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RESUMO

Palavra-chave: Trifluralina, eletroquimica, quitosana, biossensor de DNA.

O presente estudo aborda a investigacdo do comportamento eletroquimico
do herbicida Trifluralina (TRF), umas das substancias mais aplicadas para o
controle de gramineas, em eletrodo de carbono vitreo, através do uso de técnicas
eletroquimicas visando estabelecer o mecanismo de reducdo, bem como verificar
a interacao deste herbicida com o biopolimero quitosana através das isotermas de
adsorcao e avaliar a possibilidade de aplicacao do biossensor a base de quitosana
para a sua quantificacdo. O comportamento eletroquimico da TRF em eletrodo de
CV apresentou dois picos de redugédo, ambos de natureza difusional, referentes a
reducdo dos grupos nitro, e uma onda anddica correspondente a oxidagdo do
grupo hidroxilaminico gerado na varredura catédica. A eletrolise preparativa levou
ao consumo de 7,75 F mol L' e ao completo desaparecimento das duas ondas de
reducado e a reacao de eletron-fenton levou a formacao de possiveis estruturas
diméricas resultantes do acoplamento entre os radicais da TRF obtidos a partir do
ataque da hidroxila radicalar. A TRF adsorve em quitosana mediante interacédo
eletrostatica entre o ion amoénio do biopolimero e o dipolo da molécula do
herbicida por um processo espontdneo e termodinamicamente favoravel e o
eletrodo modificado com quitosana pode ser utilizado para a deteccdo da TRF
onde o limite de deteccao foi na ordem de 7,45 x 10® mol L dez vezes menor do
que em eletrodo de CV, mostrando assim uma maior sensibilidade. O estudo
eletroquimico da TRF em biossensor de dsDNA, tanto em solugcdo como
incorporado na superficie do eletrodo de CV, mostrou que a TRF interage com o
dsDNA tanto na sua forma nao reduzida quanto ap6s a eletrorreducao in situ.
Ensaios moluscicidas mostraram que a TRF apresenta toxicidade frente ao

caramujo Biomphalaria Glabrata.



ABSTRACT

Key words: trifluralin; electrochemical; chitosan; biosensor of DNA

The electrochemical behavior of the herbicide trifluralin (TRF), used in the weed control,
was investigated in the present study by using a vitreous carbon electrode (VCE). The
reduction mechanism as well as the interaction of this herbicide with the biopolymer
chitosan was determined by electrochemical techniques through adsorption isotherms to
evaluate the potential application of a chitosan-based biosensor to quantify it. The TRF
electrochemical behavior in a VCE lead to two reduction peaks of diffusional nature
related to the reduction of the two nitro group and an anodic wave correspondent to the
oxidation of the group hydroxylamine generated in the cathodic sweep. A consumption
of 7,75 F mol L and the complete disappearance of the two reduction waves were
observed during the preparative electrolysis, while the electron-Fenton reaction gave
possibly dimeric structures due to the coupling between TRF radicals produced after
hydroxyl radical attack. The TRF is adsorbed in chitosan by electrostatics interaction
between the biopolymer ammonium ion and the dipoles in the herbicide molecule
through a spontaneous and thermodynamically favorable process. The electrode
modified with chitosan can be used to analyze TRF once the detection limit was ten
times slower than that unmodified electrode. Some previous studies showed that TRF is
toxic to the periwinkle Biomphalaria Glabrata and interacts with the DNA

macromolecule.

Vi
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1 - INTRODUCAO

O problema da poluicdo ambiental atinge todo o planeta. Em muitas regides
brasileiras, que abrigam poélos industriais e de alta densidade demogréfica, o
ecossistema vem sofrendo uma degradacdo efetiva provocada pelos esgotos
domeésticos e industriais. No Nordeste, a situacdo nao é diferente e esses problemas
sdo agravados tanto pela falta de saneamento quanto pelos impactos causados pela
agroindustria.

No Estado de Alagoas, localiza-se um dos estuarios mais produtivos da costa
brasileira, o Complexo Estuarino Lagunar Mundau-Manguaba (CELMM), Maceio6-AL.
O Complexo Estuarino é formado por duas lagoas (Mundau e Manguaba) e por varios
canais que as conectam uma com a outra e com o Oceano Atlantico. A superficie total
do estuario é de 81 km? No Complexo Estuarino, devido ao grande aporte de
nutrientes, surgiu um ecossistema altamente produtivo, em que se desenvolveu um
grupo de organismos que constituem fontes de alimento para a populacao local. Essa
populacédo depende diretamente da producao pesqueira ali produzida. O CELMM vem
sofrendo o impacto ambiental produzido por diversas atividades humanas. Nas
margens dos rios que ali desaguam (rios Mundau, Paraiba e Sumauma), instalaram-
se usinas para a producao de acucar e destilarias de alcool. O cultivo extensivo da
cana de acucar faz com que sejam carreados para o CELMM, através das aguas
fluviais, agrotdxicos e fertilizantes utilizados na agroindustria canavieira. Apesar de
hoje ja haver certo controle sobre essas atividades industriais, ainda se constatam
lancamentos, nos rios, de vinhaca e aguas de lavagem da cana, onde a
contaminacgao por pesticidas vem sendo observada.

As fontes de contaminacao de ar, solo e 4gua sdo inUmeras e inumeros sao
igualmente, as formas de impedir ou minimizar a poluicdo. Para conduzir a poluicao
a indices aceitaveis é necessaria a implantacao de medidas preventivas e corretivas.
As principais técnicas disponiveis envolvem processos de adsorcdo, precipitacao,
degradagao quimica, eletroquimica e fotoquimica, aliadas aquelas que envolvem o
uso de microorganismos, em que se recorre a bioestimulacado e biorremediacdo. O
desenvolvimento de tecnologia adequada para desenvolver tratamento de residuos

toxicos é objeto de grande interesse nos ultimos anos. Técnicas eletroquimicas
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aliadas aos processos de extragcdo e posterior descontaminacdo contribuem
significativamente para a remocéao de diversos poluentes do meio ambiente.

No presente trabalho propde-se estudar o desenvolvimento de métodos que
possam ser utilizados em descontaminacdo de meios contaminados pelo herbicida
Trifluralina através de processos adsortivos, utilizando técnicas espectroscopicas e
eletroquimicas. A aplicacao de técnicas eletroanaliticas para estudos de detecgdo e
eletrodegradacao desse herbicida foi também avaliados.

O estudo do herbicida TRF se deve ao fato dele ser muito utilizado na
agricultura, em especial no Estado de Alagoas e no agreste do Estado de Sergipe
para o controle de ervas daninhas nas plantacdes de milho, feijao, cana de aglcar e
nas pastagens. Devido também apresentar uma alta toxicidade e uma longa

persisténcia no ambiente.

1.1- REVISAO BIBLIOGRAFICA

A agricultura praticada mundialmente ainda é altamente dependente de
insumos quimicos, dentre 0s quais 0s pesticidas, mais comumente denominados de
agrotoxicos ou defensivos agricolas. Os pesticidas tém sido usados por mais de
quarenta anos devido a sua eficacia em controlar uma grande variedade de pragas,
doencgas e plantas daninhas que infestam as lavouras, garantindo assim uma maior
produtividade e, conseqlientemente, o retorno econdmico da atividade agricola. Sem
0 uso de pesticidas, a producdo e a qualidade dos alimentos seria drasticamente
afetada, além dos riscos de gerar a falta de alimentos e de promover alta nos precos
dos produtos agricolas. Entretanto, muitos questionamentos sdo feitos sobre a
necessidade da utilizacdo destes produtos na agricultura para gerar uma maior
producéo de alimentos, devido aos riscos que podem causar a saude do consumidor
e ao meio ambiente em geral, oriundos da sua utilizagao inadequada (BAIRD, 2002).

Os riscos maiores causados pelo emprego de pesticidas, tais como saude da
populacdo e contaminacdo do meio ambiente, muitas vezes passa desapercebida
pela sociedade diante dos beneficios econdmicos gerados, por isso € importante
utiliza-los na agricultura somente quando nao existir outro recurso economicamente

eficaz. No entanto, tem-se observado ao longo dos anos, que o uso indiscriminado
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dos pesticidas tem levado ao aparecimento de residuos desses compostos nos
diferentes compartimentos do meio ambiente (agua, solo e ar) e em produtos
alimenticios. Diante desse fato e da periculosidade que os pesticidas apresentam a
saude humana e a manutengcdo da biodiversidade, ha hoje uma necessidade
urgente de se intensificarem os estudos que possibilitem um monitoramento eficiente
de possiveis contaminacées do ambiente (www. jornalexpress.com.br, acessado em
02/06/2004).

Para agravar o quadro, em muitas regides do Brasil sdo feitas aplicagdes de
pesticidas diretamente nas aguas superficiais, para combater as larvas de insetos
transmissores de doencas como a malaria. Muitas vezes sdo os proprios rios que
abastecem as cidades.

A toxicidade da maioria dos agrotoxicos € expressa em termos de valor da
Dose Letal (DLso), por vias orais, representadas por miligrama do produto téxico por
quilo de peso vivo, necessario para matar 50% dos organismos testes.

Assim, para fins de prescricdo das medidas de seguranca contra riscos para a
saude humana, os produtos sdo enquadrados em funcdo do DLs, inerente a cada
um deles, conforme mostra a Tabela 1 (Manual de Residuos de Pesticidas em
Alimentos, 1999).

Tabela 1: Classificac&o toxicoldgica dos agrotdxicos em funcédo do DLs.

Classe toxicologica Descricao DLso mg kg™
I Extremamente tdxicos < 50
Il Muito téxicos 50 a 500
[ Moderadamente toxicos 500 a 5000
v Pouco toxicos > 5000

A preocupacao com a contaminagao por agrotdéxico no Brasil tem despertado
o interesse de pesquisadores. O ambiente (RIEDER, 1999; DORES, 2000), os
alimentos (PIZANO e BAPTISTE, 1998; VIEIRA, 1999) e o leite humano (MATUOQO e
et al,,1990; OLIVEIRA, 1997) tém sido alvos de estudo em algumas regides
brasileiras, porém poucos autores, tais como SCHIO (2001), GUIMARAES (2000),
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RIBEIRO (1999) e o IBGE (1999) tém desenvolvido trabalhos que avaliam a
periculosidade ambiental, decorrente do uso dos agrotéxicos (VIEIRA et al., 2001).

O consumo de agrotoxicos no Brasil é de aproximadamente 3,2 Kg de
ingrediente ativo por hectare. Dentre os agrotdxicos, os herbicidas constituem o
grupo mais empregado na agricultura (aproximadamente 65%). Esses herbicidas
tém como funcado controlar plantas daninhas, um dos fatores redutores de
produtividade, sem prejudicar as culturas agricolas. De acordo com ASHTON e
MONACO (1991), planta daninha é toda planta que cresce onde ndo é desejada.
Essas plantas tendem a competir com os cultivares, por meio da extracdo de
elementos do solo que sao vital como agua, luz, CO, e nutrientes, interferindo no
desenvolvimento da cultura e afetando a producédo agricola. Estima-se que as
perdas ocasionadas nas culturas agricolas, pela interferéncia das plantas daninhas,
no Brasil, estejam em torno de 20-30% (LORENZI, 1990). Os herbicidas sao também
utilizados para eliminar plantas das margens de estradas e rios e para marcar,
corretamente, as linhas de trilhas (BAIRD, 2002).

Os herbicidas podem ser classificados segundo diferentes critérios,
relacionados as suas propriedades, caracteristicas, uso, eficacia e permanéncia no
ambiente (DEUBER, 1992). Quanto ao seu carater quimico, os herbicidas podem ser
classificados como carbamatos, amidas, difeniléteres, aminofosforado,
dinitroanilinas, entre outros. O herbicida do grupo das dinitroanilinas tem por base a
estrutura da anilina, contendo moléculas de NO, nas posicdes 2 e 6 ou 3 € 5 do
anel. Este grupo possui mais de dez diferentes herbicidas, entre os quais quatros
estdo representados na tabela 1.
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Tabela 2: Estruturas de alguns herbicidas

HERBICIDAS ESTRUTURAS
NO,
F o N/CH20H2CH3
. . 3
Trifluralina \CH20H2CH3
NO,
Dinitriamina H,N NO,
CH,CH
~ug
FSC N\
CH,CH,
NO,
ﬁ NO,
CH,CH,CH
Orizalina HN—3S NG e
|| CH,CH,CH,
@)
NO,
NO,
Pendimetalina HSC N\/
CH(CH,CH,),
H3C N02

Segundo LUCHINI (2000), a contaminacédo de recursos hidricos resultantes
da utilizacdo de herbicidas na agricultura pode ser influenciada por trés processos
principais: processos de adsorgdo, que regulamentam a disponibilidade do herbicida
na solucao do solo; processos de transferéncia, que deslocam o herbicida do ponto
de aplicacdo para outra area; e os processos de degradacdo, que minimizam 0s
problemas com a persisténcia, acumulacdo e os efeitos ambientais desses
compostos. Por isso, o monitoramento destas substancias em diferentes matrizes,
assim como os produtos de sua degradacao, que muitas vezes sdo mais téxicos que

a propria substancia de origem, € muito importante para avaliar o grau de
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contaminacdo do meio ambiente por esses poluentes. Sendo assim, se faz
necessario o desenvolvimento de métodos alternativos para andlises de pesticidas.
Atualmente, os principais métodos de analise de pesticidas sdo os
cromatograficos, destacando-se as cromatografias gasosa e liquida. Tais métodos
sao precisos, sensiveis e seletivos, mas trabalhosos e de maior custo. Técnicas
eletroanaliticas tém sido também utilizadas como métodos de determinacao de
pesticidas em aguas puras, naturais, solos, frutas, etc. (VAZ, 1994). Segundo RUPP
et al. (1992), a principal vantagem desses métodos é a possibilidade de se
determinar a concentracdo de pesticidas diretamente na amostra, sem pré-
tratamentos ou separagdes quimicas. Em particular, é possivel analisar materiais
coloridos ou mesmo amostras contendo particulas sélidas dispersas. Em geral, as
metodologias baseadas em técnicas eletroanaliticas sdo menos seletivas e

sensiveis que as cromatograficas, mas sdo mais rapidas e de menor custo.

1.2 — O HERBICIDA: Trifluralina (TRF)

A trifluralina € um herbicida de derivados benzénicos pertencentes a familia
da dinitroanilina (BYRD et al., 1995). O herbicida apresenta-se sob a forma de uma
emulsdo concentrada ou na forma de um sélido cristalino amarelo alaranjado. E
pouco sollvel em agua (solubilidade de 0,2 a 0,4 mg L' a 25°C), medianamente
volatil (pressdo de vapor de 1,1 x 10* mmHg a 25°C), possui densidade igual a
1,36 g cm™ a 22°C, é considerado alcalino e de longa persisténcia no ambiente (120-
240 dias) (DEUBER, 1992). A trifluralina tem alta afinidade com o solo (SANDERS e
SEIBER, 1983), é relativamente imovel e possui meia-vida de 3 a 18 semanas,
dependendo do solo e da localizagao geografica (CALDERON et al., 1999).

A composicao quimica da trifluralina é: a, a, o- trifluorometil-2,6-dinitro-N,N-
dipropil-p-toluidina (BELLINASO et al, 2004) e sua férmula estrutural esta
demonstrada na Figura 1.

A trifluralina tem sido usada na agricultura desde 1963 (GROVER et al.,
1997). Esse herbicida é registrado isoladamente ou em misturas nas seguintes
culturas: soja, citros, café em formacédo, algodao, amendoim, feijao, alho, vagem,

girassol, mamona, mandioca, berinjela, cenoura, quiabo, brdcolis, repolho, couve-
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flor, cebola de transplante, pimentao, tomate e plantas ornamentais (RODRIGUES e
ALMEIDA, 1998).

MO,

2

H _C_|2_C|_3

s
T | 4(\\—</>7 CH,—CH,—CF

Figura 1: Formula estrutural da Trifluralina

O produto comercial contém nitrosodipropilamina, um contaminante
carcinogénico (NDPA) (USEPA, 1987). EBERT et al. (1992) estudaram a toxicologia
e o potencial de risco da TRF pura em um experimento conduzido em animais de
laboratério para avaliar a seguranca desse herbicida. Esses estudos revelaram os
seqguintes resultados:

v A TRF mostrou-se levemente téxica com relagao a exposicao oral.

v Nao apresentou efeito teratogénico, e diferentes testes de

mutagenicidades mostraram que a TRF nao foi genotoxica.

v Nenhum efeito foi observado nos niveis de 4,8 e 41 mg kg dia™,

respectivamente, para cachorros e ratos sob exposicao cronica.

v" N&o apresentou oncogenicidade em ratos e gatos.

v Foi sugerido que um fator de seguranca de 100 devera ser usado para a

determinacéo aceitavel da DLs, da TRF que devera ser 0,05 mg kg™ dia™.

Entretanto, outros estudos mostraram que a TRF pode causar danos ao
figado e ao rim, diminuir o peso e o tamanho fetal, aumentar as probabilidades de
aborto além de favorecer as alergias, diminuir a contagem de células vermelhas no
sangue, aumenta os niveis de lipideos totais, triglicerideos e colesterol no soro
sanguineo, apresentar efeitos mitogénicos moderados e limitar a blastogénese dos
linfécitos T (HEGEDUS et al., 2000). Apesar de seus efeitos biolégicos, a TRF
também mostrou atividade farmacoldgica contra os parasitas Leishmania major, L.
donovani, L. panamensis, causadores da Leishmaniose, Trypanosoma cruzi,
causador da doenca de Chagas (ZAIDENBERG et al, 2007) e Plasmodium
falciparum, causador da malaria (FREARSON et al., 1997) .
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A USEPA (Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos) (1999)
classificou o herbicida trifluralina como do grupo C: possivelmente carcinogénico
para humanos. De acordo com WORTHING (1991) a TRF é proibida na Colémbia,
Suécia e Belize, tendo o seu uso restrito na Guatemala e EUA. No Brasil, de acordo
com a portaria 03 de 16 de janeiro de 1992, o herbicida TRF € considerado
altamente toxico (classe toxicoldgica Il) e muito perigoso (classe IlI) quanto ao seu
potencial de periculosidade ambiental estabelecido pela Portaria Normativa n® 139
de 21 de dezembro de 1994 do IBAMA, com base no decreto n® 98.816/90.

1.2.1- Comportamento do herbicida trifluralina nas plantas

A trifluralina € um herbicida de pré-emergéncia que deve ser incorporado ao
solo e aplicado logo ap6s a semeadura, quando as sementes das plantas estdo em
inicio do processo de germinacao (RIBAS et al., 1996). A absorcao do herbicida
ocorre principalmente pelo cauliculo e, secundariamente, pelas radiculas das
plantulas, no inicio da germinacdo (RODRIGUES e ALMEIDA, 1998).

A trifluralina apresenta, como principal mecanismo de acado, a inibicdo do
processo de divisdo celular mitética. Este herbicida atua, basicamente, sobre os
meristemas e tecidos dos oOrgdos subterrdneos como, raizes, gemas, epicotilo,
hipocatilo, plumula, rizomas, tubérculos e sementes (DEUBER, 1992).

A inibicdo do desenvolvimento radicular pela acdo da trifluralina, tanto no
crescimento da raiz principal quanto na emissao de raizes secundarias, € muito
evidente em algumas dicotiledbneas. Também & comum ocorrer o engrossamento
do hipocétilo (DEUBER, 1992).

De acordo com ALMEIDA (1985), a trifluralina induz diversas mudancas
bioquimicas em plantas superiores, incluindo alteragdes nos teores de carboidratos,
lipidios, nitrogénio e, principalmente, alteragdes nos acidos nucléicos. Com isso, 0
produto afeta a divisdo celular nos tecidos meristematicos, inibindo a germinacéo de
sementes e a formacao de novas células na radicula e no cauliculo.

BAYER et al. (1967) relataram que a trifluralina promove a diminui¢cdo da zona
de tecido meristematico e a interrupgdo de divisbes mitéticas em raizes de trigo,
algoddo e cebola. Células de cebola tratadas com ftrifluralina apresentaram-se

8
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pequenas, densas e multinucledas, anormais, frageis e aberrantes (HACSKAYLO et
al., 1968). Estudos realizados com Allium cepa por FERNANDES (2002) mostraram
que a toxicidade de concentracdes residuais de trifluralina pode induzir alteracdes
nessa planta. A autora verificou que o herbicida promoveu inibicdo no crescimento
da planta, maior turgescéncia, maior fragilidade e maior espessura das raizes, em
relacdo ao tratamento controle.

Segundo ALMEIDA (1985), plantas cultivadas em solos tratados com a
trifluralina s6 exibiram residuos nas raizes. Nao foi detectado residuo, em folhas,
frutos e sementes, em analise com sensibilidade de até 5,0 ppb. Essa informacéao
nos sugere que o herbicida trifluralina ndo deve ser transportado pela seiva, para

outros tecidos da planta.

1.2.2 - COMPORTAMENTO DO HERBICIDA TRIFLURALINA NO
AMBIENTE

1.2.2.1- No solo

O herbicida TRF é fortemente adsorvido pelos coléides da matéria organica e
pouco pelos da argila. Em solos ricos em matéria organica, a adsorcao impede a
absorcao do produto pelas raizes das plantas, ndo sendo aconselhavel o uso deste
herbicida nestas condicbes (RODRIGUES e ALMEIDA, 1998). A lixiviagdo € muito
reduzida, assim como o movimento lateral no solo. Sua principal caracteristica é a
persisténcia em solos decorrente de sua baixa mobilidade, o que pode provocar
danos em cultivos posteriores a sua aplicacao (CALDERON et al., 1999).

Herbicidas como a trifluralina, aplicados em pré-emergéncia, atuam melhor
quando a umidade do solo é de média a elevada. Com isso, 0 herbicida pode ser,
pelo menos, parcialmente solubilizado e distribuido nas primeiras camadas da
superficie do solo, o que o protegera contra perdas (DEUBER, 1992).

A degradacdo desse herbicida no solo ocorre por via quimica, microbiana e
por fotdlise. A degradacdo quimica promove dealquilacdo do grupo amino, reducao
do grupo nitro a amino, oxidacdo parcial do grupo trifluorometil e,
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subsequentemente, a degradacdo em fragmentos menores. A degradacéao
microbiana pode ocorrer em condi¢cdes aerdbicas e anaerdbicas (Figura 2). No
entanto, observa-se que a degradacdo ocorre, principalmente, em condi¢cdes
anaerobicas, como a observada em solos de drenagem insuficiente, quando as
chuvas sado sucessivas. Em condicdes anaerdbicas, em um mesmo periodo de
tempo, 98% da trifluralina degrada-se, enquanto que em condi¢des aerdbicas s6 se
decompde 25% do produto. Dentre os fungos com capacidade de degradar o
herbicida trifluralina temos o Sclerotium rolfsii, Aspergillus niger, Fusarium sp e
Tricoderma sp (RODRIGUES e ALMEIDA, 1998).

CF, CF,
—_—
0, NO, 0, NO,
N NH,
VAN
A H  CH,
CF, CF,
0, NO, H, NH,,
N NH,
H7C3/ \03H7
Trifluralina CFS /
\ e
NH,
H C/ \ CH, CsH7

Figura 2: Degradacao microbiana do herbicida trifluralina por via aerébica (A) e
anaerobica (B). Extraido de AUDUS (1980).

O herbicida trifluralina também é sensivel a degradagdo pelos raios

ultravioletas e sua volatilizagcao também é um dos fatores importantes da perda do
produto no solo (SELIM e ZHU, 2002; CYNDY et al., 2004). A fotodecomposicédo da
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trifluralina geralmente envolve 3 processos: dealquilacdo oxidativa da propilamina,

ciclizacao e reducao do grupo nitro (Figura 3) (DIMOU et al., 2004).

NO, NO,
7 NH NH
—
F, \\ NO, E N,

NO, NO,

=T
=

O, E NH,

NO,

H
N, N,

\ \,
0~ L~
F.€ L F.C W

®

®
l l

LO-— LI
L07—K

Figura 3: Fotodegradacdo do herbicida trifluralina. 'ND = Substancia ndo detectada
na fonte. Esquema modificado de DIMOU et al. (2004).
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O primeiro produto da fotdlise da trifluralina, de acordo com DIMOU et al.
(2004) e ilustrado na Figura 3, parece ser um mono-dealquilado derivado do
composto principal, originando o composto 1. A dealquilagdo € atribuida a oxidagao
pelo radical livre. Outro intermediario da fotodegradacédo parece ser formado por
reacdes de ciclizagdo. Os compostos médios 4 e 5 sdo formados, aparentemente,
pela reacdo entre a propilamina do carbono o da ftrifluralina e o grupo NO, do
composto 1 e s&o identificadas as 2— etil -7nitro-1-propil-5 (trifluorometil)- 7H-
benzimidazol e 2-etil-4 nitro-6- (trifluorometil)- TH-benzimidazol, respectivamente. O
dealquilado benzimidazol (composto 4) € o fotoproduto mais estavel, podendo
persistir no ambiente por um tempo maior, possibilitando a sua deteccdo. Este
produto pode ser formado pela reacédo de dealquilagdo do composto 5.

Os compostos 4 e 5 podem ser reduzidos em agua por mecanismos nao
muito claros (CROSBY, 1972), direto da formagéao de aril hidroxilamina (KLUPINSKI
et al., 2003) para formar o composto 6 e 7, respectivamente. Esses produtos
também foram formados durante a degradacao quimica da trifluralina (KLUPINSKI et
al., 2003). Os compostos 2 e 3 sao formados pela redugcao do grupo NO, para NH-
do composto 1 e 2,6-dinitro-4-(trifluorometil) benzenamina (composto ND),
respectivamente. Esses compostos tém sido formados durante a degradacao
quimica da trifluralina (KLUPINSKI et al., 2003), mostrando que esta rota acontece
também em outros processos, além da fotodegradacao (DIMOU et al., 2004).

A persisténcia média do herbicida trifluralina no solo para as doses
recomendadas em condi¢cdes de campo é de 1,8 ppm de residuo apds 180 dias da
aplicagédo (ALMEIDA, 1985). No entanto, segundo o0 mesmo autor essa persisténcia
pode variar de acordo com o tipo de solo e as condicdes climéaticas.

1.2.2.2 - Na agua

A contaminacado da agua pela trifluralina pode ocorrer, eventualmente, por
lixiviagdo de sedimentos, durante a limpeza de equipamentos ou por derrames
acidentais. No entanto, somente 0,5% da quantidade aplicada no solo é lixiviada e
pode vir a contaminar fontes aquiferas. Essa porcentagem representa uma

contaminacao muito baixa da agua, representando concentracées menores que 1.0
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ug L. Conseqlientemente, o herbicida trifluralina ndo é comumente detectado em
aguas superficiais (GROVER et al.,1997; ZIMMERMAN et al., 2000).

DAYAMA e COUPE (1997), THURMAN et al. (1998) e ZIMMERMAN et al.
(2000) em suas analises no Rio Mississipi detectaram taxas extremamente baixas do
herbicida trifluralina (menores que 0,1 g L"). Uma vez que esse herbicida é
amplamente utilizado, os autores afirmam que as baixas concentracdes do herbicida
detectadas em aguas superficiais podem ser atribuidas a sua baixa mobilidade no
solo e a baixa solubilidade em &gua (menor que 1 mg L™).

De acordo com a revisdo da resolugdo do CONAMA n° 020/86, sobre
Classificacao e Enquadramento de corpos de agua, o valor maximo aceitavel de
trifluralina nos corpos de &gua é de 0,2 ug L' (CONAMA, 2003). O Brasil apresenta
uma legislacdo que também regulamenta os niveis maximos de agrotdxicos em
agua potavel, baseados em sua periculosidade. Esses dados estdo regulamentados
na Portaria n° 1460, de 29 de dezembro de 2000, e estabelece que a quantidade
maxima aceitavel de ftrifluralina na agua de beber deve ser igual ou menor que
20 ug L. No entanto, a USEPA (2001) e a legislacdo da Comunidade Européia
(EC., 1982) estabeleceram um valor bem mais baixo, 2 ug L' e 0,1 pg L7,

respectivamente.
1.2.2.3 - No ar

GROVER et al. (2000) afirmam que o herbicida trifluralina é dissipado
rapidamente na atmosfera. Dependendo da estagdo, cerca de 25% do produto
aplicado é volatilizado, mas sdo encontrados no ar, no maximo, 2-3 yg m*, de
trifluralina, logo apés a aplicagdo, diminuindo para menos que 100 ng por m™ apés
algumas horas (WAITE et al., 2005). Segundo a Agéncia de Protecdo Ambiental dos
Estados Unidos (USEPA, 1993), foram encontrada na atmosfera do Canada, entre
os anos de 1988-89, uma concentracdo média de 0,27 ng m™ de herbicida no ar,
com uma variacéo de 0,0 a 3,4 ng m™.

MONGAR e MILLER (1988) afirmam que as baixas concentragcoes

encontradas desse herbicida na atmosfera se devem a rapida reacgao da trifluralina
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com radical hidroxila ("OH) e a reacdo de fotélise que promove a degradagdo do

produto.

1.3 - TECNICAS APLICADAS A ANALISE DE PESTICIDAS

1.3.1- METODOS CROMATOGRAFICOS

Tradicionalmente a andlise de residuos de pesticidas em amostras ambientais
€ realizada utilizando-se Técnicas Cromatograficas. Estas constituem uma familia de
técnicas relacionadas a separacao e andlise de uma larga variedade de amostras
ambientais e sdo muito importantes em fungéo da facilidade para separar, identificar
e quantificar as espécies presentes na amostra através da utilizacdo de detectores
especificos. A quantificacdo pode ser realizada apenas com a utilizacdo de
detectores cromatograficos ou em conjunto com outros métodos, como
espectroscopicos e eletroanaliticos (COLLINS, 1990). A tabela 3 apresenta alguns

pesticidas e as técnicas cromatograficas utilizadas para sua deteccao.

Tabela 3: Analises de alguns pesticidas através de técnicas cromatograficas.

Pesticida Técnica | Amostra LD Referéncia
Organoclorados CG/DCE Aguas CHAGAS et al.,
fluviais - 1999.
Diclorvos CG/DCE | Vegetais CHEN et al.,
1,0 ug L™ 2002.
Diclorvos, HPLC/UV | Folhasde | 5,0;2,0 e 2,0
isocarbovos e HPLC/CL | plantas ugL™ HUANG et al.,
paration metilica respectivamente 2002.
Atrazina e 4 TOMKINS, B.A e
pesticidas SPME Agua 2-8ug L ILGNER, R.H.,
organofosforados 2002
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Tabela 3: Continuacao.

Introdugdo

Determinacéo de EFS- Agua 0,5-3,0ng L’ | NOGUEIRA,J.M.F
tracos de carbamatos | CLAE-EM B., 2003.
Analise de pesticidas | EFS— Agua 0,5-3,0 ng L™ NOGUEIRA,

neutros CLAE J.M.F. etal.,
2004.
monocrotofds e CG-EM- Aguas 4,8 e 5,0 ppt

parationa metilica SPE fluviais | respectivamente

para parationa | PINHEIRO 2004.
metilica
Atrazina e CG-EM e 0,inglL’” DORES et al.,
Simasiana HPLC 2006.
Trifluralina CG-EMe 5,0ng L™ DORES et al.,
HPLC 2006.

1.3.2- METODOS ELETROANALITICOS

As técnicas eletroanaliticas sugiram como uma ferramenta importante para

analise de pesticidas. Estas técnicas podem ser resumidas como a resposta da

variacdo de corrente que circula pelo circuito elétrico em funcdo de uma dada

variacao de potencial aplicada ao eletrodo de trabalho (VAZ et al., 1996). A principal

vantagem destas técnicas € a possibilidade da medida ser feita diretamente na

amostra sem separacdoes prévias. Esta vantagem, aliada ao curto tempo na

realizacdo das analises, ao baixo custo da instrumentagcdo e dos materiais utilizados

em comparagdo com métodos cromatograficos e, principalmente, a sensibilidade

que as técnicas eletroanaliticas apresentam em relacao a presenca de interferentes,
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fez com que esta metodologia comecasse a ser utilizada na analise de residuos de
pesticidas em agua, solo, alimentos e até mesmo fluidos biolégicos (SZCZEPANIAK
et al., 1995).

O desenvolvimento tecnolégico gerou grande avang¢o da instrumentacéo
eletroanalitica, o que contribuiu intensamente para a melhoria da sensibilidade
destes métodos. Atualmente os limites de deteccao ja podem ser comparados aos
dos métodos cromatograficos, quando se utilizam técnicas de Pulso e de
Redissolugdo. Em eletroanalitica, cada espécie possui um potencial de oxidagéao
e/ou reducdo particular, em uma determinada condicdo, o que minimiza a
interferéncia de outras espécies.

A utilizacao de técnicas eletroanaliticas depende da presenca, na estrutura do
composto a ser analisado, de grupos ou sitios eletroativos, que sdo 0s grupos
passiveis de sofrerem processos de reducao e/ou oxidagdo. No entanto, é possivel
tornar um composto nao eletroativo em um composto eletroativo, pela substituicao
ou adicdo de um grupo eletroativo, eliminando assim uma das limitagdes ao uso
destas técnicas. A Tabela 4 apresenta um resumo de alguns trabalhos publicados

com utilizacao de técnicas eletroanaliticas.
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Tabela 4. Aplicacao das técnicas eletroanaliticas em estudos envolvendo analise de

pesticida.
Pesticida Técnica Amostra Referéncia
Nitropesticidas DC e VPDVR | Etanol/agua; KOUTOUCEK e
DMF/4agua; OPRAVILOVA, 1996.
Nitralin VOQ-AdS metanol/agua
VPD-CV Agua ARRANZ et al., 1997.
Aletrin VPD-HMDE Solventes nao
aquosos COOMBER et al., 1997.
Sulfoniluréia VPD Agua
DREVINEK e HORAK,
Imazaquim PPD e VPD 1997.
Folpet e Captafol | VPD Solo MORAES et al., 1997.
Agua CARABIAS-MARTINEZ et
Tralometrin e | VC al., 1998.
tralocentin Agua COOBER et al., 1998.
Benzaton vVOQ
Formulacao GARRIDO et al., 1998.
Dicarboxiamidas | VC e DC comercial
Trifluralina VPD-AdS Agua POSPISIL et al., 1999.
Deltrametrina PPD e VC Agual/etanol RADI, 2000.
Vegetais, trigo e | SAMATHA e SREEDHAR,
Buprofezin VPD-AdS arroz 1999.
Paration vVOoQ Agua e solos IBRAHIM et al., 2001.
Clorofendis VC e EQCM | Agua ZEN et al., 1999.
- URETA-ZANARTU et al,
Imidacloprid VOQ-AdS 2001.
N-metilcarbamato - Agua GUIBERTEAU et al., 2001.
4-clorofenol vVOQ Agua FUJISHIMA et al., 2002.
Picloram vVOoQ Agua AVACA et al., 2003.
Paration PPD Agua MACHADO et al., 2003.
Solos CASTANHO et al., 2003.
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Tabela 4: Continuacao.

Paraquat VOQ Agua MACHADO e SOUZA, 2003

Diclorvos VOQ Agua OLIVEIRA E MACHADO,
2004.

Lambda-cialotrin | VC e VPD Agua e solo OuUDOU et al., 2004

Organofosforados | VOQ Agua LIU e LIN, 2005

No Brasil, segundo VAZ et al. (1996), sdo poucos os trabalhos de
monitoramento de pesticidas em aguas, solos e alimentos ou estudos basicos
usando métodos eletroanaliticos para o entendimento da interagdo desses produtos
com o ambiente, se levarmos em consideragdo que o pais ocupa atualmente a
posicao de terceiro maior usuario mundial de pesticidas. Em um estudo comparativo,
VAZ et al. (1996) observaram que alguns pesticidas necessitam de andlise em
meios fortemente acidos, pois a sua detec¢do depende de uma protonacao prévia
para desestabilizar a molécula, como é o caso da atrazina, simazina e ametrina.
Outro fator que chamou atencao dos autores foi o grande numero de trabalhos que
utilizavam solug¢des puras de laboratorio como eletrélitos. Neste caso, eles acreditam
que o desenvolvimento de metodologias de analise é muito mais facil nessas
condicoes, mas suas aplicagdes em matrizes naturais sdo, em geral, possiveis de
serem realizadas, desde que as influéncias de interferentes na resposta

eletroanalitica sejam cuidadosamente estudadas.

1.4-TECNICAS ELETROQUIMICAS UTILIZADAS

1.4.1- Consideracoes Gerais

A eletroquimica refere-se a fenébmenos quimicos associados a transferéncia
de elétrons, que podem ocorrer homogeneamente em solugdo, ou
heterogeneamente na superficie do eletrodo (BRETT et al., 1996).

A eletroquimica pode oferecer opcdes viaveis para remediar problemas

ambientais, particularmente efluentes aquosos. A tecnologia eletrolitica € capaz de
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oxidar ou reduzir ions metalicos, cianetos, compostos organoclorados,
hidrocarbonetos aromaticos e alifaticos. Neste processo o elétron € o principal
agente de transformagdo quimica, evitando o uso de compostos quimicos que
podem ser téxicos (BOUDENNE e CERCLIER, 1999).

O processo eletroquimico baseia-se na aplicacdo de um potencial capaz de
oxidar ou reduzir substratos de interesse. A eletro-oxidacao direta de compostos
organicos ocorre, muitas vezes, em potenciais altos e, em meio aquoso, a reacao de
evolucdo de oxigénio €& um caminho competitvo com a degradacao.
Semicondutores imobilizados em eletrodos tém sido empregados para diminuir esta
competicdo. Varios semicondutores, entre eles SnO,, tém apresentado excelente
eficacia eletroquimica quando empregados como elemento modificador de eletrodos,
por apresentarem alta condutividade e estabilidade em solugbes aquosas acida,
neutra ou basica (LIPP e PLETCHER, 1977).

No caso de oxidagao indireta, a reacao ocorre com espécies que sao geradas
eletroquimicamente e que sao capazes de oxidar os poluentes organicos na solucao.
Algumas espécies com forte poder oxidante, como O3 e H20O,, tém sido detectadas
nos processos eletroquimicos (VLYSSIDES e |ISRAILIDES, 1997), ou
deliberadamente produzidas in situ (PLETCHER e DE LEON, 1995).

Uma das vantagens da eletroquimica em relagdo a quimica convencional é a
nao utilizacdo de grandes quantidades de reagentes nas andlises eletroquimicas,
além do facil controle de variaveis, que combinadas de formas diversas, levam as

técnicas eletroquimicas particulares.

1.4.2.- VOLTAMETRIA CiCLICA

A voltametria ciclica (VC) é uma técnica eletroquimica muito utilizada, capaz
de fornecer, rapidamente, informagées mecanisticas eletrédicas. E uma técnica de
varredura reversa de potencial, onde o potencial aplicado ao eletrodo é variado
numa velocidade conhecida, e ao atingir o potencial final desejado, a varredura é
revertida ao valor inicial, na mesma velocidade. Obtém-se, como resposta a essa

perturbacao, por exemplo, um par de picos, catédico e anddico (Figura 4).
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TRANSIENTE APLICADO RESPOSTA OBTIDA
Potencial i edp
E2 .
Corrente ‘
Tempo E; f
0.2 1 uly]:c 0.1 0.2
/ ’ Potencial
E, Ip

Figura 4: Técnica da VC. Perturbacgao aplicada e resposta obtida (GREEF et al.,
1985).

De posse dos parametros eletroquimicos mais importantes, ou seja, 0s
potenciais de pico catddico e anddico (Epc e Epa), as correntes de pico catédico e
anddico (/pc e Ipa) e os potenciais de meia onda (Ej/2) ou pico de meia altura (Epz),
pode-se analisar o processo eletrédico ocorrido. A dependéncia do potencial e da
corrente com a variacdo da velocidade de varredura, com a concentracao da
substancia eletroativa e a partir da adicao de eletréfilos, nucledfilos ou prétons, com
analise baseada em testes diagndsticos, permite obter informagbes importantes
como reversibilidade e irreversibilidade do processo de transferéncia de elétrons, a
presenca de reacbes quimicas acopladas, adsorcdo e fendbmenos cataliticos, além
de se poder caracterizar o fendbmeno que controla a corrente de pico (GREEF et al.,
1985).

Os testes diagndsticos para a caracterizacdo dos processos sdo descritos na
tabela 5. Geralmente a propria feicao da onda € indicativa de processo reversivel; a
presenca de um par de picos (catédico e anddico) de mesma altura, com potenciais
de pico separados por uma distancia de 59/n mV (caso as espécies oxidada e
reduzida sejam estaveis). Ja, o espectro eletroquimico de um sistema irreversivel,
evidencia a completa auséncia do pico reverso, apesar de esse nao ser o Unico

critério de analise.
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Introdugdo

Tabela 5: Testes diagnosticos em VC para processos reversiveis, irreversiveis e
quase — reversiveis (BARD e FAULKNER, 1996).

Reversiveis Irreversiveis Quase-reversiveis
1-AEy, = Epa — Epc = 59/n | 1-Auséncia de  pico | 1-f,; aumenta com v.
mv. reverso. 2- | halloe| =1se a=0,5.
2 | By~ Epel=59nmV. |2 |E — Eyel= 48/an| 3. AE, = 58/n mV e aumenta
3- | halloe| = 1. mV. com v.
4- E, independente de v. | 3- Epc desloca -30/an | 4. Epc desloca
5-hhoav' mv  por década de|negativamente com o
aumento de v. aumento de v.
4- e v

1.4.3- VOLTAMETRIA DE PULSO DIFERENCIAL (VPD)

Uma melhoria instrumental consideravel na discriminacdo da corrente
faradaica da capacitiva viria a ser conquistada com o desenvolvimento das técnicas
de pulso, principalmente a de pulso diferencial. Neste caso a instrumentacéo foi
desenvolvida de tal modo que as medidas de corrente e aplicacbes de potencial e
pulsos de potencial sejam realizadas em intervalos de tempo muito pequenos.

Na voltametria de pulso normal (VPN), escolhe-se um valor base de potencial,
Epase, Normalmente onde nao ha reacao faradaica, e aplica-se ao eletrodo.

A partir desse valor aplicam-se pequenos pulsos de amplitude crescente,
sendo o0 aumento de amplitude sempre igual. A corrente € medida no fim de cada
pulso, cuja duracdo varia normalmente entre 5,0 e 100 ms; o intervalo entre os
pulsos € de 2 — 4 s. A voltametria de pulso diferencial (VPD) é semelhante a VPN,
mas com algumas diferencas importantes (BRETT et al., 1996):

- O potencial —base € aumentado entre os pulsos, sendo esses aumentos
iguais.

- A corrente € medida imediatamente antes da aplicagéo do pulso e no fim do

pulso: registra-se a diferenca entre as duas correntes.
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- A duracéao de cada pulso varia normalmente entre 5,0 e 50 ms.
- O intervalo entre os pulsos € de 0,5 —-4,0 s.

A curva corrente — potencial esta representada na Figura 5.

m/r.'ra\?g " "‘“‘J -
—d

Al &

Af = T2y — I}

r._l

e e (T = 1)~ 5 == 50 ms

jLJULM

ey

-

2.
i
i

(A) N S (B)

Figura 5: Voltametria de Pulso Diferencial. (A) Esquema de aplicacdo de potenciais
(algumas vezes sobrepostas numa rampa, em vez de numa escada); (B) Perfil

corrente-potencial esquematico.

Dessa maneira, a corrente capacitiva € compensada, pois 0s seus valores
nos dois pontos onde a corrente é amostrada sdo muito préximos. O valor das duas
correntes esta separado de dois valores de potenciais por cerca de 50 a 100 mV
(que na verdade é o valor da amplitude do pulso de superposto).

A diferenca de correntes amostradas em (/1) e em (k) sera maior ao redor do
potencial de meia onda, onde uma pequena variacdo de potencial produzira uma
grande variacao de corrente. A diferenca dessas correntes aumentara até atingir um
valor maximo préximo do valor correspondente ao potencial de meia onda (Ey2) da
polografia classica. Apds este ponto a diferenca dos valores de corrente diminuira,
voltando ao valor da corrente de fundo e o polarograma tera forma de pico conforme

pode ser visto na Figura 5B.
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O potencial correspondente ao ponto maximo do pico € chamado de potencial
de pico, E,, e serve para identificar a espécie eletroativa (Figura 5B). O valor da
corrente correspondente ao E, € chamado de corrente de pico, k, que é proporcional
a concentracdo da espécie eletroativa, permitindo a sua determinacao quantitativa.
Em razao da corrente capacitiva ser compensada ao registrarem-se as diferencas de
corrente, a sensibilidade da técnica de pulso diferencial (DP) ultrapassa
significativamente a da polarografia classica ou DC, atingindo-se limites de deteccao
da ordem de 107 a 10® mol L. A resolugdo da técnica também é melhorada. Na
polarografia DC para que duas substancias eletroativas sejam simultaneamente
determinadas elas precisam apresentar uma diferenga de potenciais de meia onda
de pelo menos 200 mV. Ja na polarografia de pulso diferencial uma diferenca entre
os potenciais de pico (E,) de apenas 50 a 100 mV podera ser suficiente para a

determinacao simultanea.
1.4.4- VOLTAMETRIA DE ONDA QUADRADA (VOQ)

A voltametria de onda quadrada foi inventada em 1952 por Baker, mas foi
pouco utilizada nesse tempo devido as dificuldades com o controle eletrénico. Com
0S progressos na instrumentacdo, tornou-se uma técnica analitica importante
(BRETT et al., 1996). O esquema de aplicacdo de potenciais esta representado na
Figura 6. Trés parametros caracterizam a forma da onda: a altura do salto AE; a
amplitude da onda quadrada apq € 0 periodo da onda quadrada t (largura do salto).
Enquanto na VPD a velocidade de varredura efetiva vai de 1 a 20 mV s (nestes
casos, a v é definida como a razdo AE"/ tymp), na voltametria de onda quadrada a
velocidade de varredura pode atingir 5 V s™ (na VOQ, é definida como a razdo AE°®
/ t). Este fato confere vantagens a VOQ como técnica analitica, em termos de
rapidez de andlise, de menor consumo de reagente e da diminui¢cdo de problemas
associados ao bloqueio da superficie do eletrodo. Em VOQ, o regime de pequenos
pulsos simétricos e a amostragem de corrente efetuada no fim do pulso direto e,
depois, no fim do pulso inverso, faz com que a diferenca de corrente (Al = 1 — b,
Figura 6) seja zero para uma espécie eletroativa cujo transporte de massa seja
limitado por difusdo. Isto permite discriminar o sinal da espécie de interesse
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relativamente a sinais parasitas, como, por exemplo, o da reducdo de oxigénio
dissolvido, o que torna a técnica atrativa quando usada em aplicacdes analiticas. Por
outro lado, na VOQ o regime de amostragem permite obter, como resposta, trés
tipos de curva: a corrente amostrada no pulso direto (/1 ou k), a corrente amostrada
no pulso inverso (kL ou I) e o valor da diferenga Al= Iy — k. A Figura 7 representa
voltamogramas de onda quadrada para sistemas reversiveis e irreversiveis, com
separacao observada das correntes direta, inversa e resultante.

Os parametros caracteristicos dos voltamogramas s@o a corrente de pico I,
medida desde o zero, o potencial do pico E, e a largura do pico a meia altura, Wy.
Esta técnica apresenta picos bem definidos em concentragées da ordem de 10”7 mol
L. Acredita-se que a voltametria de onda quadrada, em virtude de nao ser afetada
por correntes capacitivas, pode ser utilizada em estudos cinéticos de sistemas
quimicos de concentracbes mais baixas do que aquelas utilizadas em outras
técnicas (ODEA et al., 1985; ECCLES, 1991).
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Figura 6: Representacdo esquematica da VOQ, onde: 1) potencial de forma de
onda; 2) escada de potencial; 3) forma de aplicagao do potencial na VOQ; 4) forma
da onda da corrente; 5) sinal da corrente; 6) corrente diferencial e 7) corrente total.
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Figura 7: Voltametria de Onda Quadrada (VOQ), perfil corrente-potencial

esquematico. (A) Sistema reversivel. (B) Sistema irreversivel.

1.5- ELETROLISE

Eletrélises sao também utilizadas para auxiliar nas definicbes mecanisticas.
Sao técnicas exaustivas que podem ser classificadas de acordo o parametro
controlado (corrente ou potencial). O potencial aplicado ao eletrodo de trabalho pode
ser mantido constante ao longo do processo. O sentido e a velocidade de uma
transferéncia eletrbnica entre uma fase sélida — o eletrodo e a solucao podem ser
controladas por meio de um potencial aplicado entre dois eletrodos. Na eletrélise,
esses dois eletrodos, catodo e anodo, estdo em contato com o meio condutor
(solvente/ eletrdlito de suporte) a reacao principal se processa no eletrodo chamado
trabalho. Se esta se realizar no catodo (reducéo), ha necessidade de um separador
para prevenir que os produtos obtidos no anodo interfiram no processo ou que o
produto reacional seja reoxidado (catodo e anodo em compartimentos separados,
cela dividida). O mesmo acontece no caso de oxidacdo, com separacao entre os
compartimentos, quando ha interferéncia do catodo. Existem processos em que
esses produtos podem permanecer no meio sem a presenca do separador (cela nao
dividida).
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Em eletrélises, determina-se a carga total desenvolvida no processo depois
que 99% da substéancia eletroativa foi consumida. Pode-se, assim, calcular através
das leis de Faraday, a quantidade de material eletrolisado ou o niumero de elétrons
envolvido na reacdo (a quantidade de substrato eletrolisado € proporcional a
quantidade de eletricidade passada). As andlises estruturais e da razado entre os
produtos dao importantes subsidios para a determinacdo do mecanismo de reacao
(NIYAZYNBETOQV et al., 1993).

1.6- PROCESSOS OXIDATIVOS AVANCADOS (POAs)

A utilizacdo de oxidantes fortes para descontaminacdo de agua € antiga. O
primeiro trabalho utilizando ozénio como desinfetante foi feito por De Meritens em
1886. Em 1972, Fujishima e Honda descrevem a oxidagdo da dgua em suspensao
de TiO, gerando hidrogénio e oxigénio e em 1976 foi publicado o primeiro trabalho
utilizando fotocatalise heterogénea na degradagéo de contaminantes, tanto em fase
aquosa quanto gasosa. Entretanto, somente em 1973, durante o primeiro Simpaosio
Internacional em Ozénio para o Tratamento de Aguas e Efluentes, foi usada a
terminologia “Tecnologias de Oxidacao Avancada”. Neste trabalho era usada a
combinacao entre ozénio e radiagdo ultravioleta para oxidar complexos de cianeto
(GALVEZ et al., 2001).

Estes trabalhos talvez tenham sido o ponto de partida para que essas
tecnologias fossem conhecidas e difundidas. Em 1998, a USEPA publicou o
handbook of Advanced Oxidation Processes, reconhecendo sua importancia, o que
acelerou ainda mais o desenvolvimento nesta area.

Os POAs foram definidos por GLAZE (1994) como processos que envolvem a
geracao de espécies transitérias de elevado poder oxidante, dentre as que se
destaca o radical hidroxila (*OH). Este radical apresenta alto poder oxidante
(E° homo = ~+2,8V, 25 °C) e baixa seletividade, possibilitando a transformacéo de
um grande numero de contaminantes toxicos, em tempos relativamente curtos
(MALATO et al., 2002; KUNZ, 2002).

A elevada eficiéncia destes processos pode ser atribuida a fatores
termodinamicos, representados pelo elevado potencial de reducdo do radical
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hidroxila (Tabela 6), e cinéticos, favorecidos pela elevada velocidade das reacdes
radicalares.

A literatura apresenta um grande numero de processos que podem ser
utilizadas para geracdo in situ de radical hidroxila (LEGRINI et al, 1993). S&o
processos limpos e nao seletivos podendo degradar inUmeros compostos, mesmo
em uma mistura complexa. Além disso, podem ser usados para destruir compostos
organicos tanto em fase aquosa, como em fase gasosa ou adsorvida numa matriz
sélida. Os radicais hidroxilas podem ser gerados através de reagdes envolvendo
oxidantes fortes, como 0z6énio (O3) e perdxido de hidrogénio (H20,), semicondutores,
como diéxido de titanio (TiO,) e 6xido de zinco (ZnO) e irradiacao ultravioleta (UV)
(MANSILLA et al, 1997). Os processos que contam com a presenca de
catalisadores soélidos sdo chamados heterogéneos, enquanto que os demais séo
chamados homogéneos. Os principais sistemas de POA sao apresentados na
Tabela 7.

Tabela 6: Potenciais de Redugéo de Algumas Espécies.

POTENCIAL DE REDUCAO (V, 25°C)
ESPECIE Referéncia Eletrodo do Normal de
Hidrogénio
F 3,06
*OH 2,80
O ( oxigénio atémico) 2,42
2,07
Os
1,77
H>0-» ’
KM“04 1,67
1,
Cl, 36
0,54
P}
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Tabela 7: Sistemas mais Estudados para a Geracao de Radicais Hidroxila.

SISTEMAS HOMOGENEOS SISTEMAS HETEROGENEOS
Com irradiacao | Sem irradiacao Com irradiacao Sem irradiacao
HoOo/UV O3/HO Catalisador/UV Eletro-Fenton
Os/UV O3s/H20, Catalisador/UV/H>0, Eletroquimico
Ultra-som Fe*?/H,0, Fotoeletroquimico
Fe*?/H,0,/UV
ou Vis

Fonte: HUANG et al., 1993.

Os POA apresentam uma série de vantagens, podendo-se citar:

v Mineralizam o poluente e nao somente transferem-no de fase;
Sao muito usados para compostos refratarios a outros tratamentos;
Transformam produtos refratarios em compostos biodegradaveis;
Podem ser usados com acoplados a processos (pré e pés-tratamento);
Tem forte poder oxidante, com cinética de reacao elevada;
Geralmente ndo necessitam um pds-tratamento ou disposicéao final;

RN NN R

Tendo sido usado oxidante suficiente, mineralizam o contaminante e nao

formam subprodutos;

(\

Geralmente melhoram as qualidades organolépticas da agua tratada;

\

Em muitos casos, consomem menos energia, acarretando menor custo;

v" Possibilitam tratamento in situ.
1.6.1- REAQI"\O DE FENTON

Dentre os processos oxidativos avancados, um dos mais promissores é
baseado na reacdo de Fenton. Descrito pela primeira vez em 1894, o processo
consiste na geracao de radical hidroxila, a partir da reacdo entre ions ferrosos (Fe*?)
e H2O: (equacdo 1), cuja velocidade de reacdo é de 70 mol L' s (NEYENS e
BAEYENS, 2003).

Fe+2(aq)+ H202(aq)—> Fe+3(aq) + HO'(aq) + HO® (equagéo 1)
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Esta reacdo pode ser inteiramente monitorada por eletroquimica. Para isto é
suficiente introduzir uma quantidade catalitica de ions férricos dentro da solucao
inicial. O peréxido de hidrogénio e os ions ferrosos sao simultaneamente gerados no
catodo eletrodo trabalho em um potencial de -0,5 V (SCE), de acordo com as
seguintes reagdes eletroquimicas:

O2 + 2H" + 26 — H20, E°=0,69 V (ESH) (equacao 2)

=0
Fe® + e = Fe* E°=0,77 V (ESH) (equacéo 3)

A reacao de fenton (equacdo 1) toma lugar em meio homogéneo conduzindo
para a formacao de radicais hidroxilas. A reacao anddica é a oxidacao da agua para
oxigénio molecular (equacdo 4) que €& usada para producdo de perbxido de
hidrogénio (equacéao 2) necessario para reacao de fenton.

2H,0 = O + 4H+ + 4e- (equacao 4)

A equacao quimica correspondente ao processo eletro-fenton pode ser obtida

pela soma das reagdes (1) — (4):
120 + H,O — 2HO® (equacéo 5)

As equacdes 1 e 3 sumarizam as caracteristicas cataliticas do processo
eletro-fenton: o ion ferroso ndo aparece na equagao e 75% do oxigénio usado pelo
sistema € produzido pela reacdo anddica. A producado de 2,0 mols de radicais
hidroxilas requer somente o consumo da metade de mols de oxigénio. A Figura 8

mostra dois ciclos cataliticos que toma lugar durante este processo.
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luz0,+2H"

Fe®* oH’

Figura 8: Representacdo esquematica da producao eletrocatalitica dos radicais
hidroxil através do processo eletro-fenton.

1.6.1.1- Fatores Condicionantes da Reacao

Um fator preponderante € a concentracao de ferro. Na auséncia de ferro nao
ha qualquer evidéncia de formacao de radicais hidroxilas quando se adiciona, por
exemplo, apenas H>O, a uma 4gua residual. Existe, no entanto um teor 6timo de
catalisador de ferro no meio reacional, o que permite que o tempo de reacdo nao
seja demasiado longo (US Peroxide, “ Peroxide Applications”, www.h202.com.2000).

Além da concentracdo e natureza dos reagentes, diversos sao os fatores que
afetam diretamente esta reagéo. A temperatura, por exemplo, é também importante,
sendo tipicamente utilizadas temperaturas na faixa dos 20 — 40°C (BIGDA, 1995).

O controle do pH do meio reacional € também extremamente importante,
sendo o pH 6timo 3,0 para que a reacao ocorra com eficiéncia, o0 que muitas vezes é
dificil de ser obtido em matrizes ambientais e que ainda pode causar perturbagdes,
ainda mais graves, que a prépria contaminagdo em si. Convém por isso controlar
cuidadosamente o pH de forma que este se mantenha em 3,0 (BIGDA, 1995), isto é
para se evitar a precipitagcdo de oxi-hidroxidos férricos (NEYENS e BAYENS, 2003,
PEREZ et al., 2002), podendo, entretanto, ser significativamente estendida com o
uso de formas suportadas de ferro Il e Il (FENG et al., 2006).
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Embora diversos estudos relatam o sistema fenton como alternativa simples e
eficiente para a degradacdo de poluentes recalcitrantes, a sua capacidade de
mineralizagao é reduzida (GUTOWSKA et al., 2006).

1.7- QUITINA / QUITOSANA

A quitosana € um polimero natural proveniente da reacao de desacetilacéo da
quitina, um dos mais abundantes polissacarideos encontrados na natureza. A quitina
é proveniente principalmente de exoesqueletos de moluscos (camarao, caranguejo e
lula), sendo um polissacarideo de cadeia linear constituido por unidades de 2-
acetamida-2-deoxi-D-glicopiranose que, a exemplo do que ocorre na celulose com
suas unidades de 2-deoxi-D-glicopiranose, sdo unidas por ligagdes glicosidicas. A
férmula estrutural da quitina € muito similar a da celulose, exceto que os grupos
(-OH) na posicado 2 foram substituidos por grupos N-acetil-glucosamina
(-NHCOCHj3), (Figura 9). A semelhanca estrutural é refletida nas fun¢des similares
desses polimeros na natureza, onde ambos atuam como material estrutural.

Em 1811, a quitina foi descoberta em cogumelos pelo professor francés Henri
Braconnot, sendo denominada primeiramente como fungina. Odier, em 1823 isolou
um residuo insoluvel de insetos, chamando-o de quitina, sendo este nome derivado
da palavra grega “Chiton”, que significa carapaca ou caixa protetora. A quitina
contém nitrogénio em sua estrutura, o que foi descoberto somente em 1843 por
Payen. Rouget descobriu, em 1859, a quitosana através da ebulicdo de uma solucéo
de hidréxido de potassio com quitina, sendo que a quitina € precursora da quitosana,
e sua maior aplicacdo € na producdo da mesma (SHAHIDI, et al, 1999; KUMAR,
2000; POLYMAR, 2004).
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Figura 9: Representacao esquematica das estruturas de celulose e quitina.

A quitina ocorre em trés formas diferentes denominadas o, B e v, as quais
diferem no arranjo de suas cadeias. A forma o, encontrada principalmente em
crustaceos, insetos e fungos, apresenta um arranjo alternado de cadeias paralelas e
antiparalelas. A ocorréncia da forma [ € menos comum, sendo encontrada
exclusivamente em organismos marinhos como, lulas e algas microscopicas e
possui um arranjo de cadeias paralelas. A forma y ainda ndo foi completamente
caracterizada, mas sugeriu-se um arranjo de duas cadeias paralelas e uma
antiparalela (ROBERTS, 1992; RATHKE e HUDSON, 1994). A forma o é dominante
e mais estavel que as outras duas B e y, mas estas ultimas podem ser convertidas a
forma o através de tratamentos adequados (SIGNINI, 1998).

Como citado anteriormente, da reacdo de desacetilagdo parcial da quitina
obtém-se a quitosana, um polieletrélito catibnico (em meio acido), que
estruturalmente é um polissacarideo linear com um ndmero variavel e
randomicamente localizado de grupos N-acetil-glucosamina. Dependendo da fonte
e procedimentos de preparacdo, seu peso molecular médio pode variar entre 50 e
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1000 Da e as preparacdes comerciais tem graus de desacetilacao variando entre 50
— 90%. Uma definicdo mais moderna de quitina e quitosana € que ambas tém a
mesma estrutura quimica, uma série de copolimeros lineares de 2-acetamino-2-
deoxiglicose e 2-amino-2-deoxi-D-glicose. As diferencas residem em que a
quitosana é soluvel em solucdo acida diluida e a quitina ndo, e a fronteira entre
ambas é o grau de desacetilacdo, que quando maior que 60% a quitina passa a ser

chamada de quitosana (Figura 10).

Figura 10: Representacdo esquematica da estrutura de quitosana, com x

representando o grau de acetilacéo.

Todas as propriedades fisico-quimicas apresentadas pela quitosana
(solubilidade, viscosidade, comportamento polieletrolitico e outros) dependem do
grau de acetilacdo, da distribuicdo de cargas ao longo da cadeia e da massa molar
do polimero, que sao propriedades que podem ser controladas durante a reacao de
desacetilagdo. As propriedades de retencdo de agua e a biodegradabilidade da
quitosana podem ser controladas também por ligagdes cruzadas entre suas cadeias.

Nas cadeias de quitosana os atomos de nitrogénio estdo na forma,
principalmente de grupos amino alifaticos primarios e, assim, sofrem reacoes tipicas
de aminas. Os grupos amino desacetilados, quando protonados (pH< 6,0), sdo os

responsaveis pelas cargas positivas que tornam a quitosana um polication.
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Os grupos amino estao totalmente protonados em pH ~ 3,0. Para o caso de
poliaminas, quanto maior o niumero de grupos protonados na cadeia, devido a
repulsdo eletrostatica entre eles, maior sera a facilidade de dissociacdo do acido
conjugado, R-NH3", (pois uma vez nessas condigdes ocorre maior hidrofilia, portanto
maior absorcao de agua). Devido a alta densidade de grupos aminos, a quitosana é
um bom agente coagulante e floculante, podendo interagir com substancias
carregadas negativamente tais como proteinas, corantes e polimeros.

A quitosana, embora insolivel em meios aquosos neutro e basico, dissolve-se
em &cidos organicos (acético, formico, latico) ou inorganicos (HCI), resultando em
solugdes viscosas. Amostras comerciais geralmente sdo solUveis somente em
solucdes aquosas de pH menores que 6,0. A insolubilidade em agua das amostras
de quitosana pode ser uma vantagem para certas aplicagdes, mas pode complicar o
uso em outras aplicagdes, como por exemplo, efeitos biolégicos em pH fisiolégico.

A versatilidade de poder ser transformada em filmes, membrana, fibras, gel,
pasta, tabletes, microesferas, assim como flocos, pé ou solugcdes tem possibilitado
as inumeras aplicagbes comerciais, industriais, ambientais e biomédicas da
quitosana (SHAHIDI et al., 1999; KUMAR, 2000; RABEA et al., 2003; POLYMAR,
2004; PADETEC, 2004). Ha alguns anos, as principais aplicacdes da quitosana
eram na remoc¢ao de sedimentos de agua, quelagao de ions metalicos e na industria
de alimentos. Atualmente a quitosana vem sendo bastante utilizada na producgéo de
cosmeticos, medicamentos, aditivos alimenticios, membranas semipermeaveis e no
desenvolvimento de biomateriais, tanto na medicina como na odontologia.

Ha cerca de trés décadas a quitosana esta sendo usada em processos de
purificagdo de agua, principalmente devido a propriedade quelante (remocéo de ions
metalicoos), bem como no tratamento de agua para a remocéao de 6leo.

Na industria alimenticia é usada como estabilizante de gordura e aroma,
aditivo, preservacao e conservacao. Em cosméticos a quitosana é empregada em
produtos para cuidados da pele devido ao efeito umuctante, para cabelos por
oferecer protecdo e efeito antieletrostadtico, como também ¢é usada para
encapsulamento de fragrancias, pigmentos e ingredientes ativos (POLYMAR, 2004;
PADETECGC, 2004).
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1.7.1- QUITOSANA FUNCIONALIZADA

A quitosana é utilizada em descontaminagao ambiental principalmente para a
remocao de poluentes organicos e inorganicos; sua capacidade adsortiva, contudo,
depende da fonte da quitina, do grau de desacetilacdo e da massa molar. Outra
limitacdo é que por conter em sua molécula grande quantidade de grupos amino
passiveis de ionizagdo em meio acido, ela se apresenta solivel em pH abaixo de
5,5. Dessa forma, a quitosana vem sendo tentativamente modificada com grupos
funcionais especificos com o objetivo de gerar compostos mais estaveis em
condicoes acidas e aumentar seu poder de adsorcao.

A versatilidade da quitosana ndo esta limitada somente a sua modificacéo
fisica, uma vez que pode ser utilizada sob diferentes formas, tais como gel, esferas
ou fibras. Por conter um grande numero de grupos reativos (hidroxila, acetamido,
amino) quitina e quitosana podem sofrer varios tipos de modificacées quimicas,
produzindo diferentes derivados polissacaricos com aplicacées especificas (CRINI,
2005; KURITA, 2001). Em processos de descontaminacao de aguas, a modificacdo
de quitosanas visa em aumentar o seu poder de adsorgcdo, pelo uso de agentes
“cross-link”, tornando-as menos soluveis em meio acido. O glutaraldeido € um dos
reagentes mais utilizados em ligacbes cruzadas com a quitosana e é utilizado
principalmente para auxiliar em processos de imobilizagdo de enzimas (Figura 11)
(OLIVEIRA e VIEIRA, 2006).
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Figura 11: Esquema da reacao entre quitosana, glutaraldeido e enzima peroxidase.

Quitosanas também foram funcionalizadas com mercaptano [N—(2-hidroxi-3-
mercaptopropilquitosana e 6-O-(mercaptoaceto-N-acetilquitosana)], derivados esses
que exibiram alta capacidade de adsorcdo de ions mercurio (CARDENAS et al.,
2001). A modificacdo da quitosana com o acido poliacrilico (PAA), também resultou
no aumento da adsorcdo, em relagdo a quitosana, de ions chumbo com valor
maximo de adsorcao observado em pH 4 (LI e BAI, 2006). A quitosana N-succinilada
mostrou-se um material Util para adsor¢cdo de cobre (LIMA et al, 2006). A
imobilizagdo de nanoparticulas, principalmente de ouro, melhorou significativamente
0s processos de imobilizacdo de enzimas em quitosana aumentando o desempenho
de biossensores utilizados na andlise de perdxido de hidrogénio e pesticidas (CAl,
2007; LEl et al., 2003).

36



Acdcia M*® dos Santos Melo Introdugdo

1.7.2- QUITOSANA COMO ADSORVENTE

Varios métodos podem ser aplicados na remocao de poluentes da agua (TSAI et
al, 2005); dentre esses, um método fisico muito utilizado é o de adsor¢cdo em
sélidos. A adsorcao € definida como o acumulo de moléculas na interface, onde a
concentracao interfacial da espécie adsorvida é diferente daquela que esta no seio
do liquido. A adsorcdo de uma substancia a partir de uma solucao é a combinacao
de dois processos (LYKLEMA, 1994), em que a transferéncia de espécies da
substancia do interior do liquido para interface ocorre apenas com a transferéncia de
um volume equivalente de solvente da interface para a solugédo. Assim, adsorcao a
partir de uma solugdo é um fendmeno de troca. Varias superficies sélidas podem ser
utilizadas como adsorventes: silica, 6xidos minerais, carbono ativado, polimeros e
fibras sintéticas e naturais. O adsorvente preferido para descontaminagcédo de agua €
0 carvao ativado; no entanto, sua ampla utilizacao esta limitada devido ao elevado
custo. Dessa forma, na tentativa de diminuir os custos, € grande a procura por novos
adsorventes, como, por exemplo, a quitosana, que propiciem menor custo no
tratamento de aguas (CRINI, 2006).

A quitina nativa tem em torno de 10% de grupos amino (VIEIRA et al., 1997) e
€ facilmente obtida. Por apresentar o grupo amino acetilado, contudo, comporta-se
com uma baixa capacidade de adsorcédo (LIMA e AIROLDI, 2004). Por esse motivo,
torna-se indispensavel sua desacetilacdo para obter a quitosana. A conversdo da
quitina em quitosana nao implica em elevacéao significativa de custo, que permanece
muito baixo em comparag¢ao ao custo do carvao ativo. Aumenta, por outro lado, a
capacidade adsortiva da substéncia em relacdo a da substancia-mae (quitina),
justificando o gasto.

A quitosana tem capacidade de remover fendis de aguas contaminadas.
TAKAHASHI et al. (2005) utilizaram uma p-quinona como molécula-modelo e
investigaram a capacidade adsortiva da quitosana com base em sua massa
molecular relativa, Mr, e seu grau de desacetilacdo. As melhores condicoes
encontradas para realizacdo desse processo foram: quitosana com Mr em torno de
1,24 x 10° g mol”" e com um grau de desacetilacdo entre 83,1 e 88,6 % e em pH

alcalino.
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A quitosana também mostra excelente desempenho na remocao de corantes
de aguas contaminadas. BLACKBURN (2004) mostrou que a quitosana com
diferentes Mr (baixa, média e alta) remove corante (Reactive Red 238 e Acid Blue
193) de aguas contaminadas com excelente eficiéncia (faixa de 74 a 99 %) e isto foi
atribuido a combinacao de interacbes intermoleculares, tais como eletrostatica, Van
der Waals e ligacao de hidrogénio. DOS ANJOS et al. (2002) também verificaram
que o corante Indigo Carmine (IC) foi removido da solucao pela quitosana pela
interacdo com os grupos amino protonados dela. Ambos os modelos de adsorgcéo de
Langmuir e Freundlich sugerem que a interacdo de corantes IC com quitosana
ocorre sobre uma superficie heterogénea, formando uma monocamada de corante.

Uma outra classe de compostos para 0s quais a quitosana apresenta um
grande potencial de remoc¢ao de aguas contaminadas é a dos pesticidas.

O grupo de pesquisa em eletroquimica da Universidade Federal de Alagoas
desenvolve atividades de pesquisa quanto a interacdo de alguns pesticidas com
quitosana; o que mais se destacou foi o herbicida trifluralina (TRF). Com a utilizacao
dos herbicidas, o solo fica contaminado e os residuos sdo levados para aguas de
rios e lagos através das aguas das chuvas. Assim, a presenca desses residuos
nessas aguas pode causar sérios problemas ao ecossistema, levando a
necessidade de sua remocéao. Informacdes sobre calor de adsorcao em relacdo a
quitosana e estrutura do herbicida sdo de suma importancia, podendo revelar o
mecanismo de adsorcao e, assim, indicando qual o tipo de interacdo e fatores que
influenciam no processo. No futuro, essas informacdes podem auxiliar na

modificacdo da quitosana e para tornar o processo de adsorcdo mais seletivo.
1.8- ISOTERMAS DE ADSORCAO

A adsorcao é o processo de transferéncia de um ou mais constituintes
(adsorbatos) de uma fase fluida para a superficie de uma fase sélida (adsorvente).
Neste processo as moléculas presentes na fase fluida sdo atraidas para a zona
interfacial devido a existéncia de forcas atrativas ndo compensadas na superficie do
adsorvente (RUTHVEN, 1994).
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A adsorcao pode ocorrer por mecanismos fisicos ou quimicos (FOUST, 1980).
A adsorcao fisica ocorre quando forcas intermoleculares de atracdo entre as
moléculas do fluido e a superficie do sélido sdo maiores do que as forcas de atracéao
entre as proprias moléculas do fluido. As moléculas do fluido aderem-se a superficie
do sélido e o equilibrio é estabelecido entre o fluido adsorvido e o restante que
permaneceu na fase liquida.

Na adsorcdo quimica, ou quimiossorcao, ha formacao de ligacdo covalente
entre o fluido adsorvido e o sdélido adsorvente, onde ha compartilhamento de
elétrons. Neste caso, o calor de adsorcdo é da mesma ordem de grandeza dos
calores de reacao. Por esta razdo, somente a adsorcao fisica € apropriada a uma
operagao ciclica. Além disso, na adsorcao fisica podem formar-se multicamadas,
enquanto que na adsor¢cdo quimica forma-se uma Unica camada molecular
adsorvida (monocamada).

Varios fatores afetam a adsorcao, tais como a estrutura molecular ou natureza
do adsorvente, a solubilidade do soluto, o pH do meio e a temperatura. Compostos
com diametros moleculares pequenos tém mais facilidade em difundir-se para o
interior do sélido e consequentemente a adsor¢ao € maior. Grupos polares tém uma
alta afinidade com a agua e isto geralmente diminui a adsorcéo a partir de solucdes
aquosas.

A temperatura € a variavel que afeta a extensao da adsorcéo, que, em geral,
€ um processo exotérmico onde temperaturas altas diminuem a quantidade de
soluto adsorvido. Baixas temperaturas sao favoraveis a adsorcdo embora a

velocidade e a extensdo da adsorcao sejam afetadas por outros fatores.

1.8.1- Termodinamica da Adsorcao

Para estimar a capacidade de adsor¢cao de um dado adsorvente, é essencial
ter informacdes do equilibrio de adsorcdo. Varios estudos tém sido conduzidos para
determinar a quantidade de espécies adsorvidas sob condicdes determinadas
(concentracdo e temperatura) ou a seletividade do processo de adsorcdo quando
dois ou mais compostos adsorviveis estdo presente na solugdo (FOUST, 1980;
SUZUKI, 1990; GEANKOPLIS, 1993; RUTHVEN, 1994).
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Quando um adsorvente esta em contato com um fluido que possui uma
determinada composicao especifica, o equilibrio da adsorcdo acontece depois de
um tempo necessario para atingir o equilibrio. A relacdo entre a quantidade
adsorvida Qe e a concentracdo da fase fluida Ceq a uma dada temperatura é
chamada de Isoterma de Adsorcao.

Em geral, para a adsorcdo fisica numa superficie homogénea em
concentragdes suficientemente baixas, a isoterma deve se aproximar a forma linear,
onde a inclinacdo limite na regido de baixa concentracdo € chamada de constante
da lei de Henry (K), ou constante de equilibrio termodindmico (Equagéao 6):

A(I\/blécula) + A(Adsorvente) —2 > A A(Moléc. adsorvida no sélido )
Kp
Ka
K = g (equacao 6)

onde: A = adsorbato na solugéo
Aadsorvido = adsorbato na superficie do sélido adsorvente
k, = constante de velocidade de adsorcao
ky = constante de velocidade de dessorgao
A lei de Henry corresponde fisicamente a situagcdo em que a fase adsorvida
esta tdo diluida que néo existe competicdo por sitios adsortivos nem interagcdes
entre as moléculas adsorvidas. Em maiores concentragdes ambos os efeitos tornam-
se importantes, modificando a forma da isoterma (RUTHVEN, 1994).
As isotermas de adsorcédo indicam:
= como o adsorvente efetivamente adsorvera o soluto e se a purificacao
requerida pode ser obtida;
» uma estimativa da quantidade maxima de soluto que o adsorvente
adsorvera;
» informagdes que determinam se o adsorvente pode ser

economicamente vidvel para a purificagdo do liquido.
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Existem vaérios tipos de isotermas que sdo consideradas importantes no
processo de adsorcdao, como por exemplo, isoterma de Langmuir, Freundlich, e
Brunauer-Emmett-Teller (BET). Dessas, a isoterma de Langmuir foi a que melhor se
enquadrou no nosso trabalho.

1.8.2- Isoterma de Langmuir

Devido a sua simplicidade e ampla utilidade, a isoterma de Langmuir tem
encontrado uma ampla aplicagcdo em diversas situacdes. Esse modelo é baseado na
suposicdo que a adsorcdo estd restrita a monocamada, que adsorcado esta
localizada (como por exemplo, existe local de adsorcédo especifico e as interacdes
estdo entre o local e uma molécula especifica), e que o calor de adsorcao €
independente da quantidade de material adsorvido (HOLMBERG et al., 1998).

A isoterma pode falhar em muitos aspectos e essas falhas devem-se, entre
outros fatores, a heterogeneidade da superficie. No entanto, apesar das limitagdes,
a equacao de Langmuir se ajusta, razoavelmente bem aos dados experimentais de
muitos sistemas.

A equacéao de Langmuir € interpretada sob as seguintes suposi¢des:

= A superficie € homogénea.

» A substéncia adsorve em somente uma monocamada.

» Na&o existe interacdo substancia-solvente ou substancia-substancia.

= As moléculas de substancia e solvente tém igual area de seccdo
transversal.

A equacao de Langmuir pode ser derivada de um caminho simples. Permite
que a velocidade de adsorcao seja igual a:

Velocidade de adsorcdo = k, C (1- 0) (equacao 7)
onde C é a concentracdo de equilibrio do adsorvente na solucédo e 6 é a fracdo da
superficie que é coberta com a substancia e k; é a constante de velocidade de

adsorcao. Similarmente, a velocidade de dessorcao é escrita como;
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Velocidade de dessorcao =ky 6 (equacéo 8)

onde kq € a constante de velocidade dessorcdo. No equilibrio a velocidade de

adsorcao e dessorcado sdo as mesmas e entao nds temos

0 -
——=KC equacao 9
- (equagao 9)

_ KC
1+ KC

(equacéao 10)

onde K é a constante de equilibrio (= ka/kg). As equagdes 9 e 10 sdo termos da
equacdo de Langmuir. A constante de equilibrio, K, descreve a particdo da
substancia entre a fase da superficie e a fase da solucao.

K = (g] o (equagdo 11)

Conseqguentemente, valor de K baixo indica uma fraca adsorcdo enquanto um
valor de K alto uma forte adsorcgao.
A fracdo da superficie que é coberta com uma determinada substéancia, 0, é

definida como:

0= r
I'max

(equacéao 12)

onde I' € a quantidade adsorvida e I'max € a adsorcdo maxima para uma
monocamada. Esta equacao pode ser combinada com equacéao (10) e rearranjando

para forma linearizada de Langmiur:

C 1 C -
— =+ — equacao 13
r"rr'T (equag )
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O gréfico % versus C nos dar o valor de K e I'max da interseccao e

inclinacédo do grafico, respectivamente. Deste modo, ambos os valores de I'max € de
K, e conseglentemente a energia livre padrao de adsorcao, AGags, pode facilmente
ser obtido de uma isoterma de adsorcdo. A energia livre padrdao de adsorcao, AGags,

esta relacionado ao valor de K através da;
AGags = - RT In (K) (equacéo 14)
1.9- BIOSSENSOR A BASE DE DNA

Biomacromoléculas tém papel importante nos processos basicos da vida,
dentre eles estdo os acidos nucléicos, as proteinas e os polissacarideos. Estudos
relacionados a determinacdo de suas estruturas, propriedades e interagdes com
outras substancias, tornaram-se essencial para a compreensdo de varios processos
biologicos. No caso do DNA, as estruturas tridimensionais de sua dupla hélice,
consistindo de duas fitas, cada uma delas formadas por grupos fosfatos, pentoses e
bases puricas e pirimidicas ligadas através de ligacoes de hidrogénio é de
fundamental importancia (Figura 12).
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T
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Figura 12: Ligacdes de hidrogénio entre as nucleobases do DNA em fita dupla.

Os biossensores sédo definidos como dispositivos analiticos incorporados a
um material biolégico (tecidos, microorganismos, organelas, enzimas, &acidos
nucléicos, etc.), a um material derivado biologicamente ou integrado com um
transdutor, que pode ser Opticos, eletroquimicos, termométricos, piezoelétrico ou
magnético. Ele vem sendo aplicado a uma grande variedade de problemas analiticos

tanto na medicina, quanto no meio ambiente e na alimentacdo; em processos
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industriais e em seguranca, entre tantos. Varios sdo os materiais que podem ser
incorporados aos sensores. Particularmente, os biossensores de DNA sao utilizados
nos estudos de interacao cinética entre compostos biologicamente ativos e o DNA,
através de técnicas eletroquimicas, tais como voltametria ciclica, técnica de pulso
diferencial, voltametria de onda quadrada, entre outras (BRETT et al., 1995; BRETT
et al.,1998; LA-SCALEA et al., 1999).

1.9.1- Comportamento eletroquimico do DNA

A complexidade estrutural do acido desoxiribonuléico (DNA), bem como sua
adsorcao em diversas superficies carregadas, ou seja, eletrodos (Hg, carbono vitreo,
grafite, etc.) vém sendo pesquisados ha quase 40 anos, primeiro em mercurio,
depois em eletrodos solido (PALECEK, 1961; WANG et al,, 1996). O estudo da
adsorcao do DNA em superficies eletrédicas € de fundamental interesse, ja que a
interacdo do DNA com superficies carregadas ocorre naturalmente em sistemas
biologicos. Em eletrodos de carbono vitreo, a eletrooxidagdo do DNA, em meio
acido, relaciona-se a oxidacdo das bases puricas (guanina, adenina), sendo as
bases pirimidicas (timina, citosina) eletroinativas nessas condi¢coes. O dsDNA (DNA
nativo, doublé-strand ou fita dupla) sempre apresenta menores correntes de
eletrooxidagdo quando comparado ao ssDNA (DNA desnaturado, single-strand ou
fita unica), desnaturado termicamente, ndo sé pelo fato de os sitios de oxidacao
estarem protegidos, por estarem envolvidos em ligacées de hidrogénio, mas como
também por sua menor flexibilidade e maior dificuldade de adsorcéo. Isoladamente,
em pH 7,0 com eletrodo de carbono vitreo e por voltametria de pulso diferencial, as
bases guanina e adenina apresentam picos de mesma intensidade; ja os picos de
oxidacao da timina e citosina, s6 podem ser observados em maiores concentracdes
(BRETT et al., 1999) como mostrados na Figura 13.

Muitas das doencas hereditarias, que apresentam consequéncias letais,
mutagénicas ou carcinogénicas, sao oriundas de algum dano irreversivel ao DNA
(SEQUARIS e VALENTA,1987). Muitos compostos se ligam e interagem com o

DNA, causando mudancgas na estrutura do DNA e seqiiéncia de bases, provocando
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perturbagdes na replicacdo do DNA (BRETT e CHIORCEA, 2003). Dentre estes se

destacam os nitroaromaticos.
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Figura 13: Voltamogramas de pulso diferencial (carbono vitreo) para a mistura das
bases guanina, adenina (2,0 x 10”° mol L), timina e citosina (2,0 x 10 mol L™).

Tampéo fosfato pH 7,4. velocidade (v =5 m V s™'), amplitude 50mV.

A oxidacdo da guanina e adenina ja esta bem descrita na literatura e ocorre
em mecanismo de duas etapas, com a perda total de quatro elétrons e quatro
prétons como apresentado na Figura 14 (LA-SCALEA et al., 1999).

Nos estudos de hibridacdo de DNA aventou-se quanto a possibilidade de se
desenvolverem biossensores eletroquimicos de DNA, processo logo encarado com
afinco e entusiasmo. As novas técnicas baseadas em modificacdo de eletrodos com
acidos nucléicos, além de ampliar de forma significativa o potencial das técnicas
eletroanaliticas aplicadas a quimica medicinal, com determinacdo do mecanismo de
acao de drogas e de citoxicidade frente ao DNA. O desenvolvimento de novos

ensaios envolvendo técnicas de hibridacdo em fase-sélida, com rapidez,
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sensibilidade e amplitude de utilizagcao tera forte impacto em diagnéstico e no estudo
gendmico (THORP, 1998).
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Figura 14: Mecanismo de oxidacao para a guanina e adenina em meio protico.
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2- OBJETIVOS

2.1- Gerais

Realizar estudos eletroquimicos e de adsorcao sobre a quitosana e ao dsDNA,

tanto por técnicas espectroscopicas quanto eletroquimicas, avaliar a degradacao

eletroquimica da TRF combinada ou ndo com processos oxidativos e determinar a

toxicidade frente ao caramujo Biomphalaria glabrata.

2.2- Especificos

v

Estudo eletroquimico da TRF em eletrodo de carbono vitreo usando
Voltametria Ciclica, Voltametria de Pulso Diferencial e Voltametria de Onda
Quadrada.

Determinacao da quantidade de elétrons envolvidos no processo de redugao
da TRF através de coulometria e eletrolise exaustiva.

Construcao de isotermas de adsorcao entre a trifluralina e quitosana.

Aplicagdo do biossensor a base de quitosana para quantificacdo da

trifluralina.

Estudo da interacao da TRF com o biossensor dsDNA (uso de biossensor a
base de DNA).

Estudo de toxicidade da trifluralina frente ao caramujo Biomphalaria glabrata.
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3- EXPERIMENTAL

3.1 - Preparacoes Auxiliares

3.1.1- Extracao da Trifluralina (TRF)

A trifluralina comercial (Milena) foi extraida em funil de separagao (30 mL)
com acetato de etila (20 mL) e NaOH 10% (50 mL). A mistura foi agitada e deixada
em repouso até que as duas fases distintas fossem observadas. Em seguida, a fase
organica foi removida e transferida para um baldao volumétrico de 250 mL ao qual
etanol (10 mL) foi adicionado para a remoc¢ao da agua residual. Os solventes foram
evaporados em rotavapor BUCHI461 Batch — tipo RE1115 e a parte do residuo de
cristais alaranjados foi solubilizado em acetato de etila. A cromatografia em camada
delgada em placa de silica do residuo foi realizada usando como eluente
hexano/acetato de etila (3:7, v/v) com revelagdo sob luz UV. Os cristais foram
caracterizados quanto ao ponto de fusdo MPAQF-301, da Microquimica, o espectro
de IV foi registrado em espectrofotdbmetro IFS66, utilizando pastilhas de KBr
contendo cerca de 1% da amostra e o de EM usando aparelho Shimadzu GCMS-

QP5050A cujos dados espectrais encontram-se no item 5.1.

3.1.2. Preparo da solucao tampao

Os experimentos foram realizados, utilizando-se uma solugcdo aquosa-
etandlica (50%) tamponada, cujo pHaparente Variou entre 1,2 e 12,85. Os tampdes
usados foram preparados de acordo com a Tabela 6. A medida do pH foi realizada
em pHmetro mod. MAPA 200, série 0113992 da MARCONI.

49



Acdcia M*® dos Santos Melo fmerimenta[

Tabela 8: Tampdes para eletrélito suporte.

Quantidade de C Quantidade de C pH | Forca

eletrélito (mL) (mol L) eletrélito (mL) (mol L)
KCI (25) 0,20 |+ HCI (42,5) 0,20 1,20 | 0,135
KCI (25) 0,20 |+ HCI(6,5) 0,20 2,02 | 0,063
NaOAC (3,7) 0,20 |+ HOAc (46,3) 0,20 3,40 | 0,100
NaOAC (13,2) 0,20 |+ HOAc (36,8) 0,20 4,30 | 0,197
NaOAC (7,2) 1,00 |+ HOAc (12,5) 1,00 4,50 | 0,100
NaOAC (41,2) 0,20 |+ HOAc (8,8) 0,20 5,40 | 0,100
Na,HPO4(6,15) 0,20 | + NaH.PO, (43,85) 0,20 6,08 | 0,125
Na,HPO, (30,5) 0,20 |+ NaH.PO,(19,5) 0,20 6,91 | 0,222
Na,HPO, (47,35) 0,20 + NaH,PO, (2,65) 0,20 8,05 | 0,289
NaHCO; (50) 0,05 |+ NaOH (2,5) 0,10 9,25 | 0,041
NaHCO; (50) 0,05 |+ NaOH (13,8) 0,10 10,20 | 0,060
KClI (25) 0,20 |+ NaOH (6,0) 0,20 | 12,04 | 0,062

3.1.3- Preparo da Solucao de Trifluralina (Solucao Estoque)

Para preparar uma solucdo de TRF (M = 335,3 g mol™') de concentragdo 1,0 x
10 mol L foram pesados 33,53 mg do composto que foram dissolvido em 10,0 mL
de etanol. Dessa solucdo estoque foram preparadas as seguintes solugdes:
1,0x10°mol L 1,0x10* mol L™"; 1,0 x 10° mol L' e 1,0 x 10® mol L, conforme o
procedimento acima. Essas solugdes foram usadas apenas por dois dias, em
seguida novas solugdes foram preparadas.

3.1.4 - Preparo do gel de Quitosana
O gel de quitosana foi preparado pela dissolu¢ao, sob agitacao por 2 horas,
de 50 mg da mesma em 5 mL de acido acético (1%).

3.1.5- Preparo do Gel de DNA

O gel de dsDNA ( calf thymus, sal de sodio tipo I, Sigma) foi preparado pela
dissolucéo de 18,75 mg do mesmo em 1 mL de tampéo acetato (pH 4,5) em um tubo
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Eppendorf. O gel foi deixado em geladeira por 24 horas para homogeneizagéao e

para evitar a degradacao pelo calor.

3.1.6 - Preparo da Solucao de CoTSPc
Uma solugao do complexo CoTSPc foi preparada para o desenvolvimento de
sensor para a TRF na concentragdo de 0,8 mmol L' em &gua deionizada para o

preparo do filme a ser colocado na superficie do eletrodo.

3.2-TECNICAS ELETROQUIMICAS

As técnicas eletroquimicas foram realizadas em potenciostato Autolab
PGSTAT 20 em um sistema de trés eletrodos: eletrodo de carbono vitreo (BAS,
didmetro 3,0 mm) como eletrodo trabalho, eletrodo de platina como auxiliar e como
eletrodo de referéncia, Ag|AgCI|CI (0,1 mol L") em tubo com capilar de Luggin com
vycor na extremidade. A analise dos dados foi realizada a partir de graficos obtidos

nos experimentos e tratados com o auxilio do programa Origin 6.0.

3.2.1- Voltametria Ciclica (VC)

A voltametria ciclica foi realizada na faixa de potencial de 0 — -1,400V —
1,400V, utilizando solucdo de TRF 1 x 10° mol L™ preparada em solugdo aquosa-
etandlica (1:1; v/v) tamponada, pH aparente 7,0 ( 0,2 mol L' NaHPO,4 e 0,2 mol L
NaH;PO,) .

3.2.2- Voltametria de Pulso Diferencial (VPD)

Técnica utilizada principalmente para fazer o estudo da dependéncia do
potencial de redugcdo da TRF com o pH. Os experimentos foram realizados,
utilizando-se uma solucédo aquosa-etandlica (1:1, v/v) tamponada, cujo pH aparente
variou entre 1,20 e 12,85. Os tampodes usados foram preparados de acordo com a
tabela 7.

3.2.3- Voltametria de Onda Quadrada (VOQ)
A VOQ foi realizada em tampéao fosfato/etanol (1:1, v/v), cujo pH aparente 7,0.

Os valores dos parametros voltamétricos foram otimizados.
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3.2.4-Eletrolises

3.2.4.1 - Eletrodos

Todas as eletrdlises foram realizadas utilizando feltro de carbono modelo
KFA5 marca SEECIL carbon como eletrodo de trabalho (area 3 x 2 cm), espiral de
platina como eletrodo auxiliar e o eletrodo de referéncia, Ag|JAgCI|CI" (0,1 mol L) em

tubo com capilar de Luggin com vycor na extremidade (Figura 15).

3.2.4.2 - Procedimento Geral

A solucao de tampao/etanol (1:1, v/v) foi adicionada a cela com 1,49 g de KCI
(0,2 mol L") com a finalidade de aumentar a forga idbnica da solugdo e desaerada
com fluxo de nitrogénio durante 15 min. Em seguida, iniciou-se a pré-eletrdlise dessa
solugdo até que uma corrente de aproximadamente 1% da corrente inicial fosse
atingida. A TRF (80 mg) foi adicionada a cela e procedeu-se a eletrdlise até a
corrente atingir valores suficientemente baixos. A carga foi integrada
eletronicamente. Todo o processo foi feito sob fluxo de N, e com agitacao
magnética. Todo o procedimento foi acompanhado por voltametria ciclica.
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Figura 15: Esquema da cela de eletrdlise em eletrodo de feltro de Carbono.

Ao final da eletrélise, o compartimento anddico foi removido rapidamente para
evitar a mistura. Em seguida, a solucao foi transferida para um funil de separagéo e
a cela foi lavada com 10 mL de agua que, reunida a solugéo do funil, sofreu extracao
com trés volumes de 20 mL de acetato de etila. Em seguida, a fase orgéanica foi
separada, o solvente foi evaporado e o produto da reacgéo foi separado.

Ao final do processo (quando a corrente residual foi atingida), a carga
integrada eletronicamente pelo couldémetro foi registrada. Esse valor representa a
carga total do processo. Em seguida, calculou-se a carga residual, multiplicando o
tempo de eletrélise pela corrente residual atingida, de acordo com a equacgao 15.

Qres = Ires X t (equagéo 15)

A carga residual foi subtraida da carga total e resultou na carga liquida
relativa a reducao do substrato. A partir dessa carga liquida, o numero de elétrons
envolvidos no processo foi calculado a partir da equacao 16:
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n = Qe x M/mx F

(equacao 16)

onde n é o numero de elétrons, Qiiq a carga liquida (coulombs), M a massa molar do
substrato (g mol'), m massa do substrato (g) e F a constante de Faraday
(96485 C mol™).

3.3 — Reacao de Eletrofenton

A eletrolise foi conduzida em uma cela eletroquimica em um sistema de trés
eletrodos controlada por um potenciostato-galvanostato Autolab PGSTAT 20. O
eletrodo de trabalho foi um feltro de carbono de area 6,0 cm? (KFA5 marca SEECIL
carbon), o contra-eletrodo foi um fio de platina e o eletrodo de referéncia, Ag|AgCI|CI
(0,1 mol L") em tubo com capilar de Luggin com vycor na extremidade. A solugcdo
aquosa de TRF foi preparada em uma concentracdo de 1,0 x 10® mol L™. Este valor
constitui seu limite de solubilidade em &agua. Antes da eletrdlise, oxigénio foi
borbulhado por 5 min para saturar a solu¢cao aquosa que foi agitada continuamente
por um agitador magnético. O sal de Mohrs (0,39 mg, (NH4)Fe(SOy). . 6H0) foi
introduzida na solucdo antes de comecar a eletrdlise. O pH da solugao foi
continuamente ajustado entre 3,0 e 3,5 pela adicdo de HxSO4 0,5 mol L'. O
potencial do eletrodo trabalho foi fixado em -0,5 V. As amostras foram retiradas da
solucao eletrédica em intervalos regulares de carga coulometrica (0,5; 1,0; 1,5; 20;
2,5; 3,0; 3,5 e 4,0 C) e analisados em UV. O produto final foi analisado através da
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa (CG-EM) usando
aparelho Shimadzu GCMS-QP5050A.

3.4- Analise de CG-EM

As condicoes cromatograficas foram coluna capilar de silica fundida (30 x
0,25 mm) com fase estacionaria Zebon ZB-5MS (0,25 um de espessura de filme)
usando hélio (He) como gas de arraste gas com fluxo de 1,8 mL mim”’, a
temperatura foi programada mantendo 80° C por 2 min, seguido de um aumento de
102 C min™ até atingir 300 °C, mantendo a temperatura constante por 15 min; a

temperatura do detector (ou interface) 350 °C; foi injetado um volume de 1,0 uL em
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acetato de etila. As condicdes do EM foram detector de captura ibnica operando por
impacto eletrénico e energia de impacto de 70 eV; velocidade 1000; intervalo de

varredura de 0,50 fragmentos/s e fragmentos detectados de 40 a 500 Da.

3.5- Analise Espectroscopica

A andlise foi realizada em um espectrofotdmetro Shimadzu Multispec-1501.
Uma solucdo estoque de trifluralina em etanol com concentragcdo de
1,0 x 10 mol L™ foi preparada usando agua sendo acidificada pela adicdo de HCI
concentrado até o pH 4,0 (1:1). Uma aliquota foi retirada e adicionada a 10 mL de
agua acidificada/etanol para obter uma concentragdo de 1,0 x 10 mol L. Em
seguida, foi feita a andlise em meio etandlico e meio acido, observando o efeito do
tempo com agitacdo e sem agitacao e o efeito da variacdo da massa de quitosana. A

faixa de comprimento de onda analisada foi de 200 a 600 nm.

3.5.1- Meio Etandlico
Para a andlise em meio etandlico, foi preparada uma solucdo estoque de

trifluralina 0,02 mol L™, 50% etandlica. Para obter uma concentragdo 10 mol L™, foi

retirada uma aliquota de 50 pL e adicionados em 10mL de agua (50% etandlica).

3.5.2 — Meio Acido

Na analise em meio &cido, foi feita uma solucdo estoque de trifluralina a
0,02 mol L, 50% etandlica em pH corrigido para 4. Para obter uma concentracdo
10 mol L™, foi retirada uma aliquota de 50 uL e adicionada em 10 mL de agua (50%

etandlica em pH 4).

3.5.3 - Efeito do Tempo com Agitacao

Foi preparada uma solucdo 10 mol L de trifluralina e colocada 3,0 mL da
mesma em uma cubeta de quartzo e sua absorbancia foi medida na faixa de 200 a
700 nm. Os 3,0 mL foram retirados e colocados para agitar durante 2 horas com 3,0
mg de quitosana. Ao final deste periodo, a absorbancia foi novamente medida na

mesma faixa de comprimento de onda.
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3.5.4- Efeito do Tempo sem Agitacao

Da solucéao 10* mol L, 3,0 mL foram colocados na cubeta de quartzo e
medida a sua absorbancia. Foi adicionada 0,5 mg de quitosana na mesma cubeta e
medida a absorbancia a cada 20 min, no decorrer de 2 horas. Ambas as medidas

foram feitas na faixa de 200 a 700 nm.

3.5.5 — Efeito da Variacao da Massa de Quitosana
Da solugdo 10* mol L™, foram colocados 3,0 mL na cubeta de quartzo e
medida a absorbancia. Foram adicionadas, seis massas de 0,5 mg de quitosana e

medidas as absorbancias apo6s a adicao de cada massa.

3.6 — Estudo das isotermas de adsorcao

3.6.1- Efeito da variacao da massa de quitosana

O experimento foi realizado a temperatura constante (25 = 1°¢ C), utilizando
varias massas de quitosana (60; 90; 120; 180 e 240 mg) que foram adicionadas a
um erlenmeyer com 30 mL de agua acidificada (pH 4,0 usando HCI) e apds 15 min
(tempo suficiente para protonar a quitosana) foi adicionado 900 uL de uma solugéo
estoque de TRF (1,0 x 10° mol L") para chegar a uma concentragdo de
3,0 x 10° mol L. Este sistema permaneceu em um agitador orbital (incubadora
Shaker marca Marconi NA420) por 1 hora sob agitagdo constante (150 rpm). Todos
os experimentos foram realizados em triplicata. A partir destes dados, uma curva foi
construida para mostrar a massa de TRF adsorvida por unidade de massa de

quitosana em funcao de massa de quitosana.

3.6.2- Cinética de adsorcao

A quitosana (180 mg) foi adicionada a 30 mL de agua acidificada (pH 4,0
usando HCI) e apés 15 min de contato adicionou 900 pL de TRF (1,0 x 10 mol L™
para concentracdo de 3,0 x 10 mol L. O sistema foi deixado em uma incubadora
termostatizada a 25 °C, variando-se o tempo de contato de 10 a 120 min. Todos os

experimentos foram realizados em ftriplicata. Com os dados obtidos, a curva da
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cinética de adsorcao foi construida para mostrar a massa de TRF adsorvida por
unidade de massa de quitosana em fun¢ao do tempo de contato.

3.6.3- Isotermas de adsorcao da TRF em quitosana

A quitosana (180 mg) foi adicionada a 30 mL de agua acidificada (pH 4,0
usando HCI) e ap6s 15 min de contato a TRF foi adicionada em concentragbes
variadas (0,010 a 0,217 g L™"). As suspensées foram colocadas em uma incubadora
termostatizada por 1,5 h em temperatura constante (298, 303, 308 e 313K) (Figura
16). Apds o tempo pré-determinado, a quitosana foi removida da suspenséo por
filtracdo. A concentracdo residual de TRF no filtrado foi medida através do
espectrofotometro UV-Vis Shimadzu Multispec-1501, em 274 nm. A quantidade de
TRF adsorvida na quitosana foi calculada da diferenga entre as concentragdes inicial
e final de TRF.

Figura 16: Agitador orbital contendo a suspensao quitosana e TRF.

3.7- Eletrodo Modificado

3.7.1- Eletrodo Modificado com Quitosana (EMQ)
Um eletrodo de carbono vitreo, com area geométrica de 3,0 mm?, foi usado
para a construgcdo do EMQ. Para a modificacdo do eletrodo, foi adicionado na

superficie do mesmo uma aliquota de 20 pyL de gel de quitosana cobrindo a
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superficie do eletrodo de carbono vitreo e 0 mesmo foi deixado secar a temperatura
ambiente. Em seguida, o EMQ foi mergulhado em 10mL de tampéao fosfato

(pHap = 7,0) para a obtencéo do branco, e a TRF (1,0 x 10 mol L") foi adicionada.

3.7.2- Preparo do Eletrodo Modificado com DNA

Todo o estudo eletroquimico do biossensor foi realizado utilizando-se a VPD
em um sistema de trés eletrodos: eletrodo de carbono vitreo (BAS, didametro de
3,0 mm), modificado com dsDNA como eletrodo de trabalho, platina como eletrodo
auxiliar e Ag| AgCl| CI" (0,1 mol L") em um tubo com capilar de Luggin com vycor na
extremidade, como eletrodo de referéncia. O experimento foi realizado em meio
tamponado (tampao acetato pH 4,5). As analises foram realizadas em Potenciostato
Autolab e o pH medido em pHmetro MARCONI MAPA200 (Figura 17).

3.7.2.1- Preparo do biossensor de DNA

Para o preparo do biossensor de dsDNA, um eletrodo de carbono vitreo foi
condicionado em tampé&o acetato utilizando-se a técnica VPD. Esse eletrodo foi
submetido a varias ciclagens na faixa de potencial de 0 a 1,4 V. Apds esse
condicionamento, foram colocados 80 uL do gel de dsDNA na superficie do
eletrodo,que foi seco mediante fluxo de N, antes da realizacao do experimento. Apds
a secagem, esse eletrodo modificado com dsDNA foi imerso na cela eletroquimica
contendo 5,0 mL de solugdo tampao acetato (pH 4,5). Foram colocados volumes
adequados de solucdo etandlica de TRF (1x10° a 1,0 x 102 mol L) e feita uma
varredura VPD na regido de potencial de 0 a 1,4 V, na velocidade de varredura de
5mV s (Figura 17).
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Gel de quitosana,
y gel de dsDINA ou
solucido CoTSFC

Figura 17: Procedimento de preparacdo do eletrodo modificado com quitosana,
dsDNA ou quitosana/CoTSPC

3.7.3- Preparo do eletrodo modificado com CoTSPC e gel quitosana

O sensor foi construido com um eletrodo de carbono vitreo apés a
realizacdo da polarizacao do mesmo. 10 uL de uma solucdo de CoTSPc e 10 uL gel
de quitosana preparados de acordo com o item 4.1.5 (1:1, v/v) foram adicionados na
superficie do sensor. Em seguida, o eletrodo foi deixado secar a temperatura
ambiente. O eletrodo foi entdo lavado cuidadosamente com agua para retirar o
excesso de complexo que permanece na superficie do eletrodo. Em seguida, foi feito

o estudo eletroquimico.

3.8 — Atividade Moluscicida

3.8.1- Ensaio Bioldgico

A metodologia usada para avaliar a atividade moluscicida se baseou na
imersao do caramujo B. glabrata em uma solucao aquosa a 0,1% de DMSO da TRF,
nas concentracdes apropriadas - Figura 18.
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A solucdo teste para a substancia foi preparada a 100, 50 e 10 ug mL™ para o
teste preliminar com o caramujo. No teste apurado as concentracées foram
selecionadas em funcdo dos resultados obtidos nos ensaios preliminares e
realizados em duplicata (caramujo adulto). Em ambas as fases do teste foi
obedecida a relacdo de 1 caramujo — 25 mL de solucéo-teste. Na etapa preliminar
foram utilizados 5 caramujos por concentracao e na etapa apurada 10 caramujos por
concentracao.

Dois conjuntos de controle foram usados visando verificar a suscetibilidade
dos caramujos, um positivo com niclosamida a 3 pg mL" ou carbonato clprico a
50 pg mL" e um negativo - somente com agua desclorada. O tempo de exposi¢ao
destes organismos foi de 24 horas e o de observacédo 72 horas, com leitura e troca
de agua a cada 24 horas, além da remocdo dos exemplares mortos. Durante o
periodo de observacao a alimentacdo dos caramujos constituiu de alface.

A morte dos caramujos foi indicada pela descoloracdo, auséncia de
contragdes musculares, hemorragia e deterioracao dos tecidos do corpo.

Com relagcado ao bioensaio com o caramujo adulto, apenas foi submetido ao
teste apurado a concentracdo que promoveu em torno de 30% de mortalidade a
100 pg mL™.

Transferéneia

s

Exposic;ﬁ Mortos Observagio

Figura 18: Teste moluscicida.
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3.8.2 - Analise Estatistica

A andlise dos dados, concentracdo x mortalidade dos organismos-alvo,
visando a determinacao dos valores de concentracao letal ClLgg, CLsp € CL1g € seus
respectivos intervalos de confianga 1Cgs € 1Cq, foi realizada de acordo com o método

Probitos de andlises disponivel no programa computacional POLO.
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4- RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1-Caracterizacao do Principio Ativo do Herbicida TRF

A TRF [2,6-dinitro-N,N-dipropil-4-(trifluorometil)benzenamina] pura foi obtida a
partir do produto comercial Trifluralina (Milena Agrociéncia) com composicao de
55,55% de inertes e 44,45% do principio ativo apds a extragdo com NaOH (10%) e
acetato de etila. Em seguida a fase orgéanica foi submetida a evaporacdo formando
cristais finos alaranjados de ponto de fusdo 48,0 °C (literatura p.f 48,5-49 °C, The
Pesticide Manual). A sua caracterizagao foi feita através de IV(KBr) e EM (Figuras
19 e 20).

O espectro na regidao IV(Figura 19) apresentou bandas de absorcéo
indicativas da presenca de aromético em torno de 3070 cm™ (banda 1) (deformacéo
axial C-H de aromatico); 1629, 1536 e 1464 cm'(bandas 4,5 e 6) (deformacéo axial
C====C do anel aromatico), grupos nitro 1536 e 1464 cm” (bandas 5 e 6)
(estiramento assimétrico C-NO,), 1352 -1310 cm™ (bandas 8 e 9) (estiramento
simétrico C-NO,) e deformacao axial C-N de aminas aromaticas terciarias. Na regiao
de 906-965 cm™' (bandas 11 e 12) é indicativo do padrdo tetra-substituido do anel

aromatico.

M1 16 scsns, 16.@en-1, flat o 1@:31
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T
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Figura 19: Espectro na regido de IV da TRF.
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O cromatograma CG-EM (Figura 20) da TRF nos mostra que a substancia se

encontra pura.

Al

S |

Figura 20: Cromatograma CG-EM da TRF

O espectro EM (Figura 21) revelou os picos correspondentes ao ion
molecular em m/z = 335,00 (5,51), pico base m/z = 43 (100), m/z = 41 (64,24),
m/z = 306 (77,47) e m/z = 264 (73,85). A Figura 22 apresenta as fragmentagdes da
TRF.
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Figura 21: Espectro de massa da TRF.
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Figura 22: Fragmentacdes sugeridas para o ion molecular da TRF

Esses dados foram comparados com aqueles obtidos da literatura
(KLUPINSKI e CHIN, 2003; http://webbook.nist.gov/chem) confirmando tratar-se da
Trifluralina o composto isolado. A partir dai foram realizados estudos eletroquimicos,
de adsorcdo sobre a quitosana tanto por técnicas espectroscopicas quanto
eletroquimicas, interacdo da macromolécula do DNA e de toxicidade frente ao

caramujo Biomphalaria glabrata.
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4.2- ESTUDO ELETROQUIMICO DA TRF EM ELETRODO DE CV

Os estudos eletroquimicos da TRF foram realizados em um eletrodo de
carbono vitreo, em meio misto, através das técnicas de voltametria ciclica, onda
quadrada e pulso de diferencial. Eletrolises exaustivas e eletrofenton foram
realizadas e os produtos de eletrodegradacao da TRF foram analisados por CG-EM
e comparados com aqueles obtidos por degradacgao biolégica descritos na literatura.
Estudos eletroquimicos completos da TRF nesse sistema eletrodico/eletrodo nao

foram ainda relatados.

4.2.1 - Voltametria Ciclica

O principal uso da voltametria ciclica é como ferramenta para os estudos
fundamentais e de diagnéstico que fornecem informacgao qualitativa sobre processos
eletroquimicos em varias condicdes. A voltametria ciclica, mesmo quando nao usada
em analises quantitativas rotineiras, tornou-se uma ferramenta importante para o
estudo de mecanismos e velocidades de processos de oxidacao/reducao,
principalmente em sistemas organicos e metalorganicos.

A analise voltamétrica da TRF em eletrodo de carbono vitreo apresentou duas
ondas catédicas (Epci = -0,700V e Epc, = -0,868V) para velocidade de 0,035V/s
referentes a reducao de cada grupo nitro e uma anddica em potenciais mais positivo
correspondente a oxidacdo do grupo hidroxilaminico gerado na varredura catédica
(Figura 23 e 24). A primeira onda é de natureza difusional (fp.; a %) e irreversivel
(Epc independente de v) conforme dados da tabela 9. A andlise do efeito da
velocidade de varredura na corrente de pico de acordo com o gréafico da (Figura 25),
evidencia um tipo de mecanismo EC (mecanismo eletrédico consistindo de etapa TE
e etapa quimica) onde a corrente de pico catédica normalizada (fpci/ v'’?) diminui
com o aumento da velocidade de varredura sugerindo assim, que a protonacao
ocorre posterior a transferéncia eletrénica. Esse comportamento € tipico de reducao

de nitroaromatico em meio prético e similar ao observado em eletrodo de mercurio
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(KOTOUCHEK e OPRAVILOVA, 1996). Os graficos de Ipct vs V"2, Ipct Vs v, Epet vs

log v, Ip/

V1 /2

nas Figuras 26A-D.

Tabela 9: Parametros

varredura da TRF.

vs ve Epp vs logy, relativo a primeira onda de redugéo sdo mostrados

eletroquimicos pelo estudo da influéncia da velocidade de

v(Vs™) V2 (Vs | -Epci (V) | Ipct (WA) | -Ep (V) | Ep — Epe | Ioci/v'™®
(V)
0,020 0,141 0,684 17,62 0,614 0,070 124,96
0,035 0,187 0,694 21,55 0,617 0,077 115,24
0,05 0,223 0,718 23,10 0,632 0,080 103,58
0,075 0,273 0,735 27,68 0,650 0,085 101,40
0,100 0,316 0,742 31,21 0,652 0,090 98,76
0,150 0,387 0,756 32,10 0,659 0,097 82,94
0,200 0,447 0,765 36,74 0,663 0,102 82,20
0,300 0,547 0,782 43,54 0,670 0,112 79,59
0,400 0,632 0,804 50,12 0,677 0,127 79,30
0,500 0,707 0,814 55,24 0,682 0,132 78,13
0,750 0,866 0,828 65,52 0,700 0,128 75,65
1,0 1,0 0,832 75,04 0,702 0,130 75,04
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Figura 23: Voltamograma Ciclico da TRF, c= 1,0 x 10°mol L' em tamp&o

fosfato/etanol (1:1) pHap 7,56 em eletrodo de carbono vitreo, (A) v = 0,035 Vs e (B)
v= 0,100 Vs™.
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Figura 24: Voltamograma Ciclico da TRF, c= 1,0 x 10° mol L' em tamp&o

fosfato/etanol (1:1) pHap 7,56 em eletrodo de carbono vitreo (v= 0,750 Vs™).
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Figura 25: Gréfico da TRF (0,001 mol L'1) em tampao fosfato, carbono vitreo: Efeito

da velocidade de varredura na corrente de pico.
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Figura 26: Graficos da TRF (0,001 mol L") em tampao fosfato, carbono vitreo. A:

172,

Ioc vs v'%; B: Ipc vs v; C: Epc vslogv; D: Eyz vslog v

Em altas velocidades de varredura, superior a 0,5 V.s™', a TRF apresentou na

segunda varredura, uma nova onda de reducdo de pequena intensidade associada

ao processo de oxidacao la. A onda A deve se referir a reducéo do derivado nitroso

gerado apds oxidagdo da hidroxilamina (Figura 27 e 28). O fato desse sistema

(RNHOH = RNO + 2e- + 2H") ser observado somente em altas velocidades de

varredura demonstra a

instabilidade do derivado hidroxilaminico formado no

processo de reducdo dos grupos nitro presente na molécula. A instabilidade de
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outros derivados hidroxilaminicos ja foi relatada em outros nitrocompostos
(GRIMSHAW, 2000).

5o T TRF 0,500 V.s™
—— TRF 0,500 V.s" 2% varredura
20 +
<
~ _10 -
2
c
o
5 40}
()
70} I
..... IIc
_1 00 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 ]
-1.6-14-1.2-1.0-0.8 -0.6 -0.4 -0.2 0.0 0.2 0.4 0.6
E/ V vs Ag|AgCI|CI 0,1 mol L

Figura 27: Voltamograma Ciclico com corrente normalizada da TRF, c= 1,0 x 10

mol L' em tampéo fosfato/etanol (1:1) pHap 7,56 em eletrodo de carbono vitreo.
NR, NR,
HOHN NHOH HOHN NO

- + 2 + 2H°

CF3 CF4

Figura 28: Esquema da provavel oxidacao da hidroxilamina formada apds redugéo
da TRF.

4.2.2- VOLTAMETRIA DE ONDA QUADRADA (VOQ)

A utilizacdo da técnica de VOQ objetivou corroborar as informagdes da
voltametria ciclica e, assim, analisar o mecanismo de reducéo eletroquimica da TRF
pela variagdo dos parametros voltamétricos. Tanto na voltametria ciclica quanto na

VOQ, dois picos de redugdo foram observados, de natureza irreversivel conforme a
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Figura 29. Todos os parametros estudados foram feitos para a 12 onda de reducéo,
que € mais bem definida.

20|
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B e L . . E— T ——_————
1.4 1.2 1.0 0.8 0.6 0.4 0.2 0.0

E/V vs Ag,AgClI,CI" (0,1 mol L™

Figura 29: Voltamograma de onda quadrada para a TRF em tampao fosfato/etanol
(1:1) pHap = 7,0 com a = 50 mV, AEc= 2 mV, f = 100 s com separagdo das

componentes de corrente direta, reversa e resultante.

O estudo da variagéao da frequéncia de aplicagdo dos pulsos de potencial (f) €
um dos mais importantes parametros voltamétricos envolvidos na VOQ, pois além de
melhorar a sensibilidade da analise ainda possibilita uma observagdo do tipo de
processo e o numero de elétrons envolvidos na transferéncia eletrénica. A Figura 30
apresenta os voltamogramas obtidos em diferentes valores de frequéncia de
aplicacdo de pulsos de potenciais para a TRF. Acima de 70 Hz, o aumento da
corrente em funcao da freqiiéncia nao promove melhora significativa nas respostas

voltamétricas.
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Figura 30: Voltamogramas de onda quadrada para a TRF em tampao fosfato/etanol
(1:1) pHap =7,0 com a= 50 mV, AEs = 2 mV em fungéo da variagdo de freqiiéncia de
aplicacdo dos pulsos de potencial, com a inser¢do da relagdo da corrente de pico
com a raiz quadrada da frequtiéncia.

Para a TRF o aumento da freqiiéncia de aplicagcdo dos pulsos de potencial
promoveu um aumento linear da corrente de pico em fungdo da raiz quadrada da
freqiiéncia. De acordo com os critérios diagnésticos da OQ (LOVRIE, M. e
KOMORSKY, S. 1988), este comportamento é tipico de processos controlados por
difusdo do reagente. A insercdo na Figura 30 apresenta esta relacdo. Este
comportamento foi confirmado com os dados da voltametria ciclica.

De acordo com os critérios da OQ, neste tipo de sistema os potenciais de pico
variam linearmente com o logaritmo da freqiiéncia, com uma inclinacdo dada pela
Equacdo de Lovrié (equacido 17) (LOVRIE et al. 1988):
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AE, -23R
Alog f anF

(equacao 17)

onde R é a constante dos gases, T é a temperatura, a € o coeficiente de
transferéncia eletrbnica, n o numero de elétrons envolvidos na transferéncia
eletronica e F a constante de Faraday. Assim, para a TRF a inclinacao obtida foi de
70 mV que, aplicando na Equacdo 17 fornece um valor de an igual a 0,843. A
eletrdlise preparativa da TRF indicou a transferéncia de 8,0 elétrons deste modo
sugerindo um valor de o maior do que 0,5, uma caracteristica comum para as

moléculas organicas. A Figura 31 mostra a dependéncia do E, com log f.

-0,76r
-0,75
-0,74;
-0,73]

-0,72

E(V)

-0,71
-0,70;

-0,69

-0,68

AL LA T
10 20 30 40 50 60 70

log f

Figura 31: Dependéncia Linear do potencial de pico com o logaritmo da freqiéncia

da onda quadrada para os dados extraidos da Figura 30.

Para a reacdo redox totalmente irreversivel a sensibilidade analitica na OQ
sofre uma grande influéncia do aumento da amplitude da onda, isto porque a largura
de meia-onda se mantém constante para amplitudes maiores que 20 mV
(OSTERYOUNG, R. OSTERYOUNG, 1985). Com isso, a variacdo na amplitude de
pulso é um dos parametros a ser otimizados na analise por OQ.

Para a TRF, a variacdo na amplitude dos pulsos de potencial provocou um

aumento na intensidade das correntes de pico e um deslocamento dos potenciais
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para valores mais positivos. A Figura 32 apresenta os voltamogramas resultantes da

variacao de amplitude de pulsos de potencial para a TRF.

10

—20mV
40mV
—50mV
—60mV
—70mV
80mV

Corrente (uA)

-60 |

_70 1 1 1 1 1 1 1
-1.2 -1.0 -0.8 -0.6 -0.4 -0.2 0.0

E/V vs Ag|AgCI|CI” (0,1 mol L)

Figura 32: Voltamogramas de onda quadrada para a TRF em tampao fosfato/etanol
(1:1) pHap = 7,0 com f= 50 Hz, AEs = 2 mV em fung&o da variagdo da amplitude dos

pulsos de potencial.

Uma analise do comportamento da corrente de pico em funcao das mudancas
na amplitude dos pulsos de potenciais mostrou que um aumento linear ocorre até
amplitude de 60 mV, sendo que apds este valor 0 aumento ndo € mais linear,
tendendo a se tornar constante com o aumento da amplitude evidenciando um
patamar (Figura 33). Este comportamento esta de acordo com a teoria de OQ,
desenvolvida para sistemas totalmente irreversiveis com a espécie adsorvida na
superficie do eletrodo, que afirma que para amplitudes acima de 60 mV a corrente
de pico é constante (OSTERYOUNG, R. OSTERYOUNG, 1985).
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Figura 33: Dependéncia da corrente de pico com a amplitude TRF em tampéao
fosfato/etanol (1:1) pHap, = 7,0 com f= 50 Hz, AEs = 2 mV em fun¢&o da variacdo da

amplitude dos pulsos de potencial.

4.2.3- ESTUDO DA VARIAGAO DO POTENCIAL DE REDUGAO COM O pH DA
TRF

Objetivou-se estudar a variacdo do potencial de redugdo da TRF com o pH
em meio misto (tampéao/etanol 1:1), para determinacao do seu pKa, uma vez que a
TRF é muito pouco soluvel em agua. Tal parametro fisico-quimico é importante em
termos de biodisponibilidade, biodegradagéo, no solo e em outros ambientes. Para o
estudo da variacao do potencial de reducédo da TRF com o pH (Figura 34) utilizou-se
a técnica de voltametria de pulso diferencial (VPD), com o uso de eletrodo de
carbono vitreo, platina e Ag/AgCl, CI" (0,1mol L"), como eletrodos de trabalho,
auxiliar e referéncia, respectivamente.

Foram feitos experimentos em 14 diferentes valores de pH, variando entre
1,20 e 12,75 e mantendo-se a concentracdo da TRF constante
(c= 1,0 x 10° mol L™"). A Figura 34 mostra os voltamogramas obtidos. O diagrama
da variacdo do potencial catédico (AEpc) versus pH, permite inferir comportamento
nao linear e mecanismo complexo (Figura 35 A-B).
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Corrente (1A)

Figura 34: VPD da TRF na c=1,0 x 10° molL™ em 3D em fungéo do pH.

A andlise da variacdo de corrente (fpc) com o pH evidenciou uma ampla
variagdo da corrente em pH acido. A corrente diminuiu expressivamente até pHgp
proximo de 8,35, tornando-se constante no intervalo entre 9,0-10,35. Em valores de
pH mais elevados, observaram-se alteragdes das correntes de reducdo para
menores intensidades. Em termos de potencial de reducdo, ha deslocamento do
potencial para valores mais negativos, a medida que o pH aumenta. O meio mais
acido leva a protonacao das espécies, que, entao, sofrem reducao mais facilmente.
Na primeira faixa, em pH baixo (1,2-5,37) obteve-se uma reta com inclinagédo de
47,89 mV/unidade de pH cuja equacgéo é representada por: 0,41655 + 0,04789pH.
Na faixa de pH (6,0-10,35) apresentou uma reta com inclinacdo de 16,11
mV/unidade de pH representada pela equacgao: 0,58562 + 0,01611pH. A Figura 35C

mostra a intersecgdo entre as duas retas correspondentes ao pK, (aparente) com
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valor de 5,3 nesse meio, relativo a dissociacdo do sal de ambnio aromatico (Figura

A B
0.45 Y= 2 1611pH R= 1
0.45 E{ 1o Y = 0,41655 + 0,04789pH, com R = 0,99126 n 0,58562 + 0,01611pH, com R = 0,9986
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Figura 35: A e B: Graficos de Ep vs pH para os picos da VPD correspondentes a
reducao da TRF. C: Grafico obtencao do pK, para a TRF, a = 50 mV, tempo de

pulso 70 ms, v=5mV s
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Figura 36: Esquema de dissociacao do sal de aménio aromatico (TRF).
4.2.4 - EFEITO DA CONCENTRACAO NA CORRENTE DE PICO

Com o objetivo de quantificar a TRF, utilizou-se a técnica de VPD. Os
voltamogramas de VPD foram obtidos para a reducdo da TRF em diferentes
concentragbes em meio misto (tampao fosfato/etanol 1:1) pHap= 7,0 (Figura 37A).
Nestas condi¢des, observou-se uma linearidade em relacdo a corrente de pico e a
concentracéo, em ¢4 entre 2,49 x 107 a 5,79 x 10° mol L™, descrita pela equagao , »
(A) = 0,1214 + 0,05356 ([C]/M) (R = 0,99529, n=8). A curva analitica foi
confeccionada para a primeira onda de reducdo, devido a mesma possuir uma
melhor definicdo de onda. A Figura 37B apresenta a relacao entre as correntes de
pico e a concentracao da TRF.
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Figura 37: (A) VPD da TRF para varias concentragdes, 0,1molL", tamp&o

(fosfato/etanol 1:1) pH,, = 7,0. a= 50 mV, tempo de pulso= 70 ms, v= 20 mV s™. (B)

Relagao da corrente de pico com a concentracao da TRF.

Para a determinacdo do limite de deteccdo utilizou-se o desvio padrao da

média aritmética das correntes obtidas dos dez voltamogramas de brancos, no
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mesmo potencial do pico voltamétrico da reducao da TRF, e a relagdo (PEDROSA et
al., 2003):

LD = — (equacao 18)

onde Sz € o desvio padrdo da média aritmética das correntes dos brancos e 0 b o
valor do coeficiente angular da curva analitica. O valor calculado para a TRF em
eletrodo de carbono vitreo foi de 4,58 x 107 mol L™ considerando os dados da
Figura 37B.

4.3. ESTUDO DA ELETRODEGRADACAO DA TRF

A persisténcia de um pesticida em um determinado meio depende dos
processos de dissipacao, ou seja, dos processos de transferéncia como evaporacao,
lixiviagcdo, escoamento, absor¢cdo e degradacdo. Os processos de degradacao
podem ser quimicos, fisicos e biolégicos e podem resultar na mineralizacédo total do
pesticida ou na sua conversao em metabdlitos. No presente estudo sera avaliados a
degradacgao eletroquimica da TRF combinada ou ndo com processos oxidativos,
bem como os produtos desta reacdo serdo avaliados e comparados com aqueles
obtidos da degradacdo microbiana considerada a mais importante para este
herbicida.

4.3.1- COULOMETRIA E ELETROLISE EXAUSTIVA

A coulometria tem como objetivo determinar a quantidade de elétrons
consumida para reduzir a TRF. A eletrdlise foi feita em meio tamponado/EtOH (1:1),
pH.,= 6,39 e com adi¢do de KCI 0,2 mol L™ para aumentar a forca iénica do meio e
potencial controlado para as duas ondas (-0,950 V), registrou-se o numero de
coulombs gasto, o valor da corrente residual e o tempo do processo. No fim da
eletrdlise foi observada uma mudanca de coloracdo da solucdo, que passou de
amarela clara para incolor. Segundo Faraday para a transferéncia de um mol de
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elétrons, em uma reacdo quimica, sao requeridos 96487 Coulomb de carga.
Partindo-se do principio que a reagdao ocorra com 100% de eficiéncia, a carga

envolvida no processo é dada pela expressao:

Q = m96487n/M (equacédo 19)

onde m é a massa eletrolisada, n € o nimero de elétrons envolvido no processo e M
a massa molecular da espécie eletroativa.

A coulometria a potencial controlado (-0,950V), para a TRF, levou ao
consumo de 7,75 F mol' valor que foi proximo ao obtido por KOTOUCEK e
OPRAVILOVA, (1996) quando do estudo do comportamento voltamétrico de cinco
nitropesticidas em eletrodo de gota pendente de mercurio e ao completo
desaparecimento das duas ondas de reducao (Figura 38), levando a reducéo da
TRF a hidroxilamina, de acordo com a equacao abaixo:

NR, NR,
O2N NO, HOHN NHOH
8e
i + 2H,0
8H*
CF3 CF3
R = propril

Os produtos resultantes da eletrélise da TRF foram analisados por CG-EM e a
hidroxilamina da TRF (m/z 305) n&o estava entre os compostos obtidos, devido as
condi¢coes cromatograficas além de ser um pouco volatil. Entretanto, sabe-se que as
hidroxilaminas intermedidrias da reducdo de nitrocompostos sdo reduzidas as
aminas correspondentes e também formam subprodutos, o que pode justificar a nao
observacao destes intermediarios no presente estudo. O cromatograma da mistura
reacional resultante da eletrélise, apdés 5,0 horas de reagcdo mostrou o
desaparecimento da TRF (tempo de retencdo 10 min) e a presenca de varios
subprodutos de degradacao como mostrado na Figura 39.
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Figura 38: (1) VC da TRF antes da eletrélise, ¢ = 1,52 x 10° mol L tamp&o
acetato/etanol (1:1) pHap= 6,39. (2) VC do produto de eletrdlise apds consumo de 4F;

(3) VC do produto de eletrélise apds o consumo de 8F.
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Figura 39: Cromatograma CG-EM da mistura reacional resultante da eletrélise da
TRF.

A analise e comparacdao dos espectros de massa dos produtos de
eletrodegradacao da TRF (Figura 40) foram analogos aos encontrados no estudo da
fotélise da TRF (CROSBY,1972), redugdo abidtica dos herbicidas dinitroanilina
(WANG e ARNOLD, 2003) como também foi observado por KLUPINSKI e CHIN
(2003) quando estudaram a reducao da TRF em Fe(ll). O espectro obtido permitiu
definir os picos 1, 2 e 3 como sendo os derivados 2-etil-7-nitro-1-propil-5-
(trifluorometil)-1 H-benzimidazol, 2-etil-6-(trifluorometil)-1 H-benzimidazol-4-amina e 2-

etil-1-propil-5-(trifluorometil)-1 H-benzimidazol-7-amina respectivamente.
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A Figura 41 mostra o possivel esquema de degradacao da TRF em seus

intermediarios e alguns produtos benzimidazéis segundo KLUPINSKI e CHIN,

(2003), que foram sugeridos nesse trabalho através dos picos 1, 2 e 3. Comparando

a degradacao da TRF através da eletrdlise exaustiva e a fotodecomposicdo da TRF

(LEITIS e CROSBY, 1974) nossas condigdes experimentais sdo melhores devido ao

curto tempo de analise como também nao ter ocorrido decomposicao térmica. Na
fotodecomposicao da TRF (LEITIS e CROSBY, 1974) o experimento foi realizado em

temperatura bem acima do ponto de fusdo da substancia a ser degradada.
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Figura 40: Espectros de massa das principais substancias observadas no CG.
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Figura 41: Esquema da degradacao da TRF (KLUPINSKI e CHIN, 2003).

ND = nao detectado.

4.3.2- REACAO DE FENTON - ELETROFENTON

Os processos oxidativos avancados tais como a reacdo de fenton, que se
baseia na quimica do radical hidroxila, vem sendo usados em conjunto com métodos
eletroquimicos para o tratamento de efluentes industrias, bem como para o estudo
da degradacao e destruicdo de poluentes organicos (OTURAN et al., 2001; PANIZA
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e CERISOLA, 2001). Assim, esta técnica foi usada, no presente estudo, em conjunto
com a eletrdlise para avaliar a degradacgao eletroquimica do herbicida TRF.

A reacao eletrofenton da TRF foi conduzida em uma célula nao dividida, onde
0 contra eletrodo consistiu de uma lamina de platina como eletrodo de referéncia
Ag/AgCI (0,1M) e um feltro de carbono foi usado como eletrodo de trabalho. Apds a
reacdo, a mistura reacional foi extraida e analisada por CG-EM para dar os
cromatogramas da Figura 42. A TRF apresenta um tempo de retencdo de 10 min
(Figura 42a) e como pode ser visto na Figura 42b, ela ndo esta presente na mistura
reacional ap6s 1,0 hora de reacao eletro-fenton. Ao contrario do que foi observado
durante a coulometria, onde os principais produtos reacionais corresponderam a
formas nitro reduzidas da TRF, a reacao eletrofenton levou a formacao de quatro
substancias mais abundantes (picos 1, 2, 3 e 4 da Figura 42), sendo que uma delas
apresentou um m/z 429 (Figura 43). As outras duas substancias encontradas
parecem isoméricas, uma vez que tiveram a mesma massa (m/z 480) e tempos de
retencdo muito préximos (Figura 43).
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Figura 42: Cromatogramas CG-EM (a) da TRF (b) mistura reacional apos a
reacao eletrofenton da TRF.

85



Acdcia M*® dos Santos Melo Resultados e discussdo

Embora nao tenha sido possivel definir a estrutura desses produtos
reacionais, as razbes m/z apresentadas sugerem que eles sejam estruturas
diméricas resultantes do acoplamento entre os possiveis radicais da TRF obtidos a
partir do ataque da hidroxila radicalar (¢OH). Estas estruturas diméricas podem estar
sozinhas ou ainda apresentar-se queladas com Fe (OH)s, precipitando no eletrodo
como previamente descrito na literatura e observado durante o presente estudo
(BRILLAS et al., 1999). A polimerizacao de substancias € um processo desejavel
durante o tratamento de rejeitos industriais, uma vez que os mesmos podem perder
sua toxicidade devido ao acoplamento de estruturas, além de precipitarem ou
flocularem na mistura reacional, tornando sua remo¢ao mais simples e de menor
custo (WAGNER e NICELL, 2002; FENGLIAN et al.,2006).
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Figura 43: Espectros de massa dos produtos resultantes da reacao eletrofenton
da TRF.

4.4- ESTUDO DA ADSORGCAO DA TRF EM QUITOSANA

Sabe-se que a TRF é um herbicida muito utilizado principalmente nas culturas
de cana de acucar, feijao, milho, soja, algumas hortalicas e nas pastagens. Com a
utilizagdo dos herbicidas, o solo fica contaminado e os residuos sdo levados para
aguas de rios e lagos através das aguas das chuvas. Assim, a presenca desses
residuos nessas aguas pode causar sérios problemas ao ecossistema, levando a
necessidade de sua remocéao.

A quitosana tem diversas aplicagdes como dito anteriormente. Uma delas é
como adsorvente para recuperacdo e separacao de varios metais e compostos
organicos de &guas residuais. A quitosana se mostra um adsorvente atrativo
economicamente por ser derivado da quitina que € por sua vez o segundo
biopolimero mais abundante na natureza perdendo apenas para a celulose. A
quitosana é conhecida como suporte ideal devido a muitas caracteristicas, tais
como: hidrofilicidade, biocompatibilidade, biodegradabilidade, e propriedade anti-
bacterial (CHANG et al., 2005). Sendo assim, com o intuito de remover pesticidas do
meio ambiente, verificamos se a TRF adsorve em quitosana e qual a quantidade
méaxima de TRF adsorvida (mg g™'), através da construgéo de isoterma de adsorgao.
Informacbes sobre calor de adsor¢cdo em relagdo a quitosana e estrutura do
herbicida sdo de suma importancia, podendo revelar o0 mecanismo de adsorcao e,
assim, indicando qual o tipo de interacao e fatores que influenciam no processo. No
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futuro, essas informagdes podem auxiliar na modificagdo da quitosana e para tornar
0 processo de adsorcao mais seletivo.

O estudo da adsorcao de TRF em quitosana possibilitara também a
construcdo de um biossensor a base de quitosana para a deteccédo e quantificacéo

da TRF em meio aquoso.

4.4.1- Analise espectroscopica da TRF em quitosana

Nos espectros eletrbnicos da ftrifluralina na regido do UV-Vis foram
observadas duas bandas de absorcao situadas no comprimento de onda de 275 e
430 nm. Foram utilizados dois meios para analise: meio etandlico e acido (Figura
44). Em meio etandlico a adicdo de diferentes massas de quitosana ndo provocou

qualquer modificacao no espectro.

—— Trifluralina 1x10 “mol L

0.8 Meio etandlico

12 Trifluralina 1 x 10 *mol L
Meio Acido

Absorbancia
Absorvancia

04 L

300 400 500 600 700 800 300 400 500 600 700 800

Comprimento de onda (nm) Comprimento de onda (nm)

Figura 44: Espectro no Uv-vis da TRF em meio etandlico e meio acido

respectivamente.

Nos experimentos com adicdo de diferentes massas de quitosana, a
absorbancia variou de acordo com a adicdo de quitosana somente em meio &cido. A
medida que a quantidade de quitosana é adicionada ao meio, ha uma diminuicdo da
intensidade de absorcdo no comprimento de onda correspondente a trifluralina
(Figura 45).
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Figura 45: Graficos do efeito da variagdo da massa de Quitosana em meio etandlico

e meio acido respectivamente.

Observou-se também que a agitacao é um fator importante no processo de

adsorcao, com a diminuicao da absorbancia (Figura 46).
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Figura 46: Espectro da TRF em meio 4cido ap6s permanecer em contato com a

quitosana por 2 horas com agitagao.

Como podemos observar a adicdo de quitosana em meio aquoso/etandlico

ndo ocasionou qualquer modificagcdo no espectro, entretanto, em meio acido,

ocorreu a diminuicdo das bandas de absorcdo, tanto em funcdo da adicdo de

quitosana, quanto ao tempo que permaneceu em contato sob agitacdo, Figura 47.

Este resultado indica que provavelmente somente a sua forma protonada da

quitosana interage com o herbicida, mediante interacdo eletrostética entre os grupos

nitro e o ion amoénio do biopolimero, este resultado sera confirmado com o estudo

das isotermas de adsorgao.
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Figura 47: Espectro de absor¢cdo no UV-vis da TRF com quitosana em meio acido

com a variagéo do tempo.

Antes do estudo das isotermas foram avaliados os seguintes parametros na
adsorcao da TRF em quitosana: influéncia da variacdo da massa de quitosana e a
variacdo do tempo sobre adsorcdo de TRF em quitosana. A partir dos resultados
obtidos foi possivel definir as variaveis que podem influenciar na adsorcédo da TRF.

4.4.2 — Efeito da Variacao da Massa

De acordo com NAGY (1988), para um experimento de adsorcao a influéncia
da variagcdo da massa do soélido na quantidade adsorvida de um determinado
componente da solugdo deve ser a primeira etapa do experimento. Deveremos
verificar o seguinte ponto: a razdo do adsorbato por unidade de massa do
adsorvente deve ser independente da massa do adsorvente utilizada no meio.

A Figura 48 apresenta a razdo de TRF adsorvido por unidade de massa de
quitosana em funcdo da massa de quitosana. Observa-se que esta razdo é
aproximadamente constante, a partir de 180 mg de quitosana utilizada a um volume

constante de solugéo.
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Figura 48: Razao de TRF adsorvido por unidade de massa de quitosana em fungao
da massa de quitosana a 25°C, 150 rpm, c= 3,0 x 10° mol L' de TRF, 4 h.

4.4.3- Cinética de adsorcao

A cinética de adsorcao foi realizada com o objetivo de determinar o tempo
necessario para saturacao da superficie de quitosana pela TRF, ou seja, o tempo
em que o equilibrio de adsorcéao foi atingido. As isotermas de adsorcao s6 poderao
ser obtidas ap6s a determinacado deste tempo. A Figura 49 mostra a cinética de
adsorcao de TRF/quitosana.

Nota-se que a massa de TRF adsorvida por unidade de massa de quitosana
inicialmente aumenta com o aumento do tempo de contato e atinge o patamar
constante apés 1,0 h, sendo que o tempo escolhido para o experimento da isoterma
foide 1,5 h.

De posse desses dois parametros podemos construir as isotermas.
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Figura 49: Cinética de adsorcdo de TRF em quitosana, a 25°C, 180 mg de
quitosana, 150 rpm, c=3,0 x 10 mol L™ de TRF.

4.4.4— Isotermas

As isotermas de adsorcao da TRF em quitosana foram obtidas nas seguintes
temperaturas: 25, 30, 35 e 40 °C como apresentadas na Figura 50. De acordo com
a literatura (PARIA e KARTIC, 2004) a adsor¢cao € um processo de transferéncia de
moléculas da solugdo para a interface. A obtencao de isotermas é importante, pois
suas formas podem estimar o mecanismo de adsorcdo e a natureza da interacéo
entre o adsorbato e o adsorvente (SOMASUNDARAN e HUANG, 2000).
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Figura 50: Isotermas de adsorcao de TRF em quitosana em funcao da concentracéao
de equilibrio a 25, 30, 35 e 40° C. Os experimentos foram feitos em triplicata.

Observa-se, na Figura 50, que estas isotermas nao alcangaram um patamar
bem definido e a quantidade adsorvida de TRF por unidade de massa de quitosana
€ alterada com o aumento da temperatura. Estas isotermas estdo de acordo com o
sistema de classificacdo de isotermas de GILES et al.,(1960) a partir da solucao.
Este sistema divide as isotermas em quatro classes principais de acordo com a sua
inclinacdo inicial e em subgrupos baseado no tipo de patamar. Seguindo este
sistema, as isotermas obtidas classificam-se como a do tipo L (inclinagéo inicial
cbncava com relacdo ao eixo x) e no subgrupo 2. Na pratica, as isotermas L
sugerem que a medida que os sitios de adsorcdao sao preenchidos torna-se mais
dificil para outras moléculas encontrarem sitios disponiveis (LYKLEMA, 1991).
Foram feitos testes para as isotermas de Langmuir, Freundlich e Brunauer-Emmett-
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Teller, para se determinar as quantidades maximas adsorvidas de TRF em
quitosana como também a constante de adsorcdo em cada temperatura, mais s6 o
modelo de Langmuir apresentou forma linear. Esse modelo assumiu que a camada
adsorvida € de natureza monomolecular, onde a forma linear das isotermas de

Langmuir é dada pela equagéo:

Ceq 1 Ceq ~
= + equacao 19
r Tx' T (equag )

m m

onde Ceq é a concentragdo de equilibrio no sobrenadante (mg L"), I'é a quantidade
de herbicida adsorvido no sélido (mg g™), I'm € a capacidade de adsorcdo maxima
(mg g”), K é a constante que relaciona a intensidade de adsorgdo (L mg™'). As
formas linearizadas das isotermas da TRF a 25, 30, 35 e 40°C foram linear sobre a
faixa de concentracdo estudada e os correspondentes coeficientes de correlacédo
foram satisfatérios (r= 0,995). Este valor sugere que os dados de adsorcao TRF-

quitosana seguem o modelo de Langmuir. Todas as constantes obtidas por este

modelo e pardmetros termodinamicos (AG'’, e AH’,) do processo de adsorgéo

estdo representadas na tabela 10. A variagdo de energia livre padrdo (AG’,) e a

variagao da entalpia padrao (AH', ) do processo de adsorgéo s&o calculados através

de,

AG? =—RTInK (equacao 20)
onde R é a constante dos gases (8,314 JK™" mol™), T é a temperatura absoluta. Dos
valores de K, o grafico vant Hoff (In K x 1/T) pode fornecer a variagdo da entalpia do

processo de adsorgcao usando a seguinte equacao,

dInK) _ AH,,
o1/T) R

(equacéo 21)
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Tabela 10: Dados de Adsorcao e Termodinamicos da interacao TRF-quitosana.

Adsorvente Temperatura I'm K AG’, AH,
(K) (mg g7) (Lg") (kdmol™)  (kJ mol)
Quitosana 298 31,8 126,3 -11,9 -10,2
303 30,7 117,3 -12,0
308 29,2 94,7 -11,7
313 25,4 109,1 -12,2

Em geral a quantidade de TRF adsorvida em quitosana diminui quando a
temperatura aumenta, indicando que ha o processo de dessorcdo da TRF em
quitosana. O valor de entalpia obtido foi de -10,2 + 0,8 kJ mol” confirmando que a
adsorcao TRF-quitosana é fisica. Este valor de entalpia esta de acordo com a nossa
hipbtese que o processo de adsorcdo envolve atracdo eletrostatica entre o grupo
amino protonado da quitosana (RNH"3) e o dipolo da molécula da TRF (Figura 51).
DOS ANJOS et al.(2002) também verificaram que o corante Indigo Carmine (IC) foi
removido da solucéo pela quitosana pela acao dos grupos amino protonados dela. A
interacdo de IC com quitosana propicia a formagcdo de uma monocamada de corante
como indicado pelo modelo de adsor¢éo aplicado.

Qo <)
N—0
+ N—O
CF3 NRj : 2
+
N—__O
r o N—O
H
H N H 0 ‘e
H H20H H T“‘B
O H 0
OH
noCr H _ >
HOH
Quitosana Quitosana protonada

Figura 51: Esquema representando uma possivel interacdo para adsorcao da TRF

em quitosana.
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O valor da energia livre obtido indica que o processo de adsorcao €
espontdneo na natureza e a interacdo TRF-quitosana é um processo
termodinamicamente favoravel para essas temperaturas.

Segundo a literatura (HOLMBERG et. al.,, 1998) quando aumentamos a forca
ibnica do meio geralmente ocorre uma diminuicdo da adsor¢cdo de moléculas em
superficies, isto é valido para interacées de natureza eletrostatica. Com base nessa
teoria, foi construida uma isoterma com adigdo de NaCl para confirmar a natureza
da interacdo. A Figura 52 mostra a adsor¢do da TRF em quitosana com adicdo de
0,01 mol L™ de NaCl. Observa-se que esta isoterma alcangca um patamar em torno
de 17 mg g, este valor mostra a grande influéncia da presenca do sal quando
comparamos com a isoterma da Figura 50 a 25°C. A partir desta observacao é
possivel que o sal presente no meio interaja com o dipolo da TRF e desta forma

diminui a interagdo da TRF com a quitosana.
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Figura 52: Isoterma de adsorcdo de TRF em quitosana em funcédo da concentragéao
de equilibrio a 25°C com 0,01 mol L de NaCl. Experimento feito em triplicata.
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Estudos recentes demonstraram que a quitosana, além de ser naturalmente
biodegradada por catalise enzimatica ou por microorganismos (RATAJSKA e
BORYNIEC, 1998), pode também sofrer degradagdao por POA (MURINOV et al,
2007). Essa informacao é relevante em processos de descontaminagéo, ja que o
poluente organico, depois de ser retirado do meio, pode posteriormente ser
degradado pelo método de Fenton, juntamente com sua matriz adsortiva.

Este estudo de adsorcao foi também importante porque ao constatarmos a
existéncia da interagcdo entre TRF-quitosana, nos forneceu subsidios para a
utilizacdo um eletrodo a base de gel de quitosana. O proximo item mostra o estudo
eletroquimico deste material eletrédico.

4.5- Estudo eletroquimico da TRF em eletrodo modificado com
quitosana (EMQ)

A necessidade de técnicas mais versateis para 0 monitoramento ambiental
estimula a producdo de uma grande variedade de métodos analiticos. No presente
caso, baseado nos estudos adsortivos da TRF em quitosana, um eletrodo
modificado com este polimero foi construido na perspectiva de sua utilizagdo no
monitoramento de efluentes e outras matrizes de interesse ambiental, possibilitando

uma rapida adaptacao nos processos de tratamento.

4.5.1- Voltametria Ciclica

No voltamograma ciclico da ftrifluralina em eletrodo de EMQ os picos de
reducdo foram deslocados anodicamente, apresentando maior intensidade
(Epci= -0,755 V e Epco= -0,937 V) em relacdo ao eletrodo de CV apresentado na
Figura 53, caracterizando também que a trifluralina adsorve em quitosana. O efeito
dessa adsorcao foi verificado em funcao do tempo de imersao deste eletrodo na
solucdo contendo a trifluralina. Apés 30 mim em contato, verificou-se um aumento

da intensidade de pico cerca de 68%, corroborando com o que foi obtido na isoterma
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de adsorcao onde o tempo € um fator importante para a saturagdo da superficie da
quitosana pela TRF.
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Figura 53: Voltamograma Ciclico da trifluralina c= 10 mol L™ obtido com eletrodo

EMQ com eletrolito tampao fosfato/etanol (1:1) pHap=7,0 € v = 0,100V/s.

4.5.2- Voltametria de Pulso Diferencial

A VPD da TRF foi determinada, e revelou dois picos de reducao em -0,687V e
-0,795V respectivamente como no eletrodo de CV (Figura 54B). Quando o eletrodo
foi modificado com quitosana, ambas a corrente de pico foram grandemente
aumentadas (Figura 54C), aproximadamente 5 vezes maiores, e foi observado um
deslocamento do potencial para valor menos negativo (AEp= 106 mV). A ciclagem
do potencial catdédico mostra que a intensidade da corrente ndo diminui mostrando a
estabilidade do eletrodo. A razdo é que no meio em estudo a quitosana € uma
espécie carregada positivamente, e € adsorvido através dos dois grupos nitro
presentes na molécula, como constatamos no estudo da isoterma de adsor¢cao TRF-
quitosana.
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Figura 54: Voltamograma de pulso diferencial obtido com eletrélito suporte tampéao
fosfato/etanol (6:4) para a TRF. a (.....) eletrélito suporte em EMQ, b (----) VPD da
TRF em eletrodo de CV e ¢ (—) VPD em EMQ em solugédo de TRF. A concentracao
de TRF em solugéo c= 5,79 x 10® mol L. Concentracdo de quitosana no eletrodo
de CV30mgL™.

4.5.3- A CURVA ANALITICA DA TRF EM ELETRODO EMQ

Os voltamogramas de Voltametria de Pulso Diferencial foram obtidos para a
reducdo da TRF em diferentes concentragdes em tampdo fosfato 0,1 mol L™
pHa = 7,0. A analise do efeito da concentracdo na corrente Eplc permite explicitar a
linearidade mostrada na relacado entre a corrente de pico e a concentragao (Figura
55A). Evidenciou-se linearidade entre a corrente de pico e a concentragdo em c4
entre 2,49 x 107 a 5,79 x 10° mol L, descrita pela equacéo ka(A) = -0,05977 +
0,28558([C)/M) (R = 0,99524, n=9). A Figura 55B apresenta a relacdo entre as

correntes de pico e a concentracdo da TRF.
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Para a determinacao do limite de deteccao do EMQ utilizou-se o desvio padrao da
média aritmética das correntes obtidas dos dez voltamogramas dos brancos, no
mesmo potencial do pico voltamétrico da reducao da TRF, e a relagdo (PEDROSA et
al., 2003) :

LD = — (equagéao 22)

onde Sz € o desvio padrdo da média aritmética das correntes dos brancos e 0 b o
valor do coeficiente angular da curva analitica. O valor calculado para a TRF em
eletrodo modificado com quitosana foi de 7,45 x 10® mol L™ considerando os dados
da Figura 55B. Observamos que o valor LD obtido com o EMQ foi dez vezes menor
que o LD obtido em eletrodo de CV, mostrando assim uma maior sensibilidade.
Comparando o LD obtido com o determinado através do método da voltametria de
redissolucdo com adsorcao da TRF em eletrodo de carbono vitreo (RADI, 1999) que
foi de 2,5 x 10® mol L' podemos entdo afirmar que o EMQ possui uma boa
sensibilidade.

A repetibilidade da resposta de corrente utilizando o EMQ foi investigada
usando uma concentracdo de 5,79 x 10°® mol L™ da TRF. O coeficiente de variagdo
foi de 2% para trés ensaios sucessivos. Esse eletrodo também mostrou
reprodutibilidade (experimentos em dias diferentes) com uma variacao de 4,2% de

corrente utilizando a mesma concentragdo do herbicida.
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Figura 55: (A) VPD da TRF em EMQ para varias concentragdes, eletrolito tampéao

fosfato/etanol (6:4) pHap = 7,0. a= 50 mV, tempo de pulso: 70 ms, v= 20 mVs™. (B)

Efeito da corrente de pico e a concentragao da TRF.
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4.5.4- ELETRODO MODIFICADO COM CoTSPc E GEL DE QUITOSANA

Varios trabalhos realizados pelo grupo do professor Dr. Lauro Kubota, da
Universidade Estadual de Campinas, utiliza eletrodo de carbono vitreo modificado
com filme de Ftalocianina Tetrassulfonada de Cobalto e poli-L-Lisina (CoTSPc/PLL),
como sensor amperométrico para cisteina (LUZ et al., 2006a), sensor para deteccao
de oxigénio dissolvido na solugdo (LUZ et.al., 2006b) e outros. Neste trabalho
fizemos a utilizacdo do complexo metalico com a substituicdo da poli-L-Lisina (PLL)
por gel de quitosana para verificar uma possivel reagdo eletrocatalitica entre o
complexo e a TRF. Tanto a enzima quanto a quitosana serve de suporte para
complexo de cobalto, mas diferentemente do polissacarideo, a PLL tem custo
relativamente alto, sofre facilmente degradacdo e ndo possui boa estabilidade
mecanica o que confere o uso da quitosana uma grande vantagem.

Este estudo foi feito com o objetivo de observar se havia ou ndo catalise do
complexo na reagdo com a TRF usando eletrodo modificado CoTSPc/gel de
quitosana. Para verificar a reducao eletrocatalitica da TRF no eletrodo modificado,
foi utilizada voltametria de pulso diferencial. Nas condicdes utilizadas, as respostas
voltamétricas com o eletrodo modificado com CoTSPc/quitosana ndo demonstrou
reacao catalitica entre o complexo e a TRF ja que a onda em -0,3 V referente a
reducdo da espécie ao ion metalico do complexo permaneceu inalterada na
presenca do herbicida (Figura 56). Entretanto, um aumento de corrente ocorreu
dessa onda ocorreu quando a desaeracdo da solugdo foi interrompida. Esse
aumento da intensidade de corrente foi mais evidente quando oxigénio molecular foi
borbulhado da solug&o. Esse comportamento foi similar ao observado por LUZ et al.
(2006a) com o eletrodo de CoTSPc/PLL. Comportamento este, associado a redugéo
catalitica de oxigénio. Esse resultado foi interessante, pois demonstra que podemos
utilizar o eletrodo modificado com CoTSPc/quitosana para detectar oxigénio
presente na solucdo. Em trabalhos serédo otimizados os parametros para o eletrodo
CoTSPc/quitosana para deteccao de oxigénio.
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Figura 55: Voltametria de Pulso Diferencial (a= 50 mV, v = 10 mV s™) realizados em
tampé&o fosfato/alcool (1:1) pHap = 7,0 para eletrodo de carbono vitreo modificado
com Qui/CoTSPc (a); eletrodo modificado com Qui/CoTSPc+TRF apdés 10mim de
desaeracao (b); eletrodo modificado com Qui/CoTSPc + TRF apés a 12 corrida (c);

eletrodo modificado com Qui/CoTSpC + TRF com adigao de oxigénio (d).

4.6. ESTUDO DA INTERAGCAO DA TRF COM A MACROMOLECULA
DO DNA E DA TOXICIDADE FRENTE AO CARAMUJO
BIOMPHALARIA GLABRATA

Embora a TRF apresente varios processos e efeitos agudos no organismo
tais como oxidacao da hemoglobina, destruicdo dos globulos vermelhos, toxicidade
aos rins e figado, dermatites, entre outros, alguns autores afirmam que a TRF
apresenta baixa toxicicidade. Estudos recentes apresentaram que a TRF possui
genotoxicidade, apesar de outros trabalhos ndo apresentarem genotoxicidade ou
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resultados inconclusivos. Desta forma utilizou-se um biossensor de dsDNA para
verificar possivel interagdo entre o herbicida e biopolimero. Testes moluscicidas
foram também realizados e sdo ainda inéditos. Esses resultados serdo importantes e
servem para corroborar aos estudos de toxicidade da TRF oriundos da literatura

alguns inclusive controversos.
4.6.1- Estudo eletroquimico da TRF em biossensor de dsDNA.

Como anteriormente abordado um dos alvos biol6gicos mais relevantes para
atuacao de nitroaromaticos € o DNA. O biossensor de dsDNA é uma ferramenta
valiosa na observacao qualitativa da interacdo DNA/Farmacos, drogas, compostos
toxicos, principalmente em estudos de toxicidade, com ou sem redugéo preliminar.

Um biossensor eletroquimico de dsDNA foi preparado e submetido a
varreduras em voltametria de pulso diferencial na faixa de potencialde 0 a + 1,4 V,
no intuito de verificar possiveis interacoes entre a TRF e o dsDNA. O mesmo
tratamento foi também dado a um outro biossensor de dsDNA somente no meio
eletrolitico na auséncia da TRF, denominado de branco, com o objetivo de assegurar
que quaisquer alteracdes observadas no espectro eletroquimico do biossensor em
presenca da TRF nao fossem decorrentes da desnaturacéo da dupla hélice de DNA.

Em tampéo acetato, pH 4,5, o comportamento eletroquimico do biossensor de
DNA demonstrou a presenca de dois picos de oxidacao referentes as bases guanina
e adenina. Estes picos sao caracteristicos do biossensor e suas correntes sdo ainda
discretas 0 que se deve ao fato das bases ndo estar disponiveis para sofrer
oxidacao, em consequéncia das ligacbes de hidrogénio entre elas na dupla fita de
DNA.

Estudos eletroquimicos da TRF foram realizados em biossensor de dsDNA
através de duas metodologias. Na primeira, o dsDNA foi depositado
eletroquimicamente na superficie do eletrodo de carbono vitreo com a aplicacéo de
Ep =+0,5 V por 300s em uma solugdo 1x10™ mol L' de dsDNA em tamp&o acetato
onde utilizou-se varias concentracdées do herbicida. A outra metodologia, 25 pL de
uma solucdo de dsDNA foi colocado na superficie do eletrodo de carbono vitreo e
secado sob atmosfera de N.. Este biossensor permaneceu em contato com a
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solucao de TRF por até 6 horas. Esta ultima metodologia garante uma completa
cobertura da superficie do eletrodo e assim qualquer mudanga voltamétrica estara
associada exclusivamente a uma possivel interacao entre a macromolécula do DNA
e a TRF.

De acordo com o observado na Figura 57, pode-se claramente perceber uma
mudangca do comportamento voltamétrico do biossensor ocorrendo um aumento
expressivo do sinal de oxidagdo das nucleobases guanina e adenina mesmo em
concentragdes mais baixas do herbicida. Isto demonstra que a TRF interage com o
dsDNA promovendo uma mudanca conformacional da dupla fita e uma maior
exposicao das bases para sofrerem oxidacao na superficie do eletrodo. Interacdes
estas podendo ser eletrostaticas entre a TRF e o dsDNA e ou devido a quebra das
ligacGes de hidrogénio entre as fitas da biomacromolécula. O efeito do tempo de
exposicao foi também analisado e apdés manter o biossensor em contato com TRF
observou-se em varredura anddica o aumento dos picos de oxidacdo das duas
ondas de oxidacao referentes as nucleobases principalmente apds 2 horas que o
biossensor permaneceu em contato (Figura 59).

——TRF 1,0 x 10* mol L™
——TRF 1,0 x 10°mol L
S ——TRF1,0x10° mol L™
— Biossensor de dsDNA

Corrente (uA)

0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 1.2 1.4

E/V vs Ag|AgCI|CI” 0.1 mol L

Figura 57: Voltamograma de pulso diferencial da TRF em um biossensor de dsDNA,
tampao acetato, pH 4,5. Efeito da concentracao da TRF.
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6 —— Biossensor dsDNA+ TRF inicio
— Biossensor dsDNA + TRF 1h
Biossensor dsDNA + TRF 2h
—— Biossensor dsDNA + TRF 6h
—— Branco biossensor dsDNA

Corrente (pA)

0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 1.2 1.4
E / V vs Ag|AgClI|CI- 0,1 mol L™

Figura 58: Voltamograma de pulso diferencial da TRF em um biossensor de dsDNA,
tampao acetato, pH 4,5. Anélise do tempo de exposicao.

A andlise da TRF reduzida em presenca do biossensor de dsDNA foi também
realizada. Ou seja, efetuou-se uma pré-eletrélise em -0,8 V por 120 s e varreu-se na
varredura anddica utilizando o biossensor. Apds ciclagem, observou-se, além das
ondas de oxidacdo associadas as nucleobases, a presenca da onda de oxidacao
referente ao derivado hidroxilaminico gerado apo6s reducédo (pico A) e um pico

caracteristico do produto de oxidacao da guanina, a 8-oxoguanina (Figura 59).
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Figura 59: Voltamograma de pulso diferencial da TRF em um biossensor de dsDNA,

tampao acetato, pH 4,5 em presenca da TRF 1 x 10 mol L™ apés reducéo in situ.

Eap=-0,800 V; tg= 120s.
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Figura 60: Esquema de oxidacdo da guanina e da 8-oxoguanina
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De acordo com os resultados obtidos, € possivel concluir que a TRF interage
com o dsDNA tanto na sua forma nao reduzida quanto apés eletrorreducao in situ.
No meio estudado, pH 4,5, a TRF deve estar na forma protonada e interacdes
eletrostaticas entre esses grupos catibnicos com os grupos fosfatos da
biomacromolécula podem ocorrer promovendo mudangas no comportamento
ciclovoltamétrico do biossensor. Por outro lado, apés reducdo, a TRF pode interagir

com o dsDNA devido a formacéao de intermediarios altamente reativos como o anion
nitro radical (RNO22) e os derivados nitroso (RNO), hidroxilamina (RNHOH) e amina

(RNH2) (ZIEBA-MIZGALA et al., 2005), gerados apds eletrorreducédo in situ dos
grupos nitro.

4.6.2- Atividade Moluscicida — Caramujo Adulto

O objetivo do estudo da atividade moluscicida foi verificar a toxicidade da TRF
frente ao caramujo Biomphalaria glabrata. Foram feitos testes preliminares nas
concentragbes 100, 50, 25, 20,15, 10, 5, e 1 ppm, onde foi observado que nas
concentracdes de 100 e 50 ppm apds as primeiras 24 horas houve mortalidade de
100% e nas concentracdes de 25, 20 e 15 ppm com 48 horas verificou 100% de
mortalidade e nas concentracbes de 5 e 1 ppm com 48 horas ocorreu 80% de
mortalidade, a tabela 11 mostram esses resultados pré-liminares.
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Tabela 11: Atividade moluscicida da trifluralina frente a Biomphalaria Glabrata. Teste

preliminar.
Amostra Concentracao Mortalidade Mortalidade
(Ppm) (Horas) (%)
Trifluralina 1 100 24 100
Trifluralina 2 100 24 100
Trifluralina 1 50 24 100
Trifluralina 2 50 24 100
Trifluralina 1 25 48 100
Trifluralina 2 25 48 100
Trifluralina 1 20 48 100
Trifluralina 2 20 48 100
Trifluralina 1 15 48 100
Trifluralina 2 15 48 100
Trifluralina 1 10 48 100
Trifluralina 2 10 48 100
Trifluralina 1 5 48 80
Trifluralina 2 5 48 80
Trifluralina 1 1 48 80
Trifluralina 2 1 48 80
Branco 1 0
Branco 2 0
Negativo 1 0
Negativo 2 0
Positivo 1 3 24 100
Positivo 2 3 24 100

Os testes apurados foram feitos nas concentracées de 5,0; 2,5; 1,0 e 0,5 ppm
em ftriplicata, onde cada copo contém 10 caramujos e 0s resultados estao
apresentados na tabela 12.
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Tabela 12: Experimento realizado em triplicata, contendo cada copo 10 caramujos
da espécie Biompharia glabrata

Concentracao Numero de Numero de Mortalidade
(ppm) Vivos Mortos (%)
5 30 30 100
2,5 30 12 40
1 30 8 26,7
0,5 30 0 0

Os resultados da tabela 12 adicionados no programa estatistico
computacional POLO e os valores de CLsy para a TRF foi 1,79 ppm, demonstrando
que a TRF possui atividade moluscicida frente ao caramujo Biomphalaria glabrata.

O estudo da toxicidade frente ao caramujo Biomphalaria glabrata demonstrou
a toxicidade da TRF em outros sistemas ndo ainda descritos na literatura, bem como
corrobora a outros estudos de toxicicidade para a TRF, alguns inclusive
controversos.

Os resultados obtidos evidenciam uma forte atividade moluscicida de TRF
contra caramujos adultos, que € muitas vezes superior aquelas apresentadas por
varios moluscicidas; muzigadial, CLsp = 5 e 10 ppm; warburganal, CLso = 2 ppm €
mukaadial, CLsp = 20 ppm (MARSTON; HOSTETTMANN, 1985), e proximo ao
mostrado pela jatrofona, CLso = 1,86 ppm (SANTOS et al., 1999).
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5- CONCLUSOES

» O comportamento eletroquimico da TRF em eletrodo de carbono vitreo
apresentou dois picos de reducao irreversivel e de natureza difusional e
uma onda anddica correspondente a oxidagdo do grupo hidroxilaminico
gerado na varredura catédica.

> Através da andlise do efeito da velocidade na corrente de pico, evidenciou
um mecanismo do tipo EC onde a corrente de pico catddica normalizada
diminuiu com o aumento da velocidade de varredura sugerindo, que ocorre
a protonacéao posterior a transferéncia eletrénica.

» A TRF apresentou um comportamento de redugao nao linear, em funcao do
pH aparente, com o deslocamento do potencial catédico (AEpc) para valores
mais negativos. A analise da corrente de reducéo (/pc) com o pH evidenciou
uma ampla variacao da corrente. E o pKa obtido através da interseccao das
duas retas foi de 5,3 relativos a dissociacao do sal de aménio aromatico.

» A quantificacdo da TRF em eletrodo de carbono vitreo obteve um LD em
torno de 4,58 x10” mol L.

> A eletrélise preparativa da TRF levou o consumo de 7,75 F mol L e ao
completo desaparecimento das duas ondas de reducdo. A andlise da
mistura reacional observou-se a presenca de varios subprodutos de
degradacao correspondente as formas nitro reduzida da TRF.

» O processo eletrofenton teve grande eficiéncia na oxidacdo do herbicida
TRF, devido a simplicidade do método como também o tempo de andlise. A
reacado eletrofenton levou a formacédo de quatro substancias, embora nao
tenha sido possivel definir a estrutura desses produtos reacionais, onde a
razdo m/z sugere que sejam estruturas diméricas resultantes do
acoplamento entre os possiveis radicais da TRF obtidos a partir do ataque
da hidroxila radicalar.

» O estudo da adsorcdo da TRF em quitosana foi feito através de UV-vis e
das isotermas de adsorcdo e mostrou que a melhor adsorcédo foi em meio
acido, evidenciando que a quitosana, na sua forma protonada, interage com
o herbicida. A variagdo da massa de quitosana adsorvida na TRF tornou-se
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constante a partir de 180mg e o tempo de contato necessario atingiu um
patamar constante apés 1,0h.

» Com o estudo das isotermas de adsor¢dao da TRF em quitosana foi possivel
determinar a variagdo da entalpia e da energia livre, onde foi confirmado
que a adsorcdo TRF-quitosana é de natureza fisica (interacao eletrostatica
entre o grupo amino protonado da quitosana (RNH"3) e o dipolo da molécula
da TRF) e que o processo € espontdneo e termodinamicamente favoravel.
Este estudo nos forneceu subsidios para a construcdo de um biossensor a
base de gel de quitosana.

» O comportamento eletroquimico da TRF em EMQ mostrou que os picos de
reducdo sao deslocados anodicamente apresentando um aumento na
corrente de pico. Foram feitas varias ciclagens e a intensidade da corrente
nao diminuiu mostrando a estabilidade do eletrodo.

> No EMQ obteve um LD dez vezes menor que o LD obtido em eletrodo de
CV, mostrando assim uma maior sensibilidade.

» O estudo do eletrodo modificado com CoTSPc/quitosana pode servir para
detectar oxigénio presente em uma solucao.

» O estudo eletroquimico da TRF em biossensor dsDNA, tanto em solucao
como incorporado na superficie do eletrodo de carbono vitreo, mostrou que
a TRF interage com o dsDNA tanto na sua forma n&o reduzida quanto apés
eletrorreducao in situ.

» Ensaios moluscicidas mostraram que a TRF apresenta toxicidade frente ao

» caramujo Biomphalaria Glabrata foram relevantes, pois demonstra a
toxicidade da TRF em outros sistemas nao ainda descritos na literatura,
bem como corrobora a outros estudos de toxicicidade para a TRF, alguns
inclusive controversos. Esses resultados evidenciam uma forte atividade
moluscicida de TRF contra caramujos adultos, até mesmo superiores
aquelas apresentadas por varios moluscicidas.
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6- PERSPECTIVAS FUTURAS

O presente trabalho proporcionou a apresentagcdo dos resultados em
congressos nacionais e internacionais bem como a submissdo de artigo em revista
cientifica (Adsorption Studies of Trifluralin on Chitosan and its Voltammetric
Determination on a Modified Chitosan Glassy Carbon Electrode; JBCS) e capitulo de
livro (O uso de quitosana e quitosanas funcionalizadas em descontaminagéo
ambiental; BNB). Mas alguns experimentos precisam ainda ser realizados para
posterior submissdo de novos trabalhos a periddicos indexados bem como
perspectivas futuras profissionais nessa linha de pesquisa na UFS sdo ainda

pretendidas. Sao eles:

» Estudo completo da TRF usando biossensor de dsDNA e ssDNA para se
obter um diagnéstico mais preciso das interagdes observadas para a
sugestdo do mecanismo de toxicidade do herbicida frente & macromolécula
bioldgica.

» Confeccao do artigo sobre a toxicidade da TRF frente ao caramujo
Biophalaria Glabrata.

» Modificagdo estrutural do biopolimero quitosana para estudos posteriores de
adsorcao para a TRF e outros pesticidas.

> Realizacao de reacdes de elétron fenton do compdésito TRF-quitosana

» Desenvolvimento de biossensores a base de quitosana/CoTSPc para a

deteccgéo de pesticidas.
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