Departamento de Quimica
UFJF

Projeto em Quimica ll

Desenvolvimento de eletrodo 3D a base de carvao e grafite para a

Titulo do Projeto: deteccdo de 4cido oxalico em forrageiras

Aluno: Elysander Bernardo Munck

Orientadora: Prof. Dr. Renato Camargo Matos

Co-orientador: Ms. Wallace Burger Verissimo de Oliveira



1. INTRODUCAO.....cuerereererererernnene 5
2. OBJETIVOS......cvevvrrecrensucnces 6
2.1 Objetivo Geral........ceveervcuiesaeesaennas 6
2.2 Objetivos especificos 6
3. METODOLOGIA E ESTRATEGIAS DE ACAO 7
3.1 Reagentes e Instrumentacgéo 7
3.2 Modelo 3D e impressao do suporte. 8
3.3 Otimizacio da composi¢do do material compdsito e construcao do 3D-Gr/CA.............cuceuueuneee 8
3.4 Caracterizacao do sensor 3D-Gr/CA. 9
3.5 Avaliacao do comportamento eletroquimico do OXA frente ao sensor 3D-Gr/CA e
otimizacao do método 10
3.6 Curva analitica e figuras de mérito 11
3.7 Tratamento de amostras 12
3.8 Método de comparacio. 12
4. RESULTADOS E DISCUSSOES 13
4.1 Construcio do eletrodo 3D-Gr/CA e otimizacio do material composito 13
4.2 Caracterizagao por microscopia de varredura eletronica e espectroscopia Raman dos
eletrodos .......eeeeeinneecsnneecnnnes 14

4.3 Escolha do eletrdélito suporte, otimizacao de pH e avaliacio do regime de transporte de massa

para 0 OXA.....icvceeicvercsnnenens 16
4.4 Otimizacio dos parametros de analise para a técnica de amperometria via analise por

injecdo em fluxo. 18
4.5 Curva analitica e aplicacdo nas amostras 20
4.6 Estudo de interferentes. 24
4.7 Validacao com o método oficial 25
4.8 Calculadores de impacto ambiental 26
5. CONCLUSAQ ...ccueumseunernassunnens 27
6. DESCARTE DOS RESIDUOS 28
7. INTELIGENCIA ARTIFICAL 28
8. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS 28




RESUMO
O 4cido oxalico (OXA) ¢ um composto naturalmente presente em plantas como gramineas, espinafre e
tomate, podendo provocar efeitos toéxicos, como irritagdes e formagao de calculos renais, especialmente
em ruminantes. Métodos convencionais para sua determinacdo, como a cromatografia liquida de alta
eficiéncia (HPLC) e a titulometria, apresentam limitagdes associadas ao alto custo, tempo de andlise e
consumo significativo de reagentes. Neste trabalho foi desenvolvido um eletrodo 3D de baixo custo,
composto por grafite, carvao ativado e esmalte de unha, para a detec¢do eletroquimica de acido oxalico
em forrageiras. Foram avaliadas diferentes propor¢des dos materiais constituintes, com foco nas
propriedades adsortivas e condutivas do carvao ativado. A caracterizagdo dos sensores foi realizada por
microscopia eletronica de varredura (MEV) e pelas espectroscopias Raman e de impedancia
eletroquimica, visando a analise da morfologia, da estrutura superficial e da resisténcia a transferéncia
de carga. O eletrodo foi otimizado com base na densidade de corrente, potencial de pico e sensibilidade,
utilizando voltametria ciclica com a sonda redox Ferricianeto de potassio. A quantificagdo do analito foi
realizada por amperometria com analise em injecdo em fluxo, onde os parametros de eletrolito suporte,
pH ideal, potencial aplicado e volume de fluxo foram otimizados. O método foi aplicado a amostras
reais de capim sectaria (Setaria sphacelata) fornecidos pela EMBRAPA, sendo obtidos valores de
recuperagdo entre 91 e 96%, com boa precisdo, e um desvio padrdo relativo de 6%, além de ndo

apresentar diferencas significativas com o método padrao.

Palavras-chave: Acido oxalico; Eletrodo 3D; Carvéo ativado; Amperometria; Forrageiras.



ABSTRACT

Oxalic acid (OXA) is a compound naturally present in plants such as grasses, spinach, and tomatoes,
and can cause toxic effects—including irritation and the formation of kidney stones—especially in
ruminants. Conventional methods for its determination, such as High-Performance Liquid
Chromatography (HPLC) and titrimetry, present limitations associated with high costs, long analysis
times, and significant reagent consumption. In this work, a low-cost 3D electrode composed of graphite,
activated carbon, and nail polish was developed for the electrochemical detection of oxalic acid in
forage. Different proportions of the constituent materials were evaluated, focusing on the adsorptive and
conductive properties of the activated carbon. The sensors were characterized by Scanning Electron
Microscopy (SEM), Raman spectroscopy, and Electrochemical Impedance Spectroscopy (EIS) to
analyze morphology, surface structure, and charge transfer resistance. The electrode was optimized
based on current density, peak potential, and sensitivity, using cyclic voltammetry with the potassium
ferricyanide redox probe. Analyte quantification was performed via amperometry with Flow Injection
Analysis (FIA), optimizing parameters such as supporting electrolyte, ideal pH, applied potential, and
flow volume. The method was applied to real grass samples (Setaria sphacelata) provided by
EMBRAPA; recovery values between 91 and 96% were obtained with good precision, showing a
relative standard deviation of 6%. Furthermore, the results passed statistical evaluations and showed no
significant differences between the proposed method and the validation method.

Keywords: Oxalic acid; 3D electrode; Activated carbon; Amperometry; Forage.



1. INTRODUCAO

O 4cido oxalico (OXA) é um 4cido orgénico de cadeia curta amplamente encontrado em plantas,
especialmente no género Oxalis, como por exemplo as espécies de trevo amarelo ou rosa (Oxalis
corniculata e debilis, respectivamente), ou gramineas, como o género sefaria e cynodon, onde atua como
metabolito secundario de defesa contra herbivoros e microrganismos patogénicos (MALFA etal., 2025).
Em sua forma i6nica, o ion oxalato possui a capacidade de se complexar facilmente com ions metalicos,
como Ca’" e Mg*", formando sais pouco soliveis. Sua ingestdo em niveis elevados por animais
ruminantes pode provocar distirbios digestivos, inibigdo da absor¢do de calcio e magnésio e queda na
produgdo de biomassa e leite, impactando diretamente a produtividade e a saude do rebanho (ABDISA;
DILBATO DINBISO, 2024; BELENGUER et al., 2013).

Na literatura, os principais métodos de determinagcdo do OXA sdo a cromatografia liquida de
alta eficiéncia (HPLC — Do inglés “High performance liquid chromatography’) com detector UV-Vis
(NAPPI et al., 2006), titulometria (MONTS’O et al., 2022), e a espectrofotometria de UV-Visivel
(KASSIE; WASHE; ETSAY, 2019). Nappi e colaboradores utilizaram o HPLC com detector UV-Vis
para determinar OXA em multimistura, onde obteve limite de detecgdo de 0,378 mmol L' (NAPPI et
al., 2006), ja Trujillo-Vargas e colaboradores, utilizando um HPLC com detector de arranjo de diodos,
obteve um limite de deteccdo de 0,224 mmol L' (TRUJILLO VARGAS; VELEZ SALAZAR;
RAMIREZ CARMONA, 2020). Ambos os trabalhos evidenciam o alto custo operacional, intrinseco a
técnica, e a necessidade de equipamentos sofisticados. Ja Kassie e colaboradores empregaram titulacao
espectrofotométrica para quantificacdo em fontes de alimentacao de gado, com sensibilidade adequada
quando comparado aos outros métodos, onde o limite de detecgdo foi de 0,0012 mmol L', porém com
um volume de trabalho superior, uma vez que uma série de reagdo de complexacdo e precipitacdo eram
necessarias para a analise (KASSIE; WASHE; ETSAY, 2019).

Como alternativa a essa problematica, as técnicas eletroquimicas tém se destacado na analise de
diversos compostos, pois, além de agilizarem as analises ¢ demandarem menor uso de reagentes, ja
foram aplicadas com sucesso na detec¢do de OXA em diferentes matrizes (MATSUURA et al., 2015;
SHAIDAROVA et al., 2021). Pundir e colaboradores, por exemplo, utilizaram a amperometria para a
determinagdo de oxalato em diversas folhas de consumo humano, demonstrando um limite de detec¢do
de 1 umol L' e boa rapidez analitica. Contudo, a metodologia exigiu modificagdes com nanoparticulas
e materiais nanoestruturados para realizar a analise eletroquimica (PUNDIR et al., 2011). Zheng e
colaboradores apresentou o desenvolvimento de um método eletroquimico, por voltametria ciclica,
utilizando apenas nanotubos de carbono como modificagdo em um eletrodo de carbono vitreo (GCE —
do inglés “

de folhas de espinafre (ZHENG et al., 2009).

glassy carbon electrode™), com limite de detecgdo de 12 umol L™, e aplicagdes em amostras

Os eletrodos 3D representam um avango significativo no desenvolvimento de sensores

eletroquimicos, principalmente pela sua capacidade de miniaturizagdo, liberdade de modelagem, baixo
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custo e facilidade de producdo em larga escala (KALLIGOSFYRI; MIGLIONE; CINTI, 2025). Na
literatura, muitos exemplos de trabalhos acerca do tema s3o facilmente encontrados, como sensores
descartaveis (LISBOA et al., 2022), modificados com nanoparticulas de prata (OLIVEIRA et al., 2023)
ou ativados com tratamento usando hidréxido de sédio (BOANE et al., 2025). Contudo, o material que
¢ majoritariamente explorado na producdo destes sensores ¢ o grafite. Outras espécies a base de carbono,
embora relatadas, s3o sub-exploradas em comparacdo com este, como exemplos temos o biochar
(GEMEINER et al., 2024) ¢ o carvio ativado (ARROYO-GOMEZ et al., 2018).

O carvao ativado ¢ um material que apresenta propriedades unicas, como alta area superficial,
estrutura altamente porosa, estabilidade quimica, biocompatibilidade e alta capacidade de adsorgdo de
diversos compostos, sendo assim, um excelente material para aumentar a area superficial de sensores
(ZHANG et al., 2016). Contudo, quando comparado a materiais como o grafite, sua condutividade ¢é
inferior, de forma que a utilizagdo de uma mistura destas espécies pode ser capaz de gerar condigdes
favoraveis para o desenvolvimento de novos sensores (YANG et al., 2022). Assim, a utilizacdo de
eletrodos a base de carvdo ativado e grafite desponta como uma alternativa promissora para a

determinagdo de OXA em amostras de forrageiras.

2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral:

Desenvolver eletrodos de baixo custo a partir de um material compdsito constituido por grafite,
carvao ativado e esmalte de unha, imobilizado em suportes produzidos por impressao 3D, visando a
aplicagdo em um método eletroquimico baseado em andlise por injecdo em fluxo, utilizando a técnica

de amperometria para a quantificagdo de OXA em amostras de forrageiras.

2.2 Objetivos especificos:

»  Construir suportes para eletrodos por meio da impressdo 3D utilizando filamentos termoplasticos
de PLA;

»  Produzir eletrodos 3D a partir de compositos com diferentes propor¢des de grafite e carvio ativado,
visando a otimizacdo das propriedades eletroquimicas;

» Caracterizar e¢ otimizar os eletrodos quanto ao seu desempenho frente a sonda redox
ferri/ferrocianeto de potassio, utilizando voltametria ciclica e espectroscopia de impedancia
eletroquimica;

»  Selecionar a composi¢do que apresenta melhor resposta eletroquimica, considerando critérios de
sensibilidade, reprodutibilidade e estabilidade, pela comparagcdo dos resultados obtidos em

diferentes composicdes e eletrodos construidos;



»  Caracterizar a morfologia e a estrutura superficial dos eletrodos por meio de espectroscopia Raman
€ microscopia eletronica de varredura;

» Avaliar as condigOes ideais da técnica para maximizar o desempenho analitico do sensor na
detecgdo de OXA por amperometria utilizando analise por injecdo em fluxo;

»  Aplicar o método desenvolvido em amostras reais de forrageiras, capim setaria (Setdria sphacelata)
com elevado teor de OXA, fornecidos pela EMBRAPA;

» Comparar a sensibilidade, o custo ¢ o tempo de analise da metodologia proposta com outros
métodos eletroquimicos e técnicas analiticas convencionais;

» Avaliar a sustentabilidade do método proposto por meio do software AGREE (Analytical
GREEnness Metric Approach and Software), considerando os principios da Quimica Verde e os

Objetivos de Desenvolvimento Sustentavel (ODS) estabelecidos pela ONU.

3. METODOLOGIA E ESTRATEGIAS DE ACAO

3.1 Reagentes e Instrumentacio

Todas as solugdes utilizadas foram preparadas com agua deionizada (Milli-Q — Quantum EX), com
resistividade maior ou igual a 18 MQ cm. A solugdo estoque de OXA foi preparada usando padrao
analitico Vetec. Os padrdes de 4acidos empregados, oxalico, malico, succinico, citrico e tartdrico, assim
como os nitratos de sodio e de potéssio, o ferricianeto e ferrocianeto de potéssio e o cloreto de potéassio
foram adquiridos da marca Sigma-Aldrich.Os sais acetato de célcio e acetato de sodio, o solido
permanganato de potassio e os acidos cloridrico e sulfurico utilizados neste trabalho foram obtidos da
marca Vetec.

As medigdes eletroquimicas foram realizadas com um potenciostato modelo PGSTAT-128N
(Metrohm, Herisau, Switzerland) integrado a um computador. A célula eletroquimica de volume total
de 1 mL, foi constituida por um eletrodo de trabalho impresso em 3D, um eletrodo de referéncia
Ag|AgCls)|KClsar) € um eletrodo auxiliar feito com uma agulha de aco inoxidavel. Os dados foram
obtidos e tratados pelos softwares NOVA 2.1.8, Excel 365 e OriginPro 8.5. As medidas de pH foram
realizadas com um potencidmetro (Digimed, modelo DM 20) e um eletrodo de vidro combinado
(Digimed) calibrado com solug¢des tampao Merck com os seguintes valores de pH: 4,00 e 7,00. A
caracterizacdo morfoldgica da superficie dos eletrodos produzidos foram realizadas utilizando as
técnicas de espectroscopia Raman (Horiba, modelo LabRam HR Evolution) e espectroscopia de
impedancia eletroquimica. Além disso, foi usado um microscépio eletronico de varredura (FEIL, modelo

Quanta 250) na etapa de caracterizagdo do eletrodo 3D.



3.2 Modelo 3D e impressao do suporte.

Os arquivos para impressdao 3D foram modelados com o auxilio do software gratuito e online
Tinkercad Autodesk. Os suportes apresentaram o formato de um cilindro oco, com 6 mm de didmetro e
35 mm de altura, contendo uma cavidade cilindrica concéntrica com 4 mm de diametro € 3 mm de
profundidade, destinada a inser¢cdo do material composito. O contato elétrico foi estabelecido por um
fio de cobre, que foi inserido em um canal concéntrico com raio de 0,5 mm, percorrendo o corpo do
suporte. O modelo digital foi convertido em arquivo de fatiamento (G-code) por meio do software
Simplify3D, possibilitando a impressdo em uma impressora GTMax3D Core A2V2, utilizando
filamento isolante de ABS Premium. Foram impressos conjuntos com 12 suportes por lote, com tempo

estimado de 2,5 horas por impressao, consumindo aproximadamente 10 gramas de filamento por ciclo.

3.3 Otimizacao da composicao do material composito e construcao do 3D-Gr/CA.

O material composito foi preparado em laboratorio a partir da mistura de grafite e carvao
ativado, utilizados como particulas condutoras, e esmalte de unha incolor, composto majoritariamente
por resina epoxi, empregado como matriz polimérica. Diferentes proporg¢des entre os componentes
condutores foram avaliadas, onde a fragdo de esmalte de unha foi mantida em 50 % da massa total do
composito. A fragdo de carvao ativado variou entre 0, 12,5, 25, 37,5 e 50 % (m/m), sendo o grafite
responsavel por completar a proporgao restante (50, 37,5, 25, 12,5 e 0 %), respectivamente.

Para cada 1,0 g da mistura sélida, foram adicionados 500 pL de acetona, com o objetivo de
facilitar a dispersdo homogénea do material condutor na matriz polimérica. A dispersdo obtida foi
cuidadosamente inserida no interior do suporte impresso em 3D, garantindo o contato direto com o fio
de cobre condutor, até o preenchimento completo da cavidade cilindrica, conforme apresentado na figura
1. Apo6s a moldagem, os eletrodos foram submetidos a secagem em estufa a 50 °C por cerca de 12 horas.
Antes da utilizacao, a superficie do eletrodo foi polida com lixas d’4gua de diferentes granulometrias
(600, 1200 e 2000 grt) para garantir uniformidade e reprodutibilidade na resposta eletroquimica (DE
OLIVEIRA et al., 2023).



Figura 1. Representacdo esquemadtica da construgdo dos eletrodos 3D-Gr/CA a partir da (A) insercao
do fio condutor de cobre no suporte impresso 3D, seguido do (B) preparo da mistura de grafite, carvao

ativado e resina epoxi (esmalte de unha) e (C) imobilizagdo do material composito no suporte.

A B C

Suporte 3D Sensor 3D-Gr/CA

X Esmalte
. Gr?me i .
. O *
—
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Fonte: Adaptada de OLIVEIRA, Wallace (2024).

As diferentes composigdes do material compdsito foram avaliadas com base na resposta
eletroquimica do par redox ferri/ferrocianeto de potassio ([Fe(CN)s]*7#") pela técnica de voltametria
ciclica em solugdo de 5 mmol L™, preparada em eletrolito suporte de KCI 0,1 mol L™!. Os critérios de
desempenho avaliados foram: maiores valores absolutos de densidade de corrente de oxidacdo e de
redugdo, razdo entre as correntes de pico proxima de 1 e menor diferenca entre os potenciais de pico
anddico e catodico que indicam melhor reversibilidade do sistema. A composi¢do que apresentou 0s
melhores parametros eletroquimicos foi selecionada como a ideal, sendo utilizada nos experimentos

subsequentes do estudo.

3.4 Caracterizacao do sensor 3D-Gr/CA.

A caracterizagdo eletroquimica dos eletrodos foi realizada utilizando a mesma sonda redox de
ferri/ferrocianeto de potassio, por meio das técnicas de voltametria ciclica e espectroscopia de
impedancia eletroquimica. Os resultados obtidos com os sensores desenvolvidos foram comparados a
resposta de um GCE, servindo como referéncia. A voltametria ciclica também foi empregada para
avaliar a reprodutibilidade da construgdo dos sensores, analisando uma série de 10 unidades produzidas
sob as mesmas condigdes experimentais.

A caracterizagcdo morfologica foi realizada por microscopia eletronica de varredura, visando
avaliar a homogeneidade da superficie e a presenga de possiveis poros ou vacancias. A caracterizagdo
estrutural foi feita por espectroscopia Raman, com foco na identificacdo das bandas caracteristicas do

grafite e do carvdo ativado presentes na matriz.



3.5 Avaliacao do comportamento eletroquimico do OXA frente ao sensor 3D-Gr/CA e otimiza¢ao
do método.

Inicialmente, foi realizada a selecdo do eletrdlito suporte mais adequado para a deteccdo do
OXA, onde foram testadas solugdes de acido cloridrico, &cido nitrico, acido sulftrico, tampao acetato e
tampao Britton-Robinson (BR — Concentragdes equimolares dos acidos acético, fosforico e bdrico),
todos em concentra¢do de 0,1 mol L. Além disso, foram realizadas anélises a fim de definir qual o
valor de pH ideal para as solugdes de tampao BR, onde os valores testados foram 2,0, 4,0, 6,0, 8,0, 10,0,
e 12,0 e avaliado o comportamento eletroquimico do OXA. O meio que proporcionou o maior valor de
corrente de pico e maior antecipagdo do valor de potencial de oxidacao foi selecionado como condi¢ao
ideal para as etapas subsequentes.

Na sequéncia, foi investigado o regime de transporte de massa predominante, com o objetivo de
compreender os mecanismos envolvidos no processo de oxidagdo do analito na superficie do eletrodo e
suas implicagdes. A técnica de amperometria foi utilizada para o desenvolvimento do método analitico,
sendo otimizado parametros como potencial aplicado e vazio do fluxo. O volume de injecdo de amostra
foi fixado no valor de 50 puL. A escolha dos valores 6timos para cada parametro considerou critérios
como intensidade maxima do sinal, menor desvio padrao relativo e maior frequéncia analitica. O método
otimizado foi submetido a um estudo de repetibilidade a dois niveis de concentracdo de acido oxalico,
com o objetivo de avaliar a precisao e a estabilidade do sinal obtido.

Para a realizacdo das analises em sistema de inje¢ao por fluxo, foi necesséria a construcao de
uma célula eletroquimica capaz de acomodar os eletrodos de referéncia, auxiliar e trabalho, além de
suportar a pressao exercida pela passagem do fluxo proveniente da bomba peristaltica. Diante dessa
necessidade, foi construida a célula eletroquimica apresentada na Figura 2, da seguinte forma: Uma
ponteira para micropipeta de plastico, cujo volume maximo ¢ de aproximadamente 1 mL, foi utilizado
como célula eletroquimica, uma agulha de ago inoxidavel foi alocada na extremidade mais fina da
ponteira, e outra em um furo feito na lateral do recipiente, para que fossem utilizadas como entrada e
saida de fluxo, além disso, a segunda agulha também funcionava como eletrodo auxiliar (que deve ser
composto de material inerte), um eletrodo de referéncia Ag|AgCls)|KClsa) feito em laboratério segundo
um protocolo presente na literatura foi utilizado como eletrodo de referéncia (PEDROTTI; ANGNES;
GUTZ, 1996), e um eletrodo de trabalho 3D proposto foi alocado diretamente na maior cavidade da

ponteira.
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Figura 2. Esquema da célula eletroquimica desenvolvida para analises em sistema de injecdo por
fluxo, destacando a entrada e a saida do fluxo, o eletrodo auxiliar (agulha de ago inoxidavel), o

eletrodo de referéncia Ag|AgCl(s)[KClgat) € o eletrodo de trabalho 3D-Gr/CA.

Entrada do fluxo:
Agulha de aco inox

Eletrodo Auxiliar / Saida do fluxo:
Agulha de ago inox

Eletrodo de Referéncia:
AgIAGCI)KCligg -

Eletrodo de Trabalho:
3D Gr-Cr

Fonte: elaborado pelo autor.

3.6 Curva analitica e figuras de mérito

Ao final da otimiza¢do do método, uma curva analitica foi construida utilizando solugdes padrao
de OXA em diferentes concentragdes, preparadas no eletrélito suporte selecionado. Todos os parametros
estatisticos da curva foram avaliados, incluindo testes de normalidade (Shapiro-Wilk),
homoscedasticidade (Cochran) e analise de falta de ajuste e significancia (lack-of-fit). As figuras de
mérito, como limite de deteccdo (Lp), limite de quantificacdo (Lq) e sensibilidade, também foram
calculadas. Posteriormente, o método foi aplicado a amostras reais de forrageiras, cedidas pela
EMBRAPA Gado de Leite, de juiz de fora.

A fim de avaliar a exatidao do método, ensaios de adigdo e recuperacao foram realizados, onde
as amostras previamente analisadas foram fortificadas com quantidades conhecidas de OXA, a 20,0 e
40,0 umol L. As concentragdes selecionadas foram definidas com base na regido central da calibragio,
onde estatisticamente a possibilidade de erros € menor, de modo a garantir adequada avaliagdo da
recuperagdo do analito. Os valores de recuperag@o do acido oxalico foram calculados de acordo com a
seguinte equacao:

Cencontrada_ Camostra)

Recuperacio (%) = (

Cadicionada

Todos os ensaios foram realizados em triplicata, sendo os resultados expressos como média +

desvio padrio, juntamente com o desvio padrio relativo (RSD, %).
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3.7 Tratamento de amostras

O preparo das amostras foi adaptado a partir de um procedimento padrido operacional,
“Determinag¢do de oxalato de célcio por titulometria em forrageiras”, utilizado pela EMBRAPA, porém,
reduzindo o numero de passos experimentais. O método apresentado pela EMBRAPA consiste em 14
passos de tratamento, que normalmente levam cerca de 4 dias de preparo para que permita a analise por
titulometria, enquanto que o método adaptado encurta para apenas 6 passos que levam um tempo
maximo de apenas 2 horas.

As amostras foram previamente secas e entdo trituradas em um moinho de granulometria de 1
mm. Cerca de 250 mg da amostra foi pesada em uma balanga analitica, € em sequéncia transferida para
um erlenmeyer onde foram adicionados 25 mL de HCI 0,25 mol L' que foi mantido sobre aquecimento
no banho maria por 70 °C, por uma hora, para que o analito fosse extraido da amostra. Apoés o
aquecimento, as amostras foram transferidas para um baldo de 25,00 mL, e avolumadas com HCI,
seguido de filtragens com um sistema de algoddo e seringa. Por fim, aliquotas destas amostras foram

analisadas eletroquimicamente.

3.8 Método de comparacio.

Os resultados obtidos para as amostras por amperometria foram comparados com os obtidos
pelo método oficial da titulometria, visando avaliar a exatiddao do método desenvolvido. A titulometria
foi realizada com base na reagao de oxidagdo do OXA com uma solucdo padrdo de permanganato de
potassio (Permanganometria). Para realizacdo do método, 10,00 mL da amostra foi transferida para um
tubo de ensaio e resfriado a cerca de 10 °C e 2,0 mL de uma solugdo precipitante (386 g L™ de acetato
de sodio e 72 g L' de acetato de calcio em 50% v/v de acido acético) foi adicionado ao tubo de ensaio,
apos essa etapa o tubo foi centrifugado por 30 minutos a 2700 RPM e deixado em repouso por 12 horas
para decantar o precipitado. Apds as 12 horas, o material foi centrifugado novamente por 10 minutos,
onde o sobrenadante foi descartado. O precipitado entdo foi lavado, solubilizado e precipitado, repetindo
todo o processo de centrifugacio e decantagdo por mais duas vezes.

O precipitado foi entdo completamente seco em estufa a 40 °C por pelo menos 12 horas.
Depois, foi solubilizado em 5 mL de acido sulftrico, o volume foi ajustado com agua para cerca de
50,00 mL e mantido em banho maria sobre aquecimento até os 70 °C, ndo deixando passar de 90 °C. A
titulagdo foi realizada nessas condigdes com solugdo padrdo de permanganato de potassio 0,02 mol L™!

e o teor de OXA calculado.
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4. RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 Construcao do eletrodo 3D-Gr/CA e otimizacio do material compésito.

Inicialmente foi realizado o processo de otimizacdo do material compdsito por meio da variagido
da propor¢do de carvio presente em sua composicdo. Eletrodos contendo diferentes materiais
compositos foram confeccionados a partir da variagdo da porcentagem de carvao (% m/m), nas
proporgoes de 0,0; 12,5; 25; 37,5 e 50 %. Estes eletrodos foram avaliados por voltametria ciclica
utilizando a sonda redox [Fe(CN)s]** (5 mmol L' em meio de KCI 0,1 mol L), onde foi possivel
observar (Figura 3A) que os valores de potencial de pico (E;) de redugdo e oxidagdo ndo sofreram
diferengas significativas entre as diferentes composi¢des do material compdsito, e nesse caso o valor
maximo da densidade de corrente de pico seria determinante na escolha da melhor composicao.
Conforme a Figura 3B, foi observado que os valores maximos de corrente ocorrem nas proporgdes 12,5
e 50 % de carvdo no material compoésito. Como os valores observados se encontram relativamente
proximos, quase indistinguiveis, o perfil voltamétrico foi avaliado (Figura 3C) e a composicdo de 12,5
% de carvao foi escolhida por apresentar picos mais bem definidos e menos alargados.

Assim, a composicdo final do eletrodo apresentou 12,5 % de carvao ativado PA, 37,5 % de
grafite e 50 % de esmalte de unha incolor. O eletrodo de composi¢@o otimizada foi entdo comparado
com um eletrodo de carbono vitreo (GCE) comercial, onde apresentou valores um pouco superior de
densidade de corrente, indicando que o processo redox ¢ mais favorecido na superficie do sensor 3D em
comparagdo com o eletrodo comercial de carbono vitreo. J4 pela espectroscopia eletroquimica de
impedancia (EIS) apresentada na Figura 3E, o perfil dos diagramas Nyquist ndo apresentaram diferenca
observavel entre o eletrodo 3D-Gr/CA e o GCE, de maneira que os valores de RTC observados foram
muito proximos, sendo 87,5 Q e 102,1 Q respectivamente. A area eletroativa dos eletrodos 3D-Gr/CA
foi calculada utilizando a equagdo de Randles-Sevcik.

Ip = (2,69%x105) n*2 A D'2C v12

Onde, I, ¢ a corrente de pico, n é o nimero de elétrons transferidos na reacdo eletroquimica, A
¢ a area eletroativa do eletrodo (¢cm?), D é o coeficiente de difusdo da espécie eletroativa (cm? s), C é
a concentragdo da espécie eletroativa na solugdo (mol cm~) e V é a Velocidade de varredura do potencial
(V s™). O valor obtido de area foi de 59,10 + 2,36 mm? para o eletrodo com 12,5 % de carvdo em sua

composi¢ao.

13



Figura 3. (A) Voltamogramas ciclicos dos eletrodos com as diferentes proporgdes de carvao no

material composito. (B) Relacdo entre corrente maxima e propor¢ao de carvao ativado no material

compdsito; (C) Recorte dos voltamogramas com apenas composicdes que apresentaram os melhores

sinais. (D) Comparacao entre os sinais obtidos com o sensor 3D-Gr/CA e um GCE. (E) Diagramas de
Nyquist para os sensores 3D-Gr/CA e GCE. Condi¢des: Sonda redox [Fe(CN)g]** 5,0 mmol L' em
meio de KCI1 0,1 mol L', velocidade de varredura 0,1 mV s, e EIS de 100.000 a 0,1 Hz de
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4.2 Caracterizacdo por microscopia de varredura eletrénica e espectroscopia Raman dos

eletrodos.

Para a caracterizacdo da superficie dos eletrodos, foi utilizado a técnica de microscopia

eletronica de varredura (MEV). Conforme apresentado na Figura 4, foi possivel observar a morfologia

do material composito e evidenciar as vacancias e porosidade caracteristicas do material, as quais estdo

associadas a presenca do carvao na estrutura do material. Tais regides sdo responsaveis por gerar

aumento da area eletroativa do sensor, definida como a area efetiva de interagcdo entre a superficie

eletrodica e o analito em solugdo, € consequentemente promover ganho no sinal analitico observado

durante as andlises prévias.
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Figura 4. Imagens obtidas por microscopia eletronica de varredura (MEV) da superficie do sensor,

com amplificagdes de (A) 5.000 e (B) 50.000 vezes.

Fonte: elaborado pelo autor.

Apoés a caracterizagdo morfoldgica por microscopia eletronica de varredura, foi realizada a
caracterizacdo estrutural do material composito por espectroscopia Raman. Conforme apresentado na
Figura 5, foi possivel identificar as bandas D, G e 2D caracteristicas de materiais carbonaceos. A banda
G, observada em aproximadamente 1580 cm™!, esta associada a dominios grafiticos contendo carbono
com hibridizagdo sp?, enquanto a banda D, localizada em torno de 1350 cm™, relaciona-se a presenga
de defeitos estruturais e desordem da rede de carbono, estando assimilada a carbonos de hibridizagao
sp*. Ja a banda 2D, localizada em torno de 2700 cm™, é relacionada ao nimero de camadas em que o
material se organiza.

Assim ao se observar o aumento da intensidade da banda D com o aumento do teor de carvao
ativado no material, foi possivel indicar que o mesmo foi responséavel por aumentar o grau de desordem
no material ao contribuir com carbonos de hibridizagao diferentes favorecendo a presenga da porosidade
caracteristica. H4 também a perda de sinal da banda 2D, indicando que o material adicionado nao se
organiza na forma de camadas sobrepostas, ou pelo menos em camadas muito menos numerosas. Assim,

tais resultados corroboram com as analises morfologicas e eletroquimicas previamente apresentadas.
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Figura 5. Espectros Raman dos eletrodos contendo diferentes proporc¢des de carvao (% m/m),

evidenciando as bandas D (~1350 cm™) G (~1580 cm™) e 2D (~2700 cm™).
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Fonte: elaborado pelo autor.

4.3 Escolha do eletrolito suporte, otimizacio de pH e avaliacio do regime de transporte de massa
para o OXA

Foram estudados diversos eletrolitos suportes, com o objetivo de obter maior estabilidade e
reprodutibilidade do sinal eletroquimico. Foram testados os acidos: cloridrico, sulftrico e nitrico, todos
com 0,1 mol L, porém esses eletrolitos ndo apresentaram respostas adequadas. Apds os testes
realizados com os 4cidos, foram testados os tampdes acetato € BR na concentragdo de 0,1 mol L, este
ultimo, sendo o que apresentou maior estabilidade e reprodutibilidade do sinal de corrente, sendo
selecionado como eletrolito suporte para os estudos subsequentes. Apos a defini¢ao do eletrolito suporte,
foi realizada a escolha do valor de pH ideal para analise do OXA, onde o valor de pH 6,0 foi escolhido
para o tampdo, pois apresentou boa resposta, com boa antecipacdo do sinal (Figura 6A), ou seja,
potenciais mais proximos de 0,0 V e com sinal de corrente adequado (Figura 6B), de forma a evitar os

potenciais de zona de descarga do eletrodo. Assim, foi mantido para os passos posteriores.
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Figura 6. Avaliagdo do efeito do pH no processo de oxidagdo de 500 umol L' de OXA por VC com
tampao BR (0,1 mol L"), com pHs variando de 2,0 a 10,0. (A) Ep versus pH. (B) Relagdo entre Ip € o

valor do pH.
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Fonte: elaborado pelo autor.

Ap6s a selecdo do eletrolito suporte e a otimizagdo do pH, avaliou-se o regime de transporte de
massa do OXA, a fim de determinar se o processo eletroquimico era controlado por adsorgdo ou por
difusdo. Conforme apresentado na Figura 7, observa-se que o transporte de massa ocorre
predominantemente por difusdo, uma vez que o coeficiente angular da reta obtida apresenta valor
proximo de 0,5, como esperado teoricamente. Esse comportamento indica que o analito difunde da
solugdo até a superficie do eletrodo, onde ocorre a reagdo eletroquimica, retornando em seguida a

solucao.

Figura 7. Estudo do regime do transporte de massa para OXA (50 pmol L) no 3D-Gr/CA. Relagdo
entre Log(Ip) e Log(v) (R*=0,987).

6154 Log (Idp) = 0,532 Log(v) - 5,80

41 10 09 08 -07 06
Log (v/mVs™)
Fonte: elaborado pelo autor.
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4.4 Otimizacao dos parametros de analise para a técnica de amperometria via analise por injecdo
em fluxo.

Apos a construgdo da célula eletroquimica, foram realizados os experimentos de otimizagdo dos
parametros operacionais da técnica, especificamente o potencial aplicado para a oxidacdo do OXA ¢ a
vazao do eletrdlito suporte. O volume da al¢a de amostragem foi mantido fixo e, portanto, esse pardmetro
ndo foi otimizado, sendo mantido em 50 pL por inje¢do de amostra em todas as analises.

Inicialmente, foi realizado a otimizagao do potencial aplicado na amperometria, técnica na qual
aplica-se um potencial constante durante todo o experimento e mede-se a corrente de oxidag@o do analito
estudado, minimizando desta forma a corrente capacitiva gerada pela formacao da dupla camada elétrica
na superficie do eletrodo, melhorando a sensibilidade do método analitico. Para essa finalidade, foram
avaliados diferentes potenciais, com o objetivo de maximizar o pico de corrente associado ao processo
de oxidag¢do do OXA. Os potenciais estudados foram 1,0; 1,1; 1,2 e 1,3 V, conforme apresentado na
Figura 8. Pode-se observar que em 1,0 V ndo ha presenca de sinal, indicando que o processo de oxidacao
ainda ndo ocorreu. Ja para os demais valores, ¢ possivel observar um pico de oxidacdo, sendo que em
potencial de 1,2 V além de mais definido, o pico apresentou maior valor de corrente. Dessa forma, o

potencial de 1,2 V foi selecionado como a condicdo ideal para as analises subsequentes.

Figura 8: Amperogramas obtidos para diferentes potenciais aplicados (1,0; 1,1; 1,2 e 1,3 V) para

solugdo de OXA a 50 umol L,
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Fonte: elaborado pelo autor.

18



A vazdo do sistema foi otimizada em fun¢ao da rotagdo da bomba peristaltica, expressa em
rotagdes por minuto (rpm). Para isso, foram realizadas inje¢des sucessivas nos fluxos correspondentes
a 20, 25, 30, 35 e 40 rpm, conforme apresentado na Figura 9. Esses valores de rpm s@o equivalentes a
aproximadamente 0,5, 1,0, 1,5, 2,0 ¢ 2,5 mL min™!. Em condi¢des de baixas vazdes, o fluxo do eletrolito
suporte foi reduzido, favorecendo a dispersao e a dilui¢do excessiva da amostra injetada ao longo do
trajeto até o eletrodo, o que resultou na diminui¢do da intensidade do sinal de corrente. Assim, foi
necessario o aumento da rotagdo da bomba peristaltica a fim de reduzir os efeitos de dilui¢ao da amostra
no eletrolito suporte e melhorar a eficiéncia do transporte de massa até a superficie do eletrodo. Nesse
contexto, a rotagdo de 35 rpm, correspondente a uma vazdo de aproximadamente 2 mL min,
apresentou-se como a condig@o ideal, uma vez que minimizou a dispersdo do acido oxalico no eletrolito
suporte ¢ proporcionou tempo suficiente para que haja boa interagdo entre o analito e a superficie do
sensor 3D-Gr/CA. Em vazdes maiores, o fluxo ocasionou uma diminui¢do do sinal analitico, visto que
0 acido oxalico pouco entrava em contato com a superficie do sensor. Assim, o valor de 35 rpm foi

definido como o ideal e adotado para as analises subsequentes.

Figura 9. Amperogramas obtidos para diferentes vazdes do fluxo no sistema FIA para solugédo de

OXA 50 umol L,
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Fonte: elaborado pelo autor.
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4.5 Curva analitica e aplicacio nas amostras.

Apos a finalizacdo dos procedimentos de otimizag¢ao dos pardmetros da técnica, foi construida
uma curva analitica para a determinagdo do OXA. As injecdes foram realizadas inicialmente em ordem
crescente de concentragdo e, posteriormente, em ordem decrescente, com o objetivo de avaliar a
existéncia de efeito de memoria no sistema. Desta forma, uma curva analitica (Figura 10) foi construida
utilizando solugdes padrao de OXA nas concentragdes de 10,89; 21,77; 32,66; 43,54; 54,43; 65,31;
76,20; 87,08 e 108,85 umol L. Assim, foi observado duas curvas analiticas modeladas pelas equagdes

apresentadas a seguir:

I,/ pA = 1,52x10 [Ac. Oxa / pmol L] — 3,75x10 (R? = 0,994)
I,/ pA = 1,53x10°? [Ac. Oxa / pmol L] — 8,27x10 (R? = 0,989)

Para ambas as curvas foi possivel determinar o valor dos limites de deteccdo (Lp) e
quantificagdo (Lg) foram calculados seguindo o método da [UPAC, onde Lp foi calculado por Lp =3 x
SpxaleLqgporLo=10x Sy xa?, sendo para a primeira: Lp; =0,74 pmol L™ ¢ Lg; =2,47 umol L' e
para a segunda: Lp> = 1,62 umol L' e Lg, = 5,41 pmol L. Além disso foi possivel observar que os
valores de inclinagdo sdo muito proximo, descartando assim a presenga de significativos efeitos de
memoria. A regressao linear foi avaliada a partir dos parametros estatisticos de validagcdo do modelo. O
teste de falta de ajuste (Lack of Fit) apresentou valor calculado (Fcac = 4,326) inferior ao valor critico
(Ferie = 5,285), indicando que o modelo linear foi adequado para descrever a relagdo entre corrente e
concentracdo. O teste de significAncia apresentou valor calculado (F = 815,1) significativamente
superior ao valor critico (F = 2,96), confirmando a elevada significincia estatistica da regressao linear.
A normalidade dos residuos foi avaliada pelo teste de Shapiro—Wilk, cujo valor calculado (W = 0,956)
foi superior ao valor critico (W = 0,873), indicando que os residuos seguem uma distribui¢do normal. A
homoscedasticidade do método foi avaliada por meio do teste de Cochran, no qual o valor calculado (C
= 0,476) foi inferior ao valor critico (C = 0,516), confirmando a homogeneidade das variancias. Esses

resultados comprovam a adequacgao estatistica do modelo analitico proposto.
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Figura 10. (A) Amperogramas da constru¢do da curva analitica para o OXA em sistema de injecao
por fluxo, com regressdes lineares para as curvas em ordem crescente e decrescente de concentracao.
(B) Curva analitica em ordem crescente e resultados dos testes estatisticos de validagao do modelo

(falta de ajuste, significancia da regressao, Shapiro—Wilk e Cochran). (C) Curva analitica em ordem

decrescente.
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Fonte: elaborado pelo autor.

Apos a construgdo da curva analitica, as amostras de capim setaria foram analisadas seguindo o
procedimento de preparo descrito anteriormente. As analises foram realizadas tanto para amostras nao
fortificadas quanto para amostras fortificadas com OXA nas concentragdes de 20 e 40 umol L.
Finalizado o preparo e a fortificacdo das amostras, foi possivel determinar a razdo entre a massa do
analito presente na amostra ¢ a massa de OXA adicionada, bem como as respectivas porcentagens de
recuperagdo (%), conforme apresentado na Tabela 1. Os ensaios de fortificagdo apresentaram
porcentagens de recuperacdo de 91 + 1 % e 96 + 2 % para as concentragdoes de 20 ¢ 40 umol L,
respectivamente. Esses valores indicam boa exatiddo e eficiéncia do método analitico, demonstrando
que o procedimento de preparo de amostras ¢ a metodologia eletroquimica empregada foram adequados
para a determinag¢ao de OXA em amostras de capim setaria, com minima interferéncia da matriz. O valor
médio de OXA encontrado na amostra foi de 4,60 % m/m, estando de acordo com o valor relatado na

literatura para oxalatos totais, que pode se encontrar em torno de 3 a 5¢%.

Tabela 1: Resultados obtidos para a determinagdo de OXA em amostras de capim setaria, incluindo a
razdo entre a massa do analito na amostra e a massa de OXA e as porcentagens de recuperagdo obtidas

nos ensaios de fortificagdo em 20 e 40 pmol L.

Amostra Teor Ac. Oxilico Recuperacio (%) Recuperacio (%)
(Yom/m) 20pmol L! 20pumol L
Capim sectaria 4,60+ 0,13) 91+1) (96+2)

Fonte: elaborado pelo autor.
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Finalizados os procedimentos para a determinacdo de OXA nas amostras de forrageira, foi
iniciado um estudo de repetibilidade do método, onde foram injetados cinco vezes os pontos de menor
e maior concentragdo da curva analitica, correspondentes a 10,89 e 108,85 umol L™, respectivamente.
Conforme apresentado na Figura 11, o método apresentou boa repetibilidade, ou seja, adequada
precisdo, dos sinais de corrente obtidos, evidenciada pela semelhanga entre os picos registrados para
cada nivel de concentracdo, demonstrando um desvio padrao relativo de aproximadamente 6 % entre as

correntes de pico mensuradas.

Figura 11. Estudo de repetibilidade do método para a determinacdo de OXA, obtido a partir de cinco

inje¢des sucessivas dos pontos de menor (10,89 umol L) e maior concentragdo (108,85 pmol L1).
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Fonte: elaborado pelo autor.

Com o objetivo de analisar um maior numero de amostras de capim setaria, em outro momento,
foi construida uma nova curva analitica, apresentada na Figura 12, simplificando o numero total de
pontos, porém mantendo a faixa linear obtida, a partir de concentragdes de 19,37; 38,74; 57,11; 77,49 ¢

96,86 umol L™'. Assim, foi obtido uma nova equagao linear, conforme expresso a seguir:

I,/ pA = 0,237 [Ac. Oxa / pmol L] — 0,034 (R* = 0,996)

O elevado valor de R? indica boa linearidade do método na faixa de concentracdo estudada.

Adicionalmente, foram novamente aplicados os mesmos testes estatisticos para validagdo do modelo
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analitico, onde novamente foi obtido um resultado positivo pelos testes, com auséncia de falta de ajuste
(Feale = 4,13 < Ferie = 8,79), alta significancia (Fcac = 840,47 > Fere = 4,77), normalidade adequada dos
residuos (Weaie = 0,953 > Wi = 0,814) e homoscedasticidade adequada (Cearc = 0,396 < Ceric = 0,707).
Em conjunto, esses resultados demonstraram a robustez e a confiabilidade da curva analitica construida

para a andlise das amostras de capim sectéria.

Figura 12. (A) Amperogramas da construcao da curva analitica para o OXA de 19,37 a 96,86
umol L' em sistema de injegdo por fluxo, com regressdo linear para a curva. (B) Curva analitica e
resultados dos testes estatisticos de validagdo do modelo (falta de ajuste, significancia da regressao,

Shapiro—Wilk e Cochran).
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Fonte: elaborado pelo autor.

Com a curva analitica devidamente construida e validada, foi possivel determinar a
concentracdo de OXA nas amostras de forrageira, bem como calcular sua porcentagem em relagdo a
massa da amostra (% m/m). As analises foram realizadas em triplicata real, utilizando quatro amostras
distintas de capim sectaria. Os resultados obtidos para cada réplica, assim como os valores médios
acompanhados do desvio padrdo, estdo apresentados na Tabela 2. Os resultados apresentaram baixos
valores de desvio padrio entre as réplicas além de variagdo no teor de OXA entre as diferentes amostras,
o que pode estar associado a fatores como condic¢des de cultivo, estagio de desenvolvimento da planta e

variabilidade natural da matriz vegetal.
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Tabela 2. Resultados da determinacdo do teor de OXA (% m/m) em amostras de capim setéria, obtidos
em triplicata real, com apresentacdo dos valores individuais ¢ da média acompanhada do respectivo

desvio padrao.

Amostra Réplica 1 Réplica 2 Réplica 3 Kflgld/il:
73 53 53 4,4 (5,00 +0,12)
76 5,1 52 4,5 (491 +0,14)
45 2,6 2,1 2,8 (2,43 £ 0,08)
49 2,8 3,0 2,6 (2,81 +0,06)

Fonte: elaborado pelo autor.

4.6 Estudo de interferentes.

Uma das principais limita¢cdes da analise eletroquimica ¢ a baixa seletividade, que demanda de
avaliagOes rigorosas acerca de potenciais interferentes. Assim, foi necessario avaliar a resposta analitica
do OXA na presenga de compostos comumente encontrados em amostras de forrageiras. Na matriz do
capim-setaria (Setaria sphacelata), a concentragdo de OXA ¢ superior a dos demais acidos organicos;
contudo, o estudo de interferéncia foi conduzido em propor¢ao equimolar (1:1), com excecdo do acido
tartarico que foi avaliado em duas proporcdes, estabelecendo um cenario analitico mais rigoroso do que
o0 observado nas amostras reais. Foram investigados os 4cidos malico (MAL), succinico (SUC), citrico
(CIT) e tartarico em duas proporgdes, 1:1 (TAR) e 1:0,1 (TAR/10), além dos ions nitrito (NO,) e nitrato
(NO:s). Os resultados indicaram que tais espécies ndo promovem interferéncias significativas no sinal
eletroquimico do analito, contribuindo para atestar a seletividade do método proposto para a aplicagdo
em matrizes vegetais, sendo importante evidenciar que na amostra, as concentragdes de possiveis

interferentes ainda ser@o muito inferiores do que as aqui testadas.
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Figura 13. Estudo do efeito de possiveis interferentes sobre o sinal eletroquimico do OXA, avaliando
em mesma propor¢do (1:1) os acidos malico (MAL), succinico (SUC), citrico (CIT) e tartarico em

duas proporg¢des, 1:1 (TAR) e 1:0,1 (TAR/10), além dos ions nitrito (NO2) e nitrato (NO3).
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Fonte: elaborado pelo autor.

4.7 Valida¢cao com o método oficial.

Apos a determinacdo do OXA nas amostras de forrageira por amperometria por inje¢do em
fluxo (FIA), tornou-se necessaria a validagcdo dos resultados obtidos por meio da comparagdo com o
método oficial empregado para a quantificacdo desse analito em amostras de forrageira. O método
oficial baseia-se na permanganometria, cujo Procedimento Operacional Padrdo (POP) foi fornecido pela
EMBRAPA Gado de Leite, polo de Juiz de Fora, o qual ¢ composto por quatorze etapas experimentais
para o preparo de amostra, com tempo total de execu¢do de aproximadamente quatro dias, conforme
descrito na metodologia.

Os resultados obtidos estdo apresentados na Tabela 3, na qual sdo mostrados os valores médios
de OXA expressos em porcentagem em massa (% m/m), determinados tanto pelo método de titulagdo
quanto pela amperometria por injecdo em fluxo. Em fun¢do da limitada disponibilidade de amostra,
apenas trés foram analisadas por titulagdo. Onde é possivel observar que os valores se encontram
proximos, e concordantes entre si. Para confirmar as similaridades dos resultados obtidos, na mesma
tabela, sdo apresentados os valores calculados e criticos referentes aos testes estatisticos t-Student e F-
Fisher, cujos valores calculados sdo inferiores aos valores criticos, indicando que nao ha diferengas

significativas entre os valores de média e variancia obtido pelos métodos respectivamente.
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Tabela 3. Comparagao entre os teores de OXA (% m/m) determinados por titulacdo

permanganométrica e por amperometria por inje¢do em fluxo (FIA) em amostras de forrageira, bem

como os valores calculados e criticos dos testes t-Student e F-Fisher.

Conc. (% m/m) Conc. (% m/m)

Amostra A F_
Titulagio Amperometria calc. crit. calc. crit.

73 (524+025) (500+0,12) 0,760 2,776 934 19

76 (4,71£0,03) (491+0,14) 1,03 2,776 1,88 19

45 (2,34+0,01) (2,43+0,08) 0,78 2,776 390 19

Fonte: elaborado pelo autor.

4.8 Calculadores de impacto ambiental

A métrica AGREE foi aplicada para avaliar a sustentabilidade e a compatibilidade ambiental do

sistema proposto, fundamentando-se nos 12 principios da Quimica Analitica Verde (GAC). O software

atribui pontuagdes em uma escala de 0,0 (menos ecoldgico, representado pela cor vermelha) a 1,0 (mais

ecoldgico, em verde) (PENA-PEREIRA; WOJNOWSKI; TOBISZEWSKI, 2020). O indice obtido de

0,84 (figura 14) demonstra que o método possui um elevado nivel de sustentabilidade. Entre os

parametros que mais favoreceram este resultado, destacam-se a redugdo das etapas de preparo de

amostra (Principio 4), o potencial de automagao e miniaturizagdo (Principio 5) e a seguranga operacional

(Principio 12). Por outro lado, a geracao de residuos (Principio 7) e a origem dos reagentes (Principio

10) apresentaram pontuagdes inferiores, devido ao volume de descarte intrinseco ao sistema em fluxo e

ao uso do ABS como polimero de fonte ndo renovavel.

Figura 14: Resultado obtido pela calculadora analitica GREEnness (AGREE)
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Fonte: elaborado pelo autor.
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O presente trabalho estd intrinsecamente alinhado aos Objetivos de Desenvolvimento
Sustentavel (ODS) da Agenda 2030 da ONU, com destaque para os ODS 2 (Fome Zero e Agricultura
Sustentavel), ODS 9 (Industria, Inovacdo e Infraestrutura) e ODS 12 (Consumo e Produgdo
Responsaveis). Ao desenvolver um sensor eletroquimico de baixo custo utilizando materiais acessiveis,
como o esmalte de unha e o carvao ativado, a pesquisa promove a inovagao tecnoldgica (ODS 9) voltada
para a agricultura. A aplicacdo do método na analise de forrageiras contribui diretamente para a
seguranga alimentar e o bem-estar animal, prevenindo a toxicidade por OXA em ruminantes e
otimizando a produtividade pecuaria (ODS 2). Além disso, a proposta se enquadra nos principios da
Quimica Verde ao substituir métodos convencionais de alto custo e elevado consumo de solventes, como
a HPLC, por uma alternativa miniaturizada, de analise rapida e com minima geracdo de residuos

quimicos, fomentando padrdes de produgdo e consumo mais sustentaveis (ODS 12).

5. CONCLUSAO

Neste trabalho foi desenvolvido com sucesso um eletrodo 3D-Gr/CA de baixo custo a base de
grafite e carvao ativado, imobilizado em suporte produzido por impressdo 3D, destinado a determinagdo
eletroquimica de OXA em amostras de forrageiras.

A otimizagdo da composi¢ao do material compoésito demonstrou que a incorporagdo de 12,5 %
(m/m) de carviao ativado proporcionou um equilibrio adequado entre condutividade elétrica e aumento
da area superficial eletroativa, resultando em maior intensidade de corrente e melhor definigdo dos picos
eletroquimicos quando comparado as demais composi¢des avaliadas. As analises por microscopia
eletronica de varredura e espectroscopia Raman confirmaram a presenga de porosidade, corroborando
os resultados eletroquimicos obtidos.

O método analitico desenvolvido, baseado em amperometria acoplada a analise por injegdo em
fluxo (FIA), apresentou boa linearidade na faixa de concentracdo estudada, limites de deteccdo e
quantificagdo adequados, além de boa sensibilidade e precisdo. A validacdo estatistica da curva analitica
demonstrou auséncia de falta de ajuste, elevada significancia da regressao, normalidade dos residuos e
homocedasticidade, confirmando a robustez do modelo proposto.

A aplicag¢do do método em amostras reais de capim setaria resultou em valores de recuperagio
entre 91 e 96%, indicando elevada exatiddao e minima interferéncia da matriz vegetal. Os estudos de
repetibilidade apresentaram erro relativo de aproximadamente 6 %, evidenciando boa precisdo
instrumental da curva analitica. Adicionalmente, o estudo de interferentes demonstrou que acidos
organicos e ions comumente presentes em forrageiras ndo causaram interferéncias significativas na
resposta analitica do OXA, refor¢ando a validade da analise.

Por fim a validacao dos resultados por comparagdo com o método oficial de permanganometria,

por meio dos testes estatisticos #-Student e F-Fisher, indicou que ndo ha diferengas estatisticamente
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significativas entre os métodos, confirmando a confiabilidade do procedimento -eletroanalitico
desenvolvido. Dessa forma, o eletrodo 3D-Gr/CA e o método amperométrico proposto configuram uma
alternativa promissora aos métodos convencionais para a determinacdo de OXA em forrageiras,
apresentando vantagens como reducao do tempo de analise, menor consumo de reagentes, baixo custo,
simplicidade operacional e potencial aplicagdo em analises de rotina e monitoramento agricola. Além
disso, o método apresenta alinhamento com os principios da Quimica Verde, contribuindo para o

desenvolvimento de tecnologias analiticas mais sustentaveis.

6 . DESCARTE DOS RESIDUOS

Os residuos provenientes da analise, solugdes padrao, amostras liquidas e solugdes de calibragdo
serdo destinados as classes de descarte apropriadas conforme a classificagdo quimica, de acordo com os
critérios estabelecidos pela Coordenacao de Sustentabilidade da Universidade Federal de Juiz de Fora.

Os eletrodos construidos serdo desmontados e levados para a reciclagem e producao de outros sensores.

7. INTELIGENCIA ARTIFICAL

A TA ChatGPT foi utilizada para revisar gramadtica, ortografia e auxiliar em tradugdes.
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