U

UNIVERSIDADE FEDERAL DE LAVRAS

RAFAEL MACHADO FELIX DE LIMA

DEVELOPMENT AND CHARACTERIZATION OF
ELECTROCHEMICAL SENSORS FOR RESIDUAL
DETERMINATION OF TRICAINE (MS-222) AND
BENZOCAINE IN FISH

LAVRAS - MG
2021



RAFAEL MACHADO FELIX DE LIMA

DEVELOPMENT AND CHARACTERIZATION OF ELECTROCHEMICAL
SENSORS FOR RESIDUAL DETERMINATION OF TRICAINE (MS-222) AND
BENZOCAINE IN FISH

Tese apresentada a Universidade Federal de
Lavras, como parte das exigéncias do Programa
de Pds-graduacdo em Agroquimica, area de
concentracdo em Quimica/Bioquimica para a
obtencdo do titulo de Doutor.

Dra. Adelir Aparecida Saczk
Orientadora

Dr. Juliano Elvis de Oliveira
Coorientador

Dra. Fabiana da Silva Felix
Coorientadora

LAVRAS - MG
2018



Ficha catalografica elaborada pelo Sistema de Geracao de Ficha
Catalografica da Biblioteca Universitaria da UFLA, com dados
informados pelo(a) préprio(a) autor(a).

Lima, Rafael Machado Felix de.

Development and characterization ofelectrochemical sensors
for residual determination of tricaine (MS-222) andbenzocaine in
fish / Rafael Machado Felix de Lima. - 2018.

143 p.

Orientador(a): Adelir Aparecida Saczk.

Tese (doutorado) - Universidade Federal de Lavras, 2018.
Bibliografia.

1. Anestésicos. 2. Tilapia-do-Nilo. 3. Polimeros condutores. 1.
Saczk, Adelir Aparecida. Il. Titulo.




RAFAEL MACHADO FELIX DE LIMA

DEVELOPMENT AND CHARACTERIZATION OF ELECTROCHEMICAL
SENSORS FOR RESIDUAL DETERMINATION OF TRICAINE (MS-222) AND
BENZOCAINE IN FISH

DESENVOLVIMENTO E CARACTERIZACAO DE SENSOR ELETROQUIMICO
PARA A DETERMINACAO RESIDUAL DE TRICAINA (MS-222) E BENZOCAINA
EM PEIXES

Tese apresentada a Universidade Federal de
Lavras, como parte das exigéncias do Programa
de Pés-graduacdo em Agroquimica, area de
concentracdo em Quimica/Bioquimica para a
obtencdo do titulo de Doutor.

APROVADA em 09 de marco de 2018.

Dra. Angela Dayana Barrera de Brito UFLA
Dr. Alexandre Luiz Bonizio Baccaro USP
Dr. Lucas Franco Ferreira UFVIM
Dra. Maria das Gracgas Cardoso UFLA

Dra. Adelir Aparecida Saczk
Orientadora

Dr. Juliano Elvis de Oliveira
Coorientador

Dra. Fabiana da Silva Felix
Coorientadora

LAVRAS - MG
2018


http://lattes.cnpq.br/0068928913977209

A Deus e Nossa Senhora Aparecida, pela oportunidade de percorrer este caminho.
A professora Adelir, pela orientaco, pelos ensinamentos, pela amizade, pelos conselhos,
pelo incentivo.

Aos meus pais, Geraldo e Josiane, pelo amor e carinho incondicionais.

DEDICO



AGRADECIMENTOS

A Deus pelo que tenho e o que sou. Pela minha jornada, por me fazer forte, e ser fiel em
todos os momentos. A Nossa Senhora Aparecida pelo colo e amor.

A Universidade Federal de Lavras, ao Departamento de Quimica (DQI) e ao Laboratério
de Analitica e Eletroanalitica (LAE), por ter me acolhido e contribuido em meu crescimento
profissional.

Agradeco a Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior — Brasil
(CAPES). O presente trabalho foi realizado com seu apoio, cddigo de financiamento 001. Aos
demais orgdos de fomento, CNPQ e FAPEMIG, por contribuirem para a realizacdo desta
pesquisa.

A minha orientadora, Adelir, pela orientacdo, pelos ensinamentos e pela amizade,
durante estes mais cincos anos de trabalho em conjunto. Por me apresentar a eletroquimica,
trazendo-me a tona o encantamento a esta area de pesquisa, ensinando e incentivando. Agradeco
pelo carinho e pelos conselhos, por ndo me deixar desanimar, e me mostrar sempre além do que
via, e, principalmente, por acreditar em mim. Por trazer em si uma amizade incrivel, que me
fez crescer. Por me motivar sempre a ir além, e me tornar um excelente professor. Muito
Obrigado!

Ao meu coorientador, Juliano, pelas ideias de projeto, pelos materiais, pelo auxilio na
execucdo de experimentos em outros laboratdrios, por apresentar-me a polianilina. Por todas as
analises realizadas exterior a UFLA através de seu intermédio. Agradeco, principalmente, por
todos os incentivos e pela confianca em meu potencial como pesquisador.

A minha coorientadora, Fabiana, que contribuiu imensamente nas anélises de BIA, nos
ensinamentos de eletroquimica e eletroanalitica. Agradeco por sua amizade, pelas palavras de
apoio e pelo seu jeito alegre que nos mantém motivados.

Aos membros da banca de qualificacdo, professores Polyana, Juliano e Cleber, que
fizeram sugestbes de grande valia, contribuindo efetivamente para esta pesquisa.

Aos meus pais, pela oportunidade de ser filho, por me tornarem quem eu sou, pelo
constante apoio, pelos ensinamentos transmitidos, pelo amor e pela amizade incondicionais,
por me amarem, e estarem em meu tempo. Agradeco em especial, por estarem sempre presentes
durante toda minha vida. Hoje sou “gente”, fruto de um amor inesgotavel, carinho e
ensinamentos que posso semear por onde for.

Ao meu irmao, Diego, por ser conselheiro e leal em todas suas atitudes, e um grande

amigo durante toda minha vida.



Aos meus avés Luzia, Maria de Lourdes, Jodo Felix e Eurico Benedito, por serem tdo
especiais. O amor nunca se esgota.

Aos meus sobrinhos, Laura e Lucas, pelo sorriso mais lindo que existe! Amor sincero e
carinho que traz conforto e paz.

A minha cunhada, Leticia, pela amizade.

Ao0s amigos, que sempre estiveram presentes durante a minha jornada, por sempre serem
tdo importantes em minha vida, permitindo meu crescimento pessoal e profissional.

Em especial, a Cybele Martins e a Adriana Renata Elieser, pelo apoio e pela
compreensdo, quando se fez necessario. Pelos conselhos e pelas palavras de calma nas horas
em que mais precisei.

A professora Zuy, pelo carinho e pela amizade, pelos ensinamentos e incentivo. Por
acreditar no meu trabalho.

A professora Maria das Gragas Cardoso, pelos ensinamentos em quimica e quimica
orgénica, e por todas as analises realizadas no Laboratério de Andlises Fisico-quimicas de
Aguardente de Cana, em especial, as destilacbes de anilina.

Aos familiares, pela forca e pelo amor.

Aos (As) professores (as) Dra. Angela, Dr. Alexandre, Dr. Lucas e Dra. Maria das
Gragas, pela disponibilidade e prontiddo em aceitar meu convite para a avaliagdo do trabalho,
por todas as contribuicGes para a execugao.

Aos demais professores do Departamento de Quimica com quem convivi durante esses
anos, por serem exemplos de profissionais competentes.

Aos amigos do Laboratério de Analitica e Eletroanalitica (LAE) Thales, Maisa, Mateus
Fornazari, Camila, Josi, entre outros colegas que passaram pelo LAE, por terem contribuido
com apoio e amizade para a realizacdo do presente trabalho.

Agradeco em especial aos amigos doutorandos do LAE: Meryene, Bianca e Daiane e ao
amigo Matheus Julien por toda palavra de motivacdo, por todo carinho, risadas, momentos
especiais e descontracgéo.

Agradeco, em especial, a Michele, que desenvolveu iniciacdo cientifica no LAE, pela
amizade, por todo trabalho em equipe, pelos bons momentos de risadas, telefonemas,
mensagens, e apoio, tornando os dias ruins mais faceis de lidar, e os problemas durante o
trabalho, mais engracados. Com toda a certeza, sua Iniciacdo Cientifica agregou muitos valores
neste trabalho, porém, agregou mais ainda na minha formacdo profissional. Agradego
imensamente pela amizade.

Ao0s amigos (as) do Laboratorio de Gestdo de Residuos Quimicos.



Aos amigos (as) do Laboratorio de Catalise e Biocombustiveis.

Aos amigos (as) do Laboratorio de Andlises Fisico-quimicas de Aguardente de Cana.

Ao Programa de P6s-Graduacdo em Agroquimica e a Roseni e a Jussara, pela ajuda e
disponibilidade, na secretaria do PPAG.

A Cleusa, que realizou com perfeico, no Laboratdrio de Analises Fisico-quimicas de
Aguardente de Cana, a destilagédo da anilina.

Enfim, a todos que, de alguma forma, contribuiram para a realizacdo deste trabalho e

facilitaram a minha caminhada, meus sinceros agradecimentos.



Todos n6s somos feitos por outras milhares de pessoas. Cada ser que fez algo de bom
para nas, ou nos disse algumas palavras de conforto ou aprovacao, influenciou em nossa
personalidade e nossos atos. E por isso que elas se transformam em parte de qualquer
SuCesso Nosso.

(George Matthew Adams)



RESUMO GERAL

Durante o processo de manejo aquicola sdo utilizados anestésicos com o intuito de insensibilizar
0 peixe e facilitar as atividades de producéo. Isso faz com que haja uma melhora na qualidade
da carne do pescado, pois diminuindo o estresse ao animal, o produto possui melhor textura de
carne, além de reduzir o indice de mortalidade durante a producéo. Entretanto, a utilizacao
incorreta destes compostos quimicos podem deixar tracos residuais na carne dos pescados,
gerando preocupacado quanto a seguranca alimentar do consumidor. Neste sentido, objetivou-se
neste trabalho desenvolver metodologias eletroquimicas/eletroanaliticas eficientes para a
aplicacdo na determinacdo de anestésicos residuais em filés de peixes. No primeiro artigo, foi
realizado o estudo da eletrossintese de um eletrodo a base de um polimero orgénico condutor
associado a nanotubo de carbono funcionalizado com acido carboxilico (GCE/PANI-MWNT’s)
por meio da técnica de voltametria ciclica, em que os parametros foram otimizados utilizando
a técnica estatistica de planejamento fatorial fracionado. Neste trabalho foi possivel
correlacionar ensaios eletroquimicos com dois niveis e seis fatores (2°1) e otimizar o preparo
do eletrodo, caracterizando por FTIR e deslocamento Raman. No segundo artigo, realizou-se a
aplicacdo do eletrodo (GCE/PANI-MWTC’s) na determinagao residual de tricaina em peixes
por meio da técnica voltamétrica DPV. Para a caracterizacdo do eletrodo foi utilizada a técnica
EIS, demonstrando a relacdo do ciclo de varredura de potencial e a formacdo da cadeia
polimérica. O método analitico desenvolvido apresentou limites de detecgdo de 2,08 x 10 mol
L e o de quantificagcio de 4,00 x 10 mol L com coeficiente de correlagdo de 0,9905. O
método de extracdo apresentou eficiéncia na determinacdo da tricaina do filé de peixe com
recuperacdo de 90% +4%. Além disso, foram realizadas propostas de interacfes de
mecanismos entre a polianilina (PANI), nanotubo de carbono funcionalizado com é&cido
carboxilico (MWTC’s) e o anestésico tricaina. No terceiro artigo, determinou-se benzocaina e
tricaina residual em filé de peixe utilizando eletrodo de carbono impresso empregando a
metodologia BIA. Foi possivel obter mais de 300 injecdes por hora com baixos limites de
deteccdo de 3.02 x 10 mol L para benzocaina e 3.19 x 10® mol L™ para tricaina, utilizando
apenas 80 mL de amostra para cada analise, com alta repetibilidade e boa taxa de recuperacéao
de ambos o0s anestésicos > 99%.

Palavras-chave: Anestésicos. Analise residual. Tilapia-do-Nilo. Planejamento fatorial
fracionado. Polimeros condutores.



GENERAL ABSTRACT

During the aquaculture management process, anesthetics are used in order to stagnant fish and
facilitate production activities. This makes there a fish meat quality improvement, because
reducing the stress to the animal; the final product has better meat texture, besides reducing the
mortality rate during production. However, the misuse of these chemicals can leave residual
traces in fish meat, generating concern about the consumer's food safety. In this sense, the
objective in this work was to develop efficient electrochemical/electroanalytical methodologies
for the application in the determination of residual anesthetics in fish fillets. In the first article,
the study of electrosynthesis of an electrode based on a conductive organic polymer associated
with carboxylic acid functionalized carbon nanotube (GCE/PANI-MWNT's) was carried out
using the cyclic voltammetry technique, wherein the parameters were optimized using
statistical technique of fractional factorial planning. In this work, it was possible to correlate
electrochemical tests with two levels and six factors (2%!) and optimize the electrode
preparation, characterized by FTIR and Raman analyze. In the second article, the electrode
(GCE/PANI-MWTC's) was applied in the residual determination of tricaine in fish using the
voltammetric DPV technique. For the electrode characterization, the EIS technique was used,
demonstrating the relation of the potential scanning cycle and the polymer chain formation. The
analytical method developed showed detection limits 2.08 x 10 mol L™ and the quantification
4.00 x 10® mol L with correlation coefficient 0.9905. The extraction method presented
efficiency in the tricaine determination of fish filet with recovery 90% =+ 4%. In addition,
proposals were made of mechanisms interaction between polyaniline (PANI), carboxylic acid
functionalized carbon nanotube (MWTC's) and tricaine anesthetic. In the third article,
benzocaine and residual tricaine were determined in fish fillets using a printed carbon electrode
using BIA methodology. It was possible to obtain more than 300 injections per hour with low
detection limits 3.02 x 10 mol L™ for benzocaine and 3.19 x 10 mol L for tricaine, using
only 80 mL of sample for each analysis, with high repeatability and good recovery rate of both
anesthetics > 99%.

Keywords: Anesthetics. Residual analysis. Nile tilapia. Fractional factorial design. Conductive
polymers.
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PRIMEIRA PARTE

1 INTRODUCAO

A piscicultura consiste em uma modalidade da aquicultura para a criagcdo de peixes em
meios aquaticos artificiais, sendo responsavel pelo subsidio de 10% a 12% de toda populacdo
mundial, cerca de 700 a 800 milhdes de pessoas, sendo assim, importante aliada no crescimento
da economia (BRASIL, 2014). O peixe é o principal aliado na alimentacdo humana,
correspondendo a cerca de 20% da ingestdo total mundial de proteina animal. Isso se deve ao
fato deste alimento conter baixo teor de gorduras saturadas, carboidratos e colesterol proteico
de alta qualidade, além de micronutrientes essenciais, e, vitaminas, minerais, e acidos graxos
poli-insaturados. Dentre as espécies produzidas e consideradas com maior taxa de consumo €é
possivel destacar a tilapia-do-nilo (Oreochromis niloticus), com alta producdo na China, Egito,
Filipinas, Brasil, México e Estados Unidos (FOOD AND AGRICULTURE ORGANIZATION
OF UNITED NATIONS - FAO, 2014). No Brasil, a producdo de tilapia ocorre em todo o
territério nacional, destacando-se como a espécie mais produzida, fazendo com que o pais
alcance a 19? posi¢do mundial em sua produgdo (BRASIL, 2014; FAO, 2014).

Durante a cadeia produtiva do pescado séo utilizados anestésicos com o proposito de
insensibilizar os animais e facilitar o manejo aquicola, porém, o usos desses compostos podem
deixar tracos residuais na carne do pescado, diminuindo a qualidade do alimento, acarretando
riscos ao consumidor. Os anestésicos mais utilizados na aquicultura sdo a tricaina, a benzocaina
e 0 6leo de cravo, e, ainda, ha alguns relatos da utilizacdo de isoeugenol, mentol, quinaldina e
metomidato. No cenério internacional a tricaina é o Unico anestésico aprovado pela FDA (Food
and Drug Administration) para a aplicacdo no manejo aquicola (KIESSLING et al., 2009;
OLIVEIRA; CARMO; OLIVEIRA, 2009). A tricaina (metanosulfonato 3-aminobenzoato de
etila, MS-222) é um éster derivado do acido p-aminobenzoico, cuja sintese deriva da
benzocaina, através da adicdo do grupamento metanosulfonado, tornando este composto
soltvel em agua, diferente da benzocaina (CANADIAN COUNCIL ON ANIMAL CARE -
CCAC, 2005; U.S. FOOD & DRUG ADMINISTRATION - FDA, 2011; ZAHL;
SAMUELSEN; KIESSLING, 2012).

A andlise residual de compostos anestésicos em peixes € uma ferramenta importante
para a defini¢do de protocolos, desde os parametros de aplicacdo dos anestésicos até o abate e
0 processamento do pescado. Tais critérios garantem a qualidade do produto, definindo margens

seguras para o consumo humano e aumentando a qualidade do pescado para a exportagéo.
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Usualmente, as andlises residuais sdo realizadas utilizando as técnicas cromatogréficas e
diversos procedimentos de preparo da amostra como extracéo, pré-concentracao e purificagéo.
As técnicas voltamétricas, tambeém representam um meio eficiente para a analise residual de
anestésicos em peixes, uma vez que realizam estas analises com a mesma exatidao e precisdo
que as técnicas convencionais, contudo exige um menor tratamento da amostra.

O desenvolvimento de materiais para a modificacdo de eletrodos melhora o sinal
eletroquimico, aumentando a sensibilidade ao composto de interesse. A polianilina e os
derivados da anilina (leucoesmeraldina, sal e base esmeraldina e permigranilina), sdo exemplos
de polimeros condutores organicos. Em condi¢des ambientais, possuem estabilidade quimica
na forma condutora, facilidade de polimerizagdo e dopagem, com baixo custo do monémero.
Associado a estes polimeros é possivel utilizar outros materiais, a fim de aumentar sua atividade
de conducdo elétrica, resultando em uma maior sensibilidade. Os nanotubos de carbono de
multiplas paredes (MWTC’s) possuem propriedades térmicas, calor especifico, condutividade
térmica e termoelétrica que podem ser associadas aos polimeros condutores, fazendo com que
estes materiais sejam substancialmente explorados para uso em sensores, dispositivos
eletrénicos e eletro-mecanicos (HERBST; MACEDO; ROCCO, 2004; RAO et al., 1997).

Para o desenvolvimento de eletrodos quimicamente modificados, foram estudados
diversos parametros a fim de obter a melhor relacédo entre a intensidade de corrente de pico e a
largura de pico. Para isso, foram utilizadas as técnicas estatisticas univariadas gerando grande
namero de dados, e muitas vezes ndo sendo possivel identificar suas interac6es. Sendo assim,
0 método de planejamento fatorial completo ou fracionado sdo os designs de primeira ordem,
cujos modelos sdo empregados quando a analise envolve grande nimero de fatores,
possibilitando a obtencdo da livre interacdo dos dados, bem como a capacidade de comparé-
los, identificando semelhancas, diferencas e tendéncias.

Assim, em um primeiro momento, a associacdo de técnicas estatisticas mais elaboradas
podem auxiliar na otimizacdo quanto a modificacdo de eletrodos com polimeros organicos
condutores associados aos nanotubos de carbono de multiplas paredes para melhoria do sinal
analitico, o qual pode ser caracterizado por técnicas espectroscopicas (Raman e FTIR) e
eletroquimicas (voltametria ciclica e EIS), por exemplo. Subsequente, estes eletrodos sdo
aplicaveis na determinacdo residual de anestésicos em peixes, podendo realizar o estudo das
interacOes organicas para melhor compreensdo do mecanismo envolvido. Ainda envolvendo
anestésicos foi possivel associar tanto a determinacdo de tricaina quanto benzocaina com a
andlise por injecdo em batelada (BIA) permitindo aumentar consideravelmente o nimero de

experimentos realizados por minuto.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Desenvolver sensores eletroquimicos a base de carbono vitreo (CGE) e/ou eletrodos

impressos modificados com nanotubos de carbono de mdaltiplas paredes funcionalizado com

acido carboxilico (MWTC's) e polianilina (PANI) e caracteriza-los para a determinacéo residual

de anestésicos tricaina, MS-222 e benzocaina em peixes.

2.2 Objetivos especificos

a)

b)

9)

h)

Desenvolver um eletrodo base de carbono vitreo modificado com polianilina e
nanotubo de carbono funcionalizado com &cido carboxilico (GCE/PANI-MWTC’s)
empregando a técnica de planejamento fatorial fracionado para a determinagéo de
tricaina em filés de peixe.

Otimizar as condic¢des para obtencdo dos parametros da eletrossintese do eletrodo
de GCE/PANI-WMTC’s empregando o planejamento fatorial fracionado como
ferramenta estatistica.

Estudar o comportamento eletroquimico do anestésico tricaina frente ao eletrodo
GCE/PANI-WMTC’s, analisando os potenciais nos quais estd substancia mostra
sensibilidade utilizando as técnicas de voltametria ciclica e pulso diferencial.
Caracterizar o modificador PANI-WMTC’s por técnicas espectroscOpicas de
infravermelho por transformada de Fourrier (FTIR) e Deslocamento Raman.
Caracterizar o eletrodo GCE/PANI-WMTC’s por meio da técnica de espectroscopia
de impedancia eletroquimica (EIS), verificando a quantidade de ciclos necessarios
para a formacdo da cadeia polimérica da PANI.

Validar as figuras de mérito como limites de deteccdo e quantificacdo, precisao,
faixa dindmica linear, sensibilidade e exatid&o.

Avaliar os aspectos termodinamicos, correlacionando a velocidade de varredura (v)
e a corrente (Ip).

Desenvolver um método utilizando analise por injecdo em batelada (BIA) com

deteccdo amperométrica para deteccdo de benzocaina e tricaina residual em peixe.



i)

)

K)
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Avaliar o comportamento dos anestésicos tricaina e benzocaina frente ao eletrodo
de carbono impresso, utilizando o método BIA com deteccdo amperomeétrica,
observando em quais potenciais nos quais essa substancia mostra sensibilidade.
Otimizar as condicGes de BIA: potencial de trabalho, velocidade de injecéo e
volume de injecao.

Validar as figuras de mérito da metodologia BIA como limites de detecgdo e
quantificacdo (LOD e LOQ), precisdo, faixa dindmica linear, sensibilidade e

exatidao.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 Seguranca alimentar e Piscicultura

No Brasil, o Ministério de Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) fiscaliza,
investiga e realiza auditorias para garantir a seguranca e a qualidade dos alimentos (BRASIL,
2009). O produto, ao chegar a mesa do consumidor, deve estar isento de qualgquer contaminagéo,
ou seja, ndo deve haver presenca de residuos quimicos utilizados durante o processo de
producdo. Tais procedimentos fazem com que o produto comercial adquirido possua qualidade
certificada (SPISSO; NOBREGA; MARQUES, 2009). Em relagio aos produtos oriundos da
pesca. A Lei n® 11.958. de 26/06/2009 criou o Ministério da Pesca e Aquicultura (MPA),
atribuindo total autonomia e responsabilidade sobre o setor aquicola, por meio do carimbo do
Servico de Inspecédo Federal (SIF) para monitorar a qualidade do pescado brasileiro (BRASIL,
2009, 2012).

O responsavel pela seguranca alimentar em todo mundo é a Organizacdo Mundial da
Saude (OMS ou World Health Organization, WHO), a qual utiliza de processos e mecanismos
sistematicos para certificar que durante todo processo de producdo de qualquer alimento, seja
garantida a inocuidade, ou seja, 0 produto esteja isento de qualquer contaminante (WORLD
HEALTH ORGANIZATION - WHO, 2013). Entre os pesquisadores, este tema tem se tornado
recorrente, aumentando o desenvolvimento de pesquisas voltadas diretamente a seguranca
alimentar, uma vez que a salde publica esta diretamente ligada a esta linha de pesquisa (FOOD
AND AGRICULTURE ORGANIZATION OF UNITED NATIONS - FAO, 2013).

O Brasil produz cerca de 1,25 milhdes de toneladas de peixe, 0 que gera um PIB de R$5
bilhGes, colocando o pais na 172 posicdo mundial de producédo de pescado, com destaque aos
estados de Santa Catarina, Para e Maranhdo. Entre as espécies de destaque na producdo, a
tilapia-do-nilo (Oreochromis niloticus) (Figura 1) possui maior taxa de consumo, e por
consequéncia maior atividade produtiva. A producéo deste peixe iniciou-se em 1971, ganhando
destagque no ano de 2011, com 9.681,6 toneladas de producdo (BRASIL, 2014). Este peixe foi
introduzido no pais em 1952, com a espécie T. rendalli. De agua doce, pertence a familia
Cichlidae, originaria de rios que banham a Africa, a Jordania e a Palestina, a tilapia-do-nilo
pode se reproduzir e adaptar-se em aguas salgadas. Os peixes desta espécie séo de coloracdo
cinza azulada, com corpo curto e alto, cabeca e cauda pequenas e listras verticais na nadadeira
caudal, com a reproducéo favorecida na faixa de temperatura entre 21 a 35 °C (BOSCOLO;
HAYASHI; SOARES, 2001).
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Figura 1 - Peixe tilapia-do-nilo (Oreochromis niloticus).

Fonte: Botrel (2017)

De acordo com a Organizacdo das Nagdes Unidas para Alimentagéo e Agricultura (do
inglés Food and Agriculture Organization of the United Nations) (FAO, 2013), o consumo de
peixes em todo 0 mundo aumentou consideravelmente. Em 2010, contabilizaram uma média de
17 quilos por pessoa/ano, com uma estimativa de que em 2050 a producéo de pescado mundial
terd que chegar a 80 milhGes de toneladas para a atender a populagdo. Para intensificar a
producdo e melhorar a qualidade do peixe para a exportacao, € imprescindivel o conhecimento
das cadeias produtivas, uma vez que esta relacionada diretamente com as medidas de ordenacgéo
e manejo (BRASIL, 2014; SERVICO BRASILEIRO DE APOIO AS MICRO E PEQUENAS
EMPRESAS - SEBRAE, 2008).

Na cadeia produtiva do pescado € possivel destacar a aquicultura e a pesca extrativa. A
aquicultura se caracteriza como o cultivo de animais aquaticos em ambientes monitorados e
similares ao seu habitat natural e a pesca extrativa é caracterizada como a captura desses animais
em seu habitat (BRASIL, 2009, 2014). Assim, a aquicultura é uma atividade marcada por
intenso manuseio dos animais. E evidente que operacdes de transporte, marcacéo e coleta de
sangue possam acarretar contaminacao desses animais por agentes quimicos, como antibioticos,
vacinas e anestésicos. Dentre os agentes quimicos, 0s anestésicos sdo 0s mais utilizados na
piscicultura. Sdo drogas importantes que insensibilizam os peixes, minimizando os efeitos
danosos do estresse imposto durante o manejo dos animais (ACERETE et al., 2004; FRISCH;
ANDERSON, 2000; METTAM et al., 2011; MYLONAS et al., 2005; ROSS; ROSS, 2008;
RUANE; CARBALLO; KOMEN, 2002; SNEDDON, 2012; VERA et al., 2010).

Diante do manejo aquicola, o uso de anestésicos se torna importante, visto que diminui
substancialmente as atividades fisioldgicas do peixe, facilitando o manuseio. Além disso, em
pesquisas recentes ha relatos de que os peixes sentem estimulos dolorosos, devido as ligagdes
entre as suas atividades comportamentais e 0s neurotransmissores cerebrais especificos

(SNEDDON, 2012). Esses medicamentos foram, inicialmente, utilizados ha mais de 40 anos,
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em algumas espécies de peixes. A partir de entdo, buscam-se o melhoramento destas
substancias e métodos mais efetivos para a anestesia (HOSKONEN; PIRHONEN, 2004).

Os anestésicos podem ser administrados por ingestao, utilizando-se o alimento como
condutor de substancias, injecdo, por meio da aplicacdo direta ou, ainda, por imersdao em
solucBes contendo a substancia, sendo este método o menos eficiente devido a baixa
solubilidade em solugéo aquosa de alguns compostos (SUN et al., 2010). Os anestésicos mais
utilizados na aquicultura sdo tricaina (IUPAC), benzocaina (IUPAC), quinaldina, metomidato,
2-fenoxietanol, 6leo de cravo ou seu principio ativo, o eugenol. As estruturas quimicas deste
anestésicos estdo representadas na Figura 2 (CCAC, 2005; FDA, 2011; KIESSLING et al.,
2009; OLIVEIRA; CARMO; OLIVEIRA, 2009; ZAHL; SAMUELSEN; KIESSLING, 2012).

Figura 2 - Estrutura quimica dos anestésicos mais utilizados na piscicultura.
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Fonte: Oliveira, Carmo e Oliveira (2009)
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3.2 Anestésicos em peixes

Os anestésicos locais diminuem os estimulos dolorosos, enquanto a anestesia geral
diminui os niveis de consciéncia (WEBER et al., 2009, 2011). Em peixes sdo utilizados
anestésicos locais, visto que estes animais tém respiracdo branquial, a qual possibilita uma
rpida absorcdo dessas drogas, com acdo sisttmica. Em comparacdo aos mamiferos, esta
anestesia atua de forma analoga a anestesia geral. Contudo, ao definir o tempo de caréncia do
anestésico, € possivel determinar niveis seguros para o0 consumo da carne do pescado
(KIESSLING et al., 2009).

Em geral, a estrutura quimica da molécula de anestésico local é composta por uma
funcdo aromatica, uma cadeia intermediaria de éster (Figura 3A) ou uma funcdo amida (Figura
3B) e, ainda, um grupo amina secundario ou terciario. Outro fator importante e determinante
para a execucdo das atividades fisiol6gicas no organismo animal sdo os grupamentos em R1
e/lou Rz, que podem conferir carater anfifilico, determinando a solubilidade do composto em
solucdo aquosa (ARAUJO; PAULA; FRACETO, 2008).

Figura 3 - Estruturas quimicas dos anestésicos de uso na aquicultura contendo (A) funcéo éster
e (B) funcdo amida, R1 e/ou R2 s&o grupos amina.
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Fonte: Oliveira, Carmo e Oliveira (2009)

Entre os anestésicos disponiveis no mercado, em geral, sdo seguidas as recomendagdes
da Food and Drug Administration (FDA), a qual, nos Estados Unidos, o Gnico anestésico
aprovado ¢ a tricaina ou MS-222, (metanosulfonato 3-aminobenzoato de etila). Este composto
é soltuvel em &gua, sendo aprovado para utilizacdo nas espécies de peixes que pertencem as

familias Ictaluridae, Salmonidae, Esocidae e Percidae. Outra ressalva, que nos EUA, assim
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como Canada e Reino Unido, deve ser regulamentado um periodo residual de 21 dias antes da
liberacdo para o abate dos peixes. Outros paises, como Noruega, este periodo residual vale tanto
para tricaina quanto para a benzocaina (ZAHL; SAMUELSEN; KIESSLING, 2012). Na Coréia
do Sul, Nova Zelandia, Australia, Costa Rica e Chile possuem regulamentacdo quanto ao uso
de AQUI-S® (anestésicos contendo o principio ativo isoeugenol), onde ndo é necessario
periodo de depuracdo residual se ministrado conforme norma técnica indicativa (TUCKEY;
FORGAN, 2012; ZAHL; SAMUELSEN; KIESSLING, 2012).

Assim, dentre os anestéesicos utilizados na aquicultura é possivel destacar a benzocaina
e a tricaina, pela similaridade entre suas estruturas quimicas. A benzocaina (4-aminobenzoato
de etila) tem massa molecular de 165,19 g mol™?, solubilidade em agua de 0,4 g L (25 °C) e
temperatura de fusdo de 89-92 °C. Ja a tricaina (metanosulfonato 3-aminobenzoato de etila,
MS-222) tem massa molecular de 261,29 g mol™?, solubilidade em agua de 1x10° mg L (25
°C) e temperatura de fuséo de 149,5 °C.

O precursor da benzocaina (Figura 4A) e da tricaina é o acido p-aminobenzoico (Figura
4B). A benzocaina é um anestésico local insoluvel em &agua, o que inviabiliza algumas
utilizacbes em meio aquoso, porém, é amplamente utilizada durante alguns procedimentos
farmacéuticos, no tratamento veterinario e nos procedimentos voltados para a saude humana.
Diante da insolubilidade da benzocaina foi necessario o desenvolvimento de outro composto,
sendo a tricaina (Figura 4C), com alta solubilidade em agua amplamente comercializada
(STEHLY; MEINERTZ; GINGERICH, 2000). Davis, Stephenson e Noga (2008) realizaram
estudos sobre a influéncia da tricaina na pele e nas cdrneas da tilapia e verificaram que, quando
este anestésico é utilizado em pH alcalino, ocasiona danos a estes drgaos dos peixes, no entanto,

ndo apresentou potencial genotoxico.

Figura 4 - Estruturas quimicas dos anestésicos (A) benzocaina, (B) acido p-aminobenzoico e

(C) tricaina.
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Fonte: Oliveira, Carmo e Oliveira (2009)
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3.3 Analise residual de anestésicos utilizando métodos analiticos

As técnicas usualmente utilizadas para a analise residual de anestésicos em peixes sao
as cromatograficas (KIESSLING et al.,, 2009; KILDEA; ALLAN; KEARNY, 2004,
MEINERTZ et al., 1999, 2006; MEINERTZ; SCHREIER, 2009; SCHERPENISSE;
BERGWERFF, 2007; STEHLY et al., 1995; STEHLY; MEINERTZ; GINGERICH, 1998,
2000). Foram encontrados poucos trabalhos na literatura com o anestésico tricaina utilizando
as técnicas eletroquimicas. No entanto, foram encontrados alguns estudos para a determinacéo
de outros anestésicos, tanto na matriz peixe quanto em outras matrizes.

Melles et al. (2013) estudaram a avaliacdo quimica do metabolismo da pele de peixes,
investigando a presenca de eugenol e isoeugenol, utilizando a técnica de amperometria para
observar a fragmentacédo eletroquimica destes compostos. Para isso, foi utilizado eletrodo de
diamante dopado com boro como eletrodo de trabalho e Pd/H2 como eletrodo de referéncia. Em
seguida os autores realizaram as analises empregando um LC/MS, por meio de ambas as
técnicas comprovaram que estes anestésicos realizam um processo de oxidacdo, gerando
produtos secundarios por meio da dimetilagéo.

A determinacdo de benzocaina e butacaina em urina humana foi realizada por Reddy,
Balaji e Reddy (2006), por meio da voltametria redissolugdo anddica na modalidade pulso
diferencial. Neste estudo foi utilizado eletrodo de carbono vitreo modificado com nafion
(eletrodo de trabalho), Ag/AgClsa (eletrodo de referéncia) e platina (eletrodo auxiliar), e o
eletrdlito de suporte usado foi solugéo tamp&o Britton Robinson 0,04 mol L2, em pH de 1 e 2.
A amplitude de pulso otimizada foi de 50 mV; a velocidade de varredura de 10 mV s e o
potencial e o tempo de acumulacdo de -0,2 V e 210 s, respectivamente. A benzocaina
apresentou um potencial de pico em +1,03 V. O método desenvolvido apresentou limites de
deteccdo de 2,40 x 10° mol L e de quantificacdo de 7,97 x 10°° mol L™, com coeficiente de
correlacdo de 0,9977. A recuperacdo do método foi de 97%, demonstrando a eficiéncia da
metodologia utilizada.

Arteaga et al. (2012) compararam os resultados da atividade antioxidante dos compostos
fenolicos timol, 4-hexilresorcinol, cinamaldeido, sesamol, salilaldeido, carvacrol, acido galico,
3-hidroxicumarina e eugenol, por meio da voltametria ciclica. Como solugdo eletrolito foram
utilizadas as solugdes de cido acético e acido fosforico 0,1 mol L™ e as solugdes estoque dos
compostos fendlicos foram preparadas em etanol, na concentragdo de 5,00 x 10 mol L. Os
eletrodos utilizados foram carbono vitreo (trabalho), Ag/AgClsa (referéncia) e fio de platina

(auxiliar). O potencial de pico anoddico para o eugenol foi de 411 mV, em pH 7 e velocidade de
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varredura de 100 mV s. Os autores verificaram que existe boa correlagdo entre as técnicas,
permitindo o uso da voltametria ciclica para a determinacdo da atividade antioxidante em
especiarias e condimentos.

Lima (2014) realizou o estudo do comportamento voltamétrico da tricaina sobre o
eletrodo de carbono vitreo via oxidacdo (anddica) do anestésico. Foi possivel verificar que o
composto apresenta dois picos de oxidagdo um em +0,8V e outro em +1,3V vs Ag/AgCI
(KClsat). Compararam as técnicas voltamétricas na modalidade linear, pulso diferencial e onda
quadrada frente a dois métodos de extracdo. Os melhores resultados foram obtidos utilizando a
modalidade onda quadrada, com o limite de quantificagdo igual a 8,2 pmol L? e limite de
deteccdo de 2,7 umol L. O processo de transferéncia de massa foi controlado por difusdo com
ocorréncia de reacdes quimicas sem complicacdes cinéticas. O melhor método de extracdo
apresentou taxa de recuperacdo de 106,13%.

Assim a presente pesquisa representa uma contribuicdo significativa para a investigacao
do comportamento eletroquimico do anestésico tricaina utilizando técnicas eletroquimicas
frente ao eletrodo modificado com filmes poliméricos condutores e nanotubos de carbono de
multiplas paredes funcionalizado com acido carboxilico, uma vez que ambos os modificadores

possuem alta taxa de condutividade.

3.4 Anélise residual de anestésicos utilizando andlise por anélise por injecdo em batelada
(BIA)

O desenvolvimento de sistemas automatizados com alta velocidade e boa preciséo
tornou-se essencial na quimica analitica. Assim, tém sido utilizado os métodos de injecdo de
fluxo (FIA) ou analise por injecdo em batelada (BIA).

Dutu et al. (2011) realizaram a determinagdo de benzocaina e procaina em diferentes
eletrodos, inclusive eletrodos impressos. Para os estudos ciclicos, utilizou-se eletrodos de
carbono vitreo, platina e ouro. Os melhores resultados foram encontrados com o eletrodo de
ouro em pH basico, e para a procaina em pH &cido. Utilizando eletrodos impressos de ouro
modificados com calixarenos, foi possivel observar que a corrente diminuiu devido a interacéo
com o composto organico. Neste estudo o autor ndo utilizou a metodologia BIA.

Dejmkova et al. (2011) determinaram benzocaina utilizando FIA com deteccéo
amperomeétrica empregando eletrodo de pasta de carbono. A solucdo transportadora para FIA
foi tampdo B-R pH 4 (80% de metanol, v / v) e a taxa de fluxo utilizada foi de 1,0 mL min .

O potencial de trabalho foi +1,2 V. Os resultados encontrados estavam de acordo com 0s
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resultados obtidos com deteccdo espectrofotométrica padrdo declarada pelo fabricante do
produto farmacéutico. O método apresentou LOD de 1,2 x 10" mol L com 0,9997 R2.

Lima et al. (2018) realizaram a determinacgéo de benzocaina e tricaina sobre o eletrodo
de carbono impresso utilizando a metodologia BIA. Os resultados obtidos demonstram que o
método proposto é uma alternativa interessante aos métodos cromatograficos, uma vez que
permite a andlise rapida (mais de 300 injecOes por hora) com baixos limites de detec¢do (3.02
x 10 mol L™ para benzocaina e 3.19 x 10® mol L para tricaina), utilizando apenas 80 mL de
amostra para cada analise. Além disso, foi possivel obter alta repetibilidade para ambos os
compostos analisados, demonstrando um bom desempenho. Neste estudo, a preparagdo de
amostra desenvolvida reduziu a quantidade de gordura no peixe, favorecendo a precisédo, como
mostrado pelos resultados de recuperacdo de ambos 0s anestésicos contidos no peixe (valores

acima de 99% para ambos o0s analitos).

3.5 Polimeros Condutores — Polianilina

Os polimeros sdo macromoléculas, formados por unidades repetidas ao longo da cadeia
molecular (mondémeros), ligados covalentemente por meio de uma reagdo de polimerizacéo
(MANO; MENDES, 1999; MEDEIROS et al., 2012).

A partir de 1976, os experimentos dos pesquisadores Alan MacDiarmid, Hideki
Shirakawa e Alan J. Heeger mudaram a utilizacdo dos polimeros. Com os resultados obtidos,
0s pesquisadores descobriram os polimeros condutores, rendendo o prémio Nobel de Quimica
em 2000. O principal teor da descoberta tratava do processo de dopagem (remocéo ou adi¢ao
de elétrons na cadeia polimérica), o qual acarretava 0 aumento da condutividade do polimero
em muitas ordens de grandeza (EPSTEIN; MACDIARMID, 1995; GENIES et al., 1990;
KANATZIDIS, 1990; MACDIARMID; EPSTEIN, 1995; MAIA et al., 2000; MEDEIROS et
al., 2012).

Assim, 0s polimeros comecaram a ser empregados em ramos tecnoldgicos, como
microeletrbnica e sensores, baterias recarregaveis, displays eletrocrémicos, dispositivos
emissores de luz, energia fotovoltaica e painéis de isolamento (MEDEIROS et al., 2012). A

Figura 5 demonstra exemplos dos principais polimeros condutores.
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Figura5- Estrutura quimica dos polimeros organicos condutores (A) poliacetileno; (B)
polianilina; (C) polipirrol e (D) politiofeno.

PN .{.@—m@—n—@—t\m—@—wt

n

A B

@ !\ s\ s [\ s
\ \J YA YA AW/
C D
Fonte: Maia et al. (2000)

Os polimeros condutores formam pélarons e bipdlarons, uma vez que mudam a
conducdo elétrica da molécula consideravelmente durante o processo de dopagem, devido as
caracteristicas eletrocrémicas. A formacéao de um pdlaron ocorre devido a retirada de um elétron
da cadeia polimérica, assim, passa a ser considerado como um ion radical, com spin %, com
alta associacdo a distor¢do reticular, além de presenca de alguns estados eletrénicos localizados.
Ao retirar o segundo elétron da mesma cadeia polimérica ocorre a formacdo de um dication
sem spin, ou seja, bip6laron, gerado, principalmente, pelo aumento de energia na distorgéo
reticular, a qual é maior que a repulséo de cargas de mesmo sinal (EPSTEIN; MACDIARMID,
1995; GENIES et al., 1990; MATTOSO, 1996; MEDEIROS et al., 2012).

A polianilina (PANI) possui boa estabilidade quimica em condi¢6es ambientes, facil
processabilidade e polimerizacdo e rapida dopagem. Assim, a PANI é um dos polimeros
condutores com maior nimero de pesquisa, devido suas particularidades e potencialidade nas
aplicacdes tecnoldgicas (MATTOSO, 1996; MEDEIROS et al., 2012). O mecanismo de

formagé&o de pblarons e bipolarons na PANI pode ser observado na Figura 6.
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Figura 6 - Representacdo do transporte de carga na PANI durante o processo de formacéo do

polaron.
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Fonte: Kanatzidis (1990)

Na retirada do primeiro elétron ocorre a formagdo de um pélaron (Figura 611), com a
retirada do segundo elétron forma-se um bipélarons (Figura 6111). Com isso, a condutividade
da PANI aumenta consideravelmente. Em média, a PANI possui alta taxa de condutividade
elétrica (106 S/m), sendo considerada um oligdmero (MEDEIROS et al., 2012).

Na literatura, os primeiros relatos relacionando a eletroquimica e PANI foram nos anos
de 1950 e 1960, entretanto foi a partir de 1980, que foram intensificados o0s ensaios quimicos
com este polimero devido seu potencial em aplicacdes tecnoldgicas (HEEGER, 2001;
MACDIARMID, 2001; MATTOSO, 1996; MEDEIROS et al., 2012). A PANI é um polimero
formado pela reagédo de polimerizagdo da anilina, oxidada e reduzida, repetidas e alternadas,

conforme demonstrado na férmula molecular geral na Figura 7.

Figura 7 - Estrutura quimica (geral) da PANI.
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Fonte: Kanatzidis (1990)
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A PANI contém quatro anéis aromaticos, separados por atomos de nitrogénio. Possui
unidades reduzidas (y), chamadas de anéis benzenoides e unidades oxidadas (y-1) denominadas
anéis quinoides. Este polimero condutor possui trés estados de oxidacdo conhecidos (GENIES
etal., 1990; MATTOSO, 1996; MEDEIROS et al., 2012).

Dentre os estados de oxidacdo, existem duas formas extremas e uma intermediaria. A
base leucoesmeraldina, quando y =1 (Figura 7), o polimero encontra-se completamente
reduzido, contendo apenas nitrogénios amina. No estado pernigranilina, quando y =0 (Figura
7), podem estar presentes na molécula do polimero somente nitrogénios imina. A forma
esmeraldina, quando y = 0,5 (Figura 7), o polimero encontra-se completamente oxidado. As
formas ndo protonadas da PANI séo conhecidas como bases, e as formas protonadas sao
denominadas sais (KANG; NEOH; TAN, 1998; MAIA et al., 2000; MEDEIROS et al., 2012).

As diferentes formas de oxidacdo da PANI podem ser observados na Figura 8. E
importante destacar que, de todas as formas possiveis da polianilina, o sal esmeraldina € a forma
que possui os maiores valores de condutividade (EPSTEIN; MACDIARMID, 1995; GENIES
etal., 1990; MATTOSO, 1996).

Figura 8 - Estrutura quimica dos diferentes estados de oxidacdo da PANI.
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Fonte: Mattoso (1996) e Medeiros et al. (2012).

Em geral, a sintese da PANI pode ser obtida por duas vias, a via quimica e a via
eletroquimica. De forma geral, a obtencdo da PANI € por meio da oxidacdo, visto que ambas
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as rotas ocorrem via oxidagdo da anilina. Na sintese eletroquimica de PANI, a polimerizacao
ocorre pela oxidagdo do mondmero anilina sobre um eletrodo, na forma de um filme. A relagéo
monodmero/oxidante tem influéncia direta no rendimento da polimerizacdo e na obtencédo de
polimeros com maiores valores de condutividade. Além da relagdo mondémero/oxidante,
também a sintese da PANI ¢ influenciada diretamente pelo pH e temperatura, e ainda pelos
parametros eletroquimicos. O conhecimento prévio destas relacfes permite selecionar as
melhores condicdes de sintese para que se obtenha um rendimento maximo associado a altas
condutividades (MATTOSO, 1996; MEDEIROS et al., 2012).

Durante a obtencdo da PANI, a morfologia e a estrutura base séo influenciadas pelo
meio de sintese e razdo de dopagem. Para o controle de pureza, podem ser empregados 0s
métodos espectroscopicos, além de associar as técnicas eletroquimicas verificando os estados
de oxidacdo e dopagem (MATTOSO, 1996; MEDEIROS et al., 2012). Existem diferentes
metodologias para a sintese de PANI, as quais buscam-se maiores taxas de condutividade.
Assim o estudo do processo de polimerizagdo associados aos modificadores contribuem para a

aplicacdo deste polimero em sensores eletroquimicos.

3.6 Nanotubo de carbono de multiplas paredes como modificadores em sensores

eletroquimicos

Os nanotubos de carbono (CNT’s) s@o estruturas tnicas com propriedades mecanicas e
eletrbnicas notaveis. Essas estruturas foram mostradas em 1991, por lijima (I11JIMA, 1991),
alguns anos apos a descoberta do fulereno. Os nanotubos de carbono possuem, usualmente,
poucos angstrons a dezenas de nanémetros, e podem ter comprimentos acima de centimetros
(BAUGHMAN; ZAKHIDOV; HEER, 2002; CHEUNG et al., 2002; DAI, 2002; PRIYA;
BERCHMANS, 2012; SOBHA; NARAYANANKUTTY, 2015).

Os CNT’s podem ser divididos em dois grupos: de camada unica (do inglés, single-
walled 32arbono nanotubes ou SWCNT’s) e de multiplas camadas (multi-walled 32arbono
nanotubes, MWCNTSs). Os MWCNTSs apresentam comprimento superior a 10 micrémetros e
didmetros que variam de 10 a 50 nm e sdo constituidos de 2 a 40 camadas de grafenos
conceéntricos que se distanciam entre si por 0,34 nm. Os SWCNTs sdo mais finos e apresentam
diametro variando entre 1 e 5 nm, sendo formados por uma Unica folha de grafeno
(KONDAWAR; DESHPANDE; AGRAWAL, 2012; LIN et al., 2017; ZARBIN, 2007).

A estabilidade térmica dos CNT’s, sob condigdes reacionais, associados ao seu calor

especifico, condutividade térmica e termoelétrica, faz com que este material seja de interesse
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fundamental ao ser empregado no controle de estabilidade dos dispositivos (IIJIMA, 1991;
PRIYA; BERCHMANS, 2012; SOBHA; NARAYANANKUTTY, 2015).

Estudos mostraram que os CNTs possuem estabilidade térmica de até 2800 °C no vacuo,
e condutividade térmica com valores superiores a 3000 WK™m™ em temperatura ambiente,
fazendo com que este material seja comparado a condutividade do grafite e diamante, cujos
valores de condutividade térmica sdo os mais altos conhecidos, 0,80 e 1000 WK™m?,
respectivamente (CHE; CAGIN; GODDARD, 2000; KIM et al.,, 2001; KONDAWAR,;
DESHPANDE; AGRAWAL, 2012; LIN et al., 2017).

Além disso, possui excelentes propriedades mecanicas, Opticas e eletrénicas, 0s
nanotubos de carbono tém apresentado um grande potencial para diversas aplicagdes, incluindo
fios quanticos, diodos moleculares e dispositivos nanoeletrdnicos com processos de purificacdo
podem ocorrer situacdes de funcionalizacdo das paredes dos CNTs (BARAZZOUK et al., 2004;
BASKARAN; MAYS; BRATCHER, 2004).

Os nanotubos funcionalizados podem ter propriedades eletronicas e mecénicas que séo
substancialmente diferentes dos nanotubos nao funcionalizados, e este fenémeno € explorado
para uso em sensores, dispositivos eletrdnicos e eletro-mecanicos em escala nanométrica
devido a sua grande resisténcia e flexibilidade mecénica. Essas estruturas quimicamente
modificadas podem ser usadas de forma a facilitar a interacéo e dispersdo dos nanotubos com
moléculas organicas e bioldgicas, ou até mesmo facilitar a dispersdo em solventes organicos e
inorganicos (HERBST; MACEDO; ROCCO, 2004; RAO et al., 1997).

3.7 Uso da estatistica no desenvolvimento de sensores eletroquimicos

A vantagem de se utilizar as técnicas estatisticas € a reducdo do numero de experimentos
necessarios para a compreensao de um determinado sistema, resultando em menor consumo de
reagentes e consideravelmente menos trabalho laboratorial. Desta forma, os métodos
multivariados sdo mais rapidos e rentaveis frente aos métodos univariados durante a execu¢do
de experimentos com grande numero de dados ou variaveis (HOPKE, 2003; JALALVAND,
2017; SANTOS; SANTOS; FERREIRA, 2003).

O planejamento fatorial completo ou fatorial fracionado s&o, usualmente, empregados
por serem designs de primeira ordem com simplicidade e custo relativamente baixo. Os
modelos de planejamento fracionado sdo necessarios quando a analise envolve grande nimero
de fatores. Por meio desta técnica de planejamento é possivel obter a livre interagdo com dados,

a capacidade de fazer comparag6es, procurar semelhangas, diferencas e tendéncias. Esta técnica
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também pode ser utilizada para determinar a resposta simples, em que as superficies sdo lineares
em relacdo a todos os fatores investigados ou apenas a primeira etapa de uma investigacao
multivariada, cuja resposta € determinante (JALALVAND, 2017; TARLEY et al., 2009).
Quando o termo de interacao é desprezivel, a interpretacdo resultante para a analise é
considerada planar. Quanto mais importante for o termo de interacdo, maior sera o grau de
torcéo da superficie de resposta (JALALVAND, 2017; TARLEY et al., 2009). J& para o caso
de dois fatores, a superficie de resposta é dada pelo modelo linear (ARMSTRONG, 2006) de

acordo com a equagéo 1:

vy =bo + b1X1 + b2X2 + biaXaXe (equacao 1)

Entretanto, as ferramentas estatisticas possuem pouca aplicacdo associadas as técnicas
eletroanaliticas. Tarley et al. (2009) descreveram a associacao entre as técnicas multivariadas e
as eletroanaliticas, entre os anos de 1996 a 2008, as quais, estatisticamente, foram publicados
8,9% de artigos cientificos na area de eletroquimica associado a metodologia de analise por
injecdo em fluxo, seguido por 37,5% utilizando a modalidade voltamétrica pulso diferencial e
onda quadrada, 8,9% com biossensores, 1,8% com potenciometria e outros com 41,1%,
incluindo a otimizacédo da preparagéo dos eletrodos.

Terezo e Pereira (2000) estudaram a morfologia do composto Ti/lrO2-Nb2Os, utilizando
o planejamento fatorial fracionado em uma matriz experimental de em 282 para reduzir o
namero de experimentos e compreender as propriedades eletroquimicas do composto. Estudos
realizados por Pereira e Kubota (2004) utilizaram um método amperométrico associado ao
delineamento fatorial (dois niveis e trés fatores) a fim de preparar eletrodos imobilizados com
riboflavina em uma superficie de silica modificada com 6xido de nidbio. Os fatores utilizados
e as proporc¢des necessarias foram estatisticamente significativos na intensidade da corrente. O
uso do planejamento fatorial fracionado reduziu o nimero de experimentos, além de auxiliar na

analise da interacdo dos dados.
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RESUMO

Neste trabalho estd descrito o uso da técnica de planejamento fatorial fracionario associado a
técnica eletroquimica para o desenvolvimento de um sensor a base de polianilina e nanotubos
de carbono de mdltiplas paredes sobre um eletrodo de carbono vitreo (GCE/PANI-MWTCs).
Foi avaliada uma matriz experimental gerada pelo método estatistico com seis variaveis,
gerando um total de 32 experimentos. Foram desenvolvidas e aplicadas equa¢fes matematicas
que correlacionaram a intensidade da corrente de pico (lp), a largura do pico a meia altura (wx/2)
e o deslocamento de potencial (Ep) para interpretar o conjunto de resposta gerado em cada perfil
eletroquimico, para os eletrodos de GCE/PANI e GCE/PANI-MWTCs. Foi possivel verificar
que concentracdes 0,5 mol L™ de HCI e anilina melhoraram o processo de eletropolimerizagéo
da PANI na superficie do GCE. Utilizando MWTC’s na concentragao de 0,02 mg houve
incremento no sinal do eletrodo, aumentando a intensidade de corrente de pico, e estabilizando
0s processos de oxirreducdo da PANI na forma mais condutora. Outro fator importante para
eletropolimerizar a PANI sobre GCE foi a velocidade de varredura de potencial (v)em5mV s
! sendo a mais eficiente no estudo durante o processo eletrodico. Em relagio a janela de
potencial de varredura (W), correlacionando com as equagOes propostas, a janela de potencial
de-0,2V a1l,0Vvs KCls: foi mais eficiente para a formacao do eletrodo GCE/PANI-MWTC'’s,
gerando resultados estaveis de Ip’, Ep’ e W12’. Além disso, foram analisados ntimeros de ciclos
de 1 até 50 ciclos de varredura, verificando-se a estabilidade do processo eletrodico, 0 qual a
partir do segundo ciclo de varredura j& ocorre a formacéo do eletrodo GCE/PANI-MWTC’s.
Sobre a natureza do processo eletrodico da PANI-WMTC’s observou-se que 0 transporte de
massa foi controlado por adsor¢do com reacdes quimicas acopladas. Considerando apenas a
relacdo de estabilidade frente a quantidade de ndmero de ciclos de varredura o eletrodo
formagéo do eletrodo GCE/PANI-WMTC’s o estudo demonstrou excelente estabilidade ciclica,
podendo ser considerado como um material supercapacitor para futuros estudos. Ainda, a
formacao do eletrodo GCE/PANI-WMTC’s durante o segundo ciclo de varredura de potencial
0 estudo evidenciou a possibilidade de utilizacdo do eletrodo como um sensor eletroanalitico
para compostos de interesse.

Palavras-chave: Nanotubos de carbono. MWTC’s. Voltametria ciclica. Polianilina. GCE.
Eletrossintese.
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1 INTRODUCAO

Os sensores eletroquimicos contendo polimeros condutores, como por exemplo, a
polianilina (PANI), geram um incremento na intensidade de corrente de pico, melhorando o
sinal analitico, tornando-0s mais sensiveis na determinacdo de espécies quimicas eletroativas.
A PANI e os derivados da anilina sdo compostos com unidades repetitivas alternadas, podendo
ser encontradas na forma totalmente reduzida, totalmente oxidada ou em uma forma com maior
estabilidade, a qual a PANI possui a mesma quantidade de grupos em forma reduzida e oxidada.
Além disso, este polimero possui estabilidade quimica na forma condutora, facilidade de
polimerizacdo e dopagem. Dentre as formas de obtengéo de PANI, utilizando a via de sintese
eletroquimica, por meio da eletropolimerizacdo na superficie de um substrato, possibilita o
controle fisico-quimico do processo de polimerizacdo (LIN et al., 2017; MACDIARMID, 2001;
MATTOSO, 1996; MEDEIROS et al., 2012).

Para a melhoria do sinal eletroquimico, estes polimeros podem ser modificados com
diferentes agentes de carbono, como por exemplo, nanotubos de carbono de parede Unica
(CNT’s) ou de multiplas paredes (MWTC’s). Ao associar CNT’s ou MWTC’s a polimeros
condutores ocorre a melhoria de suas propriedades mecanicas e elétricas, desta forma,
aumentando a intensidade de corrente de pico e 0 processo de transferéncia de carga do sensor
eletroquimico (I1IJIMA, 1991; KONDAWAR; DESHPANDE; AGRAWAL, 2012; LIN et al.,
2017; PRIYA; BERCHMANS, 2012; SOBHA; NARAYANANKUTTY, 2015).

A quimiometria € uma ferramenta que pode ser utilizada na otimizacdo de sensores
modificados. Apresenta vérias vantagens, principalmente na reducdo do ndmero de
experimentos e na interpretagio de dados. E possivel aplicar a quimiometria em varias areas da
eletroquimica como design experimental e otimizacéo, tratamentos de dados, classificacdo de
amostras e determinacdo de concentracdes (JALALVAND, 2017).

Pereira e Kubota (2004) avaliaram o uso de amperometria associada ao delineamento
fatorial (dois niveis e trés fatores) para a otimizacdo do preparo de eletrodos de pasta de carbono
contendo riboflavina imobilizada em suporte inorganico. Utilizando a técnica estatistica foi
possivel obter a melhor reversibilidade no processo redox, menor separagao entre 0s potenciais
de pico anddico e catodico. Observaram ainda, que a concentragdo da solucgéo eletrdlito possui
uma pequena influéncia na intensidade de corrente de pico. Assim, os fatores utilizados e as
proporcdes necessarias para o preparo do eletrodo foram estatisticamente significativos.

Nos métodos eletroanaliticos é gerada uma quantidade consideravel de dados, devido a

grande quantidade de variaveis a serem otimizadas e correlacionadas. Assim, ao utilizar
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técnicas estatisticas apresenta vantagens, principalmente na reducdo do numero de
experimentos e na interpretacdo dos dados. O planejamento fatorial completo ou fracionado
constréi uma matriz de experimentos com as principais variaveis a serem estudadas e suas
interacdes, auxiliando na compreensdo das propriedades eletroquimicas do composto em
anélise (TARLEY et al., 2009).

Nesse contexto, o objetivo neste trabalho foi aplicar o planejamento fatorial fracionado
no processo de eletrossintese de um sensor a base de PANI e nanotubo de carbono de mdltiplas
paredes sobre o eletrodo de carbono vitreo (GCE/PANI-WMTC’s). Este estudo foi importante
por aplicar uma matriz estatistica de planejamento das condi¢fes experimentais, contendo dois
niveis e seis fatores (2°1). Também foi proposto o uso de equagdes matematicas para analisar
as respostas obtidas durante os estudos por voltametria ciclica, correlacionando-os e otimizando
os resultados, além de reduzir o numero de andlises, preservando a eficiéncia de resposta dos

conjuntos de dados voltamétricos.
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2 EXPERIMENTOS

2.1 Reagentes

A anilina (ACS > 99,0 %) foi adquirida da Neon Comercial, bidestilada a 180 °C,
desaerada com N, e armazenada em frasco ambar a 4 °C. A anilina foi preparada em solucéo
aquosa nas concentragdes de 0,1 e 0,5 mol L, armazenada em frasco ambar a 4 °C. A solucéo
foi utilizada em temperatura ambiente (25°C). O MWTC’s funcionalizado com é&cido
carboxilico (extensdo da parede >8% de &cido carboxilico, 27 didmetros de 9,5 nm,
comprimento de 1,5 um, > 80% base carbono) e a solugdo Tween® 20. Os MWTC’s foram
dispersos em agua com adicdo de Tween® 20, em uma proporcdo de 3:1 (v/v), utilizando um
ultrassom (Branson Digital SFX250 250 watts com 20 kHz) e preparados nas concentracdes de
0,02 e 0,1 mg L. A solucéo foi utilizada em temperatura ambiente (25 °C). Sigma-Aldrich (St.
Louis/ Missouri, EUA).

Os demais reagentes foram preparados sem outros procedimentos de purificagdo. O
acido cloridrico (HCL) foi preparado em meio aquoso nas concentragdes de 0,1 mol L™ ou 0,5
mol L, pH 2,30, adquirido da Sigma-Aldrich (St. Louis/ Missouri, EUA). Todas as solucdes
foram armazenadas em frasco &mbar a 4 °C e preparadas utilizando &gua ultrapura, processada
por um sistema de purificacdo Milli-Q (Millipore® Corporation, Bedford, EUA), a resistividade

medida ap0s o tratamento foi menor que 18,2 MQ cm.

2.2. Modificacdo do eletrodo GCE/PANI-MWTCs utilizando planejamento fatorial
fracionado

Para a modificacdo do eletrodo GCE/PANI-MWTCs foram considerados seis fatores de
controle (concentragdes de HCI, anilina e MWTC’s, v, NC e E), cada um deles com dois niveis,
resultando em 64 combinacdes. O planejamento fatorial fracionado 2P (k=6 e p=1) otimizado
favoreceu a realizacdo de 32 experimentos. Os experimentos voltamétricos foram realizados
em oitos diferentes células eletroquimicas aleatoriamente, conforme estabelecido na Tabela 1.
A matriz de planejamento e a andlise dos resultados foram realizadas pelo software estatistico
R (R CORE TEAM, 2016).


https://www.google.com.br/search?biw=1366&bih=643&q=st+louis+missouri&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LUz9U3sLC0SK5U4gAxzcoryrW0spOt9POL0hPzMqsSSzLz81A4VhmpiSmFpYlFJalFxQDMHhGVQwAAAA&sa=X&sqi=2&ved=0ahUKEwiszfSk4tzJAhWKEJAKHSWYBZ4QmxMIeSgBMBA
https://www.google.com.br/search?biw=1366&bih=643&q=st+louis+missouri&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LUz9U3sLC0SK5U4gAxzcoryrW0spOt9POL0hPzMqsSSzLz81A4VhmpiSmFpYlFJalFxQDMHhGVQwAAAA&sa=X&sqi=2&ved=0ahUKEwiszfSk4tzJAhWKEJAKHSWYBZ4QmxMIeSgBMBA
https://www.google.com.br/search?biw=1366&bih=643&q=st+louis+missouri&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LUz9U3sLC0SK5U4gAxzcoryrW0spOt9POL0hPzMqsSSzLz81A4VhmpiSmFpYlFJalFxQDMHhGVQwAAAA&sa=X&sqi=2&ved=0ahUKEwiszfSk4tzJAhWKEJAKHSWYBZ4QmxMIeSgBMBA
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Tabela 1 - Propor¢des de HCL, anilina, MWTC’s e pardmetros ecletroquimicos da técnica
voltametria ciclica referente ao nivel determinado pelos ensaios estatisticos
(fatorial fracionario 2°1) realizados no processo de otimizag&o dos experimentos.

Parametros Niveis
-1 1

NC 20 50
v (mV s?) 5 50
E (V) -0,2a+0,9 -02a+1,0
HCI (mol L?) 0,1 0,5
Anilina (mol L?) 0,1 0,5
MWTC’s (mg L) 0,02 0,1

NC = ndmero de ciclos; v = velocidade de varredura; E = janela de varredura de potencial; MWTC’s = nanotubo
de carbono de multiplas paredes funcionalizado com acido carboxilico.
Fonte: Do autor (2018)

Seguindo os relatos de Xavier et al. (2009), a metodologia foi modificada. O eletrodo
de carbono vitreo (GCE) foi polido com alumina na granulometria de 0.30 um. A modificagdo
do GCE ocorreu via eletrossintese empregando a técnica de voltametria ciclica (CV). As
concentragdes de anilina (0,1 e 0,5 mol L), HCI (0,1 e 0,5 mol L'Y) e MWTC’s (0,1 mg Lt e
0,5 mg L1), bem como os parametros eletroquimicos e suas variacoes, foram estabelecidas de
acordo com o planejamento fatorial fracionado.

Para o estudo eletroquimico do eletrodo modificado GCE/PANI-MWTC’s foi possivel
analisar a combinagé&o dos fatores para a realizagdo de um dos 32 experimentos, por exemplo:
adicionou-se em uma célula eletroquimica em momentos diferentes uma solugdo de HCI 0,1
mol L, uma solugéo de anilina 0,1 mol L™ e uma solugdo de MWTC’s 0,1 mg L. Para a
formacéo do filme sobre a superficie do eletrodo de GCE realizou-se a variacdo dos parametros
eletroquimicos, utilizando a técnica de voltametria ciclica: velocidade de varredura (v) igual a
5 mVs?, nimero de ciclos (NC) igual a 20 ciclos e janela de varredura de potencial (E) igual a
-0,2 a +0,9 V vs Ag/AgCI (KClsa), por exemplo, assim gerando uma combinagdo de vérias
possibilidades entre os fatores analisados e diversos experimentos. Os 32 experimentos

realizados foram obtidos a partir da Tabela 1.

2.3 Instrumentacdo Analitica

As medidas voltamétricas foram realizadas utilizando-se um potenciostato IviumVertex
100mA (lvium Technologies, Netherlands) interfaciado pelo software IviumSoft versdo 2.403.
Foi utilizada uma célula eletroquimica de 50,0 mL com arranjo de trés eletrodos, sendo um

eletrodo de trabalho, carbono vitreo modificado (Metrohm, Switzerland) com area geométrica



48

de 0,034 cm?, um eletrodo auxiliar de fio de platina (Metrohm, Switzerland), um eletrodo de
referéncia Ag/AQCI (KClsat) (Metrohm, Switzerland).



49

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Avaliacdo do perfil ciclico do eletrodo GCE/PANI-WMTC’s considerando o

planejamento fatorial fracionado

A matriz experimental gerada pela combinagdo da Tabela 1 pode ser observada na
Tabela 2, ja& codificada e aplicada a técnica de planejamento fatorial fracionado para a
eletrossintese do eletrodo GCE/PANI-WMTC’s. Dos 32 experimentos, o menor nivel
corresponde a menor concentragdo de HCI, anilina e MWTC’s e o maior nivel corresponde a
maior concentragdo dessas substancias, em relacdo aos aos pardmetros eletroquimicos da
técnica voltametria ciclica, foram avaliados 0 menor e o maior nivel de v, NC e W (E). Os

experimentos propostos pela Tabela 2 foram realizados aleatoriamente.

Tabela 2 - Principais efeitos de interacdo e matriz de planejamento utilizando fatorial
fracionario. (Continua)

EXxp. v NC W [HCI] [Anilina] [MWTC’s]
1 -1 -1 -1 -1 -1 -1
2 1 -1 -1 -1 -1 1
3 -1 1 -1 -1 -1 1
4 1 1 -1 -1 -1 -1
5 -1 -1 1 -1 -1 1
6 1 -1 1 -1 -1 -1
7 -1 1 1 -1 -1 -1
8 1 1 1 -1 -1 1
9 -1 -1 -1 1 -1 1
10 1 -1 -1 1 -1 -1
11 |-1 1 -1 1 -1 -1
12 1 1 -1 1 -1 1
13 | -1 -1 1 1 -1 -1
14 1 -1 1 1 -1 1
15 | -1 1 1 1 -1 1
16 1 1 1 1 -1 -1
17 |-1 -1 -1 -1 1 1
18 1 -1 -1 -1 1 -1
19 |-1 1 -1 -1 1 -1
20 1 1 -1 -1 1 1
21 | -1 -1 1 -1 1 -1
22 1 -1 1 -1 1 1
23 | -1 1 1 -1 1 1
24 1 1 1 -1 1 -1
25 | -1 -1 -1 1 1 -1
26 1 -1 -1 1 1 1
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Tabela 2 - Principais efeitos de interacdo e matriz de planejamento utilizando fatorial
fracionario. (Concluséo)

Exp. v NC W [HCI] [Anilina] [MWTC’s]
27 -1 1 -1 1 1 1
28 1 1 -1 1 1 -1
29 -1 -1 1 1 1 1
30 1 -1 1 1 1 -1
31 -1 1 1 -1 1 -1
32 1 1 1 1 1 1

Fonte: Do autor (2018)

Foram desenvolvidas as equacdes de 1 a 4, correlacionando-as a intensidade de corrente
de pico (ip), ao deslocamento de potencial (ep) e a largura de pico (w12). Devido a diferenca de
escala entre os dados, todos os valores foram autoescalados, ou seja, centrados na média e
divididos pelo respectivo desvio padrido, gerando ip’, ep’ e wizz .

ip'
ep'.w'y )

x:

(equacdo 1)

1
= ! !
Wia.'z .Ep

(equacdo 2)

!

ip
!
W 1;’2

x:

(equacéo 3)

(equacéo 4)

A Figura 1 representa os resultados dos 32 experimentos de acordo com as Tabelas 1 e
2 e as interacOes de ip’, ep’ e w12, possibilitando a compreensdo da eletropolimerizacéo frente

aos parametros avaliados.
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Figura 1 - (1) Perfil de distribuicdo da maior intensidade de corrente de pico (Ip) com baixo
deslocamento de potencial (Ep) vs. menor largura de pico (W12) em funcéo de cada
experimento estipulado na Tabela 1, com valores autoescalados; (I) i, em funcéo
de Ep autoescalado; (I11) E, em funcéo de w1/2 autoescalado; (1V) I, em funcdo de
W1y, autoescalado.
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Fonte: Do autor (2018)

Para a otimizacdo dos parametros foram avaliados os maiores valores de ip’ e menores
valores de ep’ e win’, com 0 intuito de obter a melhor relagdo de corrente com menor
deslocamento de pico, analisando em qual das condi¢Ges estudadas apresentaram maior
influéncia para a obtencéo deste conjunto de dados. Assim, correlacionando as equacdes de 1 a
4 com os dados obtidos, foi possivel verificar que todos os fatores, assim como suas interacdes
influenciaram diretamente na formagdo do eletrodo GCE/PANI-MWTCs.

Utilizando a equacgéo 1 (Figura 11) verificou-se que a maior parte dos experimentos se
encontra acima da linha de média, cuja concentracio de HCI e anilina foi de 0,5 mol L*,
demonstrando que as maiores concentragdes destas substancias geram as melhores condi¢fes
experimentais. Em relagdo a solu¢do de modificagdo de MWTC’s foram avaliadas duas

concentragdes 0,02 e 0,1 mg L. Em ambas as concentragdes geraram alta intensidade de



52

corrente de pico durante a formacédo do eletrodo GCE/PANI-MWTC’s, entretanto, ao utilizar
0,02 mg L do modificador foram produzidos filmes mais finos, possibilitando melhor
interacdo idnica. A presenca de MWTC’s promoveu uma transferéncia direta de elétrons,
estabilizando os estados de oxidacdo leucoesmeraldina/esmeraldina, aumentando a intensidade
de corrente de pico devido a maior condutividade do eletrodo.

Considerando a equacgdo 2 (Figura 1 Il) foi possivel observar que a maior parte dos
experimentos possui dependéncia entre o aumento de corrente e o deslocamento de potencial.
Foi evidente que as maiores intensidade de corrente possuem dependéncia com o deslocamento
de pico. Desta forma, a maioria dos resultados obtidos apresentou-se abaixo da linha de média,
visto que as variaveis analisadas possuem respostas diferentes (V, mV s, entre outros). Para a
andlise dos dados estes foram autoescalados, considerando até duas casas decimais.

Ao analisar os dados pela equacao 3 (Figura 1 I1I) foi possivel verificar que a maior
parte dos experimentos se apresentou acima da linha de média, demonstrando que o
deslocamento de potencial possui dependéncia direta com wy2. Ou seja, quanto maior for Ep’
maior sera Wy’.

Na equacéo 4 (Figura 1 1V) foi possivel aferir que o0 aumento da intensidade de corrente
de pico, na maioria dos experimentos, possui dependéncia direta com wa2. Assim, grande parte
da resposta obtida apresentou-se abaixo da linha de média, mostrando que as maiores
intensidades de corrente de pico geram, mesmo que pequeno, um incremento na largura do pico.

Em relacdo aos demais parametros eletroquimicos analisados, considerando as Tabelas
1 e 2, foi possivel avaliar a influéncia de v. Observando os experimentos e relacionando-os a
Figura 111, foi possivel verificar que os experimentos conduzidos a 5 mV s apresentaram
melhor resposta de Ip” e menor Ep’, pois nos experimentos conduzidos em v igual a 50 mV s
houve um decréscimo de Ip’ seguido de um incremento de Ep’ em cerca de £0,2V. Assim,
experimentos conduzidos em menores velocidades possuem melhores resultados em relacédo a
Ip’, Ep’ e W',

Entre os 32 experimentos previstos na matriz de planejamento fatorial fracionado,
considerando a Figura 1 e as equagdes 1 a 4, os experimentos com a melhor relagdo entre ip’,
ep’ e wi2’ foram o de nUmero 25 e 31. As condic¢des experimentais de ambos os experimentos
ocorreram com HCl e anilina nas concentracdes de 0,5 mol L™t e MWTC’s 0,02 mg L. Houve
diferenca nos parametros eletroquimicos. Para o experimento 25 as condi¢des foram de 20
ciclos de varredura de potencial (NC) e a janela de potencial de varredura (E) -0,2a 0,9 V vs

Ag/AgCI (KClsat). Para o experimento 31, as condic¢des foram de 50 ciclos de varredura de
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potencial (NC) e a janela de potencial de varredura (E) foi de -0,2a 1,0 V vs Ag/AgCI (KClsat).
Ambos os experimentos foram eficientes em menor velocidade de varredura (5,0 mV s™).

Figura 2 - Perfil de distribuicdo da maior intensidade de corrente de pico (ip) com baixo
deslocamento de potencial (ep) vs. menor largura de pico (w12) em funcdo de cada
experimento estipulado na Tabela 1, com valores autoescalados (A) Experimento
25 e (B) Experimento 31. (Continua)
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Figura 2 - Perfil de distribuicdo da maior intensidade de corrente de pico (ip) com baixo
deslocamento de potencial (ep) vs. menor largura de pico (w12) em funcéo de cada
experimento estipulado na Tabela 1, com valores autoescalados (A) Experimento
25 e (B) Experimento 31. (Concluséo)

o = o
& o oy
2 | a I
=] =]
il - - -
= - -]
. ! £ =] ﬁ‘lg
" L
E ﬁ A [=]
T Ta
E=)
5 -
= —
o T o
L L L L
0 W X M 40 = 0 W X M 40 =
Mumber of cycles Number of cycles
o =
& = s ——
L °
=]
- b ¥
L= : & W
- 3 a & g ]
g o =
- - a -
i -
a i
P S e o
L T L T
D oW X 3 40 =) D oW X M 40 50
Mumber of cycles Number of cycles

Fonte: Do autor (2018)

Considerando as equacdes propostas, o experimento 25 (Figura 2A), durante os 20
ciclos de varredura de potencial, houve ligeira estabilidade até o sétimo ciclo, considerando os
valores observados acima da linha da média, enquanto para o experimento 31 houve
estabilidade de ciclagem desde o segundo ciclo, entretanto apds sexto ciclo das 50 varreduras
sucessivas de potencial ocorre a absorcdo do material sob a superficie do eletrodo GCE durante
a eletrossintese do eletrodo GCE/PANI-WMTC’s. No experimento 25, considerando a equagao
1 a 4 foi possivel verificar que apesar da estabilidade até o 6° ciclo de varredura de potencial a
intensidade de corrente de pico (ip), deslocamento de potencial (ep) e (w12) ndo se mantém
completamente acima da linha da média nos demais ciclos de varredura de potencial. Com a
equacdo 2, foi possivel aferir que o experimento 31 possui menor deslocamento de potencial e
menor Wa/2, pois ja nos primeiros ciclos apresentou valores dentro da média esperada. Para as
equacOes 3 e 4, foi possivel aferir que o experimento 25 quando comparado a intensidade de

corrente de pico, ndo foi capaz de manter altas taxas de corrente sem deslocar o potencial de
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pico ou aumentar consideravelmente wi, entre os ciclos estudados. J& o experimento 31 possui
maior estabilidade, mantendo-se fixo, e proximo a linha de média.

Avaliando que a principal diferenca entre os experimentos ocorre na janela de varredura
de potencial e na quantidade de niamero de ciclos, foi possivel afirmar que na janela de varredura
do experimento 31 (-0,2 a 1,0 V vs Ag/AgCI (KClsa)) obteve-se melhor estabilidade ciclica
durante a eletrossintese, visto que o experimento percorre de 0 a 50 ciclos de varredura, assim,
considerando apenas a relacdo de estabilidade frente a quantidade de numero de ciclos de
varredura o eletrodo formagdo do eletrodo GCE/PANI-WMTC’s o estudo demonstrou
excelente estabilidade ciclica, podendo ser considerado como um material supercapacitor para
futuros estudos. Ainda, a formacdo do eletrodo GCE/PANI-WMTC’s durante o segundo ciclo
de varredura de potencial o estudo evidenciou a possibilidade de utilizacdo do eletrodo como

um sensor eletroanalitico para compostos de interesse.

3.2 Comparacao do perfil voltamétrico do eletrodo GCE/PANI-WMTC’s e GCE/PANI

Considerando as condicBes experimentais do nivel 31 (Experimento 31), foram
realizadas as mesmas analises voltamétricas, porém sem a presenga de MWTC’s com a
finalidade de avaliar o quanto infere MWTC’s durante a eletrossintese no eletrodo GCE/PANI-
MWTC’s. Desta forma, na Figura 3 (A) sdo representados os voltamogramas comparando 0s
eletrodos GCE/PANI-MWTCs e GCE/PANI, o perfil voltamétrico completo da eletrossintese
do eletrodo GCE/PANI (Figura 3B), o perfil voltamétrico completo da eletrossintese do
eletrodo GCE/PANI-MWTCs (Figura 3C) e o perfil do eletrodo GCE/PANI-MWTC’s até 5

ciclos.
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Figura 3 - Voltamogramas ciclicos da eletrossintese de PANI-MWTC’s sobre GCE,
condigBes: anilinae HCI 0,5 mol L, e MWTC’s 0,02 mg, AE=-0,2V a1,0V vs
KClsar, v=5mV s (A) do 50° ciclo da eletrossintese de PANI e PANI-MWTC’s;
(B) 50 ciclos de GCE/PANI; (C) 50 ciclos de GCE/PANI-MWTC’s ¢ (D) até 5
ciclos de GCE/PANI-MWTC'’s.
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Fonte: Do autor (2018)

Na Figura 3A esta evidenciado que o eletrodo de GCE/PANI-MWTC’s apresentou boa
intensidade de corrente de pico no primeiro par redox (pico I-1) em comparagéo ao eletrodo
eletrossintetizado apenas com GCE/PANI. No eletrodo de GCE/PANI-MWTC’s também foi
possivel verificar uma pequena formacdo do segundo par redor (pico IlI-Il, intermediario),
conferindo a PANI formada na presenca de MWTC’s, uma coloragdo esverdeada, em que a
molécula esta na sua forma com maior potencial condutor esmeraldina/pernigranilina ou sal
esmeraldina. Gerando um incremento na intensidade de corrente de pico de 7 a 10 mA. Assim,
0os MWTC’s estabilizam o sistema e impedem a completa oxidagdo de PANI sobre o GCE,
gerando um polimero condutor no estado de pdlarons ou bipblarons, com anéis benzoides e

quinoides.
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Além disso, ao observar os voltamogramas foi possivel identificar nos experimentos
conduzidos, o perfil voltamétrico da eletrossintese de GCE/PANI (Figura 4B) e GCE/PANI-
MWTC’s (Figura 4D), até seis possiveis processos redox, denominados I-1, 11-11 e 11I-111. Os
processos redox principais ocorrem em I-1 e [1lI-1ll, responsaveis pelas reacdes de
interconversdo da PANI em seus estados de oxidacdo leucoesmeraldina/esmeraldina e
esmeraldina/pernigranilina, respectivamente. O par redox ll-1l, produto do polimero em um
estado mais oxidado, aparece geralmente com baixa intensidade de corrente de pico
(MATTOSO, 1996; MEDEIROS et al., 2012). Na Figura 4C foi possivel observar a
estabilidade da eletrossintese do eletrodo GCE/PANI-MWTC’s durante 50 ciclos consecutivos

de varredura de potencial.
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4 CONCLUSAO

Foi possivel a utilizacdo de uma ferramenta estatistica (planejamento fatorial
fracionado) para eletrossintetizar o eletrodo GCE/PANI-MWTC’s, otimizando ¢
correlacionando as varidveis, reduzindo o numero de experimentos e possibilitando a
compreensdo do sistema em estudo. As concentragdes de anilina e HCI influenciam diretamente
no processo de formacéo do filme de PANI-MWTC’s sobre GCE. Concentrag¢des de 0,5 mol L
! de HCI e anilina melhoram o processo de eletropolimerizagio da PANI na superficie do GCE,
pois conduziram a PANI na forma de sal esmeraldina. A utilizagdo de MWTC’s na
concentragéo de 0,02 mg melhorou o sinal do eletrodo, suplementando a intensidade de corrente
de pico, e estabilizando os processos de oxirreducdo da PANI. Em relacdo as variaveis
eletroquimicas, a menor v (5 mV s?) foi mais eficiente durante o processo eletrédico. Em
relacdo a janela de potencial de varredura (W), correlacionando com as equacfes propostas, a
janela de potencial de varredura -0,2 V a 1,0 V vs KClss foi mais eficiente para a formagéo do
eletrodo GCE/PANI-MWTC’s, gerando resultados estaveis de Ip’, Ep’ ¢ Wu2’.

Foram analisados numeros de ciclos de 1 até 50 ciclos de varredura, verificando-se a
estabilidade do processo eletrddico, o qual no segundo ciclo de varredura ja ocorre a formacéo
do eletrodo GCE/PANI-MWTC’s. Observando o comportamento ciclico dos experimentos foi
possivel verificar que processo eletrddico é controlado pela transferéncia de massa em forma
de adsorcdo, de modo quase-reversivel com reacdes quimicas acopladas a transferéncia de
carga. Considerando apenas a relacao de estabilidade perante a quantidade de nimero de ciclos
de varredura, o eletrodo e a formagcdo do eletrodo GCE/PANI-WMTC’s, no estudo,
demonstraram excelente estabilidade ciclica, podendo ser considerado como um material
supercapacitor para futuros estudos. Ainda, a formacdo do eletrodo GCE/PANI-WMTC’s
durante o segundo ciclo de varredura de potencial o estudo evidenciou a possibilidade de

utilizacdo do eletrodo como um sensor eletroanalitico para compostos de interesse.
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RESUMO

Durante o processo de manejo aquicola sdo utilizados anestésicos, com o intuito de
insensibilizar o peixe e facilitar as atividades de producéo, isso faz com que haja uma melhora
na qualidade da carne do pescado, pois ao diminuir o estresse ao animal, o produto possui
melhor textura de carne, e ainda, reduz o indice de mortalidade. Entretanto, 0 manejo aquicola
carece de atencdo quanto a seguranga alimentar, uma vez que estes compostos quimicos podem
deixar tracos residuais na carne dos pescados. Neste sentido, objetivou-se realizar a
determinacdo de tricaina em filés de peixe, empregando o eletrodo de carbono vitreo
modificado com polianilina e nanotubo de carbono funcionalizado com é&cido carboxilico
(GCE/PANI-MWTC’s) por meio da técnica de voltametria de pulso diferencial. Caracterizou-
se 0 eletrodo GCE/PANI-MWTC’s por FTIR, Raman e EIS, demonstrando a relacéo do ciclo
de varredura de potencial e a formacdo da cadeia polimérica. O melhor resultado para a
formacdo do eletrodo foi obtido com dois ciclos de varredura. A tricaina apresentou
comportamento irreversivel com um pico anddico em 0,70 V com deslocamento de até +0,14V.
O eletrodo modificado demonstrou eficiéncia nas varreduras eletroguimicas, com boa relacao
entre o potencial de corrente de pico e intensidade de corrente de pico. A melhor relagéo de Ipa
foi obtida na voltametria de pulso diferencial, com as condic¢des na velocidade de varredura (v)
de 50 mV s, amplitude de pulso (Ap) de 100 mV s™ e tempo de pulso (ts) de 20 ms. Os limites
de deteccio foram de 2,08 x 108 mol L™ e o de quantificacdo foi de 4,61 x 10 mol L com
coeficiente de correlacdo de 0,9924. O método de extracdo apresentou eficiéncia na extracao
da tricaina do filé de peixe com recuperacdo media de 90% +4%. Foram realizadas propostas
de interagdes de mecanismos entre a polianilina (PANI), nanotubo de carbono funcionalizado
com 4cido carboxilico (MWTC’s) e o anestésico tricaina. Foram propostos trés mecanismos:
(I) interag&o por ligacdo de hidrogénio pelo grupo amino (R-NH.), entre PANI-MWTC’s ¢
PANI-Tricaina; (11) ligacdo de hidrogénio pelo grupamento éster (R-COOR”) e (III) interagdes
n- m. Os estudos das propostas de mecanismos organicos permitiram compreender a forma
como a tricaina, PANI e WMTC’s interagem quando submetidas em sistemas de analise
eletroquimico, observando assim, quais sdo 0s principais pares eletrénicos envolvidos durante
a analise, contribuindo para a otimizacdo da metodologia analitica.
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1 INTRODUCAO

A utilizacdo de substancias quimicas para a modificacdo de eletrodos de carbono vitreo
traz significativa melhora perante o sinal eletroquimico, sensibilidade e seletividade para a
deteccdo e quantificacdo de compostos orgénicos e inorganicos. Nos Uultimos anos,
considerando os materiais de modificacdo, tém-se destacado os nanotubos de carbono (CNTSs),
entre eles os nanotubos de multiplas paredes MWTC’s, pois, possuem excelente atividade
eletroquimica, alta condutividade eletrénica, grande area de superficie e facilidade de
funcionalizacgdo. Entretanto, de acordo com Lisboa et al. (2020), os CNTs possuem interagoes
inter-tubo de van der Waals, ou seja, quando estes tubos estdo dispostos proximos um ao outro,
ocorre uma resisténcia de juncdo, porque o contato entre tubo-tubo impede a mobilidade
eletronica ao longo da estrutura, fato que possivelmente diminui o transporte de elétrons. A fim
de melhorar a sensibilidade, seletividade e conducéo eletrénica durante a modificacdo com
MWTC’s, estes, podem ser associados aos polimeros condutores, minimizando a resisténcia de
contato entre os tubos e ainda, visando ao alinhamento entre as cadeias poliméricas e MWTCs.
(CAETANO et al., 2017; CASTRUCCI et al., 2006; I1JIMA, 1991; LIN et al., 2017; LISBOA
et al., 2020; MA et al., 2008; MATTOSO, 1996; OCHIAI et al., 2017; POHLS et al., 2012;
RAO et al., 1997, SAHOO et al, 2010; SALVATIERRA et al., 2013; SOBHA;
NARAYANANKUTTY, 2015).

Destacando-se diante dos polimeros condutores, a polianilina (PANI) e os derivados da
anilina, possuem estabilidade quimica na forma condutora, facilidade de polimerizacdo e
dopagem (LIN et al., 2017; MEDEIROS et al., 2012; SOBHA; NARAYANANKUTTY, 2015).
O baixo custo do monémero (anilina), a alta estabilidade nas condi¢bes ambientais,
propriedades ajustaveis, condutividade eletrdnica (em sua forma de sal esmeralda), processo
redox bem estabelecido e a capacidade de formar filmes, fazem do PANI um dos polimeros
condutores importante aliado durante a modificacdo de eletrodos e sua associagdo com
estruturas de carbono, visto que apresenta anéis benzenoides possibilitando a interacao m-m com
MWTC’s (GAJENDRAN et al., 2008; LISBOA et al., 2020; SALVATIERRA et al., 2012,
2013; SALVATIERRA; OLIVEIRA; ZARBIN, 2010).

A PANI possui trés diferentes estados de oxidacdo ja explorados na literatura:
leucoesmeraldina (totalmente reduzido), base esmeralda (parcialmente reduzido) e
pernigranilina (totalmente oxidada). Destas formas, para a modificacdo de eletrodos,
considerando o transporte eletronico, a base de esmeraldina € a forma considerada mais

promissora, haja vista suas propriedades de modulacdo por dopagem &cida e formacgéo de um
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sal esmeraldina com comportamento condutor (BHADRA et al., 2009; LISBOA et al., 2020;
MACDIARMID, 2001; OUEINY; BERLIOZ; PERRIN, 2014; ZENGIN et al., 2002).

Nosso grupo de pesquisa desenvolveu este trabalho considerando a area da piscicultura,
responsavel pelo subsidio de 10% a 12% de toda populacdo mundial, fator crucial no
crescimento da economia. Esta carne possui baixo teor de gorduras saturadas, carboidratos e
colesterol proteico de alta qualidade, além de micronutrientes essenciais, vitaminas, minerais e
acidos graxos poli-insaturados (BRASIL, 2014; FOOD AND AGRICULTURE
ORGANIZATION OF UNITED NATIONS - FAO, 2014; US. FOOD & DRUG
ADMINISTRATION - FDA, 2011).

Para facilitar o processo de manejo com o objetivo de insensibilizar o animal séo
utilizados anestésicos, entre eles, um dos mais utilizados na aquicultura sdo a tricaina
(metanosulfonato 3-aminobenzoato de etila, MS-222), a benzocaina e o 6leo de cravo, e, ainda,
ha alguns relatos da utilizacdo de isoeugenol, mentol, quinaldina e metomidato (COYLE;
DURBORROW; TIDWELL, 2004).

A tricaina é um composto aprovado pela Food and Drug Administration (FDA) para a
aplicacdo no manejo aquicola. A MS-222 é um éster derivado do &cido p-aminobenzoico, cuja
sintese derivada tem origem a partir da adicdo do grupamento metanosulfonado, a fim de tornar
este composto sollvel em &gua, diferente da benzocaina (BONASTRE et al., 2014; COYLE;
DURBORROW; TIDWELL, 2004; DAVIS; STEPHENSON; NOGA, 2008; KIESSLING et
al., 2009; TONI et al., 2015).

A Organizacao das NacGes Unidas (ONU), Organizacdo Mundial da Saiude (OMS) e
Organizacdo das Nacgdes Unidas para a Alimentacdo e a Agricultura (FAQO), monitoram a
qualidade do alimento humano consumido, garantindo que o produto ndo contenha tracos de
compostos anestésicos (BRASIL, 2014).

De acordo com o relatorio da Food And Agriculture Organization of United Nations
(FAOQ, 2019), a China, no ano de 2019, obteve uma produgdo de 1,8 milhdes de toneladas de
tilapia-do-nilo, um aumento de cerca 500.000 toneladas em compara¢do com o ano de 2018.
Os agricultores aumentaram a producdo no segundo metade de 2018, e no inicio de 2019, em
um esforgo para enviar volumes antes da data de vigéncia esperada. Com a China, temos
grandes produtores de tilapia na américa latina, como Brasil, além da Africa e Estados Unidos,
por exemplo. O mercado do pescado estd enfrentando alguns obstaculos regulatérios em
diversos paises, visto a necessidade de crescimento, as tarifas de importacdo e a necessidade de
manter a qualidade confrontando com as normas de seguranca alimentar durante a cadeia

produtiva.
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Este trabalho visa a determinacdo de tricaina no filé de filé de tilapia-do-nilo
(oreochromis niloticus) utilizando um eletrodo modificado com PANI-MWTC’s sobre o
eletrodo de carbono vitreo (GCE) empregando a técnica de voltametria de pulso diferencial.
Além de comprovar a boa relacédo para a formacéo e utilizacdo do eletrodo modificado, com
potencial para a quantificagdo de compostos residuais nos filés deste peixe. Neste trabalho
mostra-se o promissor desempenho frente a quantificacdo residual de compostos utilizados

durante 0 manejo em outros pescados.

2 Experimentos

2.1 Reagentes e solugdes

A anilina (ACS > 99,0 %) foi adquirida da Neon Comercial, bidestilada a 180 °C,
desaerada com N, e armazenada em frasco ambar a 4 °C. A solucdo de anilina foi preparada
em agua na concentragdo de 0,5 mol L™, armazenada em frasco ambar a 4 °C. A solugio foi
utilizada em temperatura ambiente (25 °C). O MWTC’s funcionalizado com acido carboxilico
(extensdo da parede >8% de acido carboxilico, 27 diametros de 9,5 nm, comprimento de 1,5
um, > 80% base carbono) e a solugdo Tween® 20. Os MWTC’s foram dispersos em agua com
adicdo de Tween® 20, em uma propor¢do de 3:1 (v/v), utilizando um ultrassom (Branson
Digital SFX250 250 watts com 20 kHz) e preparados na concentragdo 0,02 mg L. A solugdo
foi utilizada em temperatura ambiente (25 °C), Sigma-Aldrich (St. Louis/ Missouri, EUA).

Os demais reagentes foram preparados sem outros procedimentos de purificagdo. O
fosfato de potassio monobasico (NaH2PO.) (P.A.), fosfato de potéssio dibasico (Na2HPOa),
foram utilizados para o preparo da solucdo tampéao fosfato, pH 7,20. O 4cido cloridrico (HCL)
e Cloreto de Potassio (KCL) foram utilizados para o preparo de solugbes nas concentracdes,
0,5 mol L-t e 0,1 mol L, respectivamente, sendo adquiridos da Sigma-Aldrich (St. Louis/
Missouri, EUA). O Ferrocianeto de potéssio (KzFe(CN)g) foi utilizado na concentracdo de 0,1
mmol L e 5,0 mmol L* sendo adquirido da Labsynth Produtos para Laboratorios LTDA.
Todas as solugdes foram preparadas utilizando agua ultrapura, processada por um sistema de
purificacdo Milli-Q (Millipore® Corporation, Bedford, EUA).

A tricaina (> 99%) foi adquirida da Sigma-Aldrich (St. Louis/ Missouri, EUA). A
solugéo estoque contendo tricaina (0,01 mmol L) foi preparada no dia da analise, assim como
a solucdo eletrdlito tampdo fosfato (0,10 mol L), com pH igual 7,20, a qual foi preparada por

meio da adigéo dos sais de NaH2PO4 e Na;HPO4. Estas solugdes foram preparadas utilizando
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agua ultrapura, processada por um sistema de purificacdo Milli-Q (Millipore® Corporation,
Bedford, EUA).

2.2 Preparo do eletrodo GCE modificado com PANI-MWTCs e do anestésico Tricaina

2.2.1 Modificacao do eletrodo GCE/PANI-MWTC’s

Seguindo os relatos de Xavier et al. (2009), a metodologia foi modificada. O eletrodo
de carbono vitreo (GCE) foi polido com alumina na granulometria de 0.30 um por 5 minutos.
A modificacdo do GCE ocorreu via eletrossintese empregando a técnica de voltametria ciclica
(CV). Em uma célula eletroquimica de 50,0 mL foram utilizados HCI 0,5 mol L™, anilina 0,5
mol L e 0,02 mg L' MWTC’s. Os parametros eletroquimicos utilizados foram: janela de
varredura de potencial (W) de -0,2 a 1,0 V vs Ag\AgCI (KClsat), durante 2 ciclos de varredura
de potencial, velocidade de varredura (v) de 15 mV s, gerando um filme estavel de polianilina
(PANI) e nanotubos de carbono funcionalizado com acido carboxilico (MWTC’s) na superficie
do eletrodo (GCE/PANI-MWTC’s). O preparo do eletrodo foi realizado sempre no dia da
analise em temperatura ambiente (25 °C).

2.2.2 Estudos do eletrodo GCE/PANI-MWTC’s vs estudos voltamétricos para

determinacao de tricaina

Com a finalidade de verificar a conducdo eletronica promovida pelos MWTC’s, foi
avaliada a atividade dos eletrodos GCE/PANI e GCE/PANI-MWTC’s, realizando uma analise
comparativa via eletrotrossintese de PANI diretamente sobre o eletrodo de GCE e em seguida
via eletrossintese de PANI ¢ MWTC’s sobre o eletrodo de CGE utilizando a técnica
voltamétrica CV nas condic@es: eletrodo GCE/PANI (A) HCI 0,5 mol L e anilina 0,5 mol L
e (B) GCE/PANI-MWTC’s, em HC1 0,5 mol LY, MWTC’s = 0,02 mg L* e anilina 0,5 mol L-
1 ambos utilizando durante 2 ciclos sucessivos de varredura, janela de varredura de potencial
de varredura (W) de -0,2V a +1,0V,v=15mV s,

Analisando a estabilidade do filme formado sobre o eletrodo GCE/PANI-MWTC’s,
foram realizadas 10 analises sucessivas, utilizando a técnica CV. Foi utilizada uma solucgéo
de K3Fe(CN)g 0,001 mol Lt preparada em solugéo eletrélito KCI 0,1 mol L. Os parametros
eletroguimicos foram: janela de varredura de potencial de -0,5 a +1,0 V vs KClsat, v de 50 mV

st
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Os pardmetros da técnica DPV foram otimizados de forma univariada: velocidade de
varredura (v) no intervalo de 50 a 200 mV s, amplitude de pulso (Ap) no intervalo de 50 a 300
mV s e o tempo de pulso (tp) no intervalo de 20 a 70 ms. Os dados considerados para cada
otimizacdo foram a relacédo de Intensidade de Corrente de Pico (Ipa) e Largura de Pico (w12),
sendo desejada a melhor relagdo entre maior Ipa e menor w1 durante a analise do anestésico

tricaina.

2.2.3 Caracterizacdo do filme de PANI-MWTC’s via Espectroscopia na regido do
infravermelho com transformada de Fourier (FTIR), Espectroscopia Raman e
Espectrocopia de impedéancia eletroquimica (EIS).

A PANI-MWTCs foi obtida por meio de eletrossintese, utilizando a técnica de
voltametria ciclica, a qual, em célula eletroquimica de 50,0 mL foram utilizados HCI 0,5 mol
L1, anilina 0,5 mol L't € 0,02 mg LTMWTC’s. Os pardmetros eletroquimicos utilizados foram:
janela de varredura de potencial (W) de -0,2 a 1,0 V vs Ag\AgClI (KClsa), durante 50 ciclos de
varredura de potencial, velocidade de varredura (v) de 15 mV s™. O produto gerado sobre o
eletrodo (PANI-MWTCs) foi retirado e adicionado em uma pastilha de KBR e analisado
utilizando a técnica espectrofotomética na regido do infravermelho com transformada de
Fourier (FTIR) por meio de um espectrometro Nicolet spectrometer (Nexus 470, Madison, WI).
O espectro de FTIR foi registrado no modo de transmissdo, com varredura de 4000 to 400 cm”
le2cm?

Para as andlises de espectroscopia Raman, o preparado de PANI-MWTCs foi realizado
de acordo com as descri¢do para FTIR, as andlises de espectroscopicas foram registradas em
um Espectrébmetro de Raman com Transformada de Fourier (RFS 100/S, Bruker, Inc.,
Karlsruhe, Alemanha) excitados por um laser Nd:YAG a 1064 nm com resolugdo de 4 cm™.

As andlises via EIS foram conduzidas utilizando o eletrodo de GCE/PANI-MWTC's.
Os experimentos foram conduzidos no potencial de circuito aberto (OCP) obtido em uma
solugdo 0,1 mol L de KCI contendo 5,0 mmol L™ do par redox KsFe(CN)s/KsFe(CN)s. A faixa
de frequéncia variou de 106 a 10~ Hz. Para garantir a linearidade da resposta impedimétrica, a
amplitude RMS da perturbacéo senoidal foi definida como 10 mV. A linearidade foi verificada
para todos os casos por meio da transformada de Kramers-Kronig (y < 1079).
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2.3 Preparacdo das amostras de peixe e validacdo da metodologia analitica para a
determinacao de tricaina por meio da técnica de voltametria de pulso diferencial

As amostras de filés de peixe de tilapia-do-nilo (Oreochromis niloticus) para
determinacdo do anestésico tricaina foram fornecidas pelo Laboratério de Metabolismo de
Peixes, Departamento de Zootecnia, Setor de Piscicultura da UFLA.

O processo de preparo da amostra dos filés de peixe foi adaptado de acordo com a
metodologia descrita por Botrel et al. (2017). Foram pesados 2,00 g de filé de peixe, macerados
e acondicionados em tubo falcon de fundo conico (capacidade de 15,00 mL) e entdo, liofilizados
(Labconco, Freezone 2.5). Em seguida, foi adicionado 13,00 mL de solug¢do tampao fosfato 0,5
mol L (pH 7,0). A solucio foi agitada em vortex (Mixer Vixar®) por 5 minutos e centrifugada
a 356 rad s por 5 minutos. Para separar a gordura, o tubo foi levado ao congelador (-18 °C +
2 °C) até completo congelamento, e apds, esta gordura foi retirada. O extrato foi descongelado,
filtrado em uma membrana com didmetro 25 mm e tamanho de poro de 0,45 pum (Millipore®
Corporation, Bedford, EUA). O processo de congelamento permitiu a completa separagdo do
extrato em duas fases (hidrofobica e hidrofilica), uma vez que, a parte hidrofilica (mais densa)
permaneceu complemente congelada enquanto a parte hidrofobica (menos densa) adquiriu uma
consisténcia particulada e gelatinosa, podendo ser facilmente removida por uma espéatula, sem
perdas da fase hidrofilica enriquecida com o analito.

Uma aliquota de 1,0 mL da parte hidrofilica foi transferida para a célula eletroquimica
contendo 29,0 mL de solugdo tampao fosfato (pH 7,2) a 25 °C. Foi realizada uma analise prévia
empregando o eletrodo GCE/PANI-MWTC’s no extrato obtido a partir do filé de peixe sem a
presenca do anestésico e em seguida foram adicionadas sucessivas quantidades de solucdo de
tricaina (4,61 x 10® a 1,13 x 10 mol L) (n = 6) usando o método de adicio padrio. Para a
validacdo da metodologia desenvolvida para determinacdo de tricaina, adotou-se as diretrizes
da EURACHEM (MAGNUSSON; ORNEMARK, 2014). Foram avaliados os limites de
deteccdo (LOD), e de quantificagdo (LOQ), sensibilidade, linearidade, exatiddo e recuperacao
do método de extracao.

A linearidade da curva analitica foi avaliada em triplicatas independentes em um
intervalo de concentragdo de 4,00 x 10 a 1,00 x 10* mol L, analisando o padréo tricaina
isoladamente, pela técnica DPV e analisando para o extrato obtido do preparado de amostra do
filé de peixe enriquecido com as concentragdes do anestésico tricaina.

O LOD foi avaliado por meio da andlise de 10 replicatas de solucdo de tampéo fosfato

0,10 mol Lt com pH 7,2. Os resultados de corrente foram realizados conforme a Equagéo 1.
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LOD = (3x5)
(Equacéo 1)

em que S é o desvio padrédo correspondente as leituras do branco.

O LOQ foi considerado como o menor ponto da curva de analitica. Para os ensaios de
recuperacdo foram enriquecidas trés amostras de peixes com concentracfes diferentes de
anestésico (4,00; 6,00 e 8,00 x 10 mol L1), as quais foram submetidos ao processo de extragao.
A taxa de recuperacdo foi obtida segundo a Equacédo 2 e a exatiddo do método foi aferida a

partir dos ensaios de recuperacao.

~ concentracio medida
YRecuperacio = — x 100
concentracio esperada

(Equacéo 2)

2.4 Instrumentacdo Analitica

As medidas voltamétricas foram realizadas utilizando-se um potenciostato lviumVertex
100mA (lvium Technologies, Netherlands) interfaciado pelo software IviumSoft versdo 2.403.
Foi utilizada uma célula eletroquimica de 50,0 mL com arranjo de trés eletrodos, sendo um
eletrodo de trabalho, carbono vitreo modificado (Metrohm, Switzerland) com area geométrica
de 0,034 cmz2, um eletrodo auxiliar de fio de platina (Metrohm, Switzerland), um eletrodo de
referéncia Ag/AgCl (KClsat) (Metrohm, Switzerland). Foi realizado polimento da superficie do
eletrodo antes de cada medida eletroquimica por cerca de 3 minutos em feltro metalografico,
contendo suspensdo de alumina com granulometria de 0,3 um.

Todas as medidas de EIS foram obtidas utilizando um Potenciostato/Galvanostato
modelo PGSTAT204 da AUTOLAB equipado com 0 modulo FRA32M. Os procedimentos de
simulacdo e ajuste do circuito equivalente proposto aos dados experimentais foram conduzidos
utilizando o software NOVA 1.10 fornecido pela AUTOLAB. O bom ajuste do circuito foi
verificado em todos os casos por meio do método CNLS (y < 107%).

Para as caracterizacOes de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) foi
utilizado um espectrometro Nicolet spectrometer (Nexus 470, Madison, WI). As analises de
espectroscopia Raman foram registradas em um Espectrometro de Raman com Transformada
de Fourier (RFS 100/S, Bruker, Inc., Karlsruhe, Alemanha).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Estudo do eletrodo GCE/PANI-MWTC’s por impedancia eletroquimica (EIS)

Foi avaliada a quantidade de numero de ciclos de varredura de potencial para a
eletrossintese do eletrodo CGE/PANI-MWTC’s. Todos os espectros foram obtidos na presenga
da sonda redox KsFe(CN)e/KzFe(CN)s (reagéo redox de esfera externa) mediante aplicagéo de
um potencial d.c. igual ao potencial de circuito aberto (OCP) de +0,27 V. A Figura 1 representa
os resultados obtidos da caracterizagdo por EIS para o eletrodo GCE: diagramas de Nyquist
(Al) e de Bode (A2). Os resultados em cincos ciclos de varredura de potencial para o eletrodo
CGE/PANI-MWTC’s podem ainda ser observados na Figura 1 (B1, C1, D1, E1 e F1) em
relacdo aos diagramas de Nyquist e na Figura 1 (B2, C2, D2, E2 e F2) em relacdo aos diagramas
de Bode.
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Figura 1 - Diagramas de Nyquist (0) e Bode (0) para os espectros de EIS obtidos a partir dos
eletrodos de carbono vitreo (GCE) e eletrodo modificado GCE/PANI-MWTC'’s.
Nyquist: Al (GCE); B1 (1° ciclo); C1 (2° ciclo); D1 (3°ciclo); E1 (4° ciclo) e F1 (5°
ciclo). Bode: A2 (GCE); B2 (1° ciclo); C2 (2° ciclo); D2 (3° ciclo); E2 (4° ciclo) e
F2 (5° ciclo). Espectros obtidos em solucio eletrlito KCI 0,1 mol L contendo
Fe(CN)e>/Fe(CN)e*~ 5 mmol L. Amplitude RMS = 10 mV; Intervalo de
Frequéncia: 10° a 102 Hz. As linhas s6lidas representam o ajuste do circuito aos
dados experimentais e 0s pontos sdo os dados experimentais. (Continua)
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Figura 1 - Diagramas de Nyquist (0) e Bode (0) para os espectros de EIS obtidos a partir dos

-Fase/°®

eletrodos de carbono vitreo (GCE) e eletrodo modificado GCE/PANI-MWTC'’s.
Nyquist: Al (GCE); B1 (1° ciclo); C1 (2° ciclo); D1 (3°ciclo); E1 (4° ciclo) e F1 (5°
ciclo). Bode: A2 (GCE); B2 (1° ciclo); C2 (2° ciclo); D2 (3° ciclo); E2 (4° ciclo) e
F2 (5° ciclo). Espectros obtidos em solucio eletrlito KCI 0,1 mol L contendo
Fe(CN)e>/Fe(CN)e*~ 5 mmol L. Amplitude RMS = 10 mV; Intervalo de
Frequéncia: 10° a 102 Hz. As linhas s6lidas representam o ajuste do circuito aos
dados experimentais e 0s pontos sdo os dados experimentais. (Continua)
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Figura 1 - Diagramas de Nyquist (0) e Bode (0) para os espectros de EIS obtidos a partir dos
eletrodos de carbono vitreo (GCE) e eletrodo modificado GCE/PANI-MWTC'’s.
Nyquist: Al (GCE); B1 (1° ciclo); C1 (2° ciclo); D1 (3°ciclo); E1 (4° ciclo) e F1 (5°
ciclo). Bode: A2 (GCE); B2 (1° ciclo); C2 (2° ciclo); D2 (3° ciclo); E2 (4° ciclo) e
F2 (5° ciclo). Espectros obtidos em solucio eletrlito KCI 0,1 mol L contendo
Fe(CN)e>/Fe(CN)e*~ 5 mmol L. Amplitude RMS = 10 mV; Intervalo de
Frequéncia: 10° a 102 Hz. As linhas s6lidas representam o ajuste do circuito aos
dados experimentais e 0s pontos sdo os dados experimentais. (Conclusao)
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Fonte: Do autor (2018)

De acordo com a teoria de EIS um sistema quase-reversivel é caracterizado pela
presenca no plano complexo de um semicirculo conectado a um segmento linear com inclinagdo
de 45° (reta de Warburg). Como esperado, este comportamento foi encontrado para o eletrodo
sem modificacdo (GCE) (Figura 1A e 1B) e o modelo tedrico de Randles foi descrito pelo
circuito elétrico equivalente (Figura 1A), sendo o mais recomendado para representar, no
dominio da frequéncia, o comportamento de reacdes redox de esfera externa, ou seja, processos
eletrodicos ocorrendo na interface eletrodo/solucdo na auséncia de complicagcfes cinéticas
decorrentes da adsorcéao de espécies do eletrdlito e/ou de intermediarios de reacao.

Este circuito elétrico (Figura 2A) consiste em um elemento éhmico representando a
resisténcia ndo compensada da solucdo (Rs), seguido por um arranjo em paralelo de elementos
capacitivo (Qov), resistivo (Rct) e difusivo (W). Enquanto os elementos QpL e Rcr sdo
representativos da pseudo-capacitancia interfacial e da resisténcia de transferéncia de carga no
potencial de equilibrio, respectivamente, o elemento W representa o fendmeno da difusao linear

semi-infinita ocorrendo na interface eletrodo/solugdo considerada como sendo plana.
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Figura 2 - Modelos de circuitos equivalentes propostos para o ajuste aos dados experimentais.

A
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Rct W afF
s 3>

Fonte: Do autor (2018)

Entretanto, as plataformas GCE/PANI-MWTC’s apresentaram um comportamento
completamente distinto daquele observado no eletrodo GCE sem a modificagdo (Figura 1B1 a
1F2). Observa-se pelo plano complexo uma supressdo do semicirculo presente para o0 GCE nédo
modificado. Este comportamento pode estar associado as propriedades condutoras do PANI
aliados ao MWTC’s amplamente discutidos na literatura (LVOVICH, 2009; SARAC; ATES;
KILIC, 2008).

Um circuito para tratamento quantitativo de eletrodos modificados com PANI foi
proposto por Babaiee, Pakshir e Hashemi (2015) e esta representado na Figura 2B. Este consiste
em um elemento 6hmico representando a resisténcia ndo compensada da solucédo (Rs), seguido
por um arranjo em paralelo de elementos capacitivo (QoL), resistivo (Rct) representativos da
pseudo-capacitancia interfacial e da resisténcia de transferéncia de carga em que, em série ao
elemento resistivo, tem-se 0 elemento de Warburg (W) representando a difusdo de contra ions
através do filme seguido de um elemento capacitivo (Qr) que representa o efeito de pseudo-
capacitancia do filme formado.

Os valores dos diferentes parametros dos circuitos equivalentes propostos, obtidos a

partir da simulacdo numérica estdo reunidos na Tabela 1.
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Tabela 1 - Pardmetros obtidos via simulacéo e ajuste aos dados experimentais para 0s GCE e
GC/PANI-MWTC’s ¢ seus ciclos correspondentes.

Eletrodos
GC/PANI- GC/PANI- GC/PANI GC/PANI- GC/PANI

Parametro GCE MWTC’s MWTC’s -MWTC’s MWTC’s -MWTC’s
1 ciclo 2 ciclos 3 ciclos 4 ciclos 5 ciclos

Rs/ Q 102 99,2 99,2 92,5 88,5 89,4
Rer/Q 5,57 x 10° 4,70 3,26 4,62 7,31 7,6

QoL/Q'em?s" 450x10° 20x10% 187x10° 893x10* 6,85x10° 7,29 x10°
NoL 0,95 0,46 0,44 0,29 0,22 0,24

W /Q'cm?3® 542x10% 13,1x10° 26,1x10° 656x10° 89,9x10° 76,5x103

Qr/Q'cm2sn - 483x10°% 8,39x10° 120x10° 151x10° 14,0x103
Nk - 0,99 0,99 0,95 0,93 0,94

Ve 9,9x10°% 2,0x10°% 89x10% 3,7x10°® 50x10% 53x10*

Fonte: Do autor (2018)

Todos os dados apresentados possuem boa consisténcia visto que y2 se manteve na
ordem de 10 a 10™*. Uma vez que a RCT obtida no OCP atua como uma medida indireta da
densidade de corrente de troca (Io=RT/nFRCT) para a reacdo redox de esfera externa na
interface eletrodo/solugdo modificada, os resultados obtidos indicam que a presenca do PANI-
MWTC’s sobre a superficie dos eletrodos que influencia diretamente na transferéncia eletronica
na interface eletrodo/solucdo (KONDAWAR; DESHPANDE; AGRAWAL, 2012). Para todos
os eletrodos modificados houve uma reducdo na RCT na ordem de 103 o que confirma a
necessidade de modificacdo do GCE utilizando PANI-MWTC’s, o qual atua como mediador
na troca de elétrons do par redox.

Adicionalmente, observou-se um aumento na impedancia difusional de contra ions
através do filme (W), assim como um aumento da pseudo-capacitancia do filme (Qr). Estes
resultados indicam que a quantidade de ciclos de potencial durante a polimerizacdo do PANI-
MWTC’s influencia diretamente na espessura do filme, uma vez que o parametro Qr €
diretamente proporcional a este parametro, além disso, filmes mais espessos tendem a
apresentar maior impedancia difusional (W) (INZELT, 2012).

Em relacdo ao nimero de ciclos de varredura de potencial no eletrodo GC/PANI-
MWTC foi possivel observar que houve um aumento de Ip, com pequeno deslocamento de Ep
e baixo valor de W12 com ate 4 ciclos de varredura de potencial e entdo, uma discreta variacéo
entre os parametros (Ip, Ep e W12) com 5 ciclos. Como esta variacao foi muito pequena, pode-
se inferir que apos 4 ciclos ndo exista um crescimento significativo da cadeia polimérica.

Apesar de, em até 4 ciclos, ter ocorrido um discreto aumento da cadeia polimérica, foi

importante avaliar a relagdo da espessura do filme formado em funcdo da sensibilidade
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eletroquimica obtida em cada um dos ciclos. Assim, foi avaliada a formacéo do filme de PANI-
MWTC’s sobre a superficie de GCE por meio dos voltamogramas em cada ciclo, seguido pela
analise da sensibilidade eletroquimica realizando a leitura em solucdo de ferrocianeto de
potassio 0,1 mmol L. A completa polimerizacio de GCE/PANI-WMTC’s ocorreu a partir do
2° ciclo de varredura ciclica de potencial, aumentando a quantidade de carga até 5 ciclos de
varredura de potencial.

As melhores leituras eletroquimicas (ferrocianeto de potassio 0,1 mmol L) utilizando
a modalidade CV, foram obtidas com 2 e 3 ciclos de formacéo do eletrodo de CGE/PANI-
WMTC’s. Entretanto, ao utilizar 2 ciclos de varredura potencial durante a modificagdo do
eletrodo, para a formagdo do filme, houve maior sensibilidade e resolucdo de pico, com boa
relacdo de reprodutibilidade, sinal analitico e durabilidade do filme. De acordo com a literatura,
a utilizacéo de filmes mais finos facilita a troca de elétrons com a solu¢do (DRESSELHAUS;
ENDO, 2001).

3.2 Modificagéo do eletrodo GCE/PANI-WMTC’s

A Figura 3A demonstra o perfil eletroquimico do eletrodo GCE/PANI-MWTC’s
eletrossintetizados em solucéo eletrélito HCI 0,5 mol L.
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Figura 3 - (A) Perfil voltamétrico utilizando a técnica voltametria ciclica da eletrossintese da
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modificacdo do eletrodo GCE com PANI-MWTC’s, em HC1 0,5 mol LY, MWTC’s
=0,02 mg L e anilina 0,5 mol L*. Pardmetros eletroquimicos: 2 ciclos sucessivos
de varredura, na janela de potencial de -0,2V a +1,0V, v = 15 mV s, (B) Perfil
eletrogquimico de uma solugdo de KsFe(CN)s 1,00 x 10* mol L em solugéo
eletrdlito KCI 0,10 mol L, v =50 mVs?, w=-0,5a+1,2 V utilizando eletrodo (---
) GCE (—) GCE/PANI-MWTC’s. (C) Perfil eletroquimico de uma solucdo de
K4Fe(CN)s 1,00 x10* mol L em eletrolito de suporte de KCI 0,1 mol L durante
10 varreduras sucessivas utilizando a modalidade CV, nas condi¢des v =50 mV s,
w =-0,5a +1,2 V, com eletrodo modificado GCE/PANI- MWTC’s.
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Fonte: Do autor (2018)

@)

possiveis

perfil voltamétrico da eletrossintese de GCE/PANI (Figura 3A) apresentou seis

processos redox, denominados I-I, 1I-11 e II-11l. Os processos redox principais

ocorrem em I-1 e I11-111, responsaveis pelas reacoes de interconversdo da PANI em seus estados

de oxidacdo leucoesmeraldina/esmeraldina e esmeraldina/pernigranilina, respectivamente. O

par redox Il-11, produto do polimero em um estado mais oxidado, aparece geralmente com baixa
intensidade de corrente de pico (MATTOSO, 1996; MEDEIROS et al., 2012).

o)

eletrodo 0 GCE/PANI- MWTC’s apresentou melhor resolugdo de pico e maior

intensidade de corrente de pico (Ip) em relacdo ao eletrodo GCE (Figura 3B), evidenciando a
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necessidade de modificacdo do eletrodo. No eletrodo GCE/PANI- MWTC’s a relagdo de
intensidade de corrente de pico anddico (lpa) sobre a intensidade de corrente de pico catédico
(lpc) foi proxima de 1, demonstrando que o processo de transferéncia de elétrons ocorre de
forma completamente reversivel, durante a oxirreducio da solugdo de K4Fe(CN)s (1,00 x 1073
mmol L) em solugéo eletrélito KCI (0,10 mol L) (BARD; STRATMANN; URWIN, 2003;
JINLEI et al., 2010).

Durante os estudos de analise de varreduras sucessivas em solucdo KasFe(CN)g,
empregando o eletrodo GCE/PANI- MWTC’s (Figura 3C), foi possivel observar que o uso de
MWTC’s gerou uma estabilidade no processo redox do KsFe(CN)s. Entre o primeiro e 0
segundo ciclo, houve perda de intensidade de I, de aproximadamente 14,6%. Para os demais
ciclos, a perda de I, foi menor que 10%. A adigdo de MWTC’s em combinagdo com o polimero
condutor PANI, gerou um incremento na intensidade de corrente de pico, diminuindo a
intensidade de corrente de pico nos processos redox Il-11, suprimindo 0s processos redox em
I11-111, evidenciando o efeito sinérgico MWTC’s e PANI durante a eletrossintese, facilitando o
estado sal esmeraldina do polimero. (GAJENDRAN; SARASWATHI, 2008; LISBOA et al.,
2020; SALVATIERRA et al., 2012, 2013; SALVATIERRA; OLIVEIRA; ZARBIN, 2010)

3.3 Caracterizacgdes do filme de PANI-MWTC’s

As Figuras 4A e 4B demonstram os resultados das analises de deslocamento Raman e
infravermelho por transformada de Fourier (FTIR) para o filme de PANI-MWTC’s
eletrossintetizado sobre o eletrodo GCE nas condic¢Ges experimentais: anilina e HCI 0,5 mol L
L MWTC’s 0,02 mg L, janela de varredura de potencial (W) -0,2 V a 1,0 V vs KClsat € v=
15mV s?,
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Figura 4 - (A) Espectros Raman (A = 1064 nm) de PANI-MWTC’s; (B) Espectros na regido do
infravermelho entre 4000-500 cm™ do (I) PANI, (II) MWTC’s e (III) PANI-
MWTC’s.
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Fonte: Do autor (2018)

As analises por espectroscopia Raman foram empregadas para analisar as possiveis
interacdes entre PANI- PANI-MWTC’s, como demonstrado na Figura 4. Observou-se que a
eletrossintese favoreceu uma reacdo de polimerizacdo e formacdo de sal esmeraldina
apresentando bandas caracteristicas (Figura 4A) que podem ocorrer nas regides entre:
1160/1174 (vC-H dos segmentos semiquindnicos, atribuidos curvatura C-H do anel quinoide /
benzenoide), dupletos 1331/1375 (vC-N"*, atribuido aos radicais cations), 1506/1508 (vC-N
dos segmentos quindnicos), 1594 (vC-C dos segmentos quinbnicos). Esses grupos constatados
no Raman indicam formacdo e presenca do estado sal esmeraldina corroborando com a
literatura (PANI-ES) (CHEN et al., 2019; RABIA et al., 2018; TAGOWSKA; PALYS;
JACKOWSKA, 2004; WU; LIN; LIAO, 2005). As conclusdes derivadas da espectroscopia
Raman foram condizentes com os estudos de espectroscopia FTIR.

Foi possivel observar as bandas caracteristicas da formacao de anélises de FTIR em
relacdo a PANI na forma condutora de sal esmeraldina, correlacionando com os dados presentes
na literatura (CHEN et al., 2019; NASCIMENTO et al., 2006; RABIA et al., 2018). A Figura
4B demonstra os espectros de FTIR de (I) PANI, (IT) MWTC’s e (IIT) PANI-MWTC’s. Durante
a andlise de PANI (Figura 4B-I), os dados obtidos corroboram com os dados de deslocamento

Raman.
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As bandas caracteristicas encontradas para a formacdo de PANI (Figura 4B-1) no estado
esmeraldina sdo: regido de 3411-3445 cm™ (deformacdo axial de —~NH) e na regido de 2367 -
3035 cm™* (estiramento —C-H). Em 1645/1598/1552/1553 cm as caracteristicas sdo atribuidas
ao estiramento v(C=C) de anéis quinoides e 1498/1388 cm™ sdo atribuidas ao estiramento de
anéis benzoides. As regides de 1297 cm™ (estiramento C-N), 1113 cm™ (estiramento C-O
simétrico) e 793 — 946 cm™ (grupamento -CH de anéis benzénicos).

O espectro de infravermelho de MWTC’s (Figura 4B-11) apresentou uma banda em 1645
cm?, correspondente & vibragdo C=C de carbono com hibridizacéo sp. (NASCIMENTO et al.,
2006; RABIA et al., 2018; SILVERSTEIN et al., 1979).

Foi observada durante a eletrossintese de PANI-MWTC’s, a formacdo no estado de
maior conducdo eletrdnica, sal esmeraldina (Figura 4B-I1l). Corroborando com os dados
obtidos por Sharma et al. (2020), com pico de proeminéncia proximos a regido de 1133 cm™,
picos poucos deslocados, pois existe a presenca de elétrons deslocalizados durante a
eletrossintese com MWCNT (PANI- MWTC’s).

Corroborando com os estudos Sharma et al. (2020), picos importantes também
observados, como 3411 cm 1, que é atribuido a agua absorvida e ao modo de alongamento O-
H dos grupos carboxila no CNT funcionalizado, os quais ocorrem devido ao alongamento dos
grupos C-H em CH; e CHs.

Além disso, uma mudanca continua do nimero de onda em direcdo limite inferior é
observado com o aumento da concentracdo de dopagem de MWCNT na estrutura de
nanocompositos que desenvolve uma forte interacdo entre a estrutura conjugada de anéis
quinoides de PANI e as superficies de MWCNT ligadas por p. Essas varreduras de FTIR
também afirmam que as nanoparticulas MWCNT séo embaladas espacialmente com moléculas
de PANI (CHEN et al., 2019).

Desta forma, fica evidente por meio das caracteriza¢fes espectroscopicas que durante o
processo de eletrossintese de PANI-MWTC’s sobre o eletrodo GCE ocorre a formagdo de
polarons. A utilizacgdo MWTC’s aumenta a condugdo eletronica durante o processo de
eletrossintese e favorece o estado da PANI em sua forma de maior conducao eletronica (sal
esmeraldina), assim conferindo estabilidade ao sistema eletroquimico (LISBOA et al., 2020;
MEDEIROS et al., 2012; NASCIMENTO et al., 2006; RABIA et al., 2018).
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Nafigura5 (A-D) foi avaliada a resposta voltametrica do eletrodo GCE/PANI-MWTC’s

em funcdo da v no intervalo de 5 a 300 mVs?, utilizando a técnica voltamétrica ciclica,

considerando os estudos realizados por Nicholson e Shain (1964).

Figura5- (A) Variacdo da intensidade de corrente de pico em funcdo da velocidade de
varredura; (B) Variagédo da raiz quadrada da velocidade de varredura em funcéo da
intensidade de corrente de pico; (C) Intensidade de corrente de pico sobre a raiz
quadrada da velocidade de varredura em funcdo da velocidade de varredura e, (D)
Funcéo logaritmica da velocidade de varredura em funcéo da velocidade logaritmica

da intensidade de corrente de pico.
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Durante todo o estudo da v (Figura 5A) foi possivel observar a dependéncia em funcéo

de Ip. De acordo com os estudos de Nicholson e Shain (1964), Ip tende a variagéo linear com

v¥2 (Figura 5B), mas ndo passa pela origem, para relagdes lineares ou que tendem a linearidade

de Ip/v*2 em funcéo v (Figura 5C), os processos redox ocorrem de forma quase-reversivel, com

reacOes quimicas acopladas a transferéncia de carga, esse fato evidéncia a natureza do processo

de transferéncia de massa por adsorgéo. A analise da relacdo entre log de Ip em fungéo do log
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de v (Figura 5D) mostrou um comportamento que tende a linearidade, mas que ndo passa pela
origem, resultando em um comportamento ndo linear com log (i)/log (v), ressaltando o processo
controlado por adsorcdo. Tais informacdes sdo evidentes quando se realiza a varredura
sucessiva de ciclos, onde a cada novo ciclo ocorre 0 aumento da intensidade de corrente de pico
(BARD; STRATMANN; URWIN, 2003; JINLEI et al., 2010).

3.5 Estudo voltamétrico da tricaina

A tricaina foi analisada no intervalo de 0,00 a +2,00 V vs Ag/AgCI(KClsa), v =50 mV
s, em solugéo eletrolito tampdo fosfato 0,10 mol L, com pH 7,2, comparando o eletrodo GCE
(Figura 6A) e o eletrodo GCE/PANI-MWTC’s (Figura 6B).

Figura 6 - (A) Voltamogramas ciclicos de solucéo de tricaina (0,127 mmol L) em solugdo
eletrolitro tampdo fosfato 0,5 mol L2 (---), pH=7,2: v=50 mV s1. (A) GCE, tricaina
(—) solugdo eletrdlito fosfato (--) e (B) GCE/PANI- MWTC’s tricaina (—) solugdo
eletrdlito fosfato (--).
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Fonte: Do autor (2018)



84

A Figura 6 demonstra que em ambos o0s eletrodos ocorre a oxidagdo da tricaina. No
eletrodo GCE (Figura 6A) ocorrem dois processos anodicos, nos potenciais de 0,8V (pico I) e
1,3V (pico 1) vs Ag/AgCI(KClsat) enquanto que no eletrodo GCE/PANI- MWTC’s (Figura 7B),
0s processos anddicos ocorrem nos potencias 0,7V (pico I) e 1,3V (pico I1) vs Ag/AgCI(KClsar).

No eletrodo GCE/PANI-MWTC’s ocorre um incremento na relacdo intensidade de
corrente de pico e menor largura de pico, demonstrando maior sensibilidade na analise peranteo
anestésico. O pico | apresentou maior incremento na intensidade de corrente de pico comparado
ao pico Il, e um deslocamento para potenciais mais positivos em 0,1V vs Ag/AgCI(KClsa)
quando comparado as anélises com GCE.

Considerando as possiveis interacfes entre as estruturas da de PANI, MWTC’s ¢ o
anestésico tricaina, foram propostos trés diferentes mecanismos de interacdo, representados na
Figura7 (A, B e C).

Figura 7 - Proposta de mecanismo de interacdo entre PANI-MWTC’s-Tricaina.
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Na Figura 7A, esta representada uma possibilidade de interagdo por ligacdo de
hidrogénio pelo grupo amina (R-NH>), entre PANI-tricaina. J& para a interacdo entre PANI e
MWTC’s o mais provavel é que essa interagdo ocorra por meio dos pares de elétrons nédo
ligantes da PANI e os hidrogénios ionizaveis dos grupos carboxilicos presentes nas unidades
de MWTC'’s. Essa ligacdo com outro atomo se estabelece devido a carga parcial positiva do
hidrogénio, aceitando um par eletronico (ligacdo covalente coordenada), explicada
principalmente pelas forcas dipolo-dipolo. No caso destas interacGes, o par de elétrons
compartilhado esta na PANI, no atomo de nitrogénio (mais eletronegativo).

Na Figura 7B, propde-se que a interacdo ocorra por ligagdo de hidrogénio por meio do
grupamento éster (R-COOR”), caso o grupo amino esteja em pH favoravel a sua protonagéo, o
que o torna um grupamento ndo nucleofilico. Tal como descrito anteriormente, a ligacdo de
hidrogénio seréa forte, devido a carga parcialmente positiva do hidrogénio, a qual aceita um par
eletronico. Entretanto, a interacdo descrita entre PANI-tricaina, ocorrerd entre o atomo de
hidrogénio e o grupamento éster, onde o par de elétrons compartilhado estd na tricaina, no
atomo de oxigénio (mais eletronegativo).

Uma terceira provavel interacdo nesse sistema pode ser visualizada na Figura 7C, o qual
a interacdo entre PANI-MWTC’s pode ocorrer conforme descrito anteriormente, porém a
interacdo entre PANI-Tricaina ocorreria por interagdo n- . Neste tipo de atragdo, ocorre uma
interacdo ndo covalente entre anéis aromaticos, por meio da interpenetracdo de orbitais

atdbmicos (do tipo p) incompletos no eixo paralelo.

3.6 Validacdo da metodologia

Utilizando a técnica voltamétrica pulso diferencial, foi realizada a otimizacdo dos
parametros eletroquimicos para a analise do anestésico tricaina, de forma univariada,
considerando a melhor relagdo entre lpa Vs Wiz, as condicdes utilizadas foram: v = 60 mV s,
A, =100 mV s? e t, = 2 ms. Observou-se que quanto maior a v e Ap, menor devera ser tp.

Assim, foi realizada a construcéo da curva de calibracéo para a deteccdo do anestésico
sem a presenca da amostra de peixe (Figura 8A) a fim de verificar a sensibilidade do eletrodo
GCE/PANI-MWTC’s. As analises foram realizadas por meio de adi¢des sucessivas de tricaina
em solucéo eletrolito tampao fosfato (pH 7,2), 25°C. Em seguida foi utilizado o método de
padronizacdo externa com adi¢des sucessivas de tricaina na mistura de extrato de peixe (1 mL)

e solucdo eletrolito tampéo fosfato (pH 7,2), 25°C, conforme a Figura 8B.
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Para verificar a linearidade da metodologia desenvolvida a fim de realizar a anélise
residual de tricaina em filés de peixe. Os voltamogramas gerados possuem deslocamento de

potencial de pico em £0,1V. O intervalo linear do trabalho para ambas as curvas foi de 4,61 x
10%a1,13x 10* mol L (n = 6).

Figura 8 - (A) (---) Voltamograma da solugio de tampao fosfato 0,1 mol L™ e (—) adigdes
sucessivas de solugdo de tricaina. (B) (---) Voltamograma da solucdo de tampé&o
fosfato 0,1 mol L contendo extrato de filé de peixe obtido durante o procedimento
de extragdo; (—) adi¢des sucessivas de solucdo de tricaina. Analises realizadas
utilizando a técnica DPV, v =50 mV s, A, =100 mV s? e t, = 20 ms. Em detalhes:
regressao linear da curva analitica. (Continua)
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Figura 8 - (A) (---) Voltamograma da solugio de tampao fosfato 0,1 mol L™ e (—) adigdes
sucessivas de solugdo de tricaina. (B) (---) Voltamograma da solucdo de tampdao
fosfato 0,1 mol L contendo extrato de filé de peixe obtido durante o procedimento
de extragdo; (—) adi¢des sucessivas de solucdo de tricaina. Analises realizadas
utilizando a técnica DPV, v =50 mV s, A, =100 mV s™ e t, = 20 ms. Em detalhes:

regressao linear da curva analitica. (Conclus&o)
20 ’
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Fonte: Do autor (2018)

A equacdo da curva analitica foi calculada pelo método de regressao linear por meio da
medida dos sinais analiticos (corrente/pA) em funcéo de crescentes concentragdes (mol L) de
tricaina. Foram considerados os picos anddicos em 0,8V (+0,1V). Os valores obtidos na
equacdo da reta foram -3,291 para inclinacdo e 2,309 para a intercesséo da linha padrdo. O
coeficiente de correlacdo foi de 0,9924, demonstrando boa correlagdo entre as concentracdes
adicionadas e as correntes aferidas. Os LOD e LOQ foram calculados de acordo com 0s
parametros da curva analitica, e os resultados foram 2,08 x 108 e 4,61 x 108 mol L* mol L7,
respectivamente.

Para as anélises de recuperacgdo e exatidao os filés de peixe foram fortificados com trés
concentragdes diferentes, separadamente. Para a amostra fortificada com uma concentracgao de
4,0 x 108 mol L a taxa de recuperacéo foi de 94,0%, assim como para as amostras de 6,0 x 10°
8e8,0x 10®mol L1, com 92,0 e 91,0% de recuperagéo, respectivamente. Foi possivel observar
gue a metodologia possui boa seletividade, uma vez que ndo existe nenhum outro pico de

oxidacdo respondendo com o anestésico tricaina. Os resultados obtidos nestas anélises foram
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realizados de acordo com as recomendacbes da agéncia reguladora EURACHEM
(MAGNUSSON; ORNEMARK, 2014).

Neste método de extracdo foi utilizada uma solucio tampao fosfato 0,5 mol L, o que
gerou um aumento da forca idnica no meio. Além disso, os procedimentos adotados
minimizaram o efeito da gordura na amostra de tecido de peixe sobre o sinal eletroquimico,
tornando-se eficiente para a aplicacdo nas analises envolvendo amostras bioldgicas

provenientes do setor de aquicultura.
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CONCLUSAO

Foi possivel realizar o desenvolvimento de uma metodologia analitica para a
determinacéo de tricaina no filé do pescado empregando um sensor de GCE\PANI-MWTC’s.
Para isso foi utilizado um preparo de amostra empregando uma solucdo tampéo fosfato, e as
leituras eletroquimicas foram realizadas utilizando a técnica DPV. A tricaina apresentou um
comportamento de oxidacdo irreversivel com um pico anodico em 0,7 V com deslocamento de
até +0,14V. O eletrodo modificado demonstrou eficacia nas varreduras eletroquimica, com boa
relagdo entre o potencial de corrente de pico e intensidade de corrente de pico. A melhor relacéo
de Ipa foi obtida com a voltametria de pulso diferencial, com as condi¢des em v =50 mV s?, A,
=100 mV s, t, = 20 ms. O método apresentou limites de detecgdo de 2,08 x 108 mol L™ e de
quantificacdo de 4,61 x 10 mol L™ com coeficiente de correlacio de 0,9905, para determinacéo
de tricaina. O método de extracdo apresentou eficiéncia na extracdo da tricaina do filé de peixe
com recuperacdo de 90% *4%. O eletrodo modificado GCE\PANI-MWTC'’s foi caracterizado
por espectroscopia por impedancia eletroquimica (EIS), demonstrando que em cada novo ciclo
de varredura de potencial ocorre a formacdo de nova cadeia polimérica, entretanto, com
melhores resultados para ser empregado como sensor eletroquimico utilizando 2 ciclos de
varredura de potencial.

Foram realizados testes em ferrocianeto de potassio e os melhores resultados foram
entre sinal analitico e espessura do filme. Além disso, de acordo com as possiveis interacdes
entre as estruturas da polianilina (PANI), nanotubo de carbono funcionalizado com é&cido
carboxilico (MWTC’s) e o anestésico tricaina, foram propostos trés diferentes possiveis
mecanismos de interagdo. Sendo uma interagéo por ligacdo de hidrogénio pelo grupo amino (R-
NH>), entre PANI-MWTC’s e PANI-Tricaina. Outra interagdo por ligacdo de hidrogénio pelo
grupamento éster (R-COOR”), caso o grupo amino esteja em pH favoravel a protonagéo, e uma

ultima provéavel estrutura de ligagao, por interagdes 7- 7.
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ABSTRACT

A system based on batch injection analysis (BIA) associated with amperometric detection at
screen- printed carbon electrode was used for the precise and rapid quantification of the
anesthetics compounds benzocaine and tricaine in fresh fish fillets. Along this study, the best
conditions for the BIA-amperometry system were stab- lished for the rapid determination of
these compounds. The results obtained demonstrate that the proposed method is an interesting
alternative to the chromatographic methods, once it allows to perform rapid analysis (more than
300 injections per hour) with low limits of detection (3.023 10® mol L for benzocaine and
3.19310® mol L™ for tricaine), using just 80 mL of sample for each analysis. Furthermore, it
was possible to obtain high repeatability for both compounds analyzed, demonstrating good
performance. The simple sample preparation developed in this study drastically reduced the
amount of fat in the fish extract, favoring precision, as shown by the results of the recovery
studies of both anesthetics contained in the fish samples (values above 99 % for both analytes).

Keywords: Batch Injection Analysis; Screen Printed Electrode; Benzocaine; Tricaine; Fish;
Anesthetics.
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1 Introduction

Benzocaine (Ethyl 4-aminobenzoate) and tricaine (Ethyl 3-aminobenzoate
methanesulfonate) are anesthetics widely used in aquaculture management. In view of the low
solubility (0.4 g L-1 in water) of benzocaine, was synthesized tricaine, which presents very high
solubility (1 g in 0.8 mL of water). Both anesthetics are derived from p-aminobenzoic acid [1].
Tricaine is one of the only approved compounds for the application in some families of fish
according to the Food and Drug Admin- istration (FDA). Some studies have been developed
for the inclusion of benzocaine in the list of drugs released by the FDA, with a debugging time
of 12 hours [1-5].

The analysis of anesthetics in fishes were usually performed using chromatographic
techniques [1-4, 6]. For these analyses, different sample preparation procedures were proposed.
Sample preparation is usually laborious and time-consuming, what turn them inappropriate for
a simple quality control involving activities in aquaculture.

Voltammetric techniques, among them amperometry, are able to reach limits of
detection and quantification as low as those obtained with some chromatographic techniques,
with the advantage of requiring much simpler sample treatment. Amperometric sensors using
carbon printed electrodes (CPEs) have many advantages such as being portable and disposable,
as well as being able to be used successfully for the quantification of different compounds [7—
11]. In addition, CPEs can be easily coupled to batch injection analysis (BIA) for rapid analyses
with high sensitivity [12-16].

A search in the literature detected few scientific studies involving the detection of
benzocaine in different samples [17-29], predominantly using chromatographic techniques. To
the best of our knowledge, this is the first study that explores BIA associated with amperometry
using screen- printed electrode for quantification of benzocaine and tricaine in fish tissues. In
the following sections the advantages of the proposed methodology are presented, highlighting

the good sensitivity and high repeatability achieved.

2 Experimental

2.1 Reagents and Solutions

Standard benzocaine (98.0%) and tricaine (99.0%) salts were acquired from Sigma-

Aldrich. To prepare buffer solutions, the following reagents of analytical degree were utilized:
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monobasic potassium phosphate, dibasic potassium phosphate, acetic acid, boric acid, and
potassium hydroxide, purchased from Sigma-Aldrich (St. Louis/Missouri, USA). The o-
phosphoric acid utilized was obtained from Synth.

Two different supporting electrolytes were explored during cyclic voltammetric
experiments: Britton-Robinson buffer (0.10 mol L, pH 2-12, in the preliminary studies) and
phosphate buffer solution (0.10 mol L™). The 0.10 mol L Britton-Robinson (B-R) buffer at
different pH values was prepared by mixing solutions of 0.10 mol L™ boric acid, 0.10 mol L
of o-phosphoric acid and 0.10 mol L of acetic acid. A 1.0 mol L sodium hydroxide solution
was used to obtain the desired pH. Phosphate buffer was adopted for the following
measurements. A phosphate buffer solution (0.10 mol L) was prepared by mixing 0.033 mol
L of monobasic potassium phosphate and 0.067 mol L™ of dibasic potassium phosphate, at
pH 7.0. All solutions were prepared using pure water, which was double-filtered, purified by
reverse osmosis and then passed through a Milli-Q (Millipore® Corporation, Bedford, USA)
system. The resistivity meas- ured after this treatment was not lower than 18.2 MW cm. During
preliminary studies, the low solubility of the anesthetic benzocaine was verified. To overcome
this drawback, alcoholic solution containing 20% ethanol and 80% phosphate buffer solution

was utilized for complete solubilization of the benzocaine.

2.2 Preparation of Standard Solutions and Fish Samples

From the standard stock solutions containing benzocaine and tricaine (1.00 x 10 mol
L1), standard solutions were prepared (separately) in electrolyte (B-R buffer solution and
phosphate buffer solution).

For the preparation of the samples, was followed the methodology described by Botrel
et al. (2017), with some adaptations [30]. To extract the anesthetics from fish tissue, 2,00 g of
fish fillets was macerated and transferred to a plastic tube with conical bottom (total volume:
15 mL) and set in freeze-drying procedure. In sequence, was introduced 13.00 mL of phosphate
buffer solution (0.5 mol L) pH 7.0 into the tube. Next, this mixture was vortexed (in a vortex
mixer) during 5 minutes, followed by centrifugation (356 rads™) for 5 minutes. After this
process, the tube was frozen (-18 °C £ 2 °C). During this process, the fish fat floats and comes
to the surface of the solution, favoring its removal. The final extract was thawed and filtered
through a 25 mm porous membrane with pores of 0.45 mm (from Millipore Corporation —

Bedford, USA), then transferred to a clean flask and from there to the electrochemical cell for
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analysis. The fish fillets analyzed in this study were donated by the Laboratério de Metabolismo
de Peixes, Departamento de Zootecnia, Setor de Piscicultura from UFLA.

2.3 Voltammetric Measurements

All electrochemical measurements were carried out using a u-Autolab Type Il
potentiostat (EcoChemie, Utrecht Netherlands) and the data collection was obtained by GPES
4.9 software (EcoChemie®). For amperometric and voltammetric analyses, the screen printed
carbon electrodes (SPEs, DS 110, Metrohm, Switzerland) were used: the working (diameter of
4.0 mm) and auxiliary electrodes were made of carbon, while the reference electrode was made
of silver (Ag pseudo-reference electrode). Cyclic voltammetry studies were performed in a
conventional 10 mL cell, while the BIA analysis was performed using the wall-jet cell
previously described [31]. It was used a motorized electronic micropipet tip, Multipette Stream
from Epperndorf (Hamburg, Germany) for the injections of standard benzocaine and tricaine
solutions and samples.

To optimize the BIA-amperometric determinations, the following parameters were
explored: To determine the best potential of the working electrode, a series of experiments in
the interval situated between 0.60 and 0.95 V (vs. Ag/AgCl KClsat) was performed. The best
volume injection was evaluated in the interval situated between 10 and 100 mL and to elect the

best injection speed, experiments using speeds between 24.1 and 271 uLs™* were done.

3 Results and Discussion

3.1 Voltammetric Studies

The electrochemical behavior of benzocaine and tricaine was initially explored over the
pH range from 2.0 to 12.0 using a Britton-Robinson (B-R) buffer medium. This study shows
that the increase of the pH in the BR buffer solution shifted the anodic potential towards to less
positive values. At pH 7.0 the highest current was observed. This value is close of the pH of the
fish tissues, so as similar to the conditions under which the analyzed anesthetics are usually
administered in aquaculture [32,33].

This condition (pH=7.0) was also tested in phosphate buffer solution 0.1 molL™?, leading
to results similar to the ones obtained with B-R buffer. Therefore, the analysis on this condition

at pH 7.0 (phosphate buffer solution 0.1 molL?) represents a good compromise with peak
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current and ambient conditions. Figure 1 shows the cyclic voltammograms in phosphate buffer
solution 0.1 molLat pH 7.0 and in presence of 1.0 x 10 molL! benzocaine (A) and tricaine
(B).

It was observed in Figure 1, at the anodic region (from 0.00 V to 1.10 V and 1.18 V
respectively), for the both anesthetics, a single well-defined peak of oxidation at 0.897 V and
0.757 for benzocaine and tricaine, respectively. It was not possible to verify reverse peaks in
the studied region, suggesting that the oxidation involves na irreversibly process. Considering
studies of oxidative polymerization of benzocaine, as well as the similarity in the structures of
the benzocaine and tricaine, the oxidation of both analytes can occur in the primary amine,
involving the release of the H+ ions into the solution, generating cationic species with highly
reactivity and hybrid resonance centers [27,34].

The oxidation peak potential of benzocaine (0.897 V vs Ag/AgClkcisa) in Figure 1
presented a less positive oxidation potential value in comparison to Reddy et al. (2006), (1.03V
vs Ag/AgClkcisat) [27]. In this study the authors used glassy carbon electrode modified with
Nafion as working electrode. Other studies were performed to evaluate the nature of the
electrochemical process of benzocaine and tricaine [35]. For this it was studied the scan rate(v)
from 5 to 300 mVs™. It was used the standard solution (1.00 x 10 molL) of the anesthetics
in a phosphate buffer medium 0.1 molL™, pH 7. Analyzing the results it was observed the
dependence of v as a function of intensity peak current for the both anesthetics. For linear
relationships of Ip and v; Ip and v1/2; Ip/v1/2 and v, the electrochemical process occurs by
irreversible form. Furthermore, it was verified the chemical reactions coupled to the charge
transfer, because the Ip varied linearly with the v1/2, indicating that the process is controlled
by diffusion. Other evidence over the diffusion process was obtained by the relationship

between log Ip in function of log v, showing a linear tendency (log Ip/log v~0.5) [35].
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Figure 1 - Cyclic voltammograms in phosphate buffer solution 0.1 molL, pH 7.0 (dashed line)
and with 1.00 x 10 mol L™ (A) benzocaine (solid line) (B) tricaine (solid line). Scan

rate: 100 mVs™.
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3.2 Batch Injection Analysis (BIA) with Amperometric Detection

The effect of the main parameters involving BIA associated with amperometric

detection (working electrode potential, speed of injection and volume injected) was investigated

in order to find the most suitable conditions for benzocaine and tricaine quantification in

phosphate buffer solution 0.1 molL* (pH 7.0). The main parameters for the quantification of

both anesthetics have been optimized. About the working electrode potential, were used 0.90

V and 0.75 V (vs. Ag/AgClkcisat) for benzocaine and tricaine, respectively. As well in the other

parameters were set optimized thesame value for tricaine and benzocaine. The most favorable

time to set in the electronic was found to be 271 mLs™, (the fastest rate of the pipette used) as

well as the best volume to inject was determined to be 80 mL. These values were fixed for all

the measurements done during this study.
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The linearity between the anodic currents and the anesthetics concentrations were found
in a concentration range from 1.00 x 10 to 8.00 10x® molL™* (Figure 2). The linear regression
parameters of both series of measurements were: calibration plot intercept at 3.49 x 10° + 2.31
x 10" A and a slope of 2.77+0.07 A/molL™* (r=0.998) for benzocaine, and intercept at 2.27x10°
'+1.02 x 10”7 A and a slope of 0.76+0.03 A/molL™ (r=0.994) for tricaine. Figure 2 presents the
concentration ranges studied for benzocaine (A) and tricaine (B). The estimated detection limits
were 3.02 x10® molL? for benzocaine and 3.19 x 108 molL? for tricaine. The values for
quantification limit were 9.07 x 10 molL™ for benzocaine and 9.57 x 10 molL* for tricaine.

Comparing the detection and quantification limits obtained for benzocaine using BIA
associated with amperometric detection, it was verified in the literature that the values are
similar to others studies involving electrochemical techniques, applied to different samples [16—
29]. However, it was not possible to make this comparison for tricaine, since there are still no
reports in the literature.

Figure 3 shows repetition studies of successive injections of standard solutions of
benzocaine (A) and tricaine (B) in a concentration of 4.0 x 107 molL? in phosphate buffer
medium 0.1 molL? (pH 7.0). In these experiments, there is no memory effect during the
injections, demonstrating that the washout is effective and that there is no poisoning of the
electrode surface for the both anesthetics. The analysis of this series of injections generated
relative standard deviations of 1.80% for benzocaine and 2.07% for tricaine. Moreover,
analytical frequency of 360 injections per hour for the benzocaine and 450 injections per hour
for the tricaine were observe. Determination of residual clove oil, tricaine and benzocaine in
fillets of two fish species (Nile tilapia and cachadia) using UPLC-DA [36]. In this study,
samples (n=4) of each fish species were evaluated after submitted to anesthesia in different
dosages and taking into account four depuration times (0 h, 12 h, 24 h and 48 h). Soon after the
anesthesia (0 h) both species, tilapia and cachadia, presented residues of benzocaine (1.46
mggL™* and 2.60 mggL™) and tricaine (0.40 mgg™ and 2.17 mgg™?). Fishes depurated after 12
hour did not show detectable values, as well as samples analyzed after 24 and 48 hours. These
results suggest significant decrease of both anesthetics with time, since the quantification limits
(0.015 mgg™* and 0.025 mgg™ for benzocaine and tricaine, respectively) found in the proposed
method are expressively smaller than the lower concentrations detected soon after its

application.



103

Figure 2 - Results for BIA with amperometric detection using a carbon printed electrode, in a
phosphate buffer médium 0.1 molL™, pH 7.0, after injections of (a) 1.0 x 107, (b)
2.0, (c) 4.0, (d) 6.0, (e) 8.0, (f) 1.0 x 10°®, (g) 2.0, (h) 4.0, (i) 6.0 e (j) 8.0 x 10 molL-
1 (A) benzocaine (B) tricaine. Working electrode potential at 0.90 V and 0.75 V vs.
Ag/AgClkcisat for benzocaine and tricaine, respectively. Injected volume: 80 mL.
Speed of injection: 271 mLs-1. Inset: linear regressions for each analyte.
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BIA with amperometric detection results for 25 repetitive injections of (A)
benzocaine and (B) tricaine 4.0 x 10" molL™, in a phosphate buffer medium 0.1
molL? (pH 7.0). Applied potencial: 0.90 V and 0.75 V vs. Ag/AgCIKClsat, for
benzocaine and tricaine, respectively. Injected volume: 80 mL. Injection speed:
271 mLs™.

(A)
4.0}

Current / pA

0.0 -LL.uLLULLLLLLLLLLLLLLLLLLL

780 840 900 960
Time/s

(B) o6

Current / pA

o
o
=
F s
*
£ _
——
£

AU

350 400 450 500
Time /s




105

4 Conclusions

In this study was developed a BIA-amperometric methodology using screen-printed
carbon electrode for benzocaine and tricaine in fish tissues. A procedure for sample preparation
(reducing significantly the presence of fats in the extraction solution) was developed. The
detection limits attained was comparable with the ones achieved with chromatographic
techniques (3.02 x 10 molL? for benzocaine and 3.19 x 10® molL? for tricaine), and a
differentiated sampling rate (360 injections per hour for benzocaine and 450 injections per hour
for tricaine) was recorded. A very satisfactory recovery of anesthetics in fish fillets was attained
(99.5%=1.7% for benzocaine and 99.6%=1.2% for tricaine) when the anesthetics were spiked
in the fillet and rapidly extracted. The methodology developed represents a viable alternative
to the traditional methods of analysis (chromatographic) in fish samples, with good sensitivity
for analyzing the both anesthetics. The BIA-amperometric methodology here proposed have
great potential for applications for quality control of different samples such commercial

anesthetics, in the control of pharmaceutical and veterinary products.

Acknowledgements

The authors are grateful for the Cordenacdo de Aperfeicoamento de Nivel Superior
(CAPES), Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico (CNPq), and Rede
Mineira de Quimica (RQ-MG) financed by the Fundacdo de Pesquisa do Estado de Minas
Gerais (FAPEMIG), Fundacdo de Amparo a Pesquisa do Estado de Sao Paulo (FAPESP) for
the financial support. The authors are grateful for Departamento de Zootecnia (DZO) for the

donation of the fish samples.



106

References

[1] G. R. Stehly, J. R. Meinertz, W. H. Gingerich, Food Addit. Contam. 2000, 17, 387-392.
[2] G. R. Stehly, J. R. Meinertz, W. H. Gingerich, J. Vet.Pharmacol. Ther. 1998, 21, 121-127.
[3] G. R. Stehly, Silver Spring: Food and Drug Administration 1995.

[4] J. R. Meinertz, G. R. Stehly, T. D. Hubert, J. A. Bernardy, J. Chromatogr. A 1999, 855,
255-2602.

[5] FOOD AND DRUG ADMINISTRATION, FDA, 2011. Available in
http://www.fda.gov/downloads/Food/GuidanceComplianceRegulatoryInformation/GuidanceD
ocuments/Seafood/UCM251970.pdf on aug 5th, 2017.

[6] P. Scherpenisse, A. A. Bergwerff, Anal. Chim. 2007, 586, 1-2, 407-410.

[7] E. Sanchez-Tirado, C. Salvo, A. Gonza “lez-Corte “sa, P. Yanez Sedenoa, F. Langab, J. M.
Pingarrona, Anal. Chim. Acta 2017, 959, 66-73.

[8] C. N. Hernandez, M. B. G. Garcia, D. H. Santos, M. A. Heras, A. Colina, P. Fanjul-
Bolado, Electrochem. Commun.2016, 64, 65-68.

[9] P. Niu, C. Ferna "ndez-Sa "nchez, M. Gich, Microchim. Acta 2016, 183, 617-623.

[10] A. Vasilescu, G. Nunes, A. Hayat, U. Latif, J. L. Marty, Sensors 2016, 16, 1863.

[11] A. Hayat, J. L. Marty, Sensors 2014, 14, 10432-10453.

[12] E. S. Almeida, A. J. L. Silva, R. M. F. Sousa, E. M. Richter, W. Christopher, C. E.
Banks, R. A. A. Munoz, Anal. Chim. Acta 2016, 934, 1-8.

[13] V. B. Nascimento, L. Angnes, Qui'm. Nova 1998, 21, 614-629.

[14] F. S. Felix, L. Angnes, J. Pharm. Sci. 2010, 99, 4784-4804.

[15] M. S. M. Quintino, L. Angnes, Electroanalysis 2004, 16, 7, 513-523.

[16] P. Surmann, B. Peter, C. Stark, Fresenius J. Anal. Chem. 1996, 356, 192—-196.

[17] H. Dejmkova, V. Vokalova, J. Zima, J. Barek, Electroanalysis 2011, 23, 662—-666.

[18] L. M. Laird, R. L. Oswald, J. Inst. Fish. Manage. 1975, 6, 92-94.

[19] K. T. W. Coltro, Sens. Actuator B-Chem. 2016, 226, 196-203.

[20] R. T. Kachoosangi, G. G. Wildgoose, R. G. Compton, Electroanalysis 2008, 20, 2495—
2500.

[21] R. A. Weber, J. B. Peleteiro, L. O. Garc1 “a Mart1 'n, M. Aldegunde, Aquaculture 2009,
288, 147-150.

[22] G. Dutu, C. Cristea, B. Ede, V. Harceaga, A. Saponar, E. J. Popovici, R. Sandules,
Farmacia 2011, 59, 147-149.



107

[23] A. Samide, B. Tutunaru, G. Bratulescu, C. lonescu, J. Appl. Polym. Sci. 2013, 130, 687—
697.

[24] H. Dejmkova, V. Vokalova, J. Zima, J. Barek, Electroanalysis 2011, 23, 662—666.

[25] S. Komorsky-Lovric, N. Vukasceinovic, R. Penovskib, Electroanalysis 2003, 15, 5-6.
[26] R. T. Kachoosangi, G. G. Wildgoose, R. G. Compton, Electroanalysis 2008, 20, 2495—
2500.

[27] T. M. Reddy, K. Kodigutta, S. Reddy, J. Reddy, Croat. Chem. Acta, CCACAA 2006, 79,
253-259.

[28] Y. M. Issa, S. H. Mohamed, M. A. Baset, Talanta 2016, 155, 158-167.

[29] J. J. Freitas, D. L. O. Ramos, R. M. F. Sousa, T. R. L. C. Paixao, M. H. P. Santana, R. A.
A. Munoz, E. M Richter, Sens. Actuator B-Chem. 2017, 243, 557-565.

[30] B. M. C. Botrel, D. C. P. Abreu, A. A. Saczk, M. J. F. Bazana, C. N. Nascimento; P. V.
Rosa, Microchem. J. 2017, 133, 70-75.

[31] J. S. Stefano, D. S. Cordeiro, M. M. C. Marra, E. M. Richter, R. A. A. Munoz,
Electroanalysis 2016, 28, 350-357.

[32] L. G. Ross, B. Ross, Anaesthetic and sedative techniques for aquatic animals. 3. ed.
Oxford: Wiley-Blackwell, 2008.

[33] L. G. Ross, J. A. Geddes, Aquaculture 1979, 16, 183-186.

[34] B. Marjanovic, I. Juranic, G. C iric-marjanovic, I. Pasti, M. Trchova, P. Holler, React.
Funct. Polym. 2011, 71, 704.

[35] R. S. Nicholson, I. Shain, Anal. Chem. 1964, 36, 706-723.

[36] R. A. Pereira, A. A. Saczk, D. Okamura, M. G. Cardoso, L. S. Costa, W. D. Santiago, T.
M. Souza, R. M. F. Lima, P. V. Rosa, Journal of Advances in Chemistry 2014, 10, 2661—
2668.



108

TERCEIRA PARTE

CONSIDERACOES FINAIS

A quantidade de dados obtidos durante o experimento eletroquimico representa um
desafio ao analista quanto a gerenciar, analisar e correlacionar os dados. Ao todo foram cerca
de 4 mil dados coletados para o desenvolvimento do sensor. A utilizacdo do planejamento
fatorial fracionado reduziu o numero de dados, que em um sistema univariado atingiria cerca
de 10 mil dados facilmente. A técnica estatistica permitiu correlacionar os resultados e obter 0
melhor conjunto de varidveis para a obtencdo do sensor. Desta forma, na eletroquimica, o uso
de técnicas estatistica deve ser explorado, visando a0 menor consumo de reagente e tempo de
andlise.

Os resultados obtidos no primeiro artigo permitiram a aplicacdo na determinacdo de
tricaina residual em peixes, no segundo artigo, com bons limites de detec¢do e quantificagdo.

No terceiro artigo envolvendo a metodologia BIA foi possivel otimizar e diminuir

consideravelmente a quantidade de tempo para a realizacdo de experimentos.
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PERSPECTIVAS FUTURAS

Podem ser realizadas, concomitantemente com este trabalho, analises quanto a cinética
da formacéo do filme de PANI-WMTC’s sobre GCE, além da expansao para a determinagédo

de outros anestésicos.
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ANEXOS

Anexo 1 — Voltamogramas em 2D e 3D dos experimentos (1 ao 32) gerados pela Tabela 1
do Artigo 1.
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Anexo 2 — Perfil dos experimentos (1 ao 32) de acordo com as Equaces 1 a 4 proposta no

Artigo 1.
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