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Abstract

“Development of electrochemical methods for the quantification of
neonicotinoid pesticides in contaminated water samples”

The aim of this work consists in developing electrochemical methods to determine a
particular class of pesticides — Neonicotinoid insecticides in spiked water samples.

In this work we purpose the development of a voltammetric procedure for
determining Thiacloprid, an important neonicotinoid insecticide used worldwide and
whose methods for its determination have not yet been thoroughly explored.

The developed procedure was based on the cathodic voltammetric response of
Thiacloprid at a multi-wall carbon nanotubes film-modified glassy carbon electrode, in
an aqueous solution of Britton-Robinson buffer.

Using cyclic voltammetry and square wave voltammetry it was confirmed that
Thiacloprid undergoes an irreversible electro-reduction process at the modified glassy
carbon electrode.

Under the optimized conditions (solution pH, pre-concentration conditions and
frequency) a square wave voltammetry method was developed for the quantification
of Thiacloprid. The proposed method presented a good performance for the
determination of the insecticide and its applicability was demonstrated in spiked

samples of creek water.



Resumo

Este trabalho consistiu em desenvolver métodos eletroquimicos capazes de
determinar e quantificar uma classe particular de pesticidas - Inseticidas
neonicotindides, em amostras de dgua contaminadas.

O inseticida selecionado para este trabalho foi o Tiaclopride, um composto recente e
cujos métodos de determinacao foram pouco explorados, sendo do conhecimento
geral o papel fundamental da monitorizagdao ambiental e do controle de qualidade dos
produtos agroalimentares.

O procedimento desenvolvido foi baseado na resposta voltamétrica do Tiaclopride na
zona catddica, utilizando um elétrodo de carbono vitreo modificado com um filme de
nanotubos de carbono de parede multipla, numa solucdo aquosa tampado de Britton-
Robinson. Recorrendo a voltametria ciclica e voltametria de onda quadrada, foi
confirmado um processo de reducdo irreversivel do composto no elétrodo modificado.
Sob as vdrias condi¢des otimizadas, o método de voltametria de onda quadrada foi
desenvolvido com sucesso para a detecdo e quantificacdo de Tiaclopride, e a sua

aplicacdo foi demonstrada em amostras de dgua contaminadas.



Lista de Abreviaturas e simbolos

APA- Associacdo Portuguesa do Ambiente

BDDE- Elétrodo de diamante dopado com boro (Boron doped diamond electrode)

BR- Tampao Britton- Robinson

CNTs- Nanotubos de carbono (Carbon nanotubes)

CV- Voltametria ciclica (Cyclic voltammetry)

DHP- Dihexadecilhidrogenofosfato (dihexadecyl hydrogen fosfate)

E.c..- Potencial de acumulagao

Ep- Potencial de pico

EPA- Agéncia de protegdo ambiental dos Estados Unidos (United States environmental
protection agency)

Ep,a- Potencial de pico anddico

Ep,c- Potencial de pico catddico

FAO- Organizacdo das Nag¢des Unidas para a agricultura e alimentacdo (Food and
Agriculture Organization of the United Nations)

f- Frequéncia

GCE- Elétrodo de carbono vitreo (Glassy carbon electrode)

Ip- Corrente de pico

Ip,a- Corrente de pico anddico

Ip,c- Corrente de pico catédico

IUPAC- Unido Internacional de Quimica Pura e Aplicada (International Union of Pure
and Applied Chemistry)

LC 50- indice de concentracdo letal necessario para matar metade individuos de uma
populacdo-teste

LD 50- indice de dose letal necessario para matar metade individuos de uma
populacdo-teste

Log Pow- Coeficiente de particdo octanol-dgua

LSV- Voltametria de varrimento linear (Linear sweep voltammetry)

MWCNTs- Nanotubos de carbono de paredes mdultiplas (Multi-walled carbon
nanotubes)

MWCNTs-BDDE- Elétrodo de diamante dopado com boro modificado com um filme de

nanotubos de carbono de paredes multiplas


http://www.google.pt/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&ved=0CC4QFjAA&url=http%3A%2F%2Fwww.fao.org%2F&ei=iq7DUfTCHYHChAeovYGICQ&usg=AFQjCNFN0FJRtsVrfnxh2u66Un8onLMaSw&bvm=bv.48293060,d.ZG4
http://www.google.pt/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&ved=0CC4QFjAA&url=http%3A%2F%2Fwww.fao.org%2F&ei=iq7DUfTCHYHChAeovYGICQ&usg=AFQjCNFN0FJRtsVrfnxh2u66Un8onLMaSw&bvm=bv.48293060,d.ZG4

MW(CNTs-GCE- Elétrodo de carbono vitreo modificado com um filme de nanotubos de
carbono de paredes multiplas

SPCE- Elétrodo de tinta impressa de carbono (Screen-printed electrode)

SWV- Voltametria de onda quadrada (Square wave voltammetry)

SWCNTs- Nanotubos de carbono de parede simples (single walled carbon nanotubes)
t- Tempo

tacc.- Tempo de acumulagao

TIA- Tiaclopride

v- Velocidade de varrimento



Indice geral

ABTAUECIMENTOS. c.c.ecueceiete sttt tet et et e e eeete st ste e et e b et e et aesesaaeetestestesse s sestassesansersanssesatestestensssensantasens i
AADSTIACE .ttt et e e s b e e bbb st e b eae st b b s st se e nene s i
RESUMIO. ..ottt et et b b she st st a e se e ettt she e iii
Lista de Abreviaturas @ SIMmbOoIOs..........coeirieiiirirce e st e e iv
LR ToT=3R =21 | TP Vi
FRYe oT=Re [ 7= {8 L OO vii
INAICE 8 TADEIAS.....v.ceeevereeere ettt saess s e st e ss s e es s et ens s ss s Xi
I [ o Ao o [1 o} Lo TS OO OO PO SRRSO 12
1.1- Pesticidas N0 CONTEXLO EIAl......cviciiie ettt st ettt sae st stesee e snsnan 12
1.2- TOXICIdAade dE PeStICIAAS. ....ccvueeete ettt sttt sttt sttt b s et e s et 14
1.3- Classificagdo de PeSTICIAAS.....ccecucueuiierietiet ittt ete ettt et s et et s e ae st st s e e s e s tes e bate s ensanes 14
LA INSEEICIAS. cocveueeee ettt sttt ettt e st s b s ettt et st bt eae st ettt e s et et bebenenen 15
1.5- Inseticidas NeONICOtINGIAES. .....ccoceri ittt e et e st s 16
1.5.1- Caracteristicas dos NEONICOTINGITES.......c.cereirirerirecee ettt ettt e s 17
15,25 TOXICIAAE. .. ettt ettt ettt ettt e s b st b e st s bbb et eae bt st 20
1.5.3- O enigma do declinio das abelhas..........c ettt s 21
[ T Yol ToT o o o LT OO T SO 22
1.6- Métodos de determinagao de PestiCidas......cciviiirreieinineree e st e s e 25
1.6.1- VOITAMETIia CICIICA....cv ettt s e s e e e s e 27
1.6.2- Voltametria de onda quadrada........ccccieieeireece ettt st r bt e 30
1.6.3- TiPOS A€ ElELIOUOS.....ccuiiveieeeietet ettt ettt et et et sresteseesee e sesbes et aesaesereaseese st s 32
1.6.3.1- EIétrodo de carbon0 VITrEO0.......c.cceveireeirieeiererec ettt st e e e 32
1.6.3.2- Elétrodos quimicamente modificados- Nanotubos de carbono..........cccccceeveveinieeeecneane. 34
2- Parte EXPeriMENTALl......co ettt ettt st ete st st s e s et eas s anesaeetesee e nnan 36
00 1 o Yo [ Tor- o T O SRSTRPS 36
B o [UT] o= o 1 1= | o J TSP 36
2.2.1- POTENCIOSTATO .. ettt ettt sttt e et eh bbb st st bbbt et eae s st 36
2.2.2- Célula para medigOes VOItamMELIiCas. .. .cuuvericcice ettt et b e ea e 37
2.2.3- Eltrodos de Trabalno.........ccciiriieiiieee et sttt st ettt s 38
2.2.3.1- NGO MOAIfICAUOS ....cviireireeierieree et sttt ettt es b st st es e e sen b e 38
2.2.3.2- Modificados com nanotubos de carbono parede multipla (MWCNTS).....ccoeveeeeveneeennns 39
2.2.4- ElIETrodo de REFEIENCI.....ouiveuueriereirecteet et ettt st et st st eb s e s eees 40
2.2.5- ElBTrOdO AUXITIAI .oeeieeeeit ettt ettt et st e s e s e st e st s en e 41
2.2.6- EQUIPAMENTO @UXIIIAr....cioieiiie ettt sttt et st st s e e s s e b et e e ene 42



2.3- Preparacao 0@ SOIUGDES.......cuceeeeeeecteceetese et eet et te e e e aesaestestesteaasaesessanssessensesseesestestessesnsansassns 42

2.3.1- ElEtrOlitOS d@ SUPOITE....ciitietieeeeeecte ettt ettt eeteeteste st ae e bbb ebaeb st easabeste st stensensabessesens 42
2.3.1.1- TAMPEO FOSTAtO...ciciieiictieietirt ettt ettt sre et st st e e s ses e s aeseassasereetesae saenes 42
2.3.1.2- Tampao Britton-RODINSON.......ccucieeieeieiece ettt r bt st e 43
R T8 - ol [ oY o T OO 43
2.4- Procedimento eXPeriMENTtal......ccocciieiriieiieece ettt et se et st st e e s s e b e b s e ene eaes 44
2.4.1- MedigOES VOIAMELIICAS. ...cuccecceeteeie sttt ettt ettt sttt s b et s s e e sbe st stesee s sessesaesaeres 44
2.4.2- Teste de dopagem para a amostra ambiental..........coeceeeeeeeie e e 45
3- Apresentacdo e DiscussA0 de reSUltados........coceeeueieiieiineiece ettt st 47
3.1 ESTUOS PreVIOS....cvieuiriieireee e st stestse ettt st st et se st st st st e besebaeb e st e e et ase st stesessessessaneesansessaneasesens 47
3.1.1- Estudo do comportamento eletroquimico do tiaclopride no elétrodo de

diamante dopado cOmM DOr0 (BDDE).......cccceceeireeieeerierieeeseseteeste sttt ete e eres e e esassreseaseransssesnan 47
3.1.2- Estudo do comportamento eletroquimico do tiaclopride no elétrodo de tinta

de carbonN0 IMPreSSA (SPCE).......ciiiciecieeriie ettt ettt ee e sea et eaeste e et ssebesea et assebesessebasssaesasessrsareeen 49
3.2- Estudo do comportamento voltamétrico do tiaclopride utilizando um elétrodo

de carbono vitreo modificado COM IMWECNTS........cccerrireeerie ettt st ses e eeas 50
3.2.1- VOIAMELIia CICHCA. ¢t eeueeeeeece ittt ettt et e sttt s e e b s et 51
3.2.2- Voltametria de onda qUadrada.........ccceecieieieinecce ettt et st st e b erares 53
3.2.3- Estudo de varidveis eletroquimicas que influenciam a resposta do TIA no

ElELrod0o de MWECNTS-GCE......c.cueuie ittt ettt ettt et eb e st ebe b s ee ettt s sen b seneaesenns 54
3.2.3.1- EStUdO dO €fEit0 dE PH....c.uiiceieeeeeee ettt st r et et sae et st nanan 54
3.2.3.2- Efeito da velocidade de varrimento.......cc..ureerinneneeceee et 56
3.2.3.3- Efeito da freQUENCIA.....cc ettt sttt et st st e e s s es s eaeenestesaese s 59
3.2.3.4- Efeito do tempo e potencial de aCumulaga0......ccccoeveverererieeieinis e 60
3.2.3.5- Efeito do eletrdlito de SUPOItE.....cc ettt e st e e b e 62
3.2.3.6- Estudo da influéncia de potenciais interferentes na resposta

VOItaMELrica dO tiaClOPride....cce ettt st e bt et e 63
3.3- Quantificacdo de Tiaclopride utilizando 0 MWCNTS-GCE..........cccceeienirverereinrinrenrcnreceeesee e 65
3.3.1-CUrva de CaliDraga0.....c.cceieiieeieece ettt ettt te st st st e b et s et et e e ebestese ste s nearartens 65
3.3.2- Determinacao de tiaclopride em amostra ambiental.........ccccccvveieciciiie s 67
4 — CONCIUSDES......veueceerenierireeieseree st et e ies et et s ieb et e bes e e s et ea et ea sbees s eeeae et e sea b eatehesenbebeaeebe e beneasere s 69
D — PEISPETLIVAS TULUIAS...cue ittt et ettt ettt et steete st st e e s e s ses st eassasaseaseetessennansann 71
6- Refer@ncias DIblOGIATICas. ....ciii ettt ettt se et st st e st se e besaeraerens 72
Y11= o 3OO T 77

vii



Indice de Figuras

Figura 1.1 - Vias de dispersdo de pesticidas no ambiente (adaptado da ref. ™) .........cccc......... 12

Figura 1.2 - Exemplos de espécies de 8 ordens diferentes de insetos: 1) Ischnura

elegans (Odonata), 2) Gammarus pulex (Amphipoda), 3) Cloeon dipterum

(Ephemeroptera), 4) Nemoura cinérea (Plecoptera), 5) Limmephilus lunatus

(Trichoptera), 6) Enochrus testaceus (Coleoptera), 7) Asellus aquaticus (Isopoda),

8) Notonecta glauca (Heteroptera) ] e e ee e et se e et et et eee e see e e e seseeeene 17

Figura 1.3 - Diferencas nas estruturas dos neonicotindides de primeira e segunda

geracio (2daptado da ref. T7) o et et e e 18
Figura 1.4 - Moléculas de Imidaclopride € Tiaclopride.......ccoccceeeeininerecce et 23
Figura 1.5 - Estrutura do Tiaclopride em 2D (esquerda) e em 3D (direita)....c.ccoceveeececrererreneenene. 23

Figura 1.6 - Aspetos caracteristicos da voltametria ciclica. (a) Ciclo de potencial ao

longo do tempo, com o potencial inicial e o potencial de inversdo. A voltametria ciclica

pode consistir em um ou mais ciclos, assim como o potencial inicial ndo tem

de ser obrigatoriamente negativo. (b) Voltamograma ciclico obtido mostrando as

medicBes dos picos de corrente (Ip) e os picos de potencial (Ep). (adaptado da ref. ) ..........28

Figura 1.7 - Forma dos voltamogramas ciclicos numa reacao reversivel e irreversivel
(AAAPLATA A FEF. ) oottt ese e ese e ese e ese e ese s eeseee s e ese e eesenenes 29

Figura 1.8 - Voltamogramas ciclicos obtido a velocidade de varrimento (a) Rapida
(D) Lenta (daptada da ref. B oot eee et ees st e ses s eee et ees s ees e seaeenene 29

Figura 1.9 - Esquema de aplicagao de potenciais no voltametria de onda
QUAATATE (SWV)B et e se e e e seses et ee s e e s e sesees e ereseseessrseenesesrases s 31

Figura 1.10 - Perfil voltamétrico de Corrente (1) vs. Potencial (E) (adaptado da ref. ®9)............. 31

Figura 1.11 - Intervalo de potencial aproximado para os elétrodos de platina (Pt),

mercurio (Hg), Carbono Vitreo (C) e diamante dopado com Boro (BDDE) .........coooevevcevevue. 32

Figura 1.12 - Representagdo estrutural esquematica de um plano basal do
carbono vitreo. (a) Visdo frontal (b) Vis30 1ateral B3L........... oo eese s 33

Figura 1.13 - Representag¢do esquematica dos nanotubos de carbono-
(a) Parede Multipla (MWCNTS) e (b) Parede Simples (SWCNTS) B8 ..o 35

Figura 2.1 - Potencidstato/Galvanostato AUTOLAB PGSTAT302N (em baixo) e a
interface eletranica IMEB63 (€M CIMA)....iioiiciiceieceeceeee ettt eteste st e e r s aes s sasareesesae e s 36

Figura 2.2 - POStO €letroqUIMICO....ccccici ittt sttt r sttt st st e e b et ans 37



FigUra 2.3 - CAIUIA dE VIOIO....cuioeceeeeeeece ettt ettt s et st es et e st es s sae st et eseassre s 37

Figura 2.4 - Elétrodo de diamante dopado COmM BOro........c.ccuvevieiececie et e 38
Figura 2.5- Elétrodo de tinta impressa de CarboN0.........ccocveveieiniineincece e 38
Figura 2.6 - EI&trodo de carbOon0 VItrEO0.....ccvi e ittt sttt et s s 39

Figura 2.7- Esquema ilustrativo do procedimento experimental na modificacdo do

€létrodo de CarbON0 VITIEO......coiuiueuiricere ettt st st s sa e sebenen 40
Figura 2.8 - EI&trodo de refer@nCia... ..o ittt et st st st aenaenae 40
Figura 2.9 - EIEtrodo @uUXiliar.......cccececevieieecieiet e sttt e seste st e s e s e be s e 41
Figura 2.10 — Célula eletroquimica utilizada nas determinagdes voltamétricas..........cceceveenrne. 41
Figura 2.11 - Local de recolha da amostra ambiental...........ccceveirinieeece e 45

Figura 2.12 — Esquema do procedimento adotado para a andlise voltamétrica da
L0 gTo I A= 1o (o] o =L I- 1O OO OO 46

Figura 3.1 - Voltamogramas ciclicos obtidos para 0 uM de TIA (linha verde) e
20 uM de TIA (linha verde) no elétrodo de BDDE em tampao Britton-Robinson
0.1 M PH 7, @ VZ 100 MV/S ™ oottt es et eeeeee et eseeesses e eessetseseseee e sasea e eeseessesensneseenen 48

Figura 3.2 - Voltamogramas de SWV obtidos para o elétrodo de BDDE (a) modificado
com MWCNTs e (b) sem ser modificado, na presenca de 40 uM de TIA em tampao BR
0.1 M pH 7, com f=25 Hz, tacc.=20 seg, EACC.= -0.8 V.....cooeoreierieritee et e v et e 49

Figura 3.3 - Voltamogramas ciclicos obtidos em 100 uM de TIA no elétrodo de tinta
de carbono impressa modificado com MWCNTs (linha laranja) e sem ser
modificado com MWCNTs (linha verde), em tamp3o BR 0.1 M pH 6.5, a v=100 mV/s™.............50

Figura 3.4 - Voltamogramas ciclicos da solucdo tampao BR 0.1 M pH 7 no GCE (a), da
solugdo tampado com 40 uM de TIA no GCE (b) e MWCNTs-GCE (c); Velocidade de
VAITIMENTO: 100 MV/S ™ oo eeeeeeee et se st eeeeseeseeseseeeeseeesessesseseesesssessesssseessansansensensan e s s s seseeens 51

Figura 3.5 - Voltamograma ciclico de 20 ciclos sucessivos obtido com o elétrodo de
MWCNTs-GCE com tampao BR 0.1 M pH 7, v=100 mV/s'1 .............................................................. 52

Figura 3.6 - Voltamogramas de onda quadrada obtidos para o intervalo de
[TIA]: 1,64 - 4,76 mg/L, em elétrodo de MWCNTs-GCE no tamp&o BR 0.1 M pH 7;
EacC.=-1V, TaCC.= 20'S, fE50 HzZuuooooe ettt ettt ettt st st e et et b et aae e 53

Figura 3.7 - Efeito do pH do meio na resposta voltamétrica de TIA, num elétrodo
de MWCNTSs-GCE. [TIA]=19.6 uUM; pH: 6.24, 6.51, 7.07 € 7.48....c.uoeeeeeeeeeeee ettt 54

iX



Figura 3.8 - Efeito do pH na intensidade de corrente de pico (Ip) e no pico de potencial
(Ep) de 19.6 uM de TIA; pH: 5.94, 6.24, 6.51, 7.07, 7.48, 7.65, 8.44 € 8.89......ccoeceveeerrreeerererne 55

Figura 3.9 - Efeito da velocidade de varrimento na intensidade de corrente de pico
de 40 uM TIA no elétrodo de MWCNTs-GCE, em tampao BR 0.1 M pH 7, no intervalo de
valores iNdiCados NO GrafiCO ...ttt et st st et teeb s saearestesaeanes 56

Figura 3.10 - Varia¢do da intensidade de corrente de pico (Ip) de TIA em func¢do
da raiz quadrada da velocidade varrimento (vl/2 /(V 5'1)1/2). Condicoes
experimentais idénticas as reportadas Na FIgUra 3.9. ...t s 57

Figura 3.11 - Relagdo log Ip vs log v. CondicGes experimentais idénticas as reportadas
N FIBUIA 3.9 ittt et ettt et e st et bt s aeeae et e et e bt es e e e st et sbesb eueeueeetasbeesaesnenan 58

Figura 3.12 - Relagdo log Ep vs log v. Condigdes experimentais idénticas as
reportadas N FIGUIA 3.9 .. ettt e sttt st st st st e e st s et et e e aneseeeee 58

Figura 3.13 - Variacdo da intensidade de corrente de pico dos voltamogramas de
SWV em fungdo da frequéncia; [TIA] = 40 LM ....c.coiiieeecice ettt st st e b s e 59

Figura 3.14 - Variacdo da intensidade de corrente de pico dos voltamogramas de
SWV em funcéo do tempo de acumulacéo (tacc.); Eacc.= -0.8V, Frequéncia= 50 Hz,
[TIA] = 40 M.ttt s et res e ses s st et se s s b et aaeses es et seseaesen e stesesans ses s esetesesaresenseaten 60

Figura 3.15 - Variacdo da intensidade de corrente de pico dos voltamogramas de
SWV em funcgdo do potencial de acumulag¢do (Eacc.); tacc.= 20 s, Frequéncia= 50 Hz,
[TIAL 2 40 I oo ces e e es e s esses e es st s e ses s ssses esseseetenessaet s eeseeeesesssesensessee s 61

Figura 3.16 - Voltamogramas de SWV para os dois eletrélitos de suporte:
Britton-Robinson 0.1 M pH 7 e Fosfato 0.1 M pH 7; [TIA] = 40 uM, v= 100 MV/S ™ e, 63

Figura 3.17 - Estruturas quimicas dos interferentes: terbutilazina (a) e tembotrione (b)........... 64

Figura 3.18 - Variacdo do sinal de TIA (%) em fungdo da concentragdo de interferente

(mg/L"), usando as condi¢des otimizadas para a quantificacdo voltamétrica do TIA.

O grafico inserido na figura apresenta os voltamogramas de SWV obtidos para o

tiaclopride e o interferente terbutilazing........c.cccivecicee e 65

Figura 3.19 - Voltamogramas de onda quadrada obtidos para o intervalo de
concentragdes de TIA entre 4.35 uM e 18.84 uM. O voltamograma a azul representa a
resposta para 0 tampao BR 0.1 M PH 7.ttt e e st st st stesaesn s e s aes s nenan 66

Figura 3.20 - Curva de calibragao do TIA, no intervalo de concentragao
4.35 -18.84 UM (1.10 = 4.76 ME/L™ ) oot eeeeseces e eseseseseseeeseeesss s sesesssesess s ssaeessessssenens 66

Figura 3.21 - Curva de calibragao utilizando o método da adi¢cdo padrao,
obtida na determinagao de TIA na amostra ambiental.........cccoeoireeiececccce e 68

X



indice de Tabelas

Tabela 1.1 - Classificacdo de toxicidade dos pesticidas segundo a EPA L ..o, 14

Tabela 1.2 - Classificacdo de pesticidas e organismo-alvo..........cccccceeveveineneceece e cesee e

Tabela 1.3- Comparacio das propriedades fisicas dos neonicotindides e da nicotina 2!

Tabela 1.4 - Perfil toxicolégico dos neonicotindides e da nicotina ] e eeeeeeneeseens

Tabela 1.5 - Caracteristicas e propriedades do Tiaclopride na formulag3o comercial ...

Tabela 1.6 — Perfil toxicoldgico do Tiaclopride comercial Pl ..o

Tabela 2.1 — Massas utilizadas na preparacdo de 250 mL da solugdo tampao fosfato

Tabela 2.2 - Condig¢des instrumentais utilizadas na voltametria ciclica e voltametria
(o I oT o T [UE=To [T F- FOu OO O ORURTRR

Tabela 3.1 — Resultados obtidos para a gama de linearidade, limite de detegdo (LOD),
limite de quantificagao (LOQ) e % de recuperagao de TIA na amostra dopada..................

Xi



Introducéo

1- Introducao
1.1- Pesticidas no contexto geral

De acordo com a IUPAC os pesticidas sdo substancias quimicas, naturais ou
sintéticas, utilizadas com a finalidade de prevenir, controlar ou eliminar pragas, tais
como insetos, fungos, ervas daninhas, acaros, bactérias, nematoides, roedores, entre
outras formas de vida, que sdo indesejaveis ou prejudiciais as atividades econdmicas
agroflorestais e de producao e sanidade animal. Basicamente os pesticidas sdo usados
na agricultura com os seguintes objetivos fundamentais: fazer producdao em larga
escala com o maior rendimento possivel, boa qualidade dos produtos, reducdo do
trabalho manual e dos gastos com energia.

O uso crescente destes agroquimicos, especialmente herbicidas e inseticidas na
agricultura, producdo animal e outras atividades, acarreta também consequéncias
colaterais muito sérias e perigosas para o Homem e para outros seres vivos [ os
produtos resultantes do seu metabolismo ou degradacdo originam residuos que se
podem infiltrar e acumular no ambiente, sendo frequente encontrar vestigios em
aguas superficiais ou lengdis freaticos, no solo, em produtos agricolas e
agroalimentares e também no ar. A Figura 1.1 esquematiza as vias de disseminacao

mais comuns de pesticidas no ambiente.

Evaporacdo
Transporte pelo vento
Volatilizacdo

Foto-Decomposicao

Precipitacdo

Precipitacao

Infiltracdo

Transferéncia Direta Adsorgdo
Drenagem Acumulacdo

Descarga acidental Penetracdo

Irrigacdo Irrigagdo x
Migracdo
Difusdo

Figura 1.1 — Vias de dispersao de pesticidas no ambiente (adaptado da ref. [19]).
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Os riscos para o meio ambiente, resultantes da aplicacdo de pesticidas, sdao
dependentes das suas propriedades fisicas e quimicas, de processos de dissipacdo e
degradacdo e de outros fatores como o grau de toxicidade, a quantidade de pesticida
aplicada, a formulagdo utilizada, método e tempo de aplicagdo e a extensao do seu
uso. Os efeitos da aplicacdo de pesticidas sdo bastante variados e de acordo com um
inquérito realizado pela Federagdo Europeia de Sindicatos dos Trabalhadores
Agricolas, os efeitos mais comuns nos trabalhadores expostos a este tipo de
substancias incluem: dores de cabega/enxaquecas, vomitos, dores de estémago e
diarreia . Outros estudos indicaram gue a exposicdo a pesticidas esta associada, a
longo prazo, com varios problemas de saude, tais como: cancro, problemas de
membdria, problemas dermatolégicos, dificuldades respiratdrias, depressao, etc 3

O consumo de pesticidas no mundo tem aumentado exponencialmente nos
ultimos anos. Atendendo a dimensdo territorial, Portugal, relativamente a outros
paises é um dos grandes consumidores de pesticidas na Europa. Embora exista alguma
controvérsia em torno destes dados, pela dificuldade em obter informacgdes crediveis e
coerentes neste dominio, a analise comparativa do consumo de pesticidas em Portugal
e nos outros paises da Unido Europeia (UE), atribui a Portugal um lugar de destaque,
comparando-se com paises como a Franca e ltalia 41, Segundo dados da Associacdo
Portuguesa do Ambiente (APA), num relatério do estado do ambiente referentes a
2012, as vendas de produtos fitofarmacéuticos em Portugal atingiram as 13 795
toneladas, expressas em teor de substancia ativa, o que representa um decréscimo no
volume de vendas de cerca de 1 % relativamente a 2009.

Em resultado do consumo elevado e a semelhanca do que acontece noutros
paises, tem havido em Portugal alguma preocupagao no sentido de limitar a utilizacao
de pesticidas, procurando otimizar-se os seus efeitos positivos e eliminar ou reduzir os
seus efeitos adversos. Para isso, a legislacdao referente a pesticidas tem vindo a ser
continuamente ajustada por todos os estados da Unido Europeia, com esforcos
comuns a serem levados a cabo no sentido de adotar medidas oficiais adequadas ao
controlo na monitorizacdo e fiscalizacdo de pesticidas. Este controle na monitorizacdo
de residuos de pesticidas assume extrema importancia quando alguns compostos tém

uma elevada toxicidade, tanto para o ambiente como para o ser humano.
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1.2- Toxicidade de Pesticidas

Como ja foi referido os pesticidas podem contaminar os produtos agricolas e,
dependendo do grau de contaminacdo, podem trazer danos irreversiveis a saude
humana, podendo causar efeitos adversos ao sistema nervoso central e periférico,
além de problemas cancerigenos.

A toxicidade de pesticidas é medida através do valor de LD 50 (dose de pesticida
administrada de que resulta na morte de 50 % da totalidade dos animais testados),
gue de acordo com os critérios da EPA, os classifica em grupos distintos de toxicidade
dependendo da via de introdugdo no organismo: Oral, Dérmica ou por Inalagdo (Tabela
1.1) 51 De acordo com estes critérios, a Tabela 1.1 apresenta as classificacOes relativas

a toxicidade de pesticidas.

Tabela 1.1 — Classificagdo de toxicidade dos pesticidas 51,

LDs, para os ratos (mg/Kg)

Classificagao Classe
Oral Dérmica Inalagao
Extremamente 1 <50 <200 <02
toxico
Muito téxico 2 5-500 200-2000 0,2-2,0
Moderadamente 3 5005000 2000 — 20000 2,0-20
toxico
Pouco toxico 4 > 5000 > 20000 >20

1.3- Classificacao de Pesticidas

E indiscutivel que todos os pesticidas tém a funcdo comum de bloquear um
processo metabdlico vital dos organismos para os quais sao toxicos. Nesse contexto,
entre as mais variadas formas de classificacdo de pesticidas, a Tabela 1.2 apresenta a

mais comum com o organismo-alvo de cada tipo de pesticida.
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Tabela 1.2 — Classificagao de pesticidas e organismo-alvo.

Tipo de Pesticida | Organismo-alvo

Acaricida Acaros
Algicida Algas
Avicida Passaros

Bactericida Bactérias
Fungicida Fungos
Herbicida Ervas e Plantas
Inseticida Insetos
Raticida Roedores (ratos)

Nematicida Nematoides

1.4- Inseticidas

Os inseticidas sdao uma classe de pesticidas com o objetivo de prevenir, destruir e
controlar pragas de insetos, formigas ou larvas. Durante muitos anos o controle de
pesticidas apenas estava associado a inseticidas. As formula¢des comerciais foram
produzidas como uma tentativa de melhorar o controlo de insetos, mas efeitos
indesejaveis foram surgindo durante este tempo, como a elevada atuacdo tdxica e
resisténcia dos insetos.

Segundo a FAO (Organizacdo de Alimentacdo e Agricultura das Nag¢des Unidas),
em 2010, o uso de inseticidas era estimado em mais de 1 milhdo de toneladas /ano,
sendo 28 % do total de pesticidas usado. A maior parte dos inseticidas sdo produzidos
e usados na América do Norte, Europa e Jap3o, mas paises como a China e India
perfilam-se como lideres na producdo de inseticidas para os préoximos anos. Apesar do
uso de inseticidas em paises desenvolvidos se ter mantido constante ou mesmo
diminuido, devido a restricdes na legislacdo em favor de novas técnicas agricolas, os
paises em desenvolvimento continuam a produzir grandes quantidades de inseticidas

antigos e com elevada toxicidade. Por exemplo, na Europa os inseticidas usados
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perfazem 7% de todos os pesticidas, 19% nos EUA, enquanto nos paises asiaticos 38%
e em Africa 86% [©.

Antes de surgir a necessidade do uso de inseticidas, eram utilizadas substancias
quimicas altamente tdxicas, como o arsénio, o mercurio e o tabaco. Durante a segunda
guerra mundial, foram desenvolvidos vdrios gases tdxicos para serem usados como
arma, e num desses foi possivel observar um efeito téxico para os insetos, dai surgirem
os inseticidas. Em 1948, o cientista Paul Muller ganhou o prémio Nobel da Medicina,
tendo também descoberto o mais famoso inseticida de todos os tempos, o DDT
(Dicloro Difenil Tricloroetano).

O modo de agdo mais comum dos inseticidas é ao nivel do sistema nervoso,
blogueando os processos fisiolégicos e bioquimicos dos insetos. Os inseticidas podem
ser classificados em grupos quimicos, entre os quais: Organofosforados, Carbamatos,

Organoclorados, Piretréides e Neonicotindides.

1.5- Inseticidas Neonicotinoides

Hoje em dia os neonicotindides sdo uma das categorias mais importantes de
inseticidas introduzidas no mercado desde os piretréides sintéticos. Na ultima década
estes compostos tiveram uma grande expansdo, tornando-se na maior classe de
inseticidas usada na prevengdo, controlo e tratamento de pestes quer a nivel

veterinario como ambiental 7!

. Estdo registados em mais de 120 paises, sendo
bastante eficazes no controle de insetos da ordens Hemiptera e Coleoptera, como os
afidios, moscas-brancas, fulgoromorfos que sdo insetos que se parecem com as folhas
e plantas como por exemplo o gafanhoto, tripes (insetos da ordem da Thysanoptera),
joaninhas, besouros e escaravelhos 81,

A Figura 1.2 apresenta alguns exemplos de espécies mais vulnerdveis aos

inseticidas neonicotindides.
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Figura 1.2 — Exemplos de espécies de 8 ordens diferentes de insetos: 1) Ischnura elegans (Odonata), 2)
Gammarus pulex (Amphipoda), 3) Cloeon dipterum (Ephemeroptera), 4) Nemoura cinérea (Plecoptera),
5) Limmephilus lunatus (Trichoptera), 6) Enochrus testaceus (Coleoptera), 7) Asellus aquaticus (Isopoda),
8) Notonecta glauca (Heteroptera) 20}

Os compostos desta classe atuam como agonistas de recetores nicotinicos dos
insetos e tém como principal representante o Imidaclopride, sendo o Tiaclopride
também um composto de grande relevo nesta classe 71 A aparente seguranca destes
compostos deve-se, em grande parte, a sua grande seletividade para atuar nos
recetores nicotinicos dos insetos, sendo inativos no dos vertebrados e por este motivo

apresentam menos efeitos secunddrios que outras classes de inseticidas 9,101

1.5.1- Caracteristicas dos heonicotindides

Os neonicotindides tiveram origem na molécula de nicotina, um alcaléide de
ocorréncia natural proveniente das folhas da planta do tabaco (Nicotiana tabacum),
onde atinge niveis entre 2 a 7 %, e é um constituinte ativo do fumo do tabaco.

Na sua forma concentrada é também usada como inseticida, ja que é um agente
toéxico nervoso potente.

Na década de 1980 esta classe de inseticidas foi desenvolvida pela Shell e em
1990 pela Bayer (111" A Shell demonstrou pela primeira vez a capacidade inseticida dos
compostos, sendo a base deste estudo um derivado heterociclico do nitrometileno,
gue resultou na descoberta da Nitiazina. Foi assim o primeiro neonicotindide e que

serviu de composto-base para a sintese de todos os neonicotindides, apesar de nunca
17
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ter sido comercializado. Em 1990 foi introduzido no Japdo e na Europa o primeiro
neonicotindide desta classe, o Imidaclopride, sendo comercializado nos EUA em 1992
21 0 Imidaclopride é atualmente o composto mais usado a nivel mundial, como
inseticida. E um inseticida sistémico, usado nas planta¢des de arroz, algodo, batatas,
vegetais e pomares, para o controlo de insetos no solo tais como moscas brancas e
térmitas, com elevada taxa de sucesso 3. Outros compostos pertencentes a esta
classe sdo o Acetamipride, Tiametoxam, Nitempiram, Clotianidina, Dinotefurano e o

Tiaclopride. O Acetamipride, Tiametoxam e o Tiaclopride foram introduzidos no

mercado apenas em 2002 (Figura 1.3) 171,

Estruturas base de Neonicotindides
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Figura 1.3 - Diferencas nas estruturas dos neonicotindides de primeira e segunda geragao (adaptado de
[17]
).
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Os estudos de relacdo estrutura-atividade provaram que o aumento da atividade
dos compostos neonicotindides de segunda geragao, relativamente aos de primeira, se
deveu essencialmente a substituicdo do anel imidazolidina pelo anel tiazolidina ou
oxadiazinano e o cloropiridinilmetil pelo clorotiazolilmetil ou tetra-hidrofuranometil.
Alteracbes no nitrometileno, nitroguanidil ou cianoamidina provocam foto-

[14,15,16]

estabilidade e formagao de produtos muito ativos . As duas geragbes de

neonicotindides distinguem-se pelo facto de os de 12 geracdo possuirem um grupo
cloropiridinil, o qual foi substituido pelo clorotiazolidil nos de segunda geragao [17,18]
Em 1998, a Novartis® lancou o Tiametoxam, um neonicotindide com uma estrutura
diferente, original e com grande atividade inseticida. O Tiametoxam foi o primeiro
neonicotindide de segunda geracdo e possui o grupo tianicotinil caracteristico desta
classe. Outros trés produtos foram desenvolvidos pela Bayer®: o Tiaclopride, a

Clotianidina e o Dinotefurano 7!,

Tabela 1.3 - Comparagdo das propriedades fisicas dos neonicotindides e da nicotina (adaptado de [21]).
Composto Massa M_c1>Iar Solubilidade em Agua Log Pow
(g/mol™) (g/L) a212eC
Neonicotindides
Acetamipride 222.7 4.25 0.80
Clotianidina 249.7 0.30-0.34 0.7
Dinotefurano 202.2 54.3 -0.64
Imidaclopride 255.7 0.61 0.57
Nitempiram 270.7 > 590 -0.66
Nitiazina 160.1 200 -0.60
Tiaclopride 252.7 0.185 1.26
Tiametoxam 291.7 4.1 -0.13
Nicotindide
Nicotina 162.2 oo 0.93 (base livre)

Desde a introducdo no mercado do Imidaclopride, os neonicotindides tiveram o
maior crescimento alguma vez visto na classe dos inseticidas. Este enorme sucesso
pode ser explicado devido as caracteristicas Unicas, quer quimicas quer bioldgicas
destes compostos (Tabela 1.3). Entre elas sobressaem o seu largo espetro de acdo, as
pequenas quantidades necessdrias para atuarem e a grande seletividade para os

insetos.
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1.5.2- Toxicidade

Os neonicotindides tém propriedades fisicas e toxicoldgicas Unicas quando
comparados com as anteriores classes de inseticidas. O perfil toxicolégico de cada
composto neonicotindide e da nicotina apresentam-se na Tabela 1.4.

O indice de dose letal 50 (LDsp) para os ratos varia entre os 50-60 mg/Kg para a
nicotina e mais de 5000 mg/Kg para a Clotianidina. Tendo em conta a andlise
toxicoldgica e de toxicidade crénica destes compostos para os ratos verifica-se que
estes compostos ndo apresentam niveis capazes de provocar efeitos adversos 21 o
Tiaclopride e o Tiametoxam tém os valores mais baixos de NOAEL (nivel maximo de
exposicdo sem efeitos adversos), entre 0,6-1,2 mg/Kg/dia e sdo compostos
potencialmente cancerigenos para os humanos. Valores intermédios sdo observados
para o Acetamipride, Clotianidina e Imidaclopride, enquanto o Dinotefurano apresenta
os valores mais elevados. Dos neonicotindides comercializados, o Acetamipride, o
Imidaclopride e o Tiaclopride sdo os mais toxicos para as aves, sendo o Tiaclopride o

mais téxico para os peixes 22,

Tabela 1.4 - Perfil toxicoldgico dos neonicotindides e da nicotina 29

Mamifero Passaros Peixes
Composto LDs, Oral NOAEL* Cancerigeno LDs, Oral LCso
(mg/Kg)  (mg/Kg/dia) (mg/Kg) (ppm)
Neonicotindides
Acetamipride 182 7.1 Nao 180 > 100
Clotianidina > 5000 9.8 Ndo > 2000 > 100
Dinotefurano 2400 127 Nao > 2000 >40
Imidaclopride 450 5.7 Nao 31 211
Nitempiram 1628 - Nao > 2250 > 1000
Nitiazina 300 - Nao - 150
Tiaclopride 640 1.2 Sim 49 31
Tiametoxam 1563 0.6 Sim 1552 > 100
Nicotindide
Nicotina 50-60 - - Toéxico 4

a) No Observed Adverse Effect Level
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1.5.3- O enigma do declinio das abelhas

Muitos investigadores acreditam que o declinio no nimero das abelhas que vem
ocorrendo nos ultimos anos pode estar relacionado com a popularizagdo de inseticidas
neonicotindides, amplamente utilizados nos ultimos 20 anos. Grande parte dos
pesticidas utilizados atualmente prejudicam as abelhas, mas ao contrario do que ja se
anunciava, a exposicdo a esses pesticidas pode ndo ser suficiente para provocar os
colapsos de coldnias de abelhas por todo o mundo, ndo resolvendo assim um dos
enigmas ecoldgicos que mais chamaram a atengao nos ultimos tempos. Recentemente
alguns investigadores puseram em causa estudos anteriores apontando falhas nos
resultados da mortalidade das abelhas. Concluiram que as falhas na estimativa dos
neonicotindides colapsarem as coldnias de abelhas se devia ao facto de ndo terem em
conta a taxa de recuperacdo, por parte das coldnias, das perdas individuais de abelhas.
E verdade que a ingestdo de inseticidas, com neonicotindides como agente ativo,
aumenta a taxa de mortalidade das abelhas, mas os trabalhos anteriores estariam a
utilizar uma taxa de nascimento demasiado baixa na estimativa do colapso das
coldnias.

Michael Henry et Al. ' analisou a relacdo inseticida entre o tiametoxam e a
abelha-europeia (Apis mellifera), e descobriu que o pesticida tem uma a¢do no
mecanismo de orientagao dos insetos, que ndo os permite sair da colmeia para buscar
alimento e depois voltar ao grupo. Na primeira parte da pesquisa, foram colocados
transmissores nas abelhas para rastrea-las e parte dos insetos foi submetida a uma
dieta com tiametoxam, enquanto a outra parte foi alimentada normalmente. O
resultado mostrou que as abelhas nutridas com tiametoxam tinham duas a trés vezes
mais hipdteses de se perderem e ndo voltarem a colmeia do que as que ndo haviam
sido expostas ao pesticida. Na segunda parte da pesquisa, os investigadores criaram
um modelo baseado nos dados do teste para estimar como a colmeia seria afetada
pela perda dessas abelhas. Sob essas condi¢des, concluiram que a populacdo da
comunidade poderia cair 60 % ou mais, dependendo de quantas abelhas operarias
eram expostas ao tiametoxam.

Ja numa investigacdao conduzida por Penelope Whitehorn et Al. 23] foi observada
a ligacdo entre o imidaclopride e a Bombus terrestres, popularmente conhecida como
mamangaba ou abelhdo. Os resultados mostraram que o pesticida tem um efeito
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————————————————————————————————————————]
direto na busca de alimentos por parte das abelhas-operarias, e afeta também o
desenvolvimento de abelhas-rainha, responsaveis pela criagcdao de novas colmeias.

Na fase inicial da pesquisa, os investigadores expuseram um grupo de abelhas ao
imidaclopride, e passadas seis semanas, pesaram as colmeias que haviam sido
expostas e fizeram o mesmo com ninhos de abelhas que ndo haviam entrado em
contato com o inseticida. Os resultados mostraram que as colmeias das abelhas
expostas pesavam menos 8 a 12 %, o que indicava que as abelhas tinham recolhido
menos alimento. De seguida o estudo analisou o numero de abelhas-rainha que se
desenvolveram em cada coldnia, e chegou a conclusdes alarmantes: as colmeias
expostas ao imidaclopride haviam produzido uma ou duas rainhas, enquanto as que
ndo tinham sido expostas tinham criado 14, ou seja, houve uma reducao de 85 % no
numero de rainhas.

Em conclusao, sabe-se que os neonicotindides afetam as abelhas e sdo uma das
causas significativas mas ndo a Unica, ja que os problemas com parasitas, degradacdo
de habitat e uso excessivo de outras classes de pesticidas continuardao a trazer
problemas. Algumas autoridades governamentais como a EPA, declararam que
continuardo a fazer mais pesquisas para avaliar os riscos que os neonicotindides

apresentam, e que irdo proceder a mudancas na legislacdo caso seja necessario.

1.5.4 - Tiaclopride

O tiaclopride é um inseticida neonicotindide, pertencendo a classe quimica dos
cloronicotindides. O seu mecanismo de ac¢do é idéntico ao dos outros neonicotindides
e atua seletivamente no sistema nervoso dos insetos, como agonista de recetores
nicotinicos da acetilcolina (nAChR).O tiaclopride foi desenvolvido pela Bayer®
CropScience para uso agricola e foi obtido por sintese, tendo por base a molécula de
imidaclopride (Figura 1.4), sendo particularmente atil em horticultura e em modernos
sistemas de protecdo de cultura. Este composto apresenta grande atividade inseticida,
combinando essa atividade com um perfil eco biolégico favordvel e sem apresentar

qualquer dano para as abelhas.

22



Introducéo

Cla_~ . Cla_o~~
N 5,1 _..J*:!\,,NH NHJ_J]HHP_,NVS
PL [ > |
NO3 CN
Imidacloprid Thiacloprid

Figura 1.4 — Moléculas de Imidaclopride e Tiaclopride

O tiaclopride possui um anel 1,3-tiazolidina (Z=S) e foi o primeiro inseticida
cloronicotinil a ter atividade ndao apenas contra afidios e moscas brancas mas também
contra besouros, picadores de folhas e Cydia pomonella (241 p Figura 1.5 apresenta a

estrutura do tiaclopride.
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Figura 1.5 — Estrutura do Tiaclopride em 2D (esquerda) e 3D (direita).

O tiaclopride é um inseticida de contato e combina baixas doses administradas
com grande eficacia. E comercializado em todo o mundo para aplicacdo foliar sob os
nomes comerciais Pestanal®, Calypso®, Bariard® e Alanto®. A Tabela 1.5 apresenta as

principais caracteristicas deste inseticida.

23



Introducéo

Tabela 1.5 — Caracteristicas e propriedades do Tiaclopride na sua formulagao comercial sl

Tiaclopride
Nome IUPAC (Z)-N-{3-[(6-Clor(_)-_3-p|r|d|_n|I)me_t|I]-1,3-t|azolano-2-
ilideno}cianamida
Férmula Molecular C10HoCIN,S
Massa Molar 252.72 g/mol
Cor Amarelado
Estado fisico P cristalino
Ponto de fusao 136 eC
Densidade relativa 1.46 g/cm’®
Solubilidade em Agua 0.185 g/L @ 20°C
Absor¢ao maxima
UV/VIS 290 nm
Classe Toxicidade Classe Il

A interacdo do tiaclopride com o meio ambiente é feita geralmente no solo por
degradacdo microbial, tendo um tempo de meia-vida de 0.6 a 3.8 dias. E estavel em
condi¢cOes anaerdbias com um tempo de meia-vida de mais de um ano, e é degradado
em condicOes aquaticas aerdbias com um tempo de meia-vida de 10 a 63 dias Bl Em
relacdo aos metabolitos mais relevantes produzidos como a amida e o acido sulfénico,
ndo se esperam encontrar em concentragdes significativas nas aguas subterraneas.
Devido a solubilidade relativamente elevada do tiaclopride em d4gua, existe a
possibilidade de uma potencial contaminacao de dguas superficiais apds fenémenos de
precipitacdo 51 A toxicidade aguda do tiaclopride é considerada moderada, tanto por
via oral como por inalacdo, ndo sendo considerada tdxica por via dermatoldgica. Nao
causa irritamento da pele e dos olhos, ndo sendo perigoso para os humanos em

condi¢cbes normais.
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As caracteristicas toxicoldgicas do tiaclopride sdo apresentadas na Tabela 1.6.

Tabela 1.6 — Perfil toxicoldgico do Tiaclopride comercial Bl

Classificacao
Estudo (ratos) Resultados stricac
Toxicoldgica
LDs, Machos 621 mg/Kg “
Oral
Fémeas 396 mg/Kg
LD Machos
50
Dermatolégica | _, 2000 mg/Kg 1l
Fémeas
LC Machos
s >0.481 mg/L n
Inalagao .
Fémeas

1.6 - Métodos de determinacio de pesticidas

Nos ultimos anos, o numero de publicagcdes na drea da andlise de pesticidas e
dos seus produtos de degradacdo aumentou significativamente. Apesar de se terem
verificado grandes avangos no desenvolvimento de novas metodologias de
doseamento destes compostos, ainda existe uma grande procura por controlo,
técnicas de analise e informacao sobre legislacao e uso de pesticidas. Um dos aspetos
fundamentais quanto a sua utilizacdo é a necessidade de ter métodos de analise
sensiveis, confidveis, de baixo custo e facil utilizagdo, uma vez que é fundamental ter
um grande numero de andlises para o controlo ambiental (solos, plantas, 4guas
superficiais e subterraneas) e dos residuos presentes nos produtos agricolas (frutas,
legumes, verduras e cereais).

Os métodos mais usados na determinacdo de pesticidas sdao aqueles que
envolvem técnicas de separacdo como a cromatografia de fase gasosa (GC),
cromatografia de fase liquida (LC) e a eletroforese capilar, mas a colorimetria também
é uma alternativa 9.

As técnicas cromatograficas sdo muito eficazes, mas normalmente caras e nao

permitem a andlise de amostras in-situ e em campo, exigindo preparacao prévia da
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amostra, recorrendo a extracdes liquido-liquido ou sélido-liquido, purificacdo da
amostra e pré-concentragao.

As técnicas eletroquimicas apresentam-se como uma boa alternativa para a
andlise qualitativa e quantitativa de pesticidas. Apresentam uma boa sensibilidade e
seletividade, sendo uma grande vantagem a possibilidade de realizar medigdes
diretamente na amostra sem necessidade de etapas de separagdo e pré-concentragao.
O curto tempo de andlise e o baixo custo do método sdo outras das vantagens dos
métodos eletroquimicos.

Na década de 70, Hance ' publicou o primeiro trabalho na area de
determinacdo de pesticidas, utilizando técnicas eletroanaliticas na andlise de residuos
de pesticidas em dguas. Entre as diversas técnicas eletroanaliticas utilizadas, as mais
comuns sdo as voltamétricas devido as altas sensibilidades (baixos limites de detecdo),
como a voltametria de onda quadrada, voltametria de impulso diferencial e a
voltametria de redissolugio (anddica ou catédica) 19,

As técnicas voltamétricas encontram larga aplicacgdo em estudos nas mais
diversas areas da ciéncia: quimica ambiental, medicina, bioquimica, biologia molecular
e quimica-fisica. Estas técnicas permitem uma avaliagdo do tipo de reagdo
eletroquimica do pesticida no elétrodo, contribuindo para o melhor conhecimento da
seletividade do composto quanto aos seus potenciais redox e como podem ser
influenciados pela presenca de interferentes em amostras reais.

Os métodos voltamétricos permitem ainda estudar a cinética e termodindmica

[26]

dos processos de transferéncia de eletrdes e ides *“™, e investigar os fendmenos de

adsorcdo que possam ocorrer na superficie do elétrodo (271,
Na maioria dos métodos voltamétricos, a célula eletroquimica consiste em trés

elétrodos 2627);

(i)  Elétrodo de Trabalho no qual se da a reacao eletroquimica de interesse, e outros
processos ndo faradaicos.

(i) Elétrodo de Referéncia caraterizado por um potencial constante ao longo do
tempo.

(iii) Elétrodo Auxiliar, onde ocorre um processo faradaico oposto aquele que se da

no elétrodo de trabalho, que permite fazer o balanco da carga em todo o sistema

eletroquimico. Na pratica, este elétrodo conjuntamente com o elétrodo de
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trabalho sdo dois elementos fundamentais do circuito elétrico por onde circula

corrente elétrica, cuja intensidade é medida e correlacionada com a

concentracdo do analito.

A dete¢do de um pesticida por técnicas voltamétricas baseia-se na medi¢do da
intensidade de corrente que resulta da eletroatividade dessa substancia, normalmente
na corrente elétrica que tem origem na oxidacao ou reducdo da espécie quimica na
superficie do elétrodo de trabalho, durante a aplicacdo de uma diferenca de potencial
na célula eletroquimica [2s]

De entre todas as técnicas voltamétricas disponiveis, utilizamos neste trabalho a

voltametria ciclica e a voltametria de onda quadrada. Em seguida sdao apresentadas

algumas consideragdes tedricas sobre as técnicas utilizadas neste trabalho.

1.6.1 - Voltametria Ciclica

A voltametria ciclica é normalmente a técnica escolhida para se estudar
eletroquimicamente um sistema pela primeira vez. Facilmente se obtém um
voltamograma, a partir do qual é possivel recolher informac¢do quanto aos potenciais
em gue ocorrem os processos de transferéncia de eletrdes e é detetada a existéncia de
reacOes quimicas acopladas e identificados os fendmenos de adsorcao 28] possibilita
ainda avaliar a reversibilidade de processos eletroquimicos, favorecendo a realizagao
de estudos exploratdrios quando ndo se tem informacdes sobre a eletroatividade do

analito em estudo ?®

. Na voltametria ciclica o varrimento de potencial é realizado
alternada e sucessivamente para potenciais negativos e potenciais positivos, ou seja,
em ambos os sentidos. Quando o varrimento é feito para potenciais mais positivos ao
longo do tempo e o potencial do elétrodo de trabalho é mais positivo que o potencial

formal do par redox O/R, resulta a reacdo oxidagdo (Figura 1.6a):

Re O + ne’
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Quando o potencial chega ao potencial de inversao, o varrimento é realizado no
sentido de potenciais mais negativos (Figura 1.6a); quando o potencial do elétrodo de
trabalho é mais negativo que o potencial formal do par redox O/R é provocada a

reagao de redugao:

O+ne<R

De salientar que o varrimento inicial pode ser positivo ou negativo.

Qualquer que seja a reagao redox que ocorre no elétrodo, esta é naturalmente
acompanhada da transferéncia de eletrdes e movimento orientado de carga elétrica
na célula eletroquimica. As regides de potencial onde as rea¢des ocorrem a uma taxa
significativa traduzem-se na circulacdo de uma quantidade elevada de carga elétrica
(coulomb) por unidade de tempo (s), isto é, de uma intensidade de corrente elétrica
elevada (coulomb/s = ampére). Em conformidade, as reacBes de oxidagdo e de
reducao de um par redox num elétrodo polarizado podem ser detetadas, avaliando as
regides de potencial em que a intensidade de corrente aumenta de um modo
caracteristico (i.e., pico de corrente). Salvo alguns casos particulares, a regido de
potencial em que os dois processos redox ocorrem ndo é coincidente, devido a
diferencas de natureza termodinamica e cinética entre a reacdo de oxidacdo e a de

reducao.

(a) (b)

Mais +

Tempa

Corrente

\
Ep (imeersao)
Ep (nicial)

\

Mais -

Maiz + Potencial Mais - Mz + Potencial Maiz -

Figura 1.6 — Aspetos caracteristicos da voltametria ciclica. (a) Ciclo de potencial ao longo do tempo, com
o potencial inicial e o potencial de inversdo. A voltametria ciclica pode consistir em um ou mais ciclos,
assim como o potencial inicial ndo tem de ser obrigatoriamente negativo. (b) Voltamograma ciclico
obtido mostrando as medig¢des dos picos de corrente (Ip) e os picos de potencial (Ep). (adaptado da ref.
[28]

)

28



Introducéo

Na Figura 1.6b é possivel verificar a separacdo dos picos correspondentes a
reacdo de oxidagdo e a rea¢do de redugcao de um par redox de espécies sollveis, cada
uma caraterizadas por um pico de corrente e um pico de potencial. Assim temos um
pico de corrente anddico (Ip,a) e catddico (Ip,c), e os picos de potencial respetivos,
anddico (Ep,a) e catddico (Ep,c).

A Figura 1.7 apresenta os voltamograma ciclicos caracteristicos de um processo
reversivel e irreversivel. Neste caso, a extensao da irreversibilidade aumenta com o
aumento da velocidade de varrimento, verificando-se ao mesmo tempo, uma

diminuicdo da corrente de pico relativamente ao caso reversivel e uma separacao

[29]

crescente entre os picos anddicos e catddicos

0.2 . -
e -~ ~(E — E®"WVY
~ ’

— Reacgdo reversivel

— — Reacglo irreversivel

. T ~ ; . , 29
Figura 1.7 - Forma dos voltamogramas ciclicos numa reagdo reversivel e irreversivel. (adaptada da ref. 290y

Um dos critérios para a reversibilidade é que Ip,c seja igual a Ip,a. Contudo, um

aumento da velocidade de varrimento pode conduzir a uma diminui¢ao da corrente de

pico catédica e o sistema pode parecer irreversivel (Figura 1.8) [29]

(8] . _ [b)

/\ ff;—_r'“
T
/ S __F,,_-—--"’/ ./
S /, Corrente

I/:_""'-n..

el /
\\}. - Vi

Mais + Potencisl sz -

Correntz

Patencisl

Figura 1.8 - Voltamogramas ciclicos obtidos a velocidade de varrimento (a) Rapida (b) Lenta. (adaptado
da ref. [28])

29



Introducéo

1.6.2- Voltametria de onda quadrada

O desenvolvimento da eletrénica e computagao possibilitou o controlo digital da
perturbacdo imposta ao elétrodo de trabalho, bem como a aquisi¢cdo e tratamento de
dados, levando a um maior desenvolvimento das técnicas voltamétricas, em especial
das técnicas de pulso que, na década de 50, comecaram a substituir técnicas
polarograficas cldssicas utilizadas até ai 0]

A voltametria de onda quadrada (SWV), é uma das técnicas voltamétricas de
pulso mais rapidas e sensiveis. Os limites de detecdao podem ser comparados aos das
técnicas cromatograficas e espectroscépicas. Nos processos eletroquimicos, a
intensidade da corrente total deve-se nao sé a fendémenos faradaicos mas também a
capacitivos. Os fendmenos capacitivos relacionam-se com a distribuicdo e separacgao
de carga elétrica que estd associada a formacdo da dupla camada elétrica, enquanto os
faradaicos devem-se a reagbes de transferéncia eletrénica, em que estd envolvido o
analito, produtos da sua eletrélise, ou outras espécies eletroativas constituintes da
solucdo do eletrélito de suporte (incluindo o oxigénio dissolvido) ou presentes na
superficie do elétrodo. Na auséncia do analito eletroativo, a intensidade de corrente
elétrica medida, denominada de corrente de fundo, é essencialmente o somatorio da
corrente capacitiva e da corrente residual faradaica (devida as reacbes redox de
impurezas eletroativas vestigiais) 311 A voltametria de onda quadrada é uma técnica
onde a variacdo de potencial é o somatdrio de uma variacdo de potencial em escada
(com degrau de potencial, AEs, e comprimento de degrau, t), com uma variacdo de
potencial em forma de onda quadrada. A onda quadrada, com amplitude AEp e
periodo 2tp, é sobreposta a escada de potencial, de modo que cada degrau de
potencial corresponde a AEp = 0 e t = 2tp. As correntes elétricas sao medidas ao final
dos pulsos direto (A — sentido direto do varrimento de potencial) e inverso (B-sentido

inverso ao varrimento de potencial) (Figura 1.9) 271
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Figura 1.9 — Esquema de aplicagdo de potenciais na voltametria de onda quadrada (SWV) [30)

A Figura 1.10 mostra o perfil voltamétrico de intensidade de corrente (I) vs.
potencial (E), onde a corrente total (It) corresponde a diferenca entre a corrente
observada no final do impulso direto (If) e a corrente observada no final do impulso
inverso (Ib), obtendo-se para It um valor efetivo igual a diferenca das duas correntes, o

que justifica o facto de ser uma das técnicas voltamétricas mais sensiveis 2.

Figura 1.10 — Perfil voltamétrico de corrente (1) vs. Potencial (E) (adaptado de ref. [29])

A voltametria de onda quadrada tem como caracteristicas principais a rapidez e a
sensibilidade, tornando este método particularmente util, além de permitir a

realizacdo de determinac¢des sem necessidade de remocao do oxigénio da solugao.

31



Introducéo

1.6.3- Tipos de elétrodos

No desenvolvimento de métodos electroanaliticos para a determinagdo de
pesticidas, é de primordial importancia a escolha do material do elétrodo, tendo em
vista a zona de potencial que é necessario utilizar para a dete¢do destes compostos. O
elétrodo de mercurio, tem em solu¢des aquosas um intervalo Util de trabalho a volta
de + 0.3 a - 2.8 V relativamente ao elétrodo de calomelanos (SCE) 271 Estes elétrodos
sdo especialmente usados em estudos de reducdo e apresentam algumas vantagens
como a possibilidade de fazer inUmeras determinagdes num curto espago de tempo,
mas por outro lado tem como limitacdes o facto de poder ocorrer a adsorcdo de
espécies interferentes na sua superficie, que afeta a transferéncia eletrdnica entre o
proprio elétrodo e o analito eletroativo, e em consequéncia, o valor do sinal analitico
gue se pretende medir. Relativamente aos elétrodos sélidos, existe uma variedade de
materiais que podem ser utilizados, tais como a platina, o ouro e o carbono, o bismuto
entre outros, que apresentando outras vantagens e limitagdes sao uma alternativa

importante aos elétrodos de mercurio [27, 28, 44]

1.6.3.1- Elétrodo de carbono vitreo

De todos os materiais utilizados nos elétrodos, o carbono vitreo é
particularmente atil devido a sua elevada condutividade elétrica, impermeabilidade a
gases, elevada resisténcia quimica, elevada estabilidade mecanica, e com uma janela
de potencial de trabalho relativamente ampla 321 p Figura 1.11 mostra o intervalo de

potencial de trabalho aproximado para alguns tipos de elétrodos.

o |
3.0 | =0

|—| 1M H.SO,
Pt
|—| 1M NaOH
-
4| 1M H2SO0. L
|—| 1M KTl Hg
|—| 1M MaoH |
-

| | 0.5 mMHs0. L— BDD

I ] ]

Figura 1.11 - Intervalo de potencial aproximado para os elétrodos de platina (Pt), mercurio (Hg),

carbono vitreo (C) e diamante dopado com boro (BDD) 29
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O nome carbono vitreo é dado ao material desordenado que apresenta
aparéncia vitrea quando polido. Este material apresenta uma grande variedade de
propriedades, que dependem principalmente do precursor polimérico e das condigdes
experimentais do processo de degradacdo térmica desse precursor. A representacao

estrutural esquemadtica do carbono vitreo é apresentada na Figura 1.12.

Figura 1.12 — Representagdo estrutural esquematica de um plano basal do carbono vitreo. (a) Visdo
frontal (b) Visdo lateral [33)

O elétrodo de carbono vitreo (GCE), devido as suas propriedades
eletrocataliticas, é frequentemente o mais utilizado para monitorizar reacbes de
oxidacdo eletroquimica. O intervalo de atividade eletroquimica do elétrodo de carbono
vitreo é dependente do eletrdlito de suporte e do estado da sua superficie. No
entanto, é comum observar-se um intervalo de trabalho de cerca de 3 V, direcionado
na maior parte das vezes, para a zona de oxidacdo. Apesar disto, também pode ser
utilizado para potenciais mais negativos, aumentando a sensibilidade do elétrodo

guando a sua superficie € modificada.
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1.6.3.2 - Elétrodos quimicamente modificados - Nanotubos de carbono

No desenvolvimento de sensores, a sensibilidade, seletividade, tempo de
resposta, facilidade de uso e baixo custo constituem as caracteristicas mais
importantes. O avango nas areas de medicina, industria e meio ambiente exigem o
desenvolvimento dos mais variados sensores. No entanto, a regeneragao da superficie
apds o uso é o maior entrave para o desenvolvimento de elétrodos sélidos comerciais.
A preparagdo destes novos elétrodos tem por objetivo aumentar a sensibilidade e
seletividade, catalisar rea¢des que ndo ocorrem diretamente na superficie dos
elétrodos sélidos, ou ainda contribuir para a ocorréncia de fenémenos de adsorcao,

[29, 45] Um

facilitando a pré-concentracdo dos compostos que se visam determinar
elétrodo modificado consiste em duas partes, o elétrodo base (por exemplo o elétrodo
de carbono vitreo) e uma camada do modificador quimico (como os nanotubos de
carbono).

Os nanotubos de carbono (CNTs, carbon nanotubes em inglés) foram obtidos por

B4 em 1991 como subproduto na sintese de fulerenos. A estrutura quimica

lijima
basica dos CNTs é formada por uma folha de grafeno enrolada, onde existe um arranjo
bidimensional de atomos de carbono com hibridacado spz, ligados em hexdgonos cujo
empilhamento resulta na estrutura da grafite, em dimensdes nanomeétricas 1351 A
constituicdo base dos nanotubos sdo as ligacdes covalentes C-C, e podem ser
classificados em nanotubos de carbono de parede simples (SWCNTs) e nanotubos de
carbono de parede multipla (MWCNTSs) — Figura 1.13. Os nanotubos de carbono de
parede multipla sdo constituidos por varios cilindros de grafite, espacados entre si com
uma dimensdo de 0.34 a 0.36 nm, enquanto os nanotubos de carbono de parede

simples apresentam apenas uma camada cilindrica.
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Figura 1.13 — Representacdo esquematica dos nanotubos de carbono- (a) parede multipla (MWCNTs) e
(b) parede simples (SWCNTs) 1**,

Os CNTs possuem assim uma infinidade de aplicacdes, desde catalisadores,

135451 A extensa

materiais compdsitos, sensores, dispositivos nanoeletrdnicos, etc
aplicabilidade destes materiais prende-se com a variedade e exceléncia de
propriedades fisico-quimicas que apresentam, tais como as suas propriedades

eletronicas, alta resisténcia mecdnica e alta condutividade térmica.

35



Parte Experimental

2-Parte Experimental

2.1- Introducao

Neste capitulo sera feita uma descricdo detalhada dos materiais, reagentes,
equipamento e metodologias eletroquimicas utilizadas ao longo do trabalho
experimental. E referido o procedimento experimental efetuado no estudo
voltamétrico do tiaclopride, desde a preparagdo e limpeza dos elétrodos até a
determinacdo eletroquimica do inseticida, bem como a preparacao das diferentes
solucdes de eletrolito de suporte utilizadas. Também é descrito o modo de preparacao
e imobilizacdo dos nanotubos de carbono no elétrodo de carbono vitreo e elétrodo de
diamante dopado com boro.

Em relacdo as técnicas utilizadas, sdo descritas as condi¢des instrumentais

analiticas utilizadas na voltametria ciclica e voltametria de onda quadrada.

2.2 - Equipamento
2.2.1- Potenciostato

As determinagbes voltamétricas foram efetuadas num Potencidstato/Galvandstato
AUTOLAB PGSTAT302N (Figura 2.1) da marca Eco Chemie, acoplado a um computador
e controlado pelo software NOVA, versao 1.7. O posto eletroquimico utilizado foi um
aparelho da marca Metrohm, modelo 663 VA Stand (Figura 2.2), sendo a interface de
ligacdo com o potencidstato, assim como o controlo de desarejamento e agitacdo da

solugao na célula, feita pelo IME 663 (Eco Chemie) (Figura 2.1).

Figura 2.1- Potencidstato/Galvandstato AUTOLAB PGSTAT302N (em baixo) e a interface eletrénica
IME663 (em cima).
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Figura 2.2 - Posto eletroquimico.
2.2.2- Célula para medig¢des voltamétricas

Os ensaios voltamétricos foram realizados numa célula de vidro da marca
METROHM (Figura 2.3), de um sé compartimento, com um volume maximo de
aproximadamente 40 mL. Na célula foi possivel fazer circular um gas inerte, que neste
trabalho foi o azoto (tipo C-50 da marca Gasin, com pureza de 99.995 % e O, <4 ppm),
de modo a desarejar as solucdes e evitar a interferéncia eletroquimica do oxigénio ai
existente. Antes e depois de cada determinacdo eletroquimica a célula era
minuciosamente lavada com acetona e adgua Mili-Q, de modo a evitar a contaminacdo

de possiveis residuos de analitos.

e il

Figura 2.3 — Célula de vidro.
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2.2.3- Elétrodos de Trabalho

Foi adotado um sistema de trés elétrodos para as medicdes voltamétricas, com

um elétrodo de referéncia, elétrodo auxiliar e elétrodo de trabalho.

2.2.3.1- Nao modificados

Um dos elétrodos de trabalho utilizado foi o elétrodo de diamante dopado com
boro (BDDE) (Figura 2.4; Ref. D-0256-SA da Windsor-Scientific)) com 10 mm de

diametro total e 3 mm de didametro efetivo do disco.

Figura 2.4 - Elétrodo de diamante dopado com boro.

O elétrodo de tinta impressa de carbono (SPCE) incorpora todo o sistema
eletroquimico: elétrodo de trabalho, elétrodo de referéncia e elétrodo auxiliar. Na
Figura 2.5 apresenta-se o elétrodo utilizado (Ref. 110, da DropSens) com um

comprimento de 34 mm e um diametro de disco do elétrodo de trabalho de 4 mm.

Figura 2.5- Elétrodo de tinta impressa de carbono.
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Outro dos elétrodos de trabalho utilizados foi o elétrodo de carbono vitreo
(Figura 2.6; Ref. 6.1204.110 da Metrohm), com 52,5 mm de comprimento, 7 mm de

didametro total e 2 mm de didmetro efetivo do disco de carbono vitreo.

Figura 2.6 - Elétrodo de carbono vitreo.

2.2.3.2- Modificados com nanotubos de carbono parede multipla (MWCNTsSs)

O elétrodo de diamante dopado com boro (BDDE) e o elétrodo de carbono vitreo
(GCE) foram modificados com MWCNTSs, mas antes de cada um ter sido quimicamente
modificado foram submetidos a um polimento com alumina de granulometria 0.3 um,
e posteriormente lavado com agua Mili-Q.

Os nanotubos de carbono de parede multipla (MWCNTs) foram adquiridos a
Aldrich® (Referéncia 694185). A preparacdo de uma suspensdao de MWCNTs foi
efetuada comecando por dissolver 1 mg de dihexadecilfosfato (DHP; Ref. D2631 da
Aldrich®) em 1 mL de 4gua desionizada. Em seguida adicionou-se a esta mistura 1 mg
de MWCNTSs. A suspensao resultante foi colocada num banho de ultra-sons por 3 horas
para garantir a total dispersdo dos MWCNTs, e por fim guardada num eppendorf.
Finalmente, a superficie previamente tratada de cada um dos elétrodos foi modificada
colocando, com ajuda de uma micropipeta, um volume otimizado 451 d4e 10 puL da
suspensdao de MWCNTSs na superficie ativa do GCE e 20 uL de MWCNTSs na superficie
do disco do BDDE.
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A Figura 2.7 esquematiza a imobilizacdo dos nanotubos de carbono na superficie
ativa (disco preto) do elétrodo de carbono vitreo, recorrendo a ajuda de uma
micropipeta P20 (20 pL). Foi adotado o mesmo procedimento experimental para a
imobilizacdo dos MWCNTSs na superficie ativa do BDDE, mas utilizando um volume de

20 uL de MWCNTS.

U | 10 pL MWCNTs >

Figura 2.7 — Esquema ilustrativo do procedimento experimental utilizado na modificacdo do elétrodo de
carbono vitreo.

2.2.4- Elétrodo de Referéncia

O elétrodo de referéncia utilizado foi o de Ag/AgCl (Figura 2.8; Ref. 6.0728.000
da Metrohm), com eletrdlito interno de KCl (3M). O elétrodo foi montado numa ponte

salina, contendo o mesmo eletrdlito de suporte que foi utilizado dentro da célula

eletroquimica.

Figura 2.8 — Elétrodo de referéncia.
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2.2.5- Elétrodo Auxiliar

As determinagdes voltamétricas foram realizadas utilizando uma vareta de
carbono vitreo como elétrodo auxiliar (Figura 2.9; Ref. 6.1245.000 da Metrohm), com
65 mm de comprimento e 2 mm de diametro. A vareta de carbono vitreo é montada

depois num suporte também da marca METROHM e depois, introduzida na célula.

Figura 2.9 - Elétrodo auxiliar.

A Figura 2.10 mostra a célula eletroquimica utilizada com os trés elétrodos

introduzidos na célula de vidro utilizada.

Elétrodo
Referéncia

Elétrodo

Elétrodo Trabalho

Auxiliar

Figura 2.10 — Célula eletroquimica utilizada nas determinagdes voltamétricas.
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2.2.6- Equipamento auxiliar

Em relagdo ao restante equipamento utilizado, as medi¢des de pH foram
realizadas num aparelho METROHM modelo 632, com um elétrodo de vidro
combinado da mesma marca.

As pesagens foram efetuadas numa balanca analitica da marca METTLER-
TOLEDO, modelo AB204.

Para a medicao rigorosa de volumes foram usadas pipetas de vidro graduadas de
diferentes capacidades, e micropipetas de volume regulavel da marca GILSON,
modelos P20, P100 e P1000, com capacidade maxima para 20, 100 e 1000 pL,

respetivamente.

2.3 - Preparacao de solucoes

Todas as solugdes foram preparadas com dgua de elevada pureza, obtida a partir

do sistema Mili-Q, Simplicity® UV, Milipore Corp., France.
2.3.1- Eletrolitos de suporte

Neste trabalho experimental foram utilizados dois eletrélitos de suporte, o
tampado Britton-Robinson (BR) e o tampao fosfato. O primeiro foi escolhido devido a
vasta gama de tamponizacdo de pH que permite e o segundo devido a gama de pH

coincidente com a maioria das aguas naturais.
2.3.1.1 - Tampao Fosfato

A solucdo de tampao fosfato 0.1 M, com pH 7, foi preparada num baldo
volumétrico de 250 ml, dissolvendo hidrogenofosfato de sédio di-hidratado
(Na;HPO4.2H,0) e dihidrogenofosfato de potassio (KH,PO,), reagentes da Merck. A

guantidade de cada um dos reagentes apresenta-se na Tabela 2.1.
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Tabela 2.1 — Massas utilizadas na preparagdo de 250 mL da solugdo tampdo fosfato 0.1 M pH 7.

Reagentes Massa (g)
NazHPO4.2H20 1,6909
KH,PO, 2,0414

2.3.1.2- Tampao Britton-Robinson

38 ¢ constituida por uma mistura dos

A solugdo tampao Britton-Robinson
seguintes reagentes: 100 mL Acido Bérico (H3BO3), 100 mL Acido Fosférico (HsPO,4 ) e
100 mL Acido Acético (CH3COOH), todos com uma concentracdo de 0.04M .

Foi preparada uma solucdo de Britton-Robinson num baldo de 500mL, e
adicionando NaOH 6M aos reagentes descritos anteriormente para ajustar ao valor de

pH pretendido.

2.3.2- Tiaclopride

O tiaclopride utilizado foi o padrdo analitico - PESTANAL® (N2 Produto 37905) da
marca FLUKA (Sigma-Aldrich®). Para os primeiros ensaios voltamétricos e optimizacao
da metodologia, foi preparado uma solucdo de 100 ppm de tiaclopride pesando 5 mg
de PESTANAL®, adicionando 5 mL de acetonitrilo e ajustando o volume com agua Mili-
Q.

Para o estudo de dopagem de amostra real foi utilizado a formula comercial de
tiaclopride, o Calypso®, fornecido pela Bayer AG, constituido por uma suspensdo com

480 gL'* em tiaclopride.
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2.4- Procedimento Experimental
2.4.1- Medic¢oes voltamétricas

Todas as medi¢Ges voltamétricas foram realizadas a temperatura ambiente
(aprox. 20° C), com um volume de eletrélito de suporte dentro da célula eletroquimica
de 18 mL. Antes de iniciar qualquer medi¢do o eletrélito de suporte foi desarejado
durante 20 minutos com azoto, e entre medicdes posteriores era colocado em
agitacdo 3 minutos e novamente desarejado por alguns segundos. O passo do
desarejamento durante o procedimento experimental é de extrema importancia, ja
que mantendo a atmosfera de azoto sobre a solu¢do, impedimos que o oxigénio se
dissolva na solugao e interfira nas medigdes.

Para fazer a determinagdo eletroquimica do tiaclopride foram utilizadas as
técnicas de voltametria ciclica (CV), voltametria de varrimento linear (LSV) e
voltametria de onda quadrada (SWV). Na Tabela 2.2 estdo descritas as condi¢des
experimentais adotadas para cada uma das técnicas, com os vdrios parametros e

valores ou intervalo de valores correspondentes.

Tabela 2.2 — Condigdes instrumentais utilizadas na voltametria ciclica e voltametria de onda quadrada.

Voltametria Ciclica
Parametros (Voltametria de Voltametria de Onda Quadrada
Varrimento Linear)
Tempo de acumulacgdo (s) 0-360
Potencial de acumulacgao (V) -05 - -1.3
Potencial de equilibrio (V) -0.8 (-0.8) -1
Potencial inicial (V) -0.8 (-0.8) -1
Potencial final (V) -0.8 (-1.7) -1.7
Potencial de 12 inversao (V) -1.7
Degrau de potencial (mV) 2.44 (2.44) 4
Frequéncia (Hz) 5-200
Velocidade de varr_ilmento efetiva 100 (80 -500) 50 - 800
(mVs™)
N@ ciclos 2-20
Amplitude de onda (mV) 20
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2.4.2 - Teste de dopagem para a amostra ambiental

Um dos objetivos principais deste trabalho foi a determinacao do tiaclopride
numa matriz ambiental real. Para isso foi recolhida uma amostra num curso de dgua
perto de Nossa Sr2. de Machede, a cerca de 15 Km de distancia de Evora. A amostra foi
armazenada num frasco de vidro e mantida a uma temperatura de 4° C até a realizacao
do estudo eletroquimico.

A Figura 2.11 mostra o local de amostragem, caraterizada por possuir uma forte
producdo agricola e animal, estando sujeita a inUmeras fontes de contaminacdo, tanto

por residuos de produtos usados na agricultura como também na produgao animal.

Figura 2.11- Local de recolha da amostra ambiental.

Estas matrizes ambientais possuem um grande numero de interferentes. Neste
caso ndo era esperado encontrar o inseticida em estudo, e para isso procedeu-se a

dopagem da amostra com tiaclopride.
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A amostra recolhida foi utilizada na determinacdo eletroquimica tal como
recolhida, sem qualquer pré-tratamento fisico-quimico.

O procedimento experimental para a amostra dopada estd esquematizado na
Figura 2.12. A suspensdo de Calypso®, formulagdo comercial, contém 480 gL'1 em
tiaclopride e daqui foram transferidas as aliquotas necessdrias a preparacdo das
amostras dopadas. Inicialmente foi transferido um volume de 300 uL de Calypso® para
um baldo volumétrico de 10 mL e ajustou-se o resto do volume com agua Mili-Q,
ficando esta solugdo com uma concentragdo de 567 UM em tiaclopride. Desta ultima
solucdo transferiu-se 86 uL para um novo baldo de 10 mL, perfazendo o volume com a
amostra de efluente recolhido, ficando esta solugdo com uma concentragdo de
tiaclopride de 488 uM. Por fim retirou-se 0.5 mL da amostra dopada contendo uma
concentracdo de 488 uM para a célula eletroquimica, ja com um volume de 17.5 mL de

eletrdlito de suporte.
Amostra efluente
[Tiaclopride] = 488 uM

300 plL > 86 uL >

Agua Mili-Q
[Tiaclopride] =567 uM

0,5 ml
Amostra dopada

Figura 2.12 — Esquema do procedimento experimental adotado para a analise voltamétrica da amostra
dopada
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3. Apresentacao e Discussao de Resultados

Neste capitulo sdo apresentados os resultados experimentais obtidos com uma
série de elétrodos de trabalho. Foi avaliada a eficiéncia dos seguintes elétrodos na
caraterizacdo e determinacdo voltamétrica do tiaclopride (TIA): elétrodo de diamante
dopado com boro (BDDE) sem ser modificado e modificado com um filme de
nanotubos de carbono (MWCNTs-BDDE), elétrodo de tinta de carbono impressa
(SPCE), elétrodo de carbono vitreo sem ser modificado (GCE) e modificado (MWCNTs-
GCE).

Pretendeu-se principalmente estudar o comportamento voltamétrico do
inseticida numa janela de potencial bastante negativa, permitindo o estudo na regido
catodica.

Na parte inicial foi feito um estudo prévio, com o objetivo de fazer a otimizagao
dos varios parametros eletroquimicos de modo a melhorar a sensibilidade do método
analitico proposto.

A Ultima parte do trabalho consistiu em quantificar o inseticida, assim como

fazer a sua determina¢cdo numa amostra ambiental dopada com tiaclopride.

3.1- Estudos prévios

Brycht et al (371

identificaram processos eletroquimicos do tiaclopride utilizando
como elétrodo de trabalho um filme sélido de amadlgama de prata (Hg(Ag)Fe), num
eletrélito de suporte Britton-Robinson (BR). Este sensor é bastante toxico e poluente
para o ambiente devido a utilizacdo de mercurio. Devido a este facto recorreu-se a
outros elétrodos de trabalho produzidos com outro tipo de material, para avaliar a

possibilidade de utilizacdo na determinacdo eletroquimica do TIA.

3.1.1- Estudo do comportamento eletroquimico do tiaclopride no elétrodo de
diamante dopado com boro (BDDE)

O elétrodo de diamante dopado com boro (BDDE) tem como principal vantagem
a ampla janela de potencial de trabalho, tendo sido este o elétrodo escolhido para
obter uma informacado preliminar acerca do comportamento do TIA tanto na zona de

potenciais negativos como positivos.
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A Figura 3.1 apresenta os voltamogramas ciclicos obtidos, entre 1.4 Ve -1.3 V,
com eletrélito de suporte Britton-Robinson (BR) 0.1 M pH 7, na auséncia (linha verde)
e na presenga de 20 uM de TIA (linha azul), a uma velocidade de varrimento de 100
mv/s™. E possivel verificar que nao existe diferenca entre os dois voltamogramas, nao

existindo nenhum pico visivel tanto a potenciais negativos como positivos.

15E-6 -

1E-6 -

SE-7 -

ol — ]
-
5 I
-5E-7 | .
1E-6 [ .
-L5E-6 [ .
-2E-6 | .
-25E-6 [ .
| | | | | | | | 1 | | | | |
12 -1 0.8 06 -04 0.2 0 0z 0.4 06 0a 1 12 14

E/V (vs. Ag/AgCl/ 3MKQ)

Figura 3.1- Voltamogramas ciclicos obtidos para 0 uM de TIA (linha verde) e 20 uM de TIA (linha verde)
no elétrodo de BDDE em tampao Britton-Robinson 0.1 M pH 7, a v= 100 mV/s’l.

N3o sendo visivel qualquer pico referente ao TIA, e portanto, qualquer sinal que
permita a sua detecdao e quantificagcdao voltamétrica neste elétrodo, o préoximo passo
consistiu em modificar a superficie ativa do BDDE com nanotubos de carbono. Foi
imobilizado um volume de 20 uL de MWCNTSs na superficie do elétrodo de BDDE, que
tem 3 mm de diametro efetivo de disco.

A Figura 3.2 mostra os voltamogramas de SWV obtidos com uma solugdo 40 uM
em TIA, no elétrodo modificado com MWCNTs (Figura 3.2a) e sem ser modificado
(Figura 3.2b), num intervalo de potencial de -0.8 V a -1.7 V. Analisando os
voltamogramas verifica-se que ndo é detetado qualquer pico corresponde a reag¢des de
reducdo do TIA, sendo notado apenas, o aumento da corrente de fundo para o

voltamograma correspondente ao elétrodo de MWCNTs-BDDE.
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T T T T T T T T T T
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E/¥ (vs. Ag/AgCl/3M KQ)

Figura 3.2- Voltamogramas de SWV obtidos para o elétrodo de BDDE (a) modificado com MWCNTs e (b)
sem ser modificado, na presenca de 40 uM de TIA em tampdo BR 0.1 M pH 7, com =25 Hz, t,..= 20 s,
Eacc=- 0.8 V.

3.1.2- Estudo do comportamento eletroquimico do tiaclopride no elétrodo de
tinta de carbono impressa (SPCE)

O comportamento voltamétrico do TIA foi estudado também com o elétrodo de
tinta de carbono impressa, bastante utilizado nos ultimos anos. Entre as diversas
vantagens destacam-se o facto de serem descartaveis, de baixo custo e possuirem
elétrodo de trabalho, elétrodo auxiliar e elétrodo de referéncia todos impressos no
mesmo suporte.

A Figura 3.3 mostra os voltamogramas ciclicos de 100 uM de TIA, em eletrdlito
de suporte BR 0.1 M pH 6.5, para o elétrodo de SPCE modificado com MWCNTs (linha
laranja) e sem ser modificado com MWCNTSs (linha verde).

N3o foi possivel determinar o TIA nestas condi¢cbes experimentais, para o

elétrodo de tinta de carbono impressa.

49



Apresentacio e Discussido de Resultados
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Figura 3.3- Voltamogramas ciclicos obtidos com 100 uM de TIA no elétrodo de tinta de carbono
impressa modificado com MWCNTSs (linha laranja) e sem ser modificado com MWCNTs (linha verde), em
tamp3o BR 0.1 M pH 6.5, a v=100 mV/s ™.

3.2- Estudo do comportamento voltamétrico do tiaclopride
utilizando o elétrodo de carbono vitreo modificado com
MWCNTSs

Com o objetivo principal de determinar o TIA recorreu-se ao elétrodo de carbono
vitreo modificado com MWCNTs e também sem ser modificado com MWCNTs. Foram
utilizadas as técnicas de voltametria ciclica (CV) e voltametria de varrimento linear
(LSV), e outras técnicas de impulso como a voltametria de onda quadrada (SWV), mais
sensiveis que a voltametria ciclica. Como eletrdlitos de suporte foram utilizados o
tampao fosfato e o tampao Britton-Robinson.

Numa fase posterior do trabalho foram otimizadas todas as varidaveis analiticas

gue influenciam a resposta voltamétrica do TIA.
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3.2.1- Voltametria ciclica

O comportamento voltamétrico do TIA foi estudado utilizando um elétrodo de
carbono vitreo modificado com nanotubos de carbono e sem ser modificado.

Neste estudo inicial utilizou-se a voltametria ciclica para se obter informacgao
preliminar em relacdo ao comportamento do TIA na zona de potenciais negativos, e
para se avaliar comparativamente o desempenho dos dois elétrodos.

Na Figura 3.4 apresentam-se os voltamogramas ciclicos obtidos com a solugdo do
eletrdlito de suporte BR 0.1 M pH 7 sem TIA no GCE ndo modificado (a), na presenca
de 40 uM de TIA com elétrodo de GCE ndo modificado (b) e GCE modificado com
MWCNTSs (c).

SE-5 - -

ok

-5E-5 [

-0.0001

-0.00015
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I(a)

-0,00025 [

-0.0003 |
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-0.0004 -

-0.00045

-0.0005 - -

1 1
-1.7 -1.6 -1.5 -1.d -1.3 -1.2 -1.1 -1 -0.9
E/V (vs. Ag/AgCl/3M KCI)

Figura 3.4- Voltamogramas ciclicos da solu¢do tampdo BR 0.1 M pH 7 no GCE (a), da solugdo tampado
com 40 uM de TIA no GCE (b) e MWCNTs-GCE (c); Velocidade de varrimento: 100 mV/s.

Analisando a Figura 3.4 pode-se concluir que o GCE modificado com MWCNTs é
um sensor eletroquimico mais vantajoso que o GCE ndo modificado, apresentando
uma boa sensibilidade e seletividade para a determinacdo de TIA. O pico de potencial

por volta de -1.45 V para o elétrodo de MWCNTs-GCE (Figura 3.4c), deve-se muito

possivelmente a reducdo do TIA. A forma do pico parece estar relacionada com
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fenémenos faradaicos, ou seja, de transferéncia de carga eletrénica. Na literatura
referente a este tema ainda ndao é conhecida a verdadeira natureza quimica e
estrutural deste produto de reducdo do TIA. A identificacdo deste produto sera objeto
de estudo num estudo posterior. O voltamograma da Figura 3.4a, da-nos a linha de
base do eletrdlito de Britton-Robinson sem TIA no GCE ndao modificado, sendo possivel
afirmar que a corrente de fundo é relativamente baixa. O voltamograma ciclico de 40
UM de TIA no elétrodo de GCE ndao modificado ndo da qualquer resposta
eletroquimica, provando assim que os nanotubos potenciam as interagdes com as
espécies eletroativas e neste caso o processo redox do TIA. O voltamograma ciclico de
TIA relativo ao MWCNTs-GCE mostra ainda que o processo de redugao corresponde a
uma reacgdo irreversivel, dado ndo se observar um pico quando o varrimento é
realizado no sentido inverso.

Com o objetivo de ativar o elétrodo e avaliar a sua repetibilidade fizeram-se
medicdes voltamétricas sucessivas com a solucdo tampdo de BR 0.1 M pH 7. A Figura
3.5 apresenta a voltametria ciclica de varrimentos sucessivos (20 ciclos) obtidas entre -

0.9Ve-1.7V, na mesma medicdo voltamétrica.
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Figura 3.5- Voltamogramas ciclicos de 20 ciclos sucessivos obtido com o elétrodo de MWCNTs-GCE com
tamp30 BR 0.1 M pH 7, v= 100 mV/s™.
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3.2.2- Voltametria de onda quadrada

Para se estudar melhor o comportamento catdédico do TIA no elétrodo de
MWCNTs-GCE, recorreu-se a uma técnica voltamétrica de impulso com uma
sensibilidade mais elevada que a voltametria ciclica, a voltametria de onda quadrada.

A Figura 3.6 mostra os voltamogramas obtidos com a SWV para as concentracdes
entre 1,64 mg/L™ (6,48 uM) e 4,76 mg/L™ (18,84 puM) de tiaclopride no elétrodo de
MWCNTs-GCE. Através da andlise dos voltamogramas verificamos a existéncia de um
pico resultante da redugdao de TIA, que ocorre a um potencial de -1.48 V. Como
esperado a medida que a concentracdo de tiaclopride aumenta maior é a intensidade

do pico resultante.
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Figura 3.6- Voltamogramas de onda quadrada obtidos para o intervalo de [TIA]: 1,64 - 4,76 mg/L'l, em
elétrodo de MWCNTs-GCE no tampdo BR 0.1 M pH 7; E,c=-1V, tyec= 20 s, f=50 Hz.

A técnica de SWV é bastante sensivel, e sabe-se que a intensidade de corrente de
pico e resposta obtida é influenciada por um conjunto de varidveis eletroanaliticas
como: efeito do pH do meio, a velocidade de varrimento, efeito do eletrdlito de

suporte, etc.
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3.2.3- Estudo de variaveis eletroquimicas que influenciam a resposta do TIA
no elétrodo de MWCNTs-GCE

De seguida é apresentado o estudo de cada uma das varidveis eletroanaliticas na
voltametria de onda quadrada utilizando o elétrodo de MWCNTs-GCE, de modo a

otimizar as condicGes experimentais na determinacdo do inseticida em estudo.

3.2.3.1- Estudo do efeito de pH

A Figura 3.7 apresenta os voltamogramas de SWV obtidos para os valores de pH
6.24, 6.51, 7.07 e 7.48, proximos de pH 7, em 19.6 uM de TIA no eletrdlito de suporte
BR 0.1 M. E possivel observar que a intensidade do pico é maior a pH neutro do que a
valores de pH mais extremos, notando-se também uma tendéncia para o potencial de

pico se deslocar para potenciais mais negativos quanto mais alcalina for a solucao.

T T T T T T T
BE-5 | E
7E-S F 4
6E-5 — nH .24 -
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— nH 7.07
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-1.7 -16 -1.5 -14 -1.3 -1.2 -11 -1

E/V (vs. Ag/AgCl/ 3MEKQ)

Figura 3.7- Efeito do pH do meio na resposta voltamétrica de TIA, num elétrodo de MWCNTs-GCE.
[TIA]= 19.6 uM; pH: 6.24, 6.51, 7.07 e 7.48.
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Na Figura 3.8 apresenta-se a dependéncia da intensidade de corrente de pico (Ip)
e potencial de pico (Ep), em fun¢do do pH do meio. No intervalo de pH entre 5.94 e
8.89, o potencial de pico varia linearmente com o aumento de pH, de acordo com a
equagdo: Ep = -0,0556 pH - 1,1082 com um R? = 0,9926. O valor do declive desta
relacdo sugere que neste intervalo de pH, o nimero de protdes envolvido na reducao
do tiaclopride é igual ao niumero de eletrées que o proéprio tiaclopride aceita na reagao
do elétrodo . De referir gue para valores fora do intervalo de pH descrito na Figura
3.8 ndo existe qualquer resposta voltamétrica para o TIA, confirmando a importancia
gque o pH do meio assume neste tipo de detecdo eletroquimica. Em relacdo a
intensidade de corrente de pico verifica-se que a reducdo é favorecida a pH neutro, a
um pH efetivo de 6.51.

O facto de o pH otimizado como 6timo neste estudo se aproximar do pH natural
da amostra de dgua contaminada constitui uma vantagem, tendo em conta que o
objetivo deste trabalho é o desenvolvimento do método eletroquimico para

determinacdo e quantificacdo de tiaclopride neste tipo de amostras.

10 - - 1,42
9 - - 1,44
8 - - - 1,46
7 - - 1,48
6 - - 1,5
5 - 1,52
4 — - 1,54
3 | - 1,56
Ep = -0,0556 pH - 1,1082
2 R? = 0,9926 - -1,58
1 - - -1,6
0 . . . : : : : 1,62
5,5 6,5 7,5 8,5 9,5

pH

Figura 3.8- Efeito do pH na intensidade de corrente de pico (Ip) e no potencial de pico (Ep) de 19.6 uM
de TIA; pH: 5.94, 6.24, 6.51, 7.07, 7.48, 7.65, 8.44 e 8.89.
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3.2.3.2- Efeito da velocidade de varrimento

O efeito da velocidade de varrimento no comportamento voltamétrico do TIA no
MWCNTs-GCE foi investigado para valores entre 80 e 500 mV/s™. Este estudo foi feito
utilizando 10 mg/L™ (40 uM) de TIA no eletrdlito de suporte Britton-Robinson 0.1 M pH
7. Os voltamogramas de varrimento linear foram obtidos numa janela de potencial de -
0.8 Va-1.7 V. A Figura 3.9 mostra que a altura do pico catédico em estudo aumenta

com a velocidade de varrimento.

-0.0003

80 mvis B
90 mvis

100 mVis ]
120 mVis

140 mVis

160 mVis

180 mVis

200 mVis

250 mVis

300 mVis a
400 mV/s
500 mVis

-0.0002 -

-0.0001 -

-3E-5 |-

-6E-5 |

-4E-5 -

-ZE-5 —

-1.7 -1.6 -1.5 -1.4 -1.3 -1.2 -1.1 -1
E/V (vs. Ag/Ag0/3M K)

Figura 3.9- Efeito da velocidade de varrimento na intensidade de corrente de pico de 40 uM TIA no
elétrodo de MWCNTs-GCE, em tampdo BR 0.1 M pH 7, no intervalo de valores indicados no gréfico.

Na Figura 3.10 esta representado graficamente Ip em funcdo da raiz quadrada da

/2

velocidade de varrimento, v , onde se observa uma relacao de linearidade traduzida

vz 14,727 , com R? = 0,9928. Este facto sugere que o

pela equacdo: Ip = 2,5833 (v)
processo de transferéncia de eletrées é controlado por difusdo de espécies
eletroativas da solucdo para o elétrodo. Porém, a reta que traduz a relacdo entre Ip e
v*’2 n3o interceta o eixo Y na posicao zero, indicando que o processo nao é totalmente
controlado por difusdo, mas também por adsorcao de espécies nos centros ativos dos

nanotubos de carbono imobilizados no elétrodo de carbono vitreo.
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Figura 3.10- Variagdo da intensidade de corrente de pico (lp) de TIA em fungdo da raiz quadrada da
velocidade varrimento (vl/z/ (v 5’1)1/2). CondicGes experimentais idénticas as reportadas na Figura 3.9.

Assim construiu-se um grafico log Ip vs log v (Figura 3.11) para concluir se existe
alguma influéncia da adsor¢dao de TIA no processo do elétrodo, o que de facto se
verifica. E possivel verificar que existe uma linearidade para a gama de velocidade
entre 120 e 500 mV/s™. A relacdo log lp vs log v apresenta um valor de declive
intermédio entre 0.5 (controlo por difusdao) e 1.0 (controlo por adsor¢ao) 140 podemos

. . ~ . . A
afirmar assim que a reducdo de TIA procede por um mecanismo misto 40l

, controlado
por difusdo de espécies até junto do elétrodo mas influenciado em grande parte por

adsorcdo ou interagdes com os centros ativos dos MWCNTSs.
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logv
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loglp=0,7607 log v - 0,4118
R?=0,9908

Figura 3.11- Relagdo log Ip vs log v. Condigdes experimentais idénticas as reportadas na Figura 3.9.

Relativamente a dependéncia do potencial de pico de redugao (Ep) da velocidade

de varrimento, observa-se que existe uma linearidade caracteristica de processos

irreversiveis (4! (Figura 3.12).
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Figura 3.12- Relacdo log Ep vs log v. Condigdes experimentais idénticas as reportadas na Figura 3.9.
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3.2.3.3- Efeito da frequéncia

A frequéncia (f) € uma das varidveis eletroanaliticas mais importantes na
voltametria de onda quadrada, sendo esta determinante na intensidade do sinal
analitico e consequentemente na sensibilidade do método.

O estudo da variacdo de frequéncia foi feito entre 5 e 200 Hz, usando como
eletrdlito de suporte o tampao Britton-Robinson 0.1 M pH 7 e com uma concentragao
de 40 uM de TIA na célula, obtidos num intervalo de potencial entre -0.8 Ve -1.7 V.
Analisando a Figura 3.13, que mostra a variacdo da intensidade do pico de corrente (Ip)
em func¢do das varias frequéncias estudadas, percebemos que a 50 Hz a intensidade do
pico é destacadamente maior. Até 50 Hz existe um aumento gradual da intensidade do
pico de corrente com a frequéncia, enquanto para valores mais elevados que 50 Hz a
intensidade do pico de corrente diminui assim como o ruido associado é maior.

Foi selecionado assim para estudos posteriores a frequéncia de 50 Hz por
apresentar a melhor performance no que diz respeito a intensidade do pico de

corrente e reduzido ruido associado.

Ip (HA)
S

0 T T T T
100 150 200
f (Hz)

Figura 3.13- Varia¢do da intensidade de corrente de pico dos voltamogramas de SWV em funcdo da
frequéncia; [TIA] = 40 uM.
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3.2.3.4- Efeito do tempo e potencial de acumulag¢ao

Também foi efetuado o estudo do efeito do tempo de acumulagdo (t..) e
potencial de acumulacdo (E...), na intensidade de corrente de pico. Estas varidveis
podem tornar-se bastante relevantes caso seja possivel fazer aumentar a sensibilidade
analitica do método, como a intensidade de corrente de pico.

O estudo do tempo de acumulagao (t,. ) foi feito no intervalo de tempo entre O e
360 s (Figura 3.14). Este estudo foi feito a uma concentracdo de TIA de 40 uM, com o
mesmo eletrélito de suporte dos estudos anteriores. Os voltamogramas de onda
guadrada foram obtidos a uma frequéncia de 50 Hz e utilizado como potencial de
acumulacdo o valor de -0.8 V. Analisando os resultados obtidos na Figura 3.14, foi
escolhido o tempo de acumulacdo de 20 s. E possivel verificar que para tempos de
acumulacdo mais elevados a intensidade de corrente de pico mantém-se constante,
nao se justificando utilizar outro tempo de acumulagado que s6 iria aumentar o tempo

total de andlise.

Ip (HA)

2 Q¢+~~~ ¢t v v vv ~ v v . . T  —.r. ¢+ &+t 1§ §t 1T T 1

0 50 100 150 200 250 300 350
tacc. (s)

Figura 3.14- Variacdo da intensidade de corrente de pico dos voltamogramas de SWV em func¢do do
tempo de acumulagao (taec); Eace.= -0.8 V, Frequéncia= 50 Hz, [TIA] = 40 uM.
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Em relagdo ao estudo do potencial de acumulagdo (E,.c.), outra das varidveis que
pode influenciar a resposta voltamétrica do analito, foi feita utilizando um intervalo de
-0.5 V a-1.3 V (Figura 3.15). Foi escolhido o tempo de acumulagdo de 20 s e utilizadas
as mesmas condi¢des experimentais que os estudos anteriores. Sabendo que o pico de
reducdo referente ao TIA ocorre entre -1.4 V e -1.5 V, optou-se por ndo fazer o estudo
para valores mais negativos que -1.3V, podendo influenciar o pico de redugdo do TIA.
Analisando a Figura 3.15 concluimos que o valor 6timo é de -1 V, mostrando ter o
melhor resultado para a intensidade de corrente de pico e ndo se situar muito perto da
zona onde ocorre o pico de reducao do TIA. O potencial de acumulacdo, -1 V, foi

também escolhido como potencial inicial.

10 +

9,5 -

Figura 3.15- Variagdo da intensidade de corrente de pico dos voltamogramas de SWV em fung¢do do
potencial de acumulagdo (E,..); tace.= 20 s, Frequéncia= 50 Hz, [TIA] = 40 uM.
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3.2.3.5- Efeito do eletrolito de suporte

Nos sistemas eletroquimicos o eletrdlito de suporte é adicionado em
concentracdes elevadas, cerca de cem vezes mais elevadas do que as espécies
eletroativas, de modo a garantir que o nimero de transporte destas seja minimo. A
concentracdo do eletrélito de suporte varia entre 0.01 M e 1.0 M e tem como funcao
conferir certas propriedades ao meio eletroquimico. A principal é minimizar o
fenédmeno da migracdo dos ides eletroativos causada pelo campo elétrico e contribuir
para a diferenga de potencial interfacial a distancia de maior aproximacao de iGes
solvatados ao elétrodo 2. O eletrélito de suporte deve ser escolhido consoante as
espécies quimicas presentes na solucdo, e deve apresentar as seguintes caracteristicas:
elevada solubilidade, elevado grau de ionizacdo e ser estdvel quimica e
eletroquimicamente no solvente a ser empregue. Um eletrdlito de suporte pode ser
um sal inorganico ou organico, um acido ou uma base, ou ainda uma solugdo tampao
como acetato, citrato ou fosfato 2.

Neste estudo foram testados dois eletrélitos de suporte, uma solucdo tampao de
fosfato 0.1 M pH 7 e uma solucdo de Britton-Robinson 0.1 M pH 7. Recorreu-se a
voltametria de onda quadrada para comparar os voltamogramas dos dois eletrélitos
de suporte em 40 uM de TIA (Figura 3.16). Como podemos observar na Figura 3.16 a
solucdo tampao de fosfato também pode ser utilizada na determinacdo voltamétrica
de TIA, mas o eletrdlito Britton-Robinson é o que apresenta uma melhor performance
na sensibilidade do método, desde logo pelo seu valor de intensidade de corrente de
pico (Ip), mais elevado que para o tampao fosfato. De referir que o tipo de eletrélito de
suporte utilizado também tem uma grande influéncia nas propriedades eletroquimicas
dos MWCNTs, e por consequente, na sensibilidade do método analitico. O tampao
fosfato pode ainda assim ser utilizado devido a sua gama de pH coincidente com a

maioria das aguas naturais.

62



1(4)

7E-5

6.5E-5

6E-5

S5.5E-S5

SE-5

4,5E-5

4E-5

3.5E-5

SE-5

Z.5E-5

ZE-5

1.5E-5

-1.7

Apresentacio e Discussido de Resultados

= Tampio Fosfato
= Tampio Britton-Robinson

-1.6 -1.5 -1.4 -1.3 -1z

E/V (vs. Ag/AgCl/ 3M K)
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Figura 3.16- Voltamogramas de SWV para os dois eletrdlitos de suporte: Britton-Robinson 0.1 M pH 7 e
Fosfato 0.1 M pH 7; [TIA] = 40 uM, v= 100 mV/s.

3.2.3.6- Estudo da influéncia de potenciais interferentes na resposta
voltamétrica do tiaclopride

Para realizar um estudo de potenciais interferentes na resposta voltamétrica do
TIA foram selecionados dois pesticidas, a terbutilazina e o tembotrione. Foi assim
avaliada a interferéncia de cada um dos pesticidas no sinal voltamétrico de TIA, uma
vez que estes pesticidas podem ser encontrados no mesmo meio ambiente que o
inseticida em estudo. A terbutilazina (N-Ter-butil-6-Cloro-N’-etil-1,3,5-triazina-2,4-
diamina) é um herbicida/algicida seletivo bastante utilizado em Portugal e no mundo,
e é considerado perigoso para organismos aquaticos, ndo sendo recomendada a sua
aplicagdo em terrenos agricolas adjacentes a cursos de dgua. E comercializado como
Gardoprim® e Primatol® entre outros, e é usado principalmente em sistemas de
tratamento e bombeamento de dgua das piscinas Bl 0 tembotrione (2-{2-Cloro-4-
é

(metilsulfonilo)-3-[(2,2,2Trifluoroetoxi)metil]Benzoilo}1,3-Ciclohexanodiona) um

herbicida de absorcdo, essencialmente foliar e com aplicacdo especifica para ervas

5]

daninhas e folhas largas presentes nas culturas de milho I Este composto foi

registado e lancado no mercado em 2007, com os nomes comerciais de Laudis® e
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Soberan®. As estruturas quimicas dos compostos interferentes apresentam-se na

Figura 3.17.
) b)
° Cl O O cl
N SN CHag 507 CFs
HaC™ )\NJv CHa O §-CHs
H H CHS ')

Figura 3.17- Estruturas quimicas dos interferentes: terbutilazina (a) e tembotrione (b).

Este estudo foi realizado utilizando a voltametria de onda quadrada com os
parametros otimizados dos estudos anteriores, em tampao Britton-Robinson 0.1 M pH
7, com uma concentracdo fixa de tiaclopride de 4.9 mg/L' (19.4 uM). Para a
terbutilazina foram utilizadas concentra¢des no intervalo de 0.07 mg/L'1 (0.28 uM) a
1.38 mg/L™ (5.46 uM), e para o tembotrione de 0.07 mg/L™ (0.28 pM) a 1.56 mg/L*
(6.17 uM). Os resultados obtidos apresentam-se na Figura 3.18, onde se observa uma
relacdo entre a concentracdo de interferente e a variacao correspondente (%) no sinal
da intensidade de corrente de pico do TIA. Analisando os resultados conclui-se que a
terbutilazina influencia negativamente o sinal voltamétrico do tiaclopride a partir de
uma concentracdo de 0.55 mg/L™ de interferente. O grafico inserido na Figura 3.18
apresenta os voltamogramas de SWV obtidos para a terbutilazina e tiaclopride, onde
podemos observar a presenca de dois picos referentes a resposta voltamétrica do
interferente e o pico referente ao TIA. Ja com o tembotrione ndo parece haver grande
influéncia no sinal voltamétrico do tiaclopride, sendo que a variacdo maxima na
resposta do analito é de 8,77 %. De referir que além de se ter feito o estudo da
variacdo da intensidade de corrente de pico do TIA com a concentracdo de
interferente, também foi investigado a varia¢do do pico de potencial, e concluiu-se que

ndo existe variagdes no pico de potencial do TIA com os interferentes estudados.
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Figura 3.18- Variacio do sinal de TIA (%) em fungdo da concentragdo de interferente (mg/L"), usando as
condigcGes otimizadas para a quantificagdo voltamétrica do TIA. O grafico inserido na figura apresenta os
voltamogramas de SWYV obtidos para o tiaclopride e o interferente terbutilazina.

3.3- Quantificacao de tiaclopride utilizando o MWCNTs-GCE
3.3.1- Curva de Calibracao

Depois de se ter feito a otimizag¢ao das varidveis experimentais utilizando a SWV,
estudou-se a relacdo Ip vs. [TIA], de forma a averiguar qual a regido de linearidade para
a quantificacao de tiaclopride, utilizando o MWCNTs-GCE. Com o objetivo de se obter
uma curva de calibracdo, realizaram-se medicdes voltamétricas no intervalo de
concentragio de TIA entre 4.35 pM (1.10 mg/L') e 18.84 uM (4.76 mg/L?). Os
voltamogramas obtidos entre -1 V e -1.7 V, a uma frequéncia de 50 Hz, apresentam-se
na Figura 3.19. Foram escolhidos como potencial de acumulacdo e tempo de

acumulacdo, -1V e 20 s, respetivamente.
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Figura 3.19- Voltamogramas de onda quadrada obtidos para o intervalo de concentracGes de TIA entre
4.35 uM e 18.84 uM. O voltamograma a azul representa a resposta para o tampdo BR 0.1 M pH 7.

Como se pode observar na Figura 3.19 os voltamogramas de SWV mostram um
aumento da corrente de pico com o aumento da concentracdo de tiaclopride na
solucdo. Construiu-se assim uma curva de calibragdo (Figura 3.20) Ip vs. [TIA], onde a
curva obtida apresenta um comportamento linear para a gama de concentracdo 4.35 -
18.84 uM (1.10 - 4.76 mg/L'l). Apartir da concentracao de 18.84 uM nao existe
linearidade. A relacdo linear é descrita pela seguinte equacdo de regressao linear: Ip =

0,2625 [TIA] - 0,3034 com um R’= 0,995.

5 -
f"”.
4 4 ”"
i, = 0,2625 [TIA] - 0,3034 Q--
R?= 0,995 ="
-
3 - /,"
o~
""
2 - -~
--®
”’
L d
_.-"6
11 P
0 T T T T T T T T T T T T T T T T 1
3 5 7 9 11 13 15 17 19
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Figura 3.20- Curva de calibragdo do TIA, no intervalo de concentra¢do 4.35-18.84 uM (1.10 - 4.76 mg/L‘l).
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A partir da curva de calibracdo obtida, calculou-se o limite de detecdo (LOD) e o
limite de quantificagdo (LOQ), tendo-se obtido os valores de 1.1 uM (0.28 mg/L™") e 3.6
UM (0.91 mg/L"), respetivamente. O LOD e o LOQ foram calculados usando as
seguintes equacgdes: LOD = 3s/m e LOQ = 10s/m, em que o s é o desvio padrdo da
corrente de pico do branco e o m é o declive da curva de calibragio 31,

Com base nas condi¢gdes experimentais otimizadas na andlise de SWV e na
linearidade obtida, entre o sinal voltamétrico e a concentracdo do TIA, o passo

seguinte consistiu em efetuar a quantificacdo de TIA numa amostra real de agua

dopada, utilizando o método da adicao padrao.

3.3.2- Determinac¢do de Tiaclopride em amostra ambiental

Tendo em conta o objetivo principal do trabalho, e para confirmar a validade do
método voltamétrico na determinacdo de tiaclopride em amostra real, procedeu-se a
dopagem de uma amostra ambiental de um curso de dgua numa zona agricola (ver
ponto 2.4.2). Para a determinagdao de TIA na amostra real foi utilizado o método da
adicdo padrdao, sem recurso a qualquer tipo de pré-tratamento fisico-quimico da
amostra. A concentracdo de TIA na célula eletroquimica era de 13.55 uM, e apés
adicbes de uma solucdo padrdo de TIA de 100 ppm (395.7 uM), detetaram-se 14.10
UM de TIA (Figura 3.21), havendo uma taxa de recuperagdo de 104 %. Esta
concentragdo de 14.10 uM de TIA foi determinada por extrapolagdao da reta: Ip =
0,2494 [TIA]amostra dopada + 3,5184, com R? = 0,9928. Estes resultados vieram assim
confirmar a possibilidade, importancia e utilidade deste método analitico, utilizando o

elétrodo de MWCNTs-GCE na determinacgado voltamétrica de TIA.
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Figura 3.21- Curva de calibragdo utilizando o método da adi¢dao padrao, obtida na determinagao de TIA
na amostra ambiental.

A Tabela 3.1 apresenta os resultados obtidos da curva de calibragdo (gama de
linearidade, LOD e LOQ) e a percentagem de recuperacao de TIA na amostra dopada,

utilizando o método analitico desenvolvido com o elétrodo de MWCNTs-GCE.

Tabela 3.1 — Resultados obtidos para a gama de linearidade, limite de detecdo (LOD), limite de
quantificagdo (LOQ) e % de recuperagdo de TIA na amostra dopada.

Gama de linearidade uM 4.35-18.84
(mgL™) (1.1-4.8)
LOD / uM 1.1
(mgL?) (0.28)
LoQ / uM 3.6
(mgL™) (0.91)
% Recuperagao 104.0 (Amostra dopada)
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4- Conclusoes

Neste trabalho desenvolveu-se um método analitico para determinar e
quantificar um pesticida neonicotindide, o tiaclopride. O método desenvolvido baseou-
se em técnicas voltamétricas como a voltametria ciclica e voltametria de onda
quadrada, tendo-se efetuado o estudo eletroquimico da redugao do TIA num elétrodo
de carbono vitreo modificado com nanotubos de carbono (MWCNT-GCE). Dos

principais resultados obtidos conclui-se que:

- 0 método analitico desenvolvido demostrou ser um método viavel na quantificacdo
de um pesticida neonicotindide, o tiaclopride, utilizando um elétrodo de carbono
vitreo modificado com nanotubos de carbono de parede multipla, utilizando a técnica

de voltametria de onda quadrada.

- 0 TIA é eletroreduzido aproximadamente a - 1.47 V vs. Ag/AgCl/3M KCl, no eletrdlito
de suporte Britton-Robinson 0.1 M pH 7.

- 0 pH do meio influencia o comportamento eletroquimico do TIA, assim como a
sensibilidade do método analitico. Foi otimizado como valor 6timo o pH efetivo de

6.51, sendo a regido de pH neutro onde a intensidade de corrente de pico é maior.

- entre os dois eletrdlitos de suporte testados (tampdo fosfato e tampdo Britton-
Robinson), o BR revelou ser o mais adequado na determinacdo de TIA, apresentando

valores de altura de pico mais elevados que o tampao fosfato.

- 0 pico catddico obtido com maior intensidade, selecionado para a determinacgao
voltamétrica de TIA, corresponde a um processo de reducdo irreversivel que parece
proceder por um mecanismo misto, controlado por difusdo e influenciado também por

adsorcdo.

- depois de se terem otimizado todas as varidveis eletroanaliticas tracou-se uma curva
de calibracdo, usando a técnica de voltametria de onda quadrada, para concentragdes

de TIA compreendidas entre 4.35 e 18.84 uM (1.10 - 4.76 mg/L™"). Obteve-se um limite
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Conclusdes

de detecio (LOD) de 1.1 pM (0.28 mg/L™), e um limite de quantificacdo (LOQ) de 3.6
uM (0.91 mg/L'l), 0 que comprova a excelente resposta do MWCNTs-GCE para a
guantificacdo de TIA.

- foram estudados dois pesticidas que podem ser encontrados em conjunto com o TIA
numa matriz ambiental real, e que podem ser potenciais interferentes na sua
determinacdo voltamétrica, a terbutilazina e o tembotrione. O tembotrione nao
parece influenciar significativamente a resposta voltamétrica do TIA nas concentragdes
estudadas. A terbutilazina influencia negativamente a resposta voltamétrica do TIA a

partir de uma concentracao de 0.55 mg/L'1 de interferente.

- 0 elétrodo de MWCNTs-GCE revelou ser capaz de determinar o TIA numa amostra
ambiental dopada, onde se obteve uma percentagem de 104 % nos ensaios de
recuperacdo realizados. De referir que a amostra ndo foi submetida a nenhum

tratamento prévio antes da realizacdo das medigdes voltamétricas.

Em conclusao final, pode afirmar-se que o elétrodo MWCNTs-GCE e o método
eletroanalitico aqui proposto para a determinacdo e quantificacdo do TIA, é um
método alternativo aos métodos cromatograficos, sendo mais econdmico, mais rapido
e menos poluente. De salientar que a modificacdo efetuada no elétrodo de trabalho
com os nanotubos de carbono tornou-se fundamental, comprovando que as suas
propriedades Unicas trazem vantagens neste tipo de determinacdes voltamétricas,

aumentando a eletroatividade do elétrodo.

70



Perspetivas futuras

5- Perspetivas futuras

Tendo em conta os resultados obtidos e apesar de o objetivo do trabalho ter sido
alcangado, surgiram varias questdes ao longo deste estudo. De seguida apresentam-se

alguns topicos de interesse que podem vir a ser alvo de estudo no futuro:

- investigar e identificar o produto resultante da reducdo do tiaclopride, e estudar os

fenédmenos de cinética e termodindmica dos processos de transferéncia de eletrdes.

- estudar a possibilidade de recuperacao de TIA numa matriz ambiental mais complexa,

sujeita a um maior nimero de interferentes.

- fazer um estudo comparativo entre os resultados obtidos com o método voltamétrico

proposto e os métodos cromatograficos correntes como o HPLC-UV e a LC-MS.

- aplicacdo da técnica voltamétrica desenvolvida para determinar e quantificar o
pesticida terbutilazina, um dos potenciais interferentes estudados e onde foi possivel

obter uma resposta voltamétrica no MWCNTs-GCE.

- investigacdo da possibilidade de utilizagdo de outros sensores voltamétricos

modificados com nanotubos de carbono.

- investigacdo da possibilidade de utilizar outros filmes modificadores no GCE (por

exemplo, filme de bismuto).
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Anexos

7- ANEXOS

Em anexo apresenta-se uma comunicacdo em painel apresentada no 182
Encontro da Sociedade Portuguesa de Eletroquimica, que decorreu entre 25 e 27 de
Marco de 2013 no Porto, Portugal. Este poster é resultado do trabalho desenvolvido

nesta tese.
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Introduction

It is generally known that the chemical analysis of anthropic substances plays a vital role in the environmental monitoring and in the safety and quality control of agri-food products. Especially, because many of these substances and their
degradation products can have a negative impact on public health and on other forms of life that we want to preserve. Therefore, the interest in developing new methods (simple, rapid, sensitive, accurate and inexpensive) for the
determination of such sub is d every day.
Among the harmful anthropic substances used today, and which can be found in environmental samples or on agricultural food, it is important to take into account the class of the icides [1]. In icular, those icides that
entered the market in the last fifteen years, and whose methods for its determination have not yet been thoroughly explored. In this context, we propose in this work the devel of a volt ic pi dure for inis
Thiacloprid (THIA; IUPAC name: {(22)-3-[(6-Chloropyridin-3-yl)methyl]-1,3-thiazolidin-2-ylidene} de), an i icotinoid icide used worldwide [2]. The developed procedure was based on the cathodic voltammetric
P of THIA at a multi-wall carbon bes film-modified glassy carbon electrode (MWCNTs/GCE), in an aqueous solution of Britton-Robinson (BR) buffer. Using cyclic voltammetry (CV) and square wave voltammetry (SWV) it was
confit that THIA und an ible elect: duction process at the MWCNTs/GCE, as observed with other electrodes [3]. The cathodic peak produced, which develops at very negative potentials (vs. Ag/AgCl, 3M KCl), is
significantly improved at the MWCNTs/GCE, when compared with the bare GCE. Under the op dif (solution pH, p di and fi ) a SWV method was developed for the quantification of THIA. The
proposed method presented a good performance for the d f THIA and its applicability was d din spiked samples of creek water.

Experimental

Electrochemical Techniques: Cyclic Voltammetry (CV) and Square Wave Voltammetry (SWV).
Electrochemical Equij P i / AUTOLAB with IME663 from Ecochemie B.V. (Holland), model PGSTAT302N controlled by software NOVA, version 1.7; 663 VA Stand (Metrohm).

Preparation and use of the modified glassy carbon electrode: 1mg of multi-walled carbon nanotube (MWCNTs; Ref. 694185 from Aldrich) was mixed with 1 mg of dihexadecyl phosphate (DHP; Ref. D2631 from Sigma) in a 2.0 mL
eppendorf. Then, 1 mL of deionised water was added to this mixture to form a black suspension of MWCNTs/DHP. This suspension was dispersed in an ultrasonic bath for about 45 min. Finally, an optimized volume of 10 pL of the
MWCNTs/DHP suspension was cast on the clean surface of a glassy carbon electrode (GCE; Ref. 6.1204.110 from Metrohm) and air dried.

Electrodes (standard three-electrode cell configuration): Working electrode ~ Modified Glassy Carbon Electrode; Reference electrode — Ag/AgCl/3M KCI; Auxiliary electrode - Glassy carbon rod.

Reagent and supporting electrolyte solution: Thiacloprid (from FLUKA; Product Number 37905 - PESTANAL®) and Britt bi solution (d d with nitrogen), ively

Sample preparation: An iate volume of a ial ion of the i icide (Calypso™ from Bayer AG, suspension with 480 g L' in thi id) was diluted previously; Afterwards, an appropriate aliquot of the diluted

solution was added to 100 mL of a creek water (as collected, without any cleaning or treatment operation).

Results and Discussion
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Fig. 2 - SWV results obtained with a 40 uM
THIA: Effect of [A) pH on the peak current, 1
with E,, = -1V and t, =205 (8)
! Accumulation potential, with t,., = 20 s and
| PH 6.51; [c) Accumulation time, with £, = 0
A e — 1 V and pH 651, Frequency = 25 Hz 3 5 7 9 1 13 15 17 19
A3 Ae A “I/'t-l‘:um;;lm“ R T T 7 LI m;‘:ﬂ_’;;/"‘ » [effective scan rate: 100 mV s1). [THIAL/ pM
Fig. 3 - Calibration curve of THIA [range 4.35 — 18.84 uM). Tha inset figure
Fig. 1 - Cyclic voltammograms of 40 M THIA obtained in a Britton-Robison illustrates the SW voltammograms of THIA at MWCNT-GCE [pH6.51, E, =1V,
buffer solution (pH 6.51) at: MWCNT-GCE and bare GCE. Scan rate: 100 mV s, t,,.= 20'5) and the blank response [blue line).
i © . Table 1. Linear range, limits of detection [LOD) and quantification [LOQ) and recovery [ The voltammetric response of THIA at the MWCNT-GCE showed a cathodic
t . of THIA using the developed sensor. peak around -1.5 V, that can be used for its electroanalytical determination
L= 0.249[THIA] 0 oree +3.5188 (Fig. 1). When compared with the response of THIA at the bare GCE, this
B Liniae tanga / yM 4351834 signal is greatly enhanced.
{mg L) (1.1-4.8)
* LOD/ M 11 The voltammetric determination of THIA should be performed at pH
1 [— (0.28) values around pH 7. The optimal itions for its SWV ination were:
YT e t,.=20s and E,=-1V (Fig. 2), using a frequency of 25 Hz (effective scan rate:
MR R R B " i ": (0;1) 100 mV s?). At these conditions the peak current varies linearly with the
P meLy i of THIA in the range 4.35 - 18.84 uM (Fig. 3 ), and the limits of
acloprs
- % Racovery 104.0Spiked creek water) detection and quantification are fairly good (Table1).
fig. 4= Standard add b e i of THIAIR [ The proposed electrode proved to be suitable for de determination of THIA
spiked water sample by SWV. Same voltammetric conditions as in Fig. 3. in environmental water samples (Fig. 4), showing a good recovery (Table1).

Conclusions

1. Amulti-wall carb: bes film-modified glassy carbon electrode (MWCNTs/GCE) is primarily described for the ification of thiacloprid using cyclic yand square wave y.
2. Inthe tested conditions, the developed sensor showed good response and a relatively low limits of d i d ification for thiacloprid.
3. Theelectrode was applied in the analysis of inan ple, p i recovery.
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