between 199 and 2198 pmol /L. The sensor was also applied to analyze real water samples collected
in three locations in the Rio de Janeiro Metropolitan Region: Nova Iguagu, Duque de Caxias, and
Maracana. The responses demonstrated the sensor’s ability to detect phosphate in complex, untre-
ated environments, with acceptable error rates compatible with field use. The conclusion is that
the methylene blue-modified graphite electrode represents a viable, low-cost, and highly sensitive
alternative for monitoring phosphate ions, with promising applications in environmental analysis
and water quality control.

Key-words:
Graphite electrodes; phosphate; water contamination; methylene blue; electrochemical sensor.

Rio de Janeiro,

9 de Setembro de 2025
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Capitulo 1 Introducgao

1.1 Introducao

O acesso & agua potavel é uma necessidade fundamental, mas ainda um desafio para milhoes de
pessoas em todo o mundo. Segundo a Organizagao Mundial da Satde (OMS), aproximadamente 844
milhoes de pessoas nao tinham acesso a fontes seguras de dgua potavel em 2015 [WHO, 2017|. No
Brasil, embora 92% da populagao possua acesso ao abastecimento de agua, persistem desigualdades
significativas entre areas urbanas e rurais, e entre diferentes faixas de renda [IBGE, 2022; Ipea,
2014].

A contaminagao da agua por metais toxicos (como chumbo, mercirio e cadmio) e por anions
como o fosfato representa uma ameaca ambiental grave. Estudos apontam que a exposicao pro-
longada a metais toxicos pode causar desde disttrbios neurolégicos até cancer [Steinkellner et al.,
1998; Campos et al., 2021]. Além disso, o excesso de nutrientes como o fosfato em corpos hidricos
pode causar eutrofizagdo, ou seja, a proliferacao de algas e cianobactérias, causando a reducao do
oxigénio dissolvido e impactos na fauna aquatica e na saude publica [Mallin and Cahoon, 2020;
Johnes et al., 2022].

O fosfato, frequentemente presente em fertilizantes, detergentes e efluentes industriais, contribui
significativamente para a degradagdo dos ecossistemas aquaticos. Sua concentracao elevada esté
associada a eventos de floracao de algas, como os observados no Reservatorio Billings (SP) e na
Lagoa de Jacarepagua (RJ) [Mercedes et al., 2020; Peske Ceron, 2011]. Além disso, a presenca
de geosmina (alga que tem sua proliferacdo potencializada pelo fosfato), um composto derivado
dessas floragoes, tem sido correlacionada com a proliferagao do mosquito Aedes aegypti, vetor de
arboviroses como dengue e zika [Melo et al., 2020].

Neste contexto, o desenvolvimento de sensores eletroquimicos para monitoramento ambiental
tem ganhado destaque. A utilizagdo do azul de metileno (MB) como material sensibilizante em
eletrodos tem-se mostrado promissora na interagdo com o fosfato devido as suas propriedades ele-
trocataliticas e a capacidade de interagdo com compostos inorganicos e organicos [Makeswari and
Saraswathi, 2020; Hayat et al., 2022]. O MB também apresenta boa solubilidade em agua e estabi-
lidade térmica, favorecendo sua aplicagao em dispositivos sensoriais [Wei et al., 2019; Khan et al.,

2022].



Este trabalho propoe o desenvolvimento de um sensor eletroquimico baseado em eletrodos de
grafite modificados com filme fino de azul de metileno, visando a deteccao eficiente de fosfato em
amostras reais de agua. A metodologia emprega a técnica de polimerizacdo eletroquimica por
voltametria ciclica, com caracterizagoes complementares por FTIR, MEV e técnicas voltamétricas,
buscando contribuir para solugoes tecnologicas de monitoramento ambiental acessiveis e eficazes.

A contaminagao da dgua é um dos maiores desafios enfrentados pela sociedade contemporénea,
impactando milhGes de pessoas em todo o mundo. De acordo com estimativas da Organizagao
Mundial da Saiude (OMS), em 2015, cerca de 844 milhdes de pessoas nao tinham acesso a agua
potavel, enquanto mais de 2,1 bilhdes careciam de fontes seguras de abastecimento [WHO, 2017;
Organization et al., 2017]. A distribuigao desigual dos recursos hidricos agrava ainda mais essa
situagao: embora a América Latina e o Caribe concentrem mais de 35% das fontes de d4gua doce do
planeta, abrigam apenas 8,4% da populagao mundial [Rodriguez et al., 2022].

Esse panorama evidencia a crescente escassez de um recurso vital, cuja mé gestao pode com-
prometer seriamente a qualidade de vida das geragoes futuras. Além disso, a intensa utilizagao da
agua em setores como agricultura, industria e abastecimento urbano acentua a pressao sobre os ma-
nanciais, especialmente em regides de alta vulnerabilidade socioambiental [Rahaman and Shehab,
2019|.Na Figura 1.1 observa-se uma relagao do uso da agua em atividades como agricultura, indus-
tria e uso doméstico (Municipal) em diversas regides do mundo. Pode-se constatar a discrepancia
entre a utilizacdo da Agua em regides como América Latina e regido Arabe, além de sua importancia
na producao de alimentos e no consumo direto.

Neste contexto, torna-se imprescindivel o desenvolvimento de tecnologias acessiveis e eficazes
para o monitoramento da qualidade da dgua. Este trabalho insere-se nesse esforco, propondo uma
abordagem inovadora para a deteccao de fosfato — um dos principais agentes responséaveis pela
eutrofizacao e degradacgao de ecossistemas aquaticos — por meio de sensores eletroquimicos baseados

em eletrodos de grafite modificados com azul de metileno.
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Figura 1.1: A relagao do uso, em metros ciibicos, dos recursos hidricos renovaveis em atividades no
mundo [Rahaman and Shehab, 2019].

1.2 O problema da contaminacgao da agua no Brasil

Apesar de sua vasta disponibilidade de recursos hidricos, o Brasil enfrenta sérios desafios relaci-
onados a qualidade da &gua. Segundo o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE), em
2022 o pais contava com uma populagao de aproximadamente 203 milhoes de habitantes [IBGE,
2022, dos quais 92% possuiam acesso ao abastecimento de 4gua potavel [WHO/UNICEF, 2014|. No
entanto, essa cobertura esconde disparidades significativas: apenas 67,5% da populagdo em situacao
de extrema pobreza dispunha de acesso a rede de agua em 2012 [Ipea, 2014], e nas areas rurais cerca
de 33% da populacdo permanece sem acesso a fontes seguras [Moraes and Jordao, 2002|. Por esse
motivo, até o ano de 2030, segundo a Organizacdo Mundial da Satude (OMS) propoem-se reduzir
a poluicao da dgua de modo a melhorar a sua qualidade, eliminando o despejo de esgoto e de pro-
dutos quimicos, reduzindo o despejo de aguas residuais e ampliando a reutilizagao e reciclagem de
maneira consciente [ONU, 2024]. A partir dessa problematica, pode-se constatar a preocupacao de
organizagoes internacionais, na utilizagdo e manutengao dos recursos naturais, de um modo especial
os recursos hidricos.

Além da limitacdo de infraestrutura, a qualidade da 4gua é comprometida pela poluicdo prove-

niente de diversas fontes. A descarga de efluentes industriais contendo metais toxicos como chumbo,



mercurio, arsénio, cddmio e cobre, aliada ao uso intensivo de fertilizantes na agricultura e & erosao
do solo, tem causado a degradagdo de rios, lagos e aquiferos [Campos et al., 2021; Steinkellner
et al., 1998]. Mesmo em baixas concentragoes, a exposicao prolongada a esses contaminantes pode
provocar sérios danos & saide humana, incluindo distdrbios neurolégicos, renais e cancer.

Adicionalmente, o excesso de nutrientes nos ecossistemas aquéaticos, como os fosfatos presentes
em detergentes e fertilizantes, tem promovido a eutrofizacdo, um processo que reduz os niveis
de oxigénio dissolvido e compromete a biodiversidade aquética [Mallin and Cahoon, 2020|. Esse
fendmeno esta diretamente associado a proliferacao de algas e cianobactérias, as quais, além de
afetarem a potabilidade da agua, podem liberar toxinas com efeitos hepatotdxicos e neurotoxicos
[Johnes et al., 2022].

Os metais toxicos além de causar um impacto significativo no desequilibrio de ecossistemas,
podem também provocar efeitos prejudiciais & satide nos seres humanos. Esses metais sdo capazes
de causar efeitos téxicos agudos e cancer devido ao seu potencial de danos na estrutura do DNA
[Steinkellner et al., 1998|. Alguns dos metais mais perigosos em termos de contaminagdo da adgua

Sao :

1. Chumbo: A exposi¢ao ao chumbo pode causar danos ao sistema nervoso, afetar o desenvolvi-
mento infantil, causar problemas de aprendizado e comportamentais, bem como danos renais

e cardiovasculares.

2. Mercurio: O merctrio é particularmente preocupante devido & sua capacidade de se acumular
em peixes e frutos do mar, que sao fontes comuns de proteina na dieta humana. A exposicao
cronica ao mercurio pode levar a danos neurolédgicos, afetando especialmente o desenvolvi-

mento infantil.

3. Arsénio: A exposi¢do ao arsénio na agua potével pode aumentar o risco de cancer de pele,
pulmao e bexiga. Também pode causar problemas cardiovasculares, doengas do figado e danos

ao sistema nervoso.

4. Cadmio: O cddmio pode causar doengas renais, distirbios Osseos e respiratérios, além de

aumentar o risco de cancer.

5. Cobre: Excesso de cobre na dgua pode causar problemas gastrointestinais agudos, como néu-

seas e diarreia. A exposicao crénica pode levar a disturbios hepéticos e renais.

Casos emblematicos como as floragdes na Lagoa de Jacarepagué (RJ) e no Reservatorio Billings
(SP) ilustram os impactos da contaminagao por fosfato em ambientes urbanos [Mercedes et al.,

2020; Peske Ceron, 2011|. Estudos recentes também indicam a correlagao entre compostos gerados



por essas floracoes, como a geosmina, e o aumento da oviposicdo do mosquito Aedes aeqypti, vetor
de doengas como dengue, zika e chikungunya [Melo et al., 2020].

Esses dados evidenciam a urgéncia de medidas voltadas & protecao dos recursos hidricos, in-
cluindo politicas publicas eficazes, saneamento bésico universalizado e o desenvolvimento de tecno-
logias de monitoramento acessiveis e sensiveis para a deteccao de contaminantes como o fosfato.

Um estudo realizado por Campos et al. [Campos et al., 2021| buscou avaliar a exposi¢ao dos
metais toxicos, dentre eles o cddmio, arsénio, cobre, mercirio, manganés e niquel, realizando o
biomonitoramento em adultos residentes préximos a areas industriais e conclui-se que a presenca
de arsénio e mercurio em amostras de urina indica atencao com a exposicao desses metais.

Por esses motivos, a contaminagao das fontes naturais de 4gua é um problema particularmente
sério em comunidades que dependem diretamente de fontes de agua locais e que nao tém acesso a
sistemas de tratamento adequados. Entretanto, além da contaminagao por metais, conforme exposto
anteriormente, existem outros tipos de poluigoes que também causam prejuizos a sociedade; dentre
elas, pode-se citar o despejo indevido de fosfato (POZ?’) que pode causar diversos impactos negativos
na saide humana. Esse dnion é um nao-metal formado por fésforo e oxigénio e que esta presente em
fertilizantes, agrotdxicos e detergentes que, assim como os metais, podem prejudicar a vida aquéatica
e ecossistemas inteiros se estiver presente em excesso nos rios e lagos.

O processo natural de fixagdo do fosforo (P) nos rios, lagos e nos solos inicia-se pela erosao
das rochas, visto que o fosforo, diferente do nitrogénio (N) e do carbono (C), ndo esté presente na
atmosfera [Kipp and Stiieken, 2017]. Deste modo, para que ocorra a deposi¢ao do fosforo no solo
ou na agua, é necessario que haja erosao de rochas ou minerais onde esse composto quimico esteja
presente, seja por meio de acidos naturais presentes nas chuvas ou por agao microbiana [Ruttenberg,
2003|.

Realizada a dissolucao dos fosfatos presentes nesses minerais, esses compostos podem ser en-
caminhados para os rios, lagos, oceanos e para o solo para manutencao da vida, sendo absorvidos
por organismos. A fixacao de fosfatos também pode ocorrer por meio da decomposicao de organis-
mos no solo, esse ciclo é fundamental para a existéncia e equilibrio dos ecossistemas.Na Figura 1.2
é observa-se a um modelo esquemaética da entrada natural de componentes a base de fésforo nas

camadas de um ecossistema terreste e aquético.
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Figura 1.2: Entrada natural de fésforo nas diferentes camadas de um ecossistema terrestre e aqua-
tico [Ruttenberg, 2001].

Contudo, potencialmente poluente, o fosfato em excesso pode ser promovido pela erosao pro-
vocada pela agao humana ou pelo acimulo de matéria orginica de maneira indevida no ambiente,
podendo provocar diversos impactos negativos de modo significativo em relagdo & qualidade das
dguas. Cabe destacar que a transferéncia de fosfato do sistema terrestre para o ambiente aquatico
ocorre principalmente por dois caminhos: escoamento da agua através do solo e percolagao da agua
no solo é nesse contexto que pode surgir a eutrofizacao.

A eutrofizagdo é o aumento excessivo de nutrientes (especialmente fosforo) na agua que pode
ser causado por drenagem de fertilizantes agricolas, aguas pluviais contaminadas de cidades, deter-
gentes, rejeitos de minas e drenagem de dejetos (humanos e animais). Quando estes residuos estao
em altas concentragoes em rios e lagos, podem causar a eutrofizagdo. Os nutrientes estimulam o
crescimento de algas e de organismos fitoplancténicos e fitobentonicos, [Mallin and Cahoon, 2020|
que por sua vez interferem na qualidade da agua potavel. Estas entradas de nutrientes, geralmente
irregulares, causam ondas de crescimento desses organismos e algas, diminuindo a incidéncia de luz
nos rios e lagos, o que diminui o processo fotossintético, causando escassez dos niveis de oxigénio
e, assim, promovendo a morte de animais como peixes e causando o desequilibrio de ambientes
aquaticos.

Na Figura 1.3 pode-se observar a relagao entre os principais agentes do processo de eutrofizagao,
por exemplo, e a entrada de componentes ricos em fosfatos, o que causa o aumento da producao
organica que, por sua vez, resulta no aumento da biomassa nos rios e lagos, diminuindo a penetragao

de luz e taxas fotossintéticas que, por sua vez, reduzem os niveis de oxigénio.
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Figura 1.3: Entrada artificial de nutrientes nas diferentes camadas de um ecossistema aquéatico.
Adaptado [Mercedes et al., 2020].

Na Figura 1.4 pode-se observar a floragao de algas no Reservatoério Billings em Sdo Paulo, cau-
sada pelo lancamento de esgotos. O enriquecimento de nutrientes das 4guas provocou o crescimento
desenfreado de algas, o que prejudicou a qualidade da adgua e resultou no desequilibrio de ecossiste-

mas aquéaticos.

Figura 1.4: Floracao de algas em um Reservatorio Billings em Sao Paulo [Ceron].

A mortalidade de peixes e mudanga em ecossistemas associadas aos processos de eutrofizagao,
outros estudos apontam a relagao do crescimento da geosmina com o aumento das concentragoes
de fosfato que atribui odor e sabor ruim & dgua produzida por cianobactérias, embora a geosmina
nao apresente toxicidade na agua ou impeca o consumo da agua. Entretanto, algumas toxinas
sao liberadas por cianobactérias durante as floragoes causadas pelo aumento da biomassa, ou seja,
enriquecimento de fésforo, o que pode contaminar fontes de agua potavel, representando riscos
a satde humana [Mallin and Cahoon, 2020|. Segundo Johnes et al. [Johnes et al., 2022] alguns
tipos de cianobactérias, produzem certas toxinas, como neurotoxinas, atingindo o sistema nervoso
e causando problemas neurologicos, e hepatotoxinas, afetando o figado, o que representa um risco
a satide do humano, seja pelo consumo de agua ou de alimentos contaminados.

Além do risco de contaminagao, outro problema esta relacionado aos altos niveis de fosfato na



4dgua, mostrando que a geosmina, alga proliferada pelo fosfato na dgua, atrai e estimula a oviposicao
de ovos de mosquitos do Aedes Aegypti devido a sensibilidade dos mosquitos adultos a este tipo
de composto organico [Melo et al., 2020]. Dessa maneira, ambientes com altas concentragoes de
geosmina se tornam propicios & transmissao de doencas tais como dengue, febre amarela, zika e
chikungunya [Melo et al., 2020]. Na Figura 1.5 pode-se observar a floragdo de cianobactérias na
Lagoa de Jacarepagua - RJ em 2017, causada pelo enriquecimento de nutrientes das aguas, o que

provocou um desequilibrio nesse ecossistema.

Figura 1.5: Floracao de cianobactérias na Lagoa de Jacarepaguéa - RJ [Mercedes et al., 2020].

Por estes motivos, é importante e se faz necessario a medigao e o controle dos niveis de fosfato
nos lagos, rios e efluentes, de modo que possa mitigar a estimulagdo e a proliferagao de geosmina e
cianobactérias.

No que diz respeito as concentragoes de fosfato na agua, a legislagdo brasileira nao trata esse
composto como contaminante de solo [Klein and Agne, 2012]. Deste modo ha ainda uma falta
de definicdo do tipo de fosfato que pode ser utilizado ou da metodologia padrao a ser empregada
nos processos de fertilizagao e na agricultura. A resolucao 357/05 do Conselho Nacional do Meio
Ambiente (CONAMA), no Brasil estabelece o nivel critico de fosforo total na agua, como pode
ser observado na Tabela 1.1, onde classe 1 é indicada para agua destinada para consumo humano
apés um tratamento simples, protecao de comunidades aquéticas, irrigagdo de hortalicas e frutas
consumidas cruas e fontes de aguas de reservas indigenas. A classe 2 é destinada a atividade de
pesca, consumo humano apdés um tratamento convencional, atividades aquaticas como natacao,
esqui e mergulho e irrigacao de plantas frutiferas, campos e parques. Por fim na classe 3, a irrigacao
de culturas arboreas, cerealiferas e forrageiras, & dessedentagdo de animais, a pesca amadora e
ao abastecimento para consumo humano, apos tratamento convencional ou avangado [CONAMA,

2017).



Tabela 1.1: Niveis criticos de fosforo segundo o [CONAMA, 2017].

Nivel Critico Classes
Fosforo (mgL~1)

0,020 - 0,025 1
0,030 - 0,050 2
0,050 - 0,075 3

Para enfrentar esses problemas, sdo necessarias medidas de monitoramento rigoroso da qualidade
da Agua, além de regulamentagoes ambientais mais rigidas, tecnologias avancadas de tratamento
de agua e conscientizacao publica sobre os riscos associados a ingestao de compostos toéxicos. Uma
prevencao e gestao eficaz contra a contaminagdo da dgua sdo essenciais para garantir que todos
tenham acesso a agua limpa e segura e para proteger a saiide das geragoes atuais e futuras. Por
esse motivo, o presente trabalho tem como meta contribuir para a deteccao do fosfato em amostras

reais e a possivel mitigacao destas concentragoes.

1.3 Motivagao e objetivo

Considerando os desafios associados & contaminagao de corpos hidricos por fosfato, conforme
discutido anteriormente, este trabalho tem como principal motivagao o desenvolvimento de sensores
eletroquimicos sensiveis, acessiveis e de facil reprodutibilidade. A proposta consiste na fabricagao
de sensores baseados em eletrodos de grafite modificados com filmes finos de azul de metileno
(Methylene Blue (MB)), voltados & detecgao de fosfato em amostras reais de dgua.

A metodologia adotada emprega a deposigao eletroquimica do MB por meio da técnica de volta-
metria ciclica linear, explorando as propriedades eletroativas do corante como elemento sensibilizante
para a deteccao de diferentes concentragoes de fosfato em solugoes aquosas. Apesar de apresentar
toxicidade em niveis elevados [Khan et al., 2022|, o azul de metileno foi selecionado por sua ele-
vada solubilidade em agua, estabilidade térmica, capacidade de interagao com espécies anibnicas e
viabilidade de aplicacao em escala industrial. Esses atributos tornam sua utilizacdo promissora em
sensores portéteis, de resposta rapida e com custo reduzido de produgao.

A Figura 1.6 apresenta o modelo molecular do MB, destacando suas caracteristicas estruturais
que favorecem a formagao de filmes estaveis sobre superficies condutoras [Makeswari and Saraswathi,
2020; Wei et al., 2019].

O objetivo principal deste estudo foi desenvolver sensores quimicamente modificados com MB
capazes de detectar e quantificar concentragoes de fosfato em amostras de dgua coletadas em dife-
rentes regides do estado do Rio de Janeiro. A avaliagdo do sensor foi conduzida com foco na anélise
de sensibilidade, estabilidade e reprodutibilidade da resposta eletroquimica. Os resultados obtidos

demonstraram comportamento linear entre as concentragoes de fosfato adicionadas em solucao tam-
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pao PBS e a intensidade da corrente registrada, mesmo na presenga de outros contaminantes.

Ny Cl™
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Figura 1.6: Modelo e Estrutura do (MB) [Khan et al., 2022].

1.4 Organizagao do Presente Trabalho

O presente trabalho esté estruturado em quatro capitulos. O Capitulo 1 apresenta a introdugao
geral ao tema, incluindo o contexto, a justificativa e os objetivos da pesquisa. O Capitulo 2 des-
creve os materiais utilizados, os métodos de preparo das solugoes, os procedimentos de modificacao
e caracterizacao dos eletrodos, além dos estudos de reprodutibilidade e viabilidade baseados em
técnicas voltamétricas. No Capitulo 3, sdo apresentados e discutidos os resultados experimentais
obtidos ao longo dos ensaios eletroquimicos e caracterizagoes fisico-quimicas. Por fim, o Capitulo 4
retne as conclusoes do trabalho, destacando a eficicia dos sensores desenvolvidos e suas perspectivas

de aplicagao.



11

Capitulo 2 Materiais e Métodos

Este capitulo apresenta os procedimentos experimentais adotados para o desenvolvimento e
caracterizagao dos sensores eletroquimicos modificados com azul de metileno (MB), empregados na
deteccao de fons fosfato em solugao aquosa.Na Segao 2.2, descreve-se o processo de preparagao e
modificagdo do eletrodo de grafite, incluindo o tratamento da superficie condutora para a posterior
deposicao do filme sensibilizante. A Secao 2.3 detalha o preparo da solucao tampao PBS, do
inglés (phosphate-buffered saline), utilizada tanto como meio de suporte eletroquimico quanto como
eletrolito padrao nos ensaios de deteccao de fosfato em diferentes concentragoes.

A Secao 2.4 apresenta os procedimentos empregados para a formulagao da solugao de azul de
metileno, além da justificativa para a escolha desse corante orginico como material sensibilizante,
com base em suas propriedades fisico-quimicas favoraveis a formacao de filmes eletroativos sobre o
grafite. Na Sec¢ao 2.5, s@o discutidos os fundamentos teodricos e operacionais das técnicas eletroqui-
micas aplicadas na construgao e caracterizagao dos sensores, incluindo a Voltametria Ciclica (Cyclic
Voltammetry (CV)), a Voltametria por Varredura Linear (Linear Scanrate Voltammetry (LSV)) e
a Voltametria de Pulso Diferencial (Differential Pulse Voltammetry (DPV)). Na Secoes 2.6, 2.7 e
2.8 serao tratados respectivamente a construgao do sensor, o desempenho do eletrodo revestido com
MB a fim de investigar a resposta eletroquimica e aplicacao do sensor na quantificagao de fosfato
em amostras reais de gua.

Todos os experimentos foram conduzidos no Laboratorio de Fisica Experimental e Aplicada
(LaFEA) do CEFET/RJ, localizado no Bloco D, sala 119. As analises de Microscopia Eletronica
de Varredura (MEV), por sua vez, foram realizadas no Laboratorio de Microscopia Eletronica de
Alta Resolucao (LAMAR), pertencente ao Instituto de Fisica da Universidade Federal Fluminense
(UFF).

2.1 Materiais

Os materiais e equipamentos utilizados neste trabalho estao listados a seguir, com suas respec-

tivas finalidades experimentais:

e Cuba ultrassénica: modelo UltraCleaner 1400 (Unique®)), utilizada para promover a com-

pleta dissolucao dos solutos na preparacao das solucgoes tampéao de fosfato e da solugao de azul
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de metileno, por meio de agitagao ultrassoénica.

e Balanga de precisao: marca Shimadzu@®), utilizada para a pesagem exata dos reagentes

solidos, garantindo a correta molaridade das solugoes.

e Potenciostato: modelo CompactStat (Ivium Technologies®)), utilizado para a realizagdo dos
ensaios eletroquimicos, conectado a um computador no Laboratério de Fisica Experimental e

Aplicada (LaFEA — CEFET/RJ) para controle experimental e aquisigao dos dados.
e Sistema eletroquimico de trés eletrodos: composto por:

— Eletrodo de grafite (Sigma-Aldrich@®)) — eletrodo de trabalho;
— Fio de platina — contra-eletrodo;

— Eletrodo de referéncia de prata (Ag/AgCl).
Utilizado em célula convencional a temperatura ambiente.

e pHmetro: modelo pH 140 Simple (Simpla®)), utilizado para a medigao e ajuste preciso do

pH das solugoes eletroliticas.

e Microscépio eletronico de varredura (MEV): modelo JSM-7100F (JEOL®)), com emis-

sao de campo, empregado na analise morfologica da superficie dos eletrodos.

e Espectrometro de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR): modelo Cary
630 FTIR (Agilent Technologies®)), utilizado para andlise espectroscopica do filme de azul de

metileno depositado nos eletrodos de grafite.

2.2 Preparacgao do eletrodo

Para a fabricagdo dos sensores, foi utilizado um bastdo de grafite de alta pureza (Sigma-
Aldrich®)), o qual serviu como substrato condutor para a deposi¢ao do filme de azul de metileno.
Um segmento com aproximadamente 2 cm de comprimento foi recortado do bastao e preparado
para o processo de modificacao eletroquimica.

O tratamento inicial consistiu no polimento de uma das extremidades do bastdo de grafite,
utilizando-se lixas de granulacao fina e extrafina. Este procedimento teve como objetivo uniformizar
e suavizar a superficie, promovendo melhor adesao do filme polimérico a superficie do eletrodo. A
importéncia do polimento foi evidenciada nos ensaios preliminares de voltametria ciclica, nos quais
se observou que superficies mais bem polidas favorecem a formacao eficiente e estével do filme de

azul de metileno.
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Apo6s o polimento, a extremidade tratada do eletrodo foi lavada com agua destilada para remogao
de particulas residuais e impurezas. A Figura 2.1 ilustra o aspecto visual do eletrodo antes e depois
do polimento, destacando a diferenga na uniformidade superficial: enquanto a superficie inicial
apresenta aspecto rugoso e opaco (Figura 2.1a), a superficie polida exibe brilho caracteristico e

homogeneidade, adequados para a deposigao eletroquimica do material ativo (Figura 2.1b).

Figura 2.1: Eletrodo de grafite: (a) sem polimento e (b) apds o polimento.

2.3 Preparacgao da solugao PBS para os ensaios realizados

A solugao tampao fosfato-salino (PBS, do inglés phosphate-buffered saline) foi utilizada como
eletrolito nos ensaios eletroquimicos, com a finalidade de manter o pH do meio constante em 7,0
durante as medidas de detecgao de fosfato. O ajuste fino do pH foi realizado por meio da adigao de
uma soluc@o aquosa de hidroxido de so6dio (NaOH).

Conceitualmente, uma solugao tampao consiste em uma mistura de um acido fraco com sua
base conjugada, ou de uma base fraca com seu acido conjugado, conforme a teoria acido-base de
Bronsted-Lowry [Moreira et al., 2021|. Alternativamente, sob a 6tica da definigdo de Lewis, a
solu¢do tampao pode ser descrita como a combinagdo de um receptor de par de elétrons (acido)
com um doador de par de elétrons (base) em outras palavras é uma solugao que resiste a alteragoes
significativas de pH quando pequenas quantidades de um acido ou base sao adicionadas [Moreira
et al., 2021]. Quando o sistema tampao é perturbado pela adigao de acido ou base forte, o equilibrio
desloca-se de acordo com o principio de Le Chéatelier, minimizando a variacao do pH.

Todos os reagentes utilizados na preparacao da PBS foram adquiridos da empresa Sigma-
Aldrich@®), com grau analitico de alta pureza. A solu¢ao PBS 0,1 mol/L foi preparada utilizando-se

K H>PO, (fosfato monobasico de potassio) e KoH PO, (fosfato dibasico de potéssio), ambos em
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concentragao de 0,1 mol/L, conforme metodologia descrita por Hayat et al. [Hayat et al., 2022].
Para a preparagao de 500 mL da solugao, foram pesados 8,25 g de K Ho POy e dissolvidos em agua
destilada. Em seguida, adicionaram-se 0,4435 g de KoH POy, misturando-se os reagentes até a
homogeneizacao completa da solugdo. Para assegurar a dissolucao total dos sais, a solucao foi sub-
metida a agitacdo por banho ultrassénico, conforme ilustrado na Figura 2.2(a).

O ajuste do pH para o valor desejado foi feito por meio da adi¢ao gradual de uma solugao de
NaOH, preparada a partir da dissolugao de 2 g de hidréxido de s6dio em 50 mL de agua destilada.
A medi¢do do pH foi realizada com um pHmetro modelo SIMPLA PH-140, como mostrado na
Figura 2.2(b).

Figura 2.2: Equipamentos utilizados para produgao da solugao PBS: (a) Ultrasom (modelo Ultra-
Cleaner 1400) usado na dissolugao dos reagentes; (b) Medidor de pH (modelo SIMPLA PH-140).

2.4 Preparacao da solugao de azul de metileno para deposicao

O azul de metileno (MB) é um composto aromético organico amplamente utilizado na industria
téxtil e em aplicagOes laboratoriais. Apesar de seu potencial toxico quando descartado sem trata-
mento adequado em corpos d’dgua o que representa risco & fauna aquatica e & saude humana, o
MB possui caracteristicas fisico-quimicas e eletroquimicas que justificam sua aplicacao em sensores
voltados & deteccao de espécies idnicas em solugao.

Além de sua elevada solubilidade em 4gua e estabilidade térmica, o MB é amplamente utilizado
na medicina e em anélises laboratoriais, como nas contagens de hemacias, hemoglobinas e mioglo-
binas [Pakapongpan et al., 2011]|. Sua estrutura molecular permite interagoes eletroativas estaveis
com compostos organicos e inorganicos, tornando-o adequado & formagao de filmes sobre superficies

condutoras [Makeswari and Saraswathi, 2020; Wei et al., 2019].
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Na escolha de materiais aplicaveis a sensores eletroquimicos, o MB se destaca por sua sensibi-
lidade (capacidade de detectar o analito de interesse), seletividade (mesmo na presenga de inter-
ferentes), resposta rapida, boa condutividade e aderéncia ao substrato. Adicionalmente, apresenta
facilidade de deposicao, simplicidade de manipulagao e boa reprodutibilidade, atributos desejaveis
para producao em escala e uso pratico. Estudos anteriores demonstram que os grupos amino presen-
tes em sua estrutura molecular favorecem a pré-concentracao de espécies carregadas positivamente,
ampliando a resposta eletroquimica do sensor [Hayat et al., 2022].

Neste trabalho, foi preparada uma solugao aquosa de MB com concentra¢ao de 0,1 mmol/L,
utilizando-se 0,0017 g de azul de metileno (C16H13CION3S-3H20) dissolvidos em 50 mL de solugao
tampao PBS (0,1 mol/L, pH 7,0). A preparagao da solugdo de MB foi realizada de forma gradual,
com adigoes do corante com 50mL de solu¢ao de PBS, conforme ilustrado na Figura 2.3(a—d), até a
obtencao de coloragao azul homogénea. Em seguida, a solucdo foi submetida a agitacao por banho
ultrassoénico durante aproximadamente 10 min para assegurar a completa dissolugao do composto

e a uniformidade da solucao.

Figura 2.3: Adicao gradativa de azul de metileno na solugao 0,1 M PBS com pH 7,0: (a) 4,25 mg,
(b) 8,50 mg, (c¢) 12,75 mg e (d) 17,00 mg.

2.5 Fundamentos teéricos e procedimentos para a construcao do sensor

A construgao de sensores eletroquimicos exige uma compreensao teorica sélida dos fundamentos
que regem as técnicas voltamétricas empregadas em sua confeccao e caracterizagao. Por esse motivo,
esta sec¢ao apresenta uma breve revisao conceitual das principais abordagens experimentais adotadas.

Na Secao 2.5.1, sdo discutidos os principios gerais das técnicas voltamétricas, bem como a to-
pologia do sistema eletroquimico utilizado. A Segdo 2.5.2 aborda especificamente a voltametria
ciclica, empregada tanto na deposicao do azul de metileno quanto na caracterizagao dos eletrodos.
Em seguida, a Se¢ao 2.5.3 trata da voltametria por varredura linear, utilizada para analise da in-
fluéncia da taxa de varredura. A Secdo 2.5.4 apresenta a técnica de voltametria de pulso diferencial,

enquanto a Segao 2.5.5 descreve os ensaios de cronoamperometria aplicados & avaliagao do desem-
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penho dos sensores. Por fim, as Segoes 2.5.6 e 2.5.7 abordam, respectivamente, os fundamentos da
espectroscopia FTIR e da microscopia eletronica de varredura (MEV), empregadas para confirmar

a deposi¢ao do filme de azul de metileno sobre a superficie dos eletrodos.

2.5.1 Fundamentos das voltametrias e topologia dos eletrodos

Os métodos eletroanaliticos baseiam-se na mensuracao de propriedades elétricas — como cor-
rente, potencial e reacoes redox — geradas a partir da interacao eletroativa entre analitos e materiais
condutores. A aplicagao de perturbagoes controladas ao sistema (como a variagao de potencial) per-
mite a geracao de sinais eletroanaliticos, que podem ser correlacionados a caracteristicas quimicas
e estruturais das espécies em anélise.

Tais técnicas tém ampla aplicagdo em monitoramento ambiental, controle de qualidade indus-
trial, diagnoéstico clinico e caracterizagao de compostos, destacando-se pela elevada sensibilidade,
seletividade e baixos limites de deteccao. Essas vantagens sdao decorrentes tanto da natureza es-
pecifica das reagoes redox quanto da possibilidade de minimizar o ruido de fundo por técnicas de
pré-concentracao e aquisicao de sinal.

Dentre essas técnicas, a voltametria se destaca como uma abordagem dindmica, em que a cor-
rente é medida em funcdo do potencial aplicado entre os eletrodos de uma célula eletroquimica.
A corrente gerada reflete os processos que ocorrem na interface entre o eletrodo de trabalho e a
solugdo, possibilitando a obtencgao de informagoes cinéticas e termodinamicas do sistema [Simoes
and Xavier, 2017].

As configuracoes de células eletroquimicas podem variar entre dois, trés ou quatro eletrodos.
A configuragdo mais amplamente utilizada é a de trés eletrodos, por possibilitar maior controle do

potencial aplicado e reduzir os efeitos de resisténcia da solugao. Nesse arranjo, utilizam-se:
e um eletrodo de trabalho (working electrode — WE), onde ocorre a reagao de interesse;
e um eletrodo de referéncia (reference electrode — RE), com potencial estavel e conhecido;
e um contra-eletrodo (counter electrode — CE), responsavel por completar o circuito elétrico.

A Figura 2.4(a) ilustra a topologia tipica de trés eletrodos empregada neste trabalho, enquanto
a Figura 2.4(b) apresenta o potenciostato IVIUM®) CompactStat.h utilizado nos processos de

deposicao e caracterizagao eletroquimica.
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Figura 2.4: (a) Topologia com trés eletrodos: eletrodo de trabalho (WE), eletrodo de referéncia
(RE) e contra-eletrodo (CE); (b) Potenciostato IVIUM®) CompactStat.h utilizado nos processos
de deposicao e na caracterizagao eletroquimica.

Historicamente, os eletrodos de trabalho evoluiram desde o uso de mercirio, passando por
metais puros e ligas metalicas, até os atuais materiais nanoestruturados. A modificacdo quimica
da superficie desses eletrodos — por adsorg¢ao, eletrodeposi¢do ou imobilizacdo covalente — tem
permitido a construgao de sensores com maior sensibilidade, seletividade e estabilidade. Dentro
desse contexto, os sensores quimicamente modificados tém se destacado, especialmente em anélises

ambientais e biomédicas.

2.5.2 Voltametria ciclica linear

A voltametria ciclica é uma das técnicas eletroquimicas mais amplamente utilizadas na inves-
tigacdo qualitativa de processos redox. Sua principal vantagem estd na capacidade de fornecer,
de forma rapida e eficiente, informagoes termodindmicas e cinéticas sobre sistemas eletroativos, in-
cluindo transferéncias de elétrons heterogéneas e reagoes quimicas acopladas a processos de adsorcao
superficial [Pacheco et al., 2013].

No presente trabalho, a técnica foi empregada para a deposicao eletroquimica do azul de meti-
leno (MB) sobre a superficie polida dos eletrodos de grafite. Esse processo envolve a adsor¢ao do
composto organico na interface sélido-liquido, formando um filme fino por meio de sucessivos ciclos
de oxidacao e redugao.

A Figura 2.5 apresenta um voltamograma ciclico tipico de um sistema reversivel. Nessa re-
presentagao, F,. e I, correspondem, respectivamente, aos potenciais de pico catdédico e anddico,
enquanto I,. e I,, representam as intensidades de corrente associadas a esses picos, indicadores

diretos das reacgoes redox envolvidas.
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Figura 2.5: Voltamograma ciclico para um sistema reversivel, com corrente (em Ampére) plotada
em fungao do potencial (em Volts) [Brett and Brett, 1993].

2.5.3 Voltametria por varredura linear

A voltametria por varredura linear (Linear Sweep Voltammetry — LSV) é uma técnica eletro-
analitica na qual o potencial aplicado ao eletrodo de trabalho varia linearmente com o tempo em
uma unica dire¢ao, até um valor final denominado Ef. As velocidades de varredura (scan rate)
podem atingir até 1000 mVs~!, e o sentido da varredura pode ser positivo ou negativo, dependendo
da natureza da reagao eletroquimica a ser investigada.

Essa técnica é frequentemente utilizada para obter informacoes iniciais sobre o comportamento
redox de um analito. Contudo, apresenta sensibilidade limitada, pois a corrente total medida é
composta por duas componentes: a corrente faradaica, que esta associada as reagoes de oxidagao ou
reducao do analito; e a corrente capacitiva, relacionada ao carregamento da dupla camada elétrica
na interface eletrodo/solugao. Esta tltima é indesejavel e é considerada um ruido que interfere na
resposta analitica do sistema [Barek et al., 2001].

Por esse motivo, embora a voltametria por varredura linear seja 1itil na caracterizagao preliminar
de processos eletroquimicos, sua aplicacdo em anélises quantitativas exige cautela, especialmente

em concentragoes muito baixas do analito.

2.5.4 Voltametria de pulso diferencial

A voltametria de pulso diferencial (DPV, do inglés Differential Pulse Voltammetry) é uma
técnica eletroanalitica de alta sensibilidade, amplamente utilizada na deteccao de analitos em baixas
concentragoes. Sua aplicagdo baseia-se na sobreposicao de pulsos de potencial de amplitude fixa

sobre uma rampa de potencial linearmente crescente, com base em um valor inicial predeterminado.
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Para cada pulso, a corrente é medida duas vezes: imediatamente antes da aplicagao do pulso
(E1) e ao final deste (E2). A diferenca entre essas duas medigoes é entao registrada e representada
graficamente em funcdo do potencial aplicado. A Figura 2.6 ilustra a sequéncia de aplicagdo dos

pulsos e o comportamento temporal caracteristico do DPV.
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Figura 2.6: Diagrama da aplicagao de pulsos na técnica de voltametria de pulso diferencial (DPV)
[Brett and Brett, 1993].

O voltamograma resultante é caracterizado por picos de corrente com forma aproximadamente
gaussiana. A altura do pico é diretamente proporcional & concentragao da espécie eletroativa, o que
torna o DPV uma técnica altamente eficaz para anélises quantitativas. A Figura 2.7 apresenta um

exemplo tipico da resposta em DPV.
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Figura 2.7: Resposta tipica de um voltamograma de pulso diferencial [Simoes and Xavier, 2017].

A posigao do pico de corrente (E,) pode ser interpretada como o potencial de meia-onda (E; /2)
de um processo reversivel. Em sistemas irreversiveis, o valor de E), tende a se deslocar em relagao
a F /y, resultando em picos mais largos e de menor intensidade.

Uma das principais vantagens do DPV em relagao a outras técnicas estd na sua capacidade de

minimizar a corrente capacitiva. Isso é possivel porque a corrente nao faradaica decresce exponenci-
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almente ap6s o inicio do pulso, enquanto a corrente faradaica apresenta um comportamento linear.
Ao realizar a segunda medicao de corrente em um tempo apropriado, a contribuicdo da corrente
capacitiva torna-se desprezivel. Essa caracteristica permite a obtencao de limites de detecgao na
faixa de 1078 a 10~ mol-L~1.

O DPV é especialmente eficaz na analise de eletrodos sélidos modificados com materiais organi-
cos, como corantes ou polimeros condutores, sendo amplamente utilizado em sensores eletroquimicos

de alta seletividade e sensibilidade.

2.5.5 Cronoamperometria

A cronoamperometria é uma técnica eletroquimica de controle potenciostatico na qual um po-
tencial constante é aplicado ao eletrodo de trabalho, enquanto a corrente resultante é registrada em
fungao do tempo. Essa corrente reflete os processos redox que ocorrem na interface eletrodo/solugao
e fornece informacoes relevantes sobre mecanismos de transporte de massa, especialmente difusao.

A resposta obtida em um experimento de cronoamperometria segue, idealmente, a Equacao de

Cottrell: Pacheco et al. [2013]

nFAD'Y2C
(t) = 112412

(2.1)
em que:

e [(t) é a corrente medida no tempo ¢ (A);

e 1 é o nimero de elétrons transferidos na reagao;

e [ & a constante de Faraday (96.485 C-mol~1);

e A ¢ a area do eletrodo (cm?);

e D ¢é o coeficiente de difusdao do analito (ch-s_l);

e (' ¢ a concentracio da espécie eletroativa (mol-cm™3);

e { é o tempo (s).

O experimento de cronoamperometria envolve a aplicacdo de um degrau de potencial ao ele-
trodo de trabalho, resultando em uma corrente que decresce com o tempo de acordo com o regime
difusional previsto pela equagao de Cottrell.

No presente trabalho, a cronoamperometria foi empregada para avaliar a estabilidade e a resposta
dindmica dos eletrodos de grafite modificados com azul de metileno frente a adicao de diferentes
concentragoes de fosfato. Os experimentos permitiram observar a linearidade da corrente em relagao

a concentracao, bem como a estabilidade da resposta sob diferentes condigoes operacionais.
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Adicionalmente, os ensaios foram realizados em potenciais previamente definidos por voltametria
ciclica e de pulso diferencial, de modo a maximizar a seletividade e reduzir interferéncias capacitivas.
A principal vantagem da técnica, neste contexto, é sua capacidade de distinguir a corrente faradaica
(relacionada a reagao do analito) da corrente capacitiva (ruido), contribuindo assim para a obten¢ao
de baixos limites de deteccio — frequentemente na faixa de 1078 a 10! mol-L~".

A aplicagao do método, associada & simplicidade experimental e & capacidade de quantificagdo
direta da resposta do sensor, justifica sua utilizagdo como ferramenta complementar na caracteri-

zacao do desempenho eletroquimico dos dispositivos desenvolvidos.

2.5.6 Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR)

A espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) foi empregada com o
objetivo de confirmar a deposigao do azul de metileno (MB) na superficie dos eletrodos de grafite. A
técnica permite identificar grupos funcionais presentes nos compostos com base na absorcao seletiva
da radiagdo infravermelha por ligagbes quimicas especificas.

Os espectros experimentais foram obtidos com auxilio do espectrometro de infravermelho por

transformada de Fourier (modelo Cary 630 FTIR, Agilent Technologies®)), mostrado na Figura 2.8(a).

(b)

Figura 2.8: Espectrometro FTIR (Cary 630 FTIR, Agilent Technologies(®)) utilizado nas analises.
(a) espectrometro Cary 630 FTIR, ligado ao computador para analise do MB; (b) ponteiro do
espectréometro para analise do MB.

No presente trabalho, os espectros obtidos foram comparados com dados da literatura, observando-
se bandas caracteristicas do azul de metileno na regido de 1600 cm~! (anel aromatico), 1400 cm™?
(grupos amino) e 2900 cm ™! (ligages C—H), confirmando a presenca do composto sobre o substrato
condutor. A Figura 2.9 mostra um espectro FTIR ilustrativo comparando MB bruto e MB deposi-

tado [Hayat et al., 2022].
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Figura 2.9: Espectros FTIR do azul de metileno bruto (azul) e apos deposicao sobre grafite (ver-
melho), com altera¢oes em bandas associadas a grupos funcionais relevantes. Adaptado de [Hayat
et al., 2022].

2.5.7 Principio da microscopia eletrénica de varredura

A microscopia eletronica de varredura (MEV) é uma técnica utilizada para investigar a morfo-
logia superficial de materiais com alta resolu¢do. Seu funcionamento baseia-se na emissdo de um
feixe de elétrons que varre a superficie da amostra ponto a ponto. A interagdo desse feixe com o
material gera sinais que sao detectados e convertidos em imagens em escala nanométrica.

O sistema utiliza geralmente um filamento de tungsténio como fonte de elétrons, com tensoes de
aceleracao entre 1 e 50 kV. Esses elétrons sao focalizados por lentes eletromagnéticas e direcionados
sobre a amostra, formando imagens que evidenciam detalhes como textura, rugosidade e formacao
de filmes superficiais. A forma e intensidade do sinal dependem da composicao da amostra e das
condigoes operacionais, como o nimero atdémico e a tensao aplicada [Dedavid et al., 2007].

No presente trabalho, a MEV foi utilizada para confirmar a deposigao do azul de metileno na
superficie dos eletrodos de grafite. As analises foram realizadas no Laboratério de Microscopia
Eletronica de Alta Resolugao (LAMAR/UFF), utilizando o microscopio eletrénico de varredura por
emissdo de campo modelo JSM-7100F (JEOL®)), mostrado na Figura 2.10.
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Figura 2.10: Microscopio eletronico de varredura por emissao de campo (JSM-7100F — JEOL®))
utilizado nas analises morfologicas: (a) inser¢ao da amostra na camara de anélise; (b) terminal de
operagao e controle do equipamento no LAMAR/UFF.

2.6 Construgao do sensor

A construcao adequada do sensor eletroquimico representa uma etapa fundamental para o su-
cesso deste trabalho, pois é a partir dessa estrutura que se torna possivel detectar de forma sensivel
e seletiva fons fosfato em amostras reais. Para garantir reprodutibilidade, desempenho confiavel
e resposta eletroquimica estavel, foram adotados procedimentos rigorosos tanto na preparagao das
solugoes quanto no processo de modificagdo dos eletrodos.

Apods a preparacao das solugoes de azul de metileno (MB) e do tampao PBS, foi realizada a
modificagado eletroquimica dos eletrodos de grafite por meio da técnica de voltametria ciclica linear,
promovendo a deposi¢ao controlada de um filme fino de MB sobre a superficie condutora. Esta
deposicao é decisiva, pois é ela que fornece os sitios ativos responséaveis pelas interagoes com o
analito de interesse.

No total, foram produzidos 16 sensores eletroquimicos ao longo do estudo, aplicados em diversas

frentes experimentais, incluindo:
e caracterizacao eletroquimica por voltametria ciclica e de pulso diferencial;
e testes de detecgdo de fosfato em solugoes padrao;
e anilises de amostras reais de agua;
e ensaios complementares por espectroscopia FTIR e microscopia eletronica de varredura (MEV).

A Figura 2.11 apresenta a configuragdo experimental da célula eletroquimica utilizada durante

a etapa de deposigao. A correta disposi¢ao dos eletrodos — de trabalho, referéncia (Ag/AgCl) e
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contra-eletrodo (Pt) — imersos na solugao contendo MB foi criteriosamente respeitada, garantindo
uniformidade e eficiéncia na modificacdo dos sensores. A topologia do sistema influencia diretamente

na qualidade do filme formado e, consequentemente, na performance analitica do sensor.

Figura 2.11: Configuracao da célula eletroquimica utilizada na deposi¢do do azul de metileno por
voltametria ciclica linear.

A deposicio foi realizada em solucdo PBS 0,1 mol-L~! com pH 7,0, utilizando uma janela
de potencial de 600 mV a +600 mV, taxa de varredura de 50 mV-s~!, 30 ciclos de varredura
e incremento de potencial de 10 mV, conforme metodologia adaptada da literatura [Hayat et al.,
2022|. Esse processo permitiu a formagao de filmes homogéneos, com boa aderéncia e responsividade
eletroquimica. Os ensaios foram conduzidos utilizando o software IviumSoft®, em conjunto com o
potenciostato Ivium CompactStat.

A fim de avaliar a qualidade e estabilidade dos sensores construidos, foi realizada uma série de

voltametrias ciclicas adicionais, variando-se a taxa de varredura de 5 a 150 mV-s~!.

Esse estudo
permitiu investigar a cinética de transferéncia de carga na superficie modificada, fornecendo subsi-
dios importantes sobre a reversibilidade, velocidade de reagao e eficiéncia do processo eletroquimico
no sistema sensor.

Portanto, a etapa de construcao do sensor — desde a modificagao superficial até os testes de
estabilidade — foi conduzida com critérios técnicos bem definidos, permitindo o desenvolvimento

de um dispositivo robusto, sensivel e reprodutivel para a deteccao de fosfato em diferentes matrizes

aquosas.

2.7 Desempenho eletroquimico dos eletrodos revestidos na presenga de fosfato

Apos o processo de modificagao dos eletrodos com azul de metileno (MB), os sensores eletroqui-

micos foram avaliados quanto & sua capacidade de deteccao de ions fosfato em meio aquoso. A
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técnica de voltametria ciclica foi empregada nao apenas para o revestimento dos eletrodos de gra-
fite, mas também como método analitico para investigar a resposta eletroquimica do sensor frente

a presenca do analito em diferentes concentragoes.

Figura 2.12: Adicdo sucessiva da solucdao 0,1 mol-L~! de 4cido fosférico a célula contendo solucao
PBS (pH 7,0), com o eletrodo de trabalho previamente revestido com azul de metileno.

O eletrodo de grafite modificado com MB foi utilizado como eletrodo de trabalho em uma célula
eletroquimica contendo solugao tampao PBS (pH 7,0). Para realizar a anélise quantitativa, foram
feitas adigdes sucessivas de uma solucdo aquosa 0,1 mol-L~! de 4cido fosférico, preparada a partir
da adicao de 35 pL do acido concentrado em &agua destilada. A Figura 2.12 ilustra o processo
de incremento da solugao de analito na célula, etapa fundamental para a construcao da curva de
calibracao.

A voltametria ciclica foi realizada apos cada adi¢ao de fosfato, com uma taxa de varredura cons-
tante de 20 mV-s~!. Essa abordagem permitiu monitorar a variacdo da corrente de pico em funcio
da concentragao do analito, possibilitando a obtencao de uma resposta eletroquimica proporcional
a quantidade de fosfato presente no meio.

A escolha do eletrodo previamente revestido com MB mostrou-se crucial, pois o filme formado
atua como elemento sensibilizante, promovendo interagoes eletroquimicas seletivas com os ions fos-
fato. KEssas interagdes sdo refletidas nas alteragbes dos parametros voltamétricos, confirmando a

eficiéncia do sensor construido.

2.8 Aplicagao do sensor na quantificacao de fosfato em amostras reais de agua

A validagao do sensor eletroquimico baseado em azul de metileno (MB) foi realizada por meio

da determinacao de fosfato em amostras reais de agua coletadas em diferentes regides do estado
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do Rio de Janeiro. Os experimentos foram conduzidos em configuragao de trés eletrodos, com o
eletrodo de grafite modificado atuando como eletrodo de trabalho, imerso em solucao tampao PBS
0,1 mol-L~! com pH 7,0.

O software IviumSoft® foi utilizado para configurar os parametros da voltametria ciclica, ado-
tando uma janela de potencial entre 0,6 V e +0,6 V, taxa de varredura de 20 mV-s~! e incremento
de potencial de 10 mV. Trés amostras de dgua foram analisadas, oriundas dos municipios de Nova
Iguagu, Duque de Caxias e Maracana.

Inicialmente, foi realizada uma voltametria de referéncia utilizando apenas a solugao PBS, sem
adicao das amostras, a fim de estabelecer um ponto de comparagao com os dados obtidos na curva
de calibracao previamente construida com padroes de fosfato.

Em seguida, as amostras reais foram adicionadas sucessivamente & célula contendo 50 mL de
PBS 0,1 mol-L~!, nas seguintes concentracdes: 50, 100, 150 e 200 pumol-L~!. A Figura 2.13 mostra

o processo de adicdo das amostras & solucao tampao para andlise com o sensor modificado.

Figura 2.13: Adi¢ao de amostras reais a solugao PBS (pH 7,0) para detecgao de fosfato utilizando
o sensor eletroquimico modificado com azul de metileno.

As correntes de pico obtidas nas voltametrias ciclicas foram extraidas para cada concentragao
adicionada e comparadas com os valores previstos pela reta de calibragao. Essa comparagao permitiu
determinar a recuperagao do analito e o erro associado a cada adigao, validando a resposta analitica
do sensor nas diferentes amostras de agua.

Os resultados obtidos demonstraram que o sensor apresenta boa sensibilidade e seletividade na
presenca de matrizes reais, confirmando seu potencial para aplicacdo no monitoramento ambiental

de fosfato em Aguas naturais e urbanas.
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Capitulo 3 Resultados experimentais e discussoes

Este capitulo apresenta e discute os principais resultados experimentais obtidos ao longo do
desenvolvimento do sensor eletroquimico modificado com azul de metileno (MB) para a detecgao
de fosfato. Os ensaios aqui descritos envolvem desde a caracterizagao do processo de deposigao e
do comportamento eletroquimico dos eletrodos até a aplicagao pratica do sensor em amostras reais
de agua.

Na Secao 3.1 sao apresentados os resultados da deposicao do MB nos eletrodos de grafite,
utilizando voltametria ciclica linear, e discutidas as condic¢Ges ideais de formacgao do filme fino. A
Segao 3.2 aborda os testes com diferentes taxas de varredura (scan rate), utilizados para avaliar a
cinética dos processos redox e a reversibilidade das rea¢oes na superficie do eletrodo modificado.

Na Secao 3.3, compara-se a resposta eletroquimica entre eletrodos com e sem modificagdo por
MB, frente a concentracdes de fosfato de 0 e 2,27 x 1072 mol-L~!, evidenciando o ganho de sensi-
bilidade proporcionado pelo revestimento.

As anélises morfologicas por microscopia eletronica de varredura (MEV), sdo apresentadas na
Secao 3.4. Nessa etapa, sao comparadas imagens dos eletrodos com e sem modificagdo, confirmando
a formacao do filme e o aumento da rugosidade superficial. Complementarmente, a Se¢ao 3.5 discute
a influéncia da deposi¢ao na topografia do material.

Na Segao 3.6, sao apresentados os espectros obtidos por FTIR, destacando as bandas de vibragao
caracteristicas do MB e confirmando a presenca do corante na superficie do eletrodo.

A Segao 3.7 apresentaremos os ensaios de voltametria de pulso diferencial (DPV) aplicados a
deteccao de fosfato, enfatizando os potenciais de pico e a linearidade da resposta eletroquimica em
fungao da concentragao do analito.

Na Secao 3.8, serao discutidos os resultados obtidos por cronoamperometria, técnica utilizada
para avaliar a estabilidade do sensor frente a variagées na concentragéao de fosfato ao longo do
tempo.

A Segao 3.9 apresentaremos a curva analitica construida a partir das medigdes realizadas, cor-
relacionando a corrente de pico com a concentracao de fosfato na solugao e confirmando o compor-
tamento linear do sensor.

A aplicagdo do sensor em amostras reais de dgua é abordada na Segao 3.10, que apresenta os

resultados das anélises realizadas com amostras coletadas nos municipios de Nova Iguacu, Duque
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de Caxias e Maracana, comparando os valores obtidos com os previstos pela curva de calibragao.
Por fim, as Se¢oes 3.11 e 3.12 apresentam, respectivamente, a resposta amperométrica do sensor
a reducao de fosfato e os resultados finais dos ensaios de DPV com adicao incremental do analito,

destacando a sensibilidade e a reprodutibilidade do dispositivo desenvolvido.

3.1 Caracterizagao eletroquimica inicial dos eletrodos modificados

A modificagao dos eletrodos de grafite com azul de metileno (MB) foi realizada por meio da
técnica de voltametria ciclica linear, promovendo a deposicao eletroquimica controlada do corante
sobre a superficie condutora. Imediatamente ap6s a imersao na solugdo, observou-se uma coloracao
azulada na regiao polida do eletrodo, indicando o inicio da formacao do filme importantes para
deteccao do fosfato nas solugbes. A confirmacao da deposi¢ao foi obtida por meio da anélise das
curvas voltamétricas, comparagoes com eletrodos nao modificados, além de caracterizacées comple-
mentares por FTIR e MEV, discutidas nas segbes subsequentes.

A Figura 3.1 apresenta os voltamogramas obtidos durante o processo de deposigdao. O ensaio
foi conduzido com 30 ciclos de varredura, taxa de 50 mV-s~—!, e janela de potencial entre 0,6 V
e +1,0 V. Na Figura 3.1(a), observa-se a evolugao das curvas ao longo dos ciclos, evidenciando o

crescimento progressivo das correntes redox associadas a eletropolimerizagao do MB.
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Figura 3.1: Perfil voltamétrico do eletrodo durante a eletropolimerizagdo do azul de metileno: (a)
voltamogramas dos 30 ciclos consecutivos; (b) destaque dos picos anoddicos e catodicos do 1° e 30°
ciclo.

A Figura 3.1(b) destaca a sobreposi¢ao do primeiro e do tltimo ciclo, permitindo a identifica¢ao

dos picos catodicos (C1 e C2) e anddicos (Al e A2). O aumento da intensidade de corrente nesses
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picos ¢é indicativo da formacao e estabilidade do filme fino do corante, o que pode ser observado na

otimizagao em cerca de 30 ciclos de CV, corroborando o sucesso do processo de modificagao.

3.2 Estudo do comportamento eletroquimico do eletrodo de grafite modificado por

analise da taxa de varredura

Apés a deposigao do azul de metileno (MB) sobre o eletrodo de grafite, foi realizada a carac-
terizagao eletroquimica por meio do ensaio de variacao da taxa de varredura, utilizando solugao
tampao PBS 0,1 M em pH 7,0. Esse ensaio, conduzido por voltametria ciclica linear com auxilio do
software IVIUM®), permitiu avaliar o comportamento do eletrodo modificado frente ao aumento
das taxas de varredura (scan rates), variando de 5 a 150 mV - s~ 1.

A Figura 3.2 mostra os voltamogramas obtidos nas diferentes faixas de varredura. Observa-
se que o aumento da taxa de varredura resultou em um incremento proporcional da intensidade
da corrente, evidenciando a eficiéncia da transferéncia de carga na interface eletrodo/solucao e a
boa aderéncia do filme de MB & superficie do grafite sendo observado pela resposta na velocidade
de reagoes de oxidacao e redugao. Esse comportamento é caracteristico de sistemas com resposta
eletroquimica rapida e sugere que o processo redox é controlado por difusao superficial, como descrito
por Bard e Faulkner (2001)[Bard and Faulkner, 2001].

Na Figura 3.2(a), para as menores taxas de varredura (5 a 15 mV - s71), os picos catédicos
variam de -0,06 a -0,02 pA, enquanto os picos anédicos situam-se entre 0,02 e 0,05 pA. A medida
que a taxa de varredura aumenta, como mostrado na Figura 3.2(b) (20 a 30 mV - s~1), os picos
catodicos se deslocam para a faixa de -0,06 a -0,12 pA, e os picos anddicos atingem entre 0,05 e
0,10 uA. Para taxas mais elevadas, de 40 a 150 mV - s~!, exibidas na Figura 3.2(c), os valores de
corrente aumentam significativamente, alcangando de -0,15 a -0,55 pA nos picos catodicos e de 0,15
a 0,55 pA nos picos anodicos.

A sobreposicao de todas as curvas de varredura esta apresentada na Figura 3.2(d), permitindo
visualizar de forma integrada o aumento da corrente com a elevacao da taxa de varredura. Esse
resultado corrobora a formagao eficiente do filme de MB e sua estabilidade eletroquimica em so-
lucao neutra, além de demonstrar o potencial do eletrodo modificado para aplicagoes em sensores

eletroquimicos, conforme também discutido por Wang (2006)[Wang, 2006].
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Figura 3.2: Voltametrias ciclicas lineares em solugdo PBS 0,1 M (pH=7) para diferentes taxas de
varredura: (a) Variacdo de 5 mV - s~ ! a 15 mV - s71;(b)Variacao de 20 mV - s~! a 30 mV - s71;
(c)Variagao de 40 mV - s~ a 150 mV - s~ 1; (d)Variacdo de 5 mV - s~ ! a 150 mV - s~ L.

3.3 Analise comparativa do comportamento eletroquimico de eletrodos de grafite

com e sem modificacao por azul de metileno via voltametria ciclica

Apos a caracterizacao eletroquimica do eletrodo modificado com azul de metileno (MB) por
variagao da taxa de varredura, realizou-se uma anélise comparativa entre o eletrodo de grafite
sem modificagao superficial (denominado bare) e o eletrodo funcionalizado com MB. O objetivo foi
avaliar o efeito do filme de MB no perfil eletroquimico do sistema e sua resposta frente & adi¢cao de
diferentes concentragoes de fosfato.

Os experimentos foram realizados em solu¢ao tampao PBS 0,1 M (pH 7,0), utilizando um sis-
tema de trés eletrodos (trabalhador, referéncia e contra-eletrodo). As condigbes operacionais foram
definidas com uma janela de potencial de -0,6 V a 0,6 V, taxa de varredura de 20 mV - s~! e passo
de 10 mV, conforme configurado no software IVIUM@®). Para cada condigao, foram realizadas trés
voltametrias ciclicas lineares, considerando volumes distintos da solugao de éacido fosforico (fonte de
ions fosfato) diluidos em PBS.

A Figura 3.3 apresenta os voltamogramas obtidos. A curva cinza corresponde ao eletrodo de
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grafite ndo modificado, enquanto as curvas vermelha e azul representam, respectivamente, o eletrodo
funcionalizado com MB em solu¢ao PBS sem adicao de fosfato (0 pL) e com adigao de 14730 pL da
solucdo aquosa de acido fosforico, resultando em uma concentracao de 2,27 x 1073 mol-L~1.

Nos eletrodos modificados, observa-se um par redox caracteristico do azul de metileno em torno
de -0,2 V, atribuido ao processo reversivel de oxidacao/redugiao do corante (MB = MB* + e7),
conforme discutido na literatura Wang [2006]. A presenca de fosfato provocou um aumento signifi-
cativo da corrente do pico anddico, especialmente entre -0,4 V e -0,2 V, o que pode ser atribuido a
interagao eletrostatica e possivel adsor¢ao dos anions fosfato na superficie do filme de MB.

Essa interag@o promove alteragoes na densidade eletronica e na transferéncia de carga no filme,
potencializando a resposta eletroquimica do sistema. O comportamento observado confirma a efi-
cacia do azul de metileno como material sensivel na deteccao de fons fosfato, demonstrando a

viabilidade de aplicacao do eletrodo funcionalizado como sensor eletroquimico seletivo.
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Figura 3.3: Curvas de voltametria ciclica de um eletrodo sem revestimento, um eletrodo revestido
com MB em solugao 0,1 M de PBS (pH 7,0), com 0 puL e 14730 puL de solugao de acido fosférico,
correspondente a uma concentracio de 2,27 x 1073 mol-L .

3.4 Analise morfolégica por MEV dos eletrodos de grafite com e sem modificagao

por azul de metileno

A caracterizagao morfologica da superficie dos eletrodos foi realizada por microscopia eletronica

de varredura (MEV). O objetivo principal foi confirmar a formagao do filme fino de azul de metileno
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(MB) na superficie dos eletrodos de grafite e comparar visualmente as diferengas estruturais entre
as amostras com e sem o revestimento.

Foram analisadas ao todo 10 amostras: 8 eletrodos modificados com MB e 2 eletrodos sem
modifica¢ao (denominados do inglés bare). As imagens foram obtidas em diferentes ampliagoes,
alcancando até 50000x, com escalas variando de 10 nm a 1 pum, ajustado durante o experimento
permitindo a identificagdo de caracteristicas morfologicas com alta resolugao.

A Figura 3.4 apresenta os resultados para o eletrodo de grafite sem a deposigado de MB. Observa-
se a morfologia tipica do grafite e auséncia de qualquer camada superficial continua, como esperado
para um eletrodo nao funcionalizado. Nessas imagens, nao foram identificadas estruturas que pu-
dessem ser associadas & presenga de agentes ativos para detecgao de fosfato, seja em solugao tampao

PBS ou em amostras reais, corroborando a auséncia do filme polimérico.

Figura 3.4: Microscopia eletronica de varredura do eletrodo de grafite sem o revestimento de azul
de metileno (MB): (a) ampliagao de 500%; (b) 1000x; (c) 5000x; (d) 20000x.

A Figura 3.5 apresenta as imagens obtidas para o eletrodo revestido com MB. As micrografias
revelam a presenca de uma camada superficial distinta, compativel com a formacao do filme po-
limérico do corante. Em especial, na imagem da Figura 3.5(c), destaca-se, no retangulo em azul,
uma regiao com padrao de recobrimento caracteristico da polimerizagao do MB sobre a superficie
do eletrodo. Esse padrao é compativel com a morfologia descrita na literatura para filmes obtidos

por eletropolimerizagao de corantes fenézinicos|Wang, 2006; Sadkowski and Lasia, 1995].
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Figura 3.5: Microscopia eletronica de varredura do eletrodo de grafite com revestimento de azul de
metileno (MB): (a) ampliagao de 500x; (b) 1000x; (c) 5000x com destaque (retangulo azul) para
a regiao de polimeriza¢ao do MB; (d) 20000 .

Os resultados obtidos por MEV confirmam visualmente a formagado do filme de MB sobre os
eletrodos modificados, corroborando os dados obtidos por voltametria. A presenca e continuidade
do recobrimento sdo fundamentais para a eficiéncia da resposta eletroquimica e a sensibilidade do

Sensor.

3.5 Analise morfologica do eletrodo de grafite com e sem modificagao por azul de

metileno

A microscopia eletronica de varredura (MEV) foi empregada para investigar as caracteristicas
morfologicas da superficie dos eletrodos de grafite antes e ap6s a modificagdo com azul de metileno
(MB). A Figura 3.6 apresenta as micrografias obtidas para o eletrodo de grafite sem modifica¢ao
(a) e para o eletrodo funcionalizado com MB (b), ambas com aumento de 20000x.

A imagem do eletrodo nao modificado revela uma superficie relativamente lisa e homogénea, com
baixa rugosidade e auséncia de estruturas de recobrimento, o que é tipico de eletrodos de grafite
convencionais. Essa morfologia indica uma quantidade limitada de sitios ativos disponiveis para
interacao eletroquimica, o que pode restringir a eficiéncia do processo de detecgao.

Em contraste, a imagem correspondente ao eletrodo recoberto com MB apresenta uma modi-
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ficagao morfoldgica significativa, caracterizada pela presenga de uma pelicula polimérica continua,
porosa e com aparéncia rugosa. Essa estrutura é indicativa de uma polimerizacao eletroquimica
bem-sucedida do azul de metileno, promovendo o aumento da &area superficial e facilitando a di-
fusdo de espécies redox. A morfologia porosa da camada funcional contribui diretamente para a
melhoria da cinética de transferéncia de carga, fator essencial para o desempenho eletroquimico em
sensores |[Wang, 2006; Sadkowski and Lasia, 1995].

Essas observacoes confirmam que a modificagao com MB resultou em uma estrutura superficial
favoravel para a aplicacao como sensor eletroquimico, com potencial aprimorado para a deteccao

sensivel de fosfato em solugao.

Morfologia

compactada, Transformacao
rugosidade morfolégica do
superficial eletrodo

Figura 3.6: Microscopia eletronica de varredura comparativa entre (a) eletrodo de grafite sem
modificagao e (b) eletrodo modificado com azul de metileno (MB), ambos com ampliacao de 20000 x.

Complementarmente, a Figura 3.7 mostra uma imagem MEV do eletrodo modificado com MB
em ampliacao de 50000x. Nessa imagem, observa-se de forma ainda mais evidente a presenca de
estruturas microgranulares associadas ao filme polimérico do MB, bem distribuidas sobre a super-
ficie do grafite. Fssa conformagao microestrutural reforga o papel do revestimento como elemento
funcional ativo na deteccao eletroquimica, aumentando a densidade de sitios reativos e facilitando

a interagao com fons-alvo.
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Figura 3.7: Microscopia eletronica de varredura do eletrodo modificado com azul de metileno (MB),
com ampliagdo de 50000x.

3.6 Analise espectroscopica por FTIR do eletrodo de grafite modificado com azul de

metileno

A espectroscopia na regiao do infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) foi empregada
para investigar a modificagdo quimica da superficie do eletrodo de grafite apés a eletropolimerizagao
do azul de metileno (MB). Esta técnica ¢ sensivel as mudangas nas vibragoes moleculares das
ligacoes quimicas envolvidas na formagcao do filme polimérico, como as ligagobes C-N, N-H, e C=C
arométicas, além dos modos de deformacao de grupos metila e dos padroes vibracionais de anéis
aromaticos.

As Figuras 3.9 e 3.10 apresentam os espectros FTIR obtidos para as diferentes condigoes ex-
perimentais. Na Figura 3.9, observa-se em (a) o espectro do MB depositado diretamente sobre o
eletrodo de grafite e, em (b), o espectro do eletrodo modificado ap6s imersdo em solugao tampao
PBS (pH 7,3), permitindo verificar a estabilidade e a integridade do filme em meio neutro. Na
Figura 3.10, sao sobrepostos os espectros de ambas as amostras para comparagao direta.

Entre os destaques observados nas regides espectrais:

e Um pico caracteristico de estiramento N-H em torno de 3430 cm™!, presente principalmente

no MB depositado;

e Bandas de estiramento C=C aromético e C=N entre 1600 e 1635 cm ™!, preservadas nas duas

condicoes;
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e Dobramentos C-H alifaticos (2920-2850 cm™!), mais evidentes no filme fresco;

e Reducao de bandas associadas a ligacoes C-N e flexoes fora do plano de C-H aromatico na
amostra submetida a solugao PBS, indicando leve reconfiguracao da estrutura quimica na

presencga de eletrolito.

Essas observagoes corroboram com os estudos de Yang et al. Yang and Mu [2002], Schlereth
& Karyakin Schlereth and Karyakin [1995] e Kumar et al. Kumar et al. [2010], reforgando que a
polimerizagao do MB envolve a ruptura de ligagoes C-N tercidrias e a formagao de novas ligagoes
entre Atomos aromaéticos, formando uma rede conjugada estavel.

A Tabela 3.1 apresenta a sintese dos principais modos vibracionais observados neste estudo e
nos trabalhos de referéncia. A legenda foi padronizada com os seguintes codigos: Presente = X;

Forte = XX; Moderada = Xx; Fraca = xx; Reduzida = xxx; Ausente = —.

Tabela 3.1: Comparagao das atribuigoes vibracionais no espectro FTIR do eletrodo modificado com
MB com dados da literatura.

Atribuicao Vibracional Faixa (cm™1) | [1] | [2] | [3]
Estiramento N-H (terminal) 3430 X X | X
Estiramento C-H em CHjg/CHjy (alifaticos) 29202850 X | xx | —
Estiramento C=C aroméatico / C=N 1600-1635 X X | XX
Dobramentos de C-H aromaético / C-N 1500-1450 Xx | Xx | Xx
Dobramentos de C—H em grupos metila 1380-1300 XXX | XXX | XX
C-N / C-H em anéis aromaticos 1250-1150 X X | X
Flexao fora do plano de C—H aromético 840-800 XX | XXX | —
Fonte adicional [4]
Estiramento N-H (terminal) 3430 - - -
Estiramento C-H em CHg/CHsy (alifaticos) 29202850 - - X
Estiramento C=C aroméatico / C=N 1600-1635 - - | XX
Dobramentos de C-H aromaético / C-N 1500-1450 - - | Xx
Dobramentos de C—H em grupos metila 1380-1300 - - X
C-N / C-H em anéis aromaticos 1250-1150 - - X
Flexao fora do plano de C—H aromético 840-800 - - -

[1] Este trabalho; [2] Yang and Mu [2002]; 3] Schlereth and Karyakin [1995]; [4] Kumar et al.
[2010].

A Figura 3.8 apresenta o mecanismo esquemético da polimeriza¢ao do azul de metileno (MB).
A reac@o é iniciada por oxidagao eletroquimica, com formagao de radicais cationicos e subsequente

acoplamento intermolecular via nitrogénio ou carbono aromético, formando um filme conjugado.

MB monomero Polimero de MB

oxidacdo (e}

e -— | ]

estrutura repetitiva

Figura 3.8: Mecanismo esquematico da polimerizacao eletroquimica do azul de metileno (MB).
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pH 7,0.
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Figura 3.10: Comparagao direta entre os espectros de FTIR do MB depositado e MB apds imersao
em PBS pH 7,3.

3.7 Analise eletroquimica do eletrodo de grafite com deposigao de azul de metileno

por voltametria de pulso diferencial (DPV)

A caracterizagao eletroquimica do eletrodo de grafite funcionalizado com azul de metileno (MB)
foi realizada por voltametria de pulso diferencial (DPV), utilizando os recursos do Laboratorio de
Fisica Experimental e Aplicada (LaFEA). O objetivo desse ensaio foi avaliar a capacidade do sistema
em detectar fons fosfato, observando tanto a variacao da corrente quanto a estabilidade do potencial
de pico em diferentes concentragoes do analito.

A montagem experimental foi composta por eletrodo de trabalho (grafite modificada com MB),
eletrodo de referéncia e contra-eletrodo, imersos em uma solugao tampao PBS 0,1 M com pH 7,0.
As medidas foram realizadas por meio do software IVIUM@®), com a janela de potencial ajustada
de 0 V a1V, tempo de pulso de 10 ms, amplitude de 10 mV e incremento de passo de 10 mV.

A Figura 3.11 apresenta os voltamogramas obtidos por DPV com adigoes sucessivas de solucao de
fosfato, em volumes variando de 280 uL a 14.280 uL. Observa-se que, com o aumento da concentragao
de fosfato, ha um crescimento sistemético na intensidade de corrente, o que indica um aumento na
quantidade de espécie redox interagindo com o filme de MB no eletrodo. Esse comportamento
confirma a sensibilidade do eletrodo & presenga do analito.

Importante destacar que, apesar da variacao na intensidade da corrente, o potencial em que
ocorre a reagao redox permanece praticamente constante ao longo das diferentes concentragoes. Isso
evidencia que o sistema apresenta estabilidade eletroquimica e seletividade em relagao ao fosfato,

mantendo os potenciais de oxidacao caracteristicos do filme de MB, como previamente observado



39

nos ensaios de voltametria ciclica. Tal estabilidade é desejével em dispositivos sensores, pois garante

reprodutibilidade e precisao na analise.
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Figura 3.11: Curvas de voltametria por pulso diferencial (DPV) obtidas para o eletrodo de grafite
modificado com azul de metileno (MB) em solugao 0,1 M de PBS (pH 7,0), com adigbes sucessivas
de solugao de fosfato (de 280 uL a 14.280 uL).

A fim de quantificar a resposta eletroquimica do sensor, foi construida uma curva analitica
relacionando a corrente de pico obtida por DPV com a concentragao de fosfato adicionada & solugao.

A Tabela 3.2 apresenta os dados experimentais utilizados para o ajuste linear.

Tabela 3.2: Dados experimentais da curva analitica por DPV para diferentes concentragoes de
fosfato.

Volume adicionado (pL) | Concentragao (M) | Corrente de pico (nA)
280 0.00056 0.062
1000 0.00200 0.087
2500 0.00500 0.122
5000 0.01000 0.170
7500 0.01500 0.211
10000 0.02000 0.252
14280 0.02286 0.337

A Figura 3.12 mostra o grafico da curva analitica com ajuste linear. O modelo apresentou um
excelente coeficiente de determinacio (R? = 0,99), indicando forte correlacio entre a concentragio

de fosfato e a resposta de corrente do sensor.
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Figura 3.12: Curva analitica da resposta do eletrodo modificado com MB por DPV em funcao da
concentracao de fosfato.

Com base na inclinagdo da curva (sensibilidade) de aproximadamente 37,82 pAmM~! e consi-
derando um desvio padrao instrumental estimado de 0,02 pA, o limite de detec¢ao (LOD) calculado
foi de aproximadamente 1,59 pM. Este valor demonstra que o sensor apresenta alta sensibilidade
e é capaz de detectar concentragées muito baixas de fosfato em meio aquoso. A estabilidade do
potencial e a linearidade da resposta reforgam a viabilidade do uso do eletrodo funcionalizado com
azul de metileno como plataforma promissora para deteccao eletroquimica de espécies anidnicas

como o fosfato.

3.8 Analise eletroquimica do eletrodo de grafite frente & adigao de fosfato por

cronoamperometria

A técnica de cronoamperometria foi empregada com o objetivo de avaliar a resposta dindmica e
a estabilidade do eletrodo de grafite funcionalizado com azul de metileno (MB) frente a perturbagoes
sucessivas promovidas por adi¢oes de fosfato. Essa abordagem permite verificar a capacidade do
sistema eletroquimico em estabilizar a corrente ap6s variagoes na concentragao do analito em tempo
real.

Os ensaios foram realizados utilizando os potenciais de trabalho previamente definidos pelos

estudos de voltametria por pulso diferencial (DPV), especificamente -0,3 V e -0,4 V, ambos lo-
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calizados na faixa redox caracteristica do MB. O sistema foi operado em configuragao classica de
trés eletrodos, com eletrodo de referéncia, contra-eletrodo e eletrodo de trabalho imerso em solugao
tampao PBS 0,1 M (pH 7,0). O intervalo de tempo entre amostragens foi de 0,1 s e a faixa de
corrente foi configurada para 1 mA no software IVIUM®).

Durante o experimento, foram realizadas dez adi¢goes sequenciais de 1 mL de solucao aquosa de
acido fosférico, espagadas a cada 60 s. A Figura 3.13 apresenta os resultados obtidos. Observa-se nas
curvas que, apés cada adigdo, ocorre um aumento transitério na corrente, seguido de estabilizagao
do sinal, evidenciando a rapida adaptacao do sistema & nova concentracao de fosfato.

Em especial, no potencial de -0,4 V (Figura 3.13b), o sistema apresentou resposta mais estavel
e definida pois apresentou um menor ruido e recuperacao consistente do sinal apos cada uma das
adicoes frente a cada perturbacao, o que sugere uma maior eficiéncia de transferéncia de carga nessa
condicao. Esse comportamento é coerente com os resultados de estudos anteriores na literatura, nos
quais a cronoamperometria foi utilizada para validar sensores eletroquimicos baseados em corantes

redox, como azul de metileno ou derivados fenoxazinicos Wang [2006]; Yang and Mu [2002]; Kumar

et al. [2010].

0,0 0,00
1
[ -0,05 -
-0,2-
-0,10 -
< 0,4
-~ -0,151
2
o
£ 0,67 -0,20
(&)
-0,8- -0,25
-0,30 -
1,0- d b
T T T T T T '0,35 T T T T T T
0 125 250 375 500 625 0 125 250 375 500 625
Tempo (s)

Figura 3.13: Ensaio de cronoamperometria do eletrodo de grafite modificado com azul de metileno
(MB) em solugao 0,1 M de PBS (pH 7,0). (a) Potencial de trabalho fixado em -0,3 V; (b) Potencial
fixado em -0,4 V. Foram realizadas dez adi¢oes de 1 mL de solucao aquosa de fosfato, espacadas a
cada 60 s.

Adicionalmente, o fato de as perturbacoes deixarem de causar variagoes significativas na corrente
apoés o tempo total de 600 s indica que o eletrodo alcanga um regime estacionério estavel, reforgando

sua robustez eletroquimica. Tais caracteristicas sao essenciais para sensores aplicados em anélises
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continuas ou em tempo real, especialmente em meios complexos.

A Figura 3.14 apresenta uma simulacdo computacional da resposta cronoamperométrica, base-
ada nas condigbes experimentais descritas. A curva reproduz o comportamento esperado de aumento
de corrente apods cada adicao de fosfato, seguido por uma estabilizagao, confirmando a robustez do
eletrodo frente a perturbacoes repetidas. Essa simulacao reforca a interpretacao experimental de
que o sistema sensor atinge equilibrio eletroquimico rapido ap6s perturbagoes, sendo adequado para

aplicagoes em monitoramento dindmico de fosfato.
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Figura 3.14: Resposta cronoamperométrica simulada do eletrodo de grafite funcionalizado com
MB frente a 10 adigbes de fosfato a cada 60 s. Observa-se estabilizacdo da corrente apds cada
perturbagao.

3.9 Analise eletroquimica do eletrodo de grafite gerada pela solugao de fosfato

A metodologia utilizada para a analise do sensor desenvolvido teve como base o estudo realizado
por Patella et al. [Patella et al., 2023a|. Nesse trabalho, os autores utilizaram oxido de grafeno
gravado a laser em papel para a detecgao de fons fosfato. Os eletrodos de referéncia foram revestidos
com Ag/AgCl a fim de simular uma referéncia estavel. O sensor desenvolvido apresentou faixa linear
de resposta entre 1 a 2,0 x 107% mol/L e limite de detecgao (LOD) de 0,4 pmol/L.

Os ensaios realizados com o eletrodo de grafite modificado com azul de metileno (MB) consisti-

ram na montagem de uma célula eletroquimica de trés eletrodos, imersa em solucao tampao PBS
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0,1 M (pH 7,0). A configuracao experimental no software IVIUM(®) envolveu a janela de potencial
de -0,6 V a 0,6 V, com taxa de varredura de 20 mVs~! e passo de 10 mV.

Uma curva de calibragdo foi obtida a partir dos picos catddicos das curvas de voltametria
ciclica do eletrodo funcionalizado, com volumes crescentes de adigdo de fosfato em solugao PBS
(0 pL a 14.730 pL), conforme mostrado na Figura 3.15(a). A curva de sensibilidade, ilustrada
na Figura 3.15(b), exibe a rela¢do entre concentracao de fosfato e corrente de pico. A partir de

14.730 nL, observou-se tendéncia de saturagao do sinal de corrente, indicando limite de linearidade.
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Figura 3.15: Ensaio de voltametria ciclica com acréscimo de fosfato: (a) Adigao de fosfato na solugao
PBS de 0 pL a 14.730 pL; (b) Curva de sensibilidade do eletrodo depositado por MB.

A resposta potenciométrica do eletrodo de grafite funcionalizado demonstrou um crescimento
progressivo dos picos de reducao com o aumento do volume de fosfato, indicando boa resposta
sensora ao analito. A Figura 3.15(b) apresenta a curva de calibragdo linear com coeficiente de
correlacdo R? = 0,9661, correspondente a uma aproximacao de 96,61% para concentracoes entre 0
e 2500 pmol/L.

Na Figura 3.16, é apresentada a curva de calibragdo do estudo de Patella et al., permitindo
comparacio direta entre os sensores. O valor de R? = 0,9949 relatado por Patella se mostra
compativel com o resultado obtido neste estudo, demonstrando desempenho promissor do eletrodo
de grafite modificado com MB, mesmo frente a sensores mais complexos como o de 6xido de grafeno

gravado a laser.
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Figura 3.16: Comparagao dos resultados experimentais de Patella et al.[Patella et al., 2023a| obtidos
pela adi¢ao de fosfato em solugao (PBS) 0,05 M e pH 7,4 com a mesma concentragao deste estudo.

3.10 Determinacao de fosfato em amostras de agua

A Tabela 3.3 foi elaborada a partir da reta calibrada na Figura 3.17, permitindo estabelecer a
relacdo entre as correntes de pico detectadas e as concentracgoes de fosfato. Com base no coeficiente
linear obtido, estimaram-se as variagoes de corrente esperadas para diferentes adigoes de fosfato.
A partir desses dados, foi realizado um estudo de determinacio de fosfato em amostras reais, com-
parando os resultados com as variagoes esperadas. Foram utilizadas trés amostras reais: (1) Nova
Iguagu, (2) Duque de Caxias e (3) Maracana, cujos resultados sao apresentados nas Tabelas 3.4, 3.5

e 3.6, respectivamente.
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Tabela 3.3: Variagoes de corrente esperadas para concentracao de fosfato.
Concentragao de Variagao de
fosfato (nmol/L) | corrente esperada (pA)
0 _
50 0,00123
100 0,00246
150 0,00368
200 0,00491

Na Figura 3.17(a), observa-se a resposta por voltametria ciclica linear da amostra 1 (Nova
Iguagu), com registro de tensdo a -0,39 V para as quatro adigdes consecutivas de 50 pmol/L.
Comparando-se com a reta de calibracao, verificou-se que a corrente medida permitiu estimar a
concentracao efetiva, com erro relativo decrescente de 30,82% para 9,44% ao longo da sequéncia.

Os dados estao na Tabela 3.4.

Tabela 3.4: Analise da amostra real n°l1 - Nova Iguacgu

Adicionada | Corrente | A Corrente | Encontrada | Erro (%)
(nmol/L) (nA) (nA) (nmol/L)
0 -0,05561 - - -
50 -0,05476 0,00085 34,59 30,82
100 -0,05346 0,00130 87,50 12,50
150 -0,05231 0,00115 134,31 10,46
200 -0,05116 0,00115 252,34 9,44

Para a amostra 2 (Duque de Caxias), apresentada na Figura 3.17(b) e detalhada na Tabela 3.5,
o erro relativo inicial foi de 18,84% e os valores oscilaram entre as medi¢oes. Apesar da maior

variabilidade, a tendéncia de resposta linear se manteve evidente.

Tabela 3.5: Anélise da amostra real n°2 - Duque de Caxias

Adicionada | Corrente | A Corrente | Encontrada | Erro (%)
(nmol/L) (nA) (nA) (nmol/L)
0 -0,05177 - - -
50 -0,05031 0,00146 99,42 18,84
100 -0,04956 0,00075 158,73 10,05
150 -0,04862 0,00094 205,53 14,52
200 -0,04796 0,00066 252,34 22,46

A amostra 3 (Maracana), apresentada na Figura 3.17(c), apresentou um erro inicial mais elevado
(36,84%), mas com estabilizagdo em torno de 15% para os maiores volumes. A Tabela 3.6 resume

os dados obtidos.
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Tabela 3.6: Analise da amostra real n®3 - Maracana

Adicionada | Corrente | A Corrente | Encontrada | Erro (%)
(nmol/L) (nA) (nA) (nmol/L)
0 -0,05165 - - -
50 -0,04996 0,00169 68,42 36,84
100 -0,04926 0,00070 158,73 7,00
150 -0,04838 0,00088 205,53 13,30
200 -0,04776 0,00062 252,34 15,83
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Figura 3.17: Ensaio de voltametria ciclica Linear no eletrodo para potencial de -0,4 V em solugao
0,1 M de PBS (pH 7,0), com adigoes de 0 a 200 pmol/L de solugoes aquosas em trés amostras reais:
(a) Nova Iguagu, (b) Duque de Caxias e (¢) Maracana.

A Figura 3.17 apresenta as curvas de voltametria ciclica linear obtidas para as trés amostras reais
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de dgua com adigoes sucessivas de fosfato (50 a 200 pmol/L), analisadas com o eletrodo de grafite
funcionalizado com azul de metileno. A comparagdo visual das trés subfiguras permite observar
tendéncias distintas na resposta eletroquimica:

Amostra 1 — Nova Iguagu (Figura 3.17a): mostra uma resposta crescente clara e linear 4 medida
que o volume de fosfato é adicionado. A variacdo de corrente se estabiliza com boa repetibilidade,
o que esta refletido nos menores erros relativos encontrados, principalmente nas concentragoes mais
altas.

Amostra 2 — Duque de Caxias (Figura 3.17b): apresenta uma resposta um pouco mais oscilante.
Embora a tendéncia de crescimento seja mantida, os niveis de corrente nao aumentam com a mesma
regularidade, refletindo nos erros mais elevados e variaveis. Isso pode indicar maior interferéncia de
matriz ou composicao quimica mais complexa.

Amostra 3 — Maracana (Figura 3.17¢): exibe um aumento acentuado de corrente nas primeiras
adigoes, com aparente tendéncia a saturagdo em concentragoes mais elevadas. O erro relativo elevado
nas primeiras adi¢oes e sua posterior estabilizacao sugerem a presenca de interferentes que afetam
principalmente a resposta inicial do sensor.

A anélise de fosfato foi realizada utilizando o método de adi¢ao padrao, com quatro adigoes
consecutivas de 50 pmol /L nas amostras de teste. Essa abordagem permitiu a detecgao de diferentes
niveis de fosfato em amostras de agua contaminada. O eletrodo modificado com azul de metileno
exibiu resposta linear na faixa de 50 a 200 pmol/L quando analisado por voltametria ciclica.

Em conjunto, os dados da Figura 3.17 demonstram a sensibilidade do eletrodo funcionalizado,
mas também evidenciam a necessidade de considerar os efeitos de matriz em amostras reais. Esses
efeitos podem impactar a precisao da detecgao, exigindo eventuais corre¢oes por métodos de adigao
padrao ou dilui¢cao. Tais resultados demonstram a capacidade do sensor para aplicacoes em amostras
reais, embora ainda seja possivel realizar estudos complementares para avaliacao sistematica dos

erros observados.

3.11 Resposta amperométrica do eletrodo modificado por MB para redugao de

fosfato

A resposta amperométrica do eletrodo modificado por azul de metileno (MB) foi investigada com
o objetivo de avaliar sua atividade eletrocatalitica frente a redugao de ions fosfato. A Figura 3.18
apresenta a curva de corrente em fungdo do nimero de adi¢Ges sucessivas de 1 mL de solucao
contendo fosfato, totalizando 10 mL, em condigao de agitagao constante (300 rpm), em PBS 0,1 M
(pH 7,0).

Os dados demonstram um aumento sistematico da corrente com o aumento do volume adicio-

nado, refletindo um comportamento linear de resposta ao fosfato e evidenciando a alta sensibilidade
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do eletrodo funcionalizado. A progressao clara e reprodutivel do sinal apoia a eficiéncia da eletro-

catalise promovida pelo MB na superficie do eletrodo de grafite.

Esse comportamento sugere uma boa aplicagdo para sensores em fluxo, com tempo de resposta

rapido, estabilidade em condi¢oes dindmicas e desempenho robusto. Os dados correspondentes estao

resumidos na Tabela 3.7.
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Figura 3.18: Medidas de cronoamperometria com adigao gradativa de fosfato na solugdo PBS: (a)
Corrente-tempo para 10 adi¢oes de 1 mL de fosfato; (b) Curva analitica de sensibilidade do eletrodo

funcionalizado com MB.

Tabela 3.7: Dados da resposta amperométrica da Figura 3.18(b).

Adigao (mL) | Concentragao (pmol/L) | Corrente (nA)
1 199 0,23
2 421 0,45
3 643 0,72
4 865 0,98
5 1087 1,25
6 1309 1,51
7 1531 1,78
8 1753 2,03
9 1975 2,29
10 2198 2,51

3.12 Resposta eletroquimica por voltametria de pulso diferencial (DPV)

A voltametria de pulso diferencial (DPV) foi empregada para melhorar a resolugao dos sinais

eletroquimicos, sendo particularmente eficaz para a deteccdo de analitos em meios complexos. A
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Figura 3.19 apresenta a resposta do eletrodo de grafite funcionalizado com azul de metileno (MB)
submetido & DPV em solugao tampao PBS 0,1 M (pH 7,0), na faixa de potencial de 0 a -1,0 V vs.
Ag/AgCl, com adigoes crescentes de fosfato.

Observa-se um aumento sistematico na corrente de pico com o aumento da concentracao de
fosfato, indicando resposta linear eficaz na faixa de 5,6x1075 a 2,2x1072 mol/L. A sensibilidade
eletroquimica do sensor é evidenciada pela resposta nitida e progressiva. O limite de detecgao
(LOD) foi estimado em 172,5 pmol /L.

O desempenho observado pode ser atribuido as propriedades eletrocataliticas aprimoradas do

sistema grafite-MB, que promovem eficiéncia na transferéncia de carga e seletividade na detecgao

de fosfato.
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Figura 3.19: Resposta DPV do eletrodo modificado por MB para diferentes concentragoes de fos-
fato de PBS 0,1 M (pH 7,0): (a) Concentragoes de solugdo de fosfato variando de 5,6x1075 a
2,2x1073 mol/L; (b) Resultados obtidos na DPV pela adi¢do de solucio de fosfato.

A Tabela 3.8 resume as principais faixas de deteccao de fosfato observadas nos diferentes ensaios
eletroquimicos realizados neste estudo, assim como os respectivos coeficientes de correlagao linear

(R?), expressos em percentual de aproximacao.



Tabela 3.8: Resumo dos ensaios eletroquimicos:
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faixas de deteccao de fosfato e correlacao linear.

Técnicas eletroquimicas Faixa de deteccao Coeficiente de
(nmol/L) correlagao (R? %)
Cronoamperometria 199 - 2198 95,46
Voltametria ciclica linear 0-25 98,90
Voltametria por pulso diferencial (DPV) 10 - 35 99,00

Em comparacao com sensores eletroquimicos previamente reportados, o eletrodo de grafite mo-

dificado com MB oferece uma plataforma de deteccao de fosfato mais econémica, estavel e confiavel

para aplicagoes em matrizes ambientais (ver Tabela 3.9). Esses resultados indicam que o sensor

proposto é particularmente adequado para aplicagoes em campo no monitoramento em tempo real

da qualidade da agua.

Tabela 3.9: Comparagao de sensores eletroquimicos para detecgao de fosfato em amostras aquosas,
indicando intervalo linear, limite de detec¢ao (LOD) e observagoes sobre sensibilidade, robustez e
aplicabilidade em amostras reais.

Referéncia Tipo de Sensor Faixa LOD (nM) | Observagoes
Linear (pM)
Este trabalho PMB/Grafite 0,5-50 0,15 Alta sensibilidade e
validagao amostras reais
Patella et al. [2023b] | Oxido de grafeno 1-20 0,4 Boa faixa linear
e bom LOD
Cinti et al. [2016] Carbono escuro 10-300 4 Material robusto,
sensibilidade moderada
Kabir et al. [2018] Nanofios de prata 5-1000 3 Boa seletividade,
maior custo
He et al. [2024] Cobre 10-10000 1 Maior faixa de detecgao linear
e bom LOD
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Capitulo 4 Conclusoes

Este trabalho demonstrou de forma clara e sistemética o potencial do corante azul de metileno
(MB) como material funcionalizador de eletrodos de grafite para aplicagoes em sensores eletroqui-
micos voltados a detecgao de fons fosfato em solugdes aquosas.

As curvas de voltametria ciclica confirmaram com robustez a formagdao de um filme polimérico
de MB sobre a superficie do eletrodo, evidenciada pelo aumento da corrente redox com o ndmero
de ciclos e pelas variagoes de corrente nas diferentes taxas de varredura. A resposta eletroquimica
obtida demonstrou o sucesso da modificacdo superficial do grafite, com aumento significativo da
sensibilidade e estabilidade frente & adicao de fosfato.

Entre os principais resultados, destacam-se:

A boa linearidade das curvas de cronoamperometria (coeficiente de correlacio R? = 0,9546),

com faixas de concentragao detectadas entre 199 e 2198 pmol/L;

A resposta linear obtida por voltametria ciclica na faixa de 0 a 2500 pmol /L, com R? = 0,9661;

A excelente sensibilidade na voltametria de pulso diferencial (DPV), com faixa linear de 5 a

35 pmol/L e R? = 0,99, demonstrando alta precisdo analitica;

Estabilidade e reprodutibilidade da resposta amperométrica frente a perturbagoes, mesmo sob

condigoes dindmicas com agitacao.

A analise espectroscopica por FTIR confirmou a formagao do filme polimérico com padroes
vibracionais condizentes com a literatura, validando quimicamente a funcionalizacao do eletrodo.
As imagens de microscopia eletronica de varredura (MEV) corroboraram a presenca de uma pelicula
porosa e homogénea, favoravel a difusdao de ions e transferéncia de carga.

Na comparagdo com o estudo de Patella et al. [Patella et al., 2023a], que utilizou 6xido de
grafeno gravado a laser para deteccao de fosfato, o eletrodo modificado com MB apresentou de-
sempenho comparéavel ou superior. A faixa de linearidade foi maior para o sensor com MB (0 a
2,5x107% mol/L), com aproximacao linear de 96,61%, frente aos 99,5% obtidos por Patella et al.
na faixa de 1 a 2x107% mol/L. Em concentracdes mais elevadas (50 a 500 pmol/L), o sensor com

MB alcancou aproximacao de 99,15%.
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Em sintese, os resultados obtidos validam a abordagem proposta para a elaboracao de sensores
de baixo custo, alta sensibilidade e simplicidade construtiva, com aplicacao potencial em anélises

ambientais para deteccao de fosfato em amostras reais de agua.



53

Referéncias

Muhammad Mizanur Rahaman and M Kamruzzaman Shehab. Water consumption, land use and
production patterns of rice, wheat and potato in south asia during 1988-2012. Sustainable Water

Resources Management, 5(4):1677-1694, 2019. , 2, 3

Bernardo Patella, Antonino Parisi, Nadia Moukri, Federico Gitto, Alessandro Busacca, Giuseppe
Aiello, Michele Russo, Alan O’Riordan, and Rosalinda Inguanta. Phosphate ions detection by
using an electrochemical sensor based on laser-scribed graphene oxide on paper. Electrochimica
Acta, 461:142600, 2023a. ISSN 0013-4686. doi: https://doi.org/10.1016/j.electacta.2023.142600.
URL https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0013468623007788. , 42, 44,
51

CONAMA. Resolugao no 357, de 17 de margo de 2005. 2017. , 8, 9

WHO. World malaria report 2017 - World Health Organization. 2017. ISBN 978-92-4-156552-3. 1,
2

IBGE IBGE. Instituto brasileiro de geografia e estatistica. Censo demogrdfico, 2022. 1, 3

IPEA — INSTITUTO DE PESQUISA ECONOMICA APLICADA Ipea. Objetivos de desenvolvi-
mento do milénio: relatério nacional de acompanhamento. coord. instituto de pesquisa econémica
aplicada e secretaria de planejamento e investimentos estratégi- cos; supervisao: Grupo técnico

para o acompanhamento dos odm. Brasilia: Ipea, 2014. 1, 3

Hans Steinkellner, Kong Mun-Sik, Christoph Helma, Sonja FEcker, Te-Hsiu Ma, Othmar Horak,
Michael Kundi, and Siegfried Knasmiiller. Genotoxic effects of heavy metals: comparative inves-

tigation with plant bioassays. Environmental and molecular mutagenesis, 31(2):183-191, 1998. 1,

4

Elida de Albuquerque Campos, Ilce Ferreira da Silva, and Carmen Freire Warden. Exposure to
metals in the adult population living in industrial areas: a systematic review of the literature.

Ciéncia € Saude Coletiva, 26:2253-2270, 2021. 1, 4, 5

Michael A Mallin and Lawrence B Cahoon. The hidden impacts of phosphorus pollution to streams
and rivers. BioScience, 70(4):315-329, 2020. 1, 4, 6, 7


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0013468623007788

54

Penny Johnes, Ann Heathwaite, Bryan Spears, Will Brownlie, James Elser, Phil Haygarth, Katrina
Macintosh, and Paul Withers. Chapter 5. phosphorus and water quality, 05 2022. 1, 4, 7

Jonatas de Souza Mercedes et al. Balango de fosforo em uma laguna tropical rasa (lagoa de

jacarepagua—rj): implicagoes para o gerenciamento da eutrofizacao. UERJ, 2020. 1,4, 7, 8

Luciano Peske Ceron. A dualidade das algas: eutrofizacdo em aguas e a depuragdo de efluentes.

Revista TAFE, 2:14-20, 08 2011. 1, 4

Nadia Melo, Gabriella H Wolff, Andre Luis Costa-da Silva, Robert Arribas, Merybeth Fernandez
Triana, Muriel Gugger, Jeffrey A Riffell, Matthew DeGennaro, and Marcus C Stensmyr. Geosmin
attracts aedes aegypti mosquitoes to oviposition sites. Current Biology, 30(1):127-134, 2020. 1,
58

M Makeswari and P Saraswathi. Photo catalytic degradation of methylene blue and methyl orange
from aqueous solution using solar light onto chitosan bi-metal oxide composite. SN applied Sci-

ences, 2(3):336, 2020. 1, 9, 14

Mazhar Hayat, Afzal Shah, Jan Nisar, Iltaf Shah, Abdul Haleem, and Muhammad Naeem Ashiq.
A novel electrochemical sensing platform for the sensitive detection and degradation monitoring

of methylene blue. Catalysts, 12(3):306, 2022. 1, 14, 15, 21, 22, 24

Xiaoshu Wei, Yi Wang, Yuqgian Feng, Xiaomin Xie, Xiaofeng Li, and Sen Yang. Different adsorption-
degradation behavior of methylene blue and congo red in nanoceria/h202 system under alkaline

conditions. Scientific reports, 9(1):4964, 2019. 1, 9, 14

Idrees Khan, Khalid Saeed, Ivar Zekker, Baoliang Zhang, Abdulmajeed H Hendi, Ashfaq Ahmad,
Shujaat Ahmad, Noor Zada, Hanif Ahmad, Lugman Ali Shah, et al. Review on methylene blue:
Its properties, uses, toxicity and photodegradation. Water, 14(2):242, 2022. 1, 9, 10

World Health Organization et al. Progress on drinking water, sanitation and hygiene: 2017 update
and sdg baselines. WHO, 2017. 2

Carolina Rodriguez, Barbara Garcia, Caterin Pinto, Rafael Sanchez, Jennyfer Serrano, and Eduardo
Leiva. Water context in latin america and the caribbean: distribution, regulations and prospects

for water reuse and reclamation. Water, 14(21):3589, 2022. 2

WHO/UNICEF. Progress on drinking water and sanitation: 2014 Update. World Health Organi-
zation, 2014. 3

Danielle Serra de Lima Moraes and Berenice Quinzani Jordao. Water resources deterioration and

its impact on human health. Revista de Saude Publica, 36:370-374, 2002. 3



95

ONU. Os objetivos de desenvolvimento sustentavel no brasil. ONU, 2024. 3

Michael A Kipp and Eva E Stiieken. Biomass recycling and earth’s early phosphorus cycle. Science
advances, 3(11):eaa04795, 2017. 5

KC Ruttenberg. The global phosphorus cycle. Treatise on geochemistry, 8:682, 2003. 5

KC Ruttenberg. Phosphorus cycle. Marine Chemistry and Geochemistry: A Derivative of Encyclo-
pedia of Ocean Sciences, pages 567-579, 2001. 6

Luciano Peske Ceron. A dualidade das algas: eutrofizagdo em aguas e a depuracao de efluentes.

TRATAMENTO DE AGUA E EFLUENTES. 7

Claudia Klein and Sandra Aparecida Antonini Agne. Fosforo: de nutriente & poluente! Revista

Eletronica em Gestao, Educacao e Tecnologia Ambiental, pages 1713-1721, 2012. 8

Olivia Brito de Oliveira Moreira, Larissa dos Anjos Castro, and Marcone Augusto Leal de Oliveira.
Calculo e preparo de solugoes tampao: guia completo usando o software peakmaster®). Quimica

Nova, 44:783-791, 2021. 13

Saithip Pakapongpan, Rungtiva Palangsuntikul, and Werasak Surareungchai. Electrochemical sen-
sors for hemoglobin and myoglobin detection based on methylene blue-multiwalled carbon nano-
tubes nanohybrid-modified glassy carbon electrode. Electrochimica Acta, 56(19):6831-6836, 2011.
14

Fabio Ruiz Simées and Miguel Gustavo Xavier. FElectrochemical sensors. Nanoscience and its

Applications, 1:155-178, 2017. 16, 19

Wagner Felipe Pacheco, Felipe S Semaan, Vanessa GK de Almeida, Almir Guilherme SL Ritta,
and Ricardo Q Aucélio. Voltametrias: Uma breve revisdo sobre os conceitos. Revista Virtual de

Quimica, 5(4):516-537, 2013. 17, 20

Christopher MA Brett and Oliveira Brett. Principles, methods, and applications. Electrochemistry,
67(2):444, 1993. 18, 19

Jiff Barek, Arnold G Fogg, Alexandr Muck, and Jifi Zima. Polarography and voltammetry at
mercury electrodes. Critical reviews in analytical chemistry, 31(4):291-309, 2001. 18

Berenice Anina Dedavid, Carmem Isse Gomes, and Giovanna Machado. Microscopia eletronica de

varredura: aplicacdes e preparacdo de amostras: materiais poliméricos, metdlicos e semiconduto-

res. EAiPUCRS, 2007. 22



56

Allen J. Bard and Larry R. Faulkner. FElectrochemical Methods: Fundamentals and Applications.
Wiley, New York, 2nd edition, 2001. 29

Joseph Wang. Analytical Electrochemistry. John Wiley & Sons, Hoboken, 3rd edition, 2006. 29, 31,
32, 34, 41

Andrzej Sadkowski and Andrzej Lasia. Mechanism of electropolymerization of methylene blue and

morphology of the polymer. Electrochimica Acta, 40(6):807-815, 1995. 32, 34

Yi-Fei Yang and Shao-Lin Mu. Electrochemical polymerization of brilliant cresyl blue and properties

of the polymer. Chinese Journal of Chemistry, 20:583-590, 2002. 36, 41

Daniela D Schlereth and Arkady A Karyakin. Electropolymerization of phenothiazine, phenoxazine
and phenazine derivatives: characterization of the polymers by uv-visible difference spectroelec-
trochemistry and fourier transform ir spectroscopy. Journal of Electroanalytical Chemistry, 395:

221-232, 1995. 36

S. Ashok Kumar, Sea-Fue Wang, and Yu-Tsern Chang. Poly(bcb)/au-nanoparticles hybrid film
modified electrode: Preparation, characterization and its application as a non-enzymatic sensor.

Thin Solid Films, 518(20):5832-5838, 2010. 36, 41

Bernardo Patella, Antonino Parisi, Nadia Moukri, Federico Gitto, Alessandro Busacca, Giuseppe
Aiello, Michele Russo, Alan O’Riordan, and Rosalinda Inguanta. Phosphate ions detection by
using an electrochemical sensor based on laser-scribed graphene oxide on paper. Electrochimica

Acta, 461:142600, 2023b. 50

Stefano Cinti, Daria Talarico, Giuseppe Palleschi, Danila Moscone, and Fabiana Arduini. Novel
reagentless paper-based screen-printed electrochemical sensor to detect phosphate. Analytica

chimica acta, 919:78-84, 2016. 50

Md Faisal Kabir, Md Tawabur Rahman, Ashim Gurung, and Qiquan Qiao. Electrochemical
phosphate sensors using silver nanowires treated screen printed electrodes. IEEE Sensors Jour-

nal, 18(9):3480-3485, 2018. 50

Yang He, Chenhua Han, Hao Du, Ying Ye, and Chunhui Tao. Potentiometric phosphate ion sensor
based on electrochemically modified all-solid-state copper electrode for phosphate ions’ detection

in real water. Chemosensors, 12(4):53, 2024. 50



	Introdução
	Introdução
	O problema da contaminação da água no Brasil
	Motivação e objetivo
	Organização do Presente Trabalho

	Materiais e Métodos
	Materiais
	Preparação do eletrodo
	Preparação da solução PBS para os ensaios realizados
	Preparação da solução de azul de metileno para deposição
	Fundamentos teóricos e procedimentos para a construção do sensor
	Fundamentos das voltametrias e topologia dos eletrodos
	Voltametria cíclica linear
	Voltametria por varredura linear
	Voltametria de pulso diferencial
	Cronoamperometria
	Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR)
	Princípio da microscopia eletrônica de varredura

	Construção do sensor
	Desempenho eletroquímico dos eletrodos revestidos na presença de fosfato
	Aplicação do sensor na quantificação de fosfato em amostras reais de água

	Resultados experimentais e discussões
	Caracterização eletroquímica inicial dos eletrodos modificados
	Estudo do comportamento eletroquímico do eletrodo de grafite modificado por análise da taxa de varredura
	Análise comparativa do comportamento eletroquímico de eletrodos de grafite com e sem modificação por azul de metileno via voltametria cíclica
	Análise morfológica por MEV dos eletrodos de grafite com e sem modificação por azul de metileno
	Análise morfológica do eletrodo de grafite com e sem modificação por azul de metileno
	Análise espectroscópica por FTIR do eletrodo de grafite modificado com azul de metileno
	Análise eletroquímica do eletrodo de grafite com deposição de azul de metileno por voltametria de pulso diferencial (DPV)
	Análise eletroquímica do eletrodo de grafite frente à adição de fosfato por cronoamperometria
	Análise eletroquímica do eletrodo de grafite gerada pela solução de fosfato
	Determinação de fosfato em amostras de água
	Resposta amperométrica do eletrodo modificado por MB para redução de fosfato
	Resposta eletroquímica por voltametria de pulso diferencial (DPV)

	Conclusões
	Referências


