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RESUMO

O presente trabalho refere-se ao estudo eletroquimico em meio prético dos herbicidas
Metribuzin (MTZ) e sulfentrazona (STZ), do inseticida natural Safrol (SAF) e seu
nitroderivado Nitrossafrol (NSAF). Os estudos eletroanaliticos foram realizados em
diversos eletrodos. Para o MTZ, foi desenvolvido o método de quantificagdo por
redissolugdo anddica em eletrodos de Carbono vitreo (CV), Pasta de carbono/nujol
(PC/nujol), Pasta de Carbono/6leo de mamona (PC/6leo de mamona), em que se
obteve o melhor resultado em eletrodo de PC/éleo de mamona com LD=1,248x10® mol
L".Com a STZ, utilizaram-se os eletrodos de CV e CV/NTC, em que o sensor com
nanotubo de carbono (NTC) revelou melhor resultado, com LD=2,70x10® mol L".O SAF
e 0 NSAF foram avaliados com os sensores de CV, CV/NTC e CV/NTC/B-CD, em que o
sensor CV/NTC apresentou melhor resposta com LD= 0,869 x10” mol L™ para o SAF, e
CVINTC/ B-CD para o NSAF com LD=0,23x10° mol L™".Diante dos resultados de SAF e
NSAF com o sensor CV/NTC/B-CD, foram realizados estudos de interagdo com a [3-
ciclodextrina, em que foi possivel calcular as respectivas constantes de formacao:
4,14x10* L mol” e 5,12x10* L mol™ para o SAF e NSAF. A eletrolise do MTZ e STZ
foram conduzidas em potencial controlado e analisados por CG-EM. Para o MTZ, foram
obtidos, como desamino metribuzin (DA), diceto metribuzin (DK) e desamino diceto
metribuzin (DADK), os mesmos produtos encontrados na degradagao microbiolégica; ja
para a STZ, foram obtidos, STZP1 ou STZP2 e STZP3. Os estudos de mineralizagdo de
MTZ e STZ, foram efetuados por eletro-fenton e analisados por TOC. Para MTZ, o TOC
foi rapidamente removido nos primeiros 30 min., atingindo 80 % em 120 min. Na STZ,
obteve-se uma reducdo do teor de carbono de aproximadamente 40 % em 5 min.,
revelando a eficiéncia do método. Os experimentos eletroquimicos com o biossensor de
dsDNA, ndo mostraram interagcdo com as substancias em estudo. STZ, SAF e NSAF
quando em presenca de ssDNA, em eletrodo de CV, apresentaram interacdo com o

DNA e o MTZ apresentou uma discreta interacdo com a referida nucleobase.

Palavras chave: Metribuzin (MTZ), Sulfentrazona (STZ), Safrol (SAF), Nitrossafrol (NSAF),

eletro-fenton.



ABSTRACT

The present work describes the electrochemical studies of the synthetic herbicides,
Metribuzin (MTZ) and Sulfentrazone (STZ), along with the natural insecticide, Safrole
(SAF), and its nitro derivative, Nitro-safrole (NSAF). On MTZ analysis, a quantification
method by “anodic stripping” was developed, using glassy carbon (GC), carbon paste
and carbon paste/castor oil electrodes. The best result was obtained with the last one,
with the limit of detection (LOD) of 1.248x10® mol L. GC and carbon nanotubes-
modified GC (GC/CNT) electrodes were used in STZ analysis. The sensor GC/CNT
showed the best results (LOD = 2.70x10° mol L™"). Electroanalysis of SAF and NSAF
were performed with GC, GC/CNT and GC/CNT/B-Cyclodextrin (3-CD) electrodes, in
which, in the case of SAF, GC/CNT showed the best performance with LOD = 0.869
x107 mol L™; whereas for NSAF, GC/CNT/B-CD was the best, with LOD = 0.23x10®
mol L ™. Due to SAF and NSAF results using GC/CNT/B-CD sensor, interaction studies
with B-CD were carried out, in which the formation constants were measured, for SAF
and NSAF, as 4.14x10* L mol” and 5.12x10* L mol™, respectively. The electrolysis of
MTZ and STZ were carried out in controlled potential and analyzed by gas
chromatography/mass spectrometry (GC-MS). Deaminometribuzin, diketometribuzin and
deaminodiketometribuzin were obtained after MTZ electrolysis similarly to the results of
microbiological degradation. The electrooxidation process of STZ occurs mainly on the
heterocyclic ring and leads to the release of difluorocarbene, that is followed by
hydration reaction or oxidation of the methyl group on the heterocycle, and ring opening
of the triazole function. The mineralization studies of MTZ and STZ were performed by
electro-fenton and analyzed by TOC. For MTZ, TOC was rapidly removed after 30 min,
reaching 80% in 120 min. However, in STZ analysis, a decrease about 55% in TOC was
observed after 5 min, showing a good performance of this method. The electrochemical
analysis with dsDNA biosensor showed no interaction of the macromolecule with those
chemicals. However, analyses employing ssDNA, on a GC electrode, have shown
positive interaction with STZ, SAF and NSAF and only slight interaction with MTZ.

Key words: Metribuzine (MTZ), Sulfentrazone (STZ), Safrole (SAF), Nitro-safrole
(NSAF), electro-fenton.
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1.INTRODUGAO

O uso de pesticidas tem sido utilizado como estratégia para aumentar a produgao
agricola, para o controle de pragas ou ervas daninhas como também no controle de
vetores de doengas como as de chagas, a malaria e a dengue. O uso desordenado de
pesticidas associa-se a riscos ambientais e toxicologicos, como o descarte de
embalagens vazias, a limpeza inadequada de pulverizadores, descargas das unidades
industriais e o desuso de equipamentos de protecao individual [SINGH, 2009; CABRAL
et al., 2003]. No Brasil aproximadamente 300.000 toneladas de agroquimicos s&o
aplicados por ano, estando entre os cinco maiores mercado do mundo, entretanto, s6
na ultima década aceitou-se o fato de que esses podem lixiviar e contaminar aguas
subterrdneas o que requer maior atengado para os mananciais de abastecimento de
agua potavel [PARAIBA et al., 2003]. A partir de 2004, o Ministério da Saude incluiu os
agrotoxicos como parametros de analise com os respectivos valores permitidos em
agua potavel, revelando a recente importancia toxicoldégica em niveis de potabilidade
em aguas de abastecimento publico [Portaria do Ministério da Saude, 2004].

Para avaliar a probabilidade dos agrotéxicos atingirem os mananciais subterraneos
e de superficie usa-se o indice internacional GUS — “Groundwater Ubiquity Score” que
avalia a lixiviabilidade de substancias a possibilidade de encontra-las em &aguas
subterraneas, o LEACH- “Leaching Index”, que descreve a mobilidade e o potencial de

poluicao de aguas subterraneas e superficiais.

GUS = log(ti;2) x [4 — logie(Koc)] Eq.1,
Em que t12 € a meia-vida no solo (dias) e Koc € o coeficiente de partigdo em carbono
organico (L kg™).

LEACH = (Ws x t12) / Vpx Koc  Eq.2, em que,

Ws é a solubilidade em agua (mg L") e Vp, a pressao de vapor (mPa).
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Os ingredientes ativos sao classificados como nao moveis (GUS < 1,8),
potencialmente moveis (1,8 < GUS < 2,8) e moveis (GUS >2,8). O indice LEACH é

expresso em escala logaritmica para poder comparar com o GUS, que ndo descreve

mobilidade e sim a tendéncia de lixiviagdo a medida que o valor aumenta.
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Figura 1. Relagao entre os indices GUS e LEACH para alguns agrotéxicos

utilizados no Brasil [adaptado DE ARMAS et al., 2005].

Tendo em vista o incremento dos estudos de impactos ambientais e toxicoldgicos

causados pelos pesticidas, tém-se aprimorado diversas técnicas para estudos destes

poluentes, sendo a eletroquimica uma ferramenta imprescindivel neste contexto, pois

permite obter muitas informacdes sobre reagdes de transferéncia eletronica, utilizando
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pequenas quantidades de reagentes e de facil controle das variaveis que combinadas
de formas diversas, levam a técnicas eletroquimicas particulares.

As técnicas eletroanaliticas sdo capazes de fornecer limites de deteccéo
extremamente baixos e uma abundancia de informagdes que caracterizam e descrevem
eletroquimicamente determinados sistemas. Tais informagdes incluem a estequiometria
e a velocidade de transferéncia de carga interfacial, a velocidade de transferéncia de
massa, a extensido de adsorcédo e quimiossorcao.

A voltametria ciclica (VC) é a primeira na investigagcao de um sistema redox, pois
oferece rapidamente informagdes mecanisticas eletrédicas. Nessa técnica ha uma
varredura reversa de potencial, em que se aplica um intervalo de potencial numa
velocidade definida, e ao atingir o potencial final ha uma inversao ao potencial inicial, na
mesma velocidade. Em resposta a tal perturbacéo, por exemplo pode surgir um par de

picos(catddico e anddico), um unico pico, ou até mais de um mesma regiao ( Fig. 2).

Respostas Obtidas
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A""l

Perturbac&o Aplicada

Il

FOTEMCIOL SPUCa0D

LW PO

02 w1 @ 8l 02
oL ED

Figura 2. Perturbagéo aplicada e respostas, obtidas em Voltametria Ciclica (VC), com

0s principais parametros assinalados

Uma técnica bastante utilizada na eletroanalitica é voltametria de pulso
diferencial (VPD), no qual se escolhe um valor base de potencial, Epase, NOrmalmente
onde ndo ha reacdo faradaica, e aplica-se ao eletrodo. A corrente € medida
imediatamente antes da aplicagdo do pulso e no fim do pulso: registra-se a diferenca
entre as duas correntes. A Fig. 3B mostra o potencial correspondente ao ponto maximo

do pico, denominado potencial de pico, E,, que serve para identificar a espécie
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eletroativa. O valor da corrente correspondente ao E, é denominado corrente de pico,
proporcional a concentracdo do analito. Em funcdo de a corrente capacitiva ser
compensada ao se registrarem as diferencas de corrente, a VPD é uma técnica muito
sensivel atingindo limites de detecgdo da ordem de 10® mol L'[BRETT & BRETT,
1998].

—J—L Al A
JLJL AT = I(2) — I(1)
ﬁjL

¥
foy

Figura 3. Perturbacgao aplicada e respostas obtidas em Voltametria de Pulso Diferencial

(VPD), com os principais parametros assinalados.

Outra forma de voltametria de pulso é a voltametria de onda quadrada (VOQ),
em que trés parametros caracterizam a forma da onda: a altura do salto AE, a amplitude
da onda quadrada apq e o periodo da onda quadrada T (largura do salto)(Fig. 4). A
VOQ mostra grandes vantagens, entre elas a auséncia da interferéncia proveniente da
corrente capacitiva, ja que as medidas de corrente sao obtidas no final do degrau de
potencial, quando a corrente capacitiva ja se tornou negligenciavel, isso implica em
melhora na resolugcao dos dados experimentais, sensibilidade analitica e realizagao de
andlises em altas velocidades de varredura, pois, enquanto na VPD a velocidade de
varredura varia de 1 a 20 mV s, na voltametria de onda quadrada pode atingir 5V s™.
Outra vantagem da VOQ € a obtencdo de dados mecanisticos semelhantes aqueles
obtidos por VC, haja vista a analise da corrente direta e reversa, com aumento da
sensibilidade. A Fig. 5 mostra a resposta eletroquimica em VOQ para sistemas
reversiveis e irreversiveis, com separacdo observada das correntes direta, inversa e
resultante [DE SOUZA et al., 2004].



28

ORI
Ll ~
{j' 1 T '\'d"P i
© Lw@ﬁ'
E 2
ot
!
ik
Einic. M
Tempo -

Figura 4. Representagao de aplicagao do potencial na VOQ
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Figura 5.Voltamograma da VOQ, (1) Processo redox de um sistema reversivel (2) de
um sistema irreversivel.

1.1 Consideracdes gerais sobre os herbicidas

De acordo com MARTINEZ et al.(2008)* entre os agroquimicos utilizados
mundialmente, os herbicidas representam 49% € no Brasil sua aplicagado concentra-se
na produgdo de cana-de-agucar, feijao, soja, arroz e algodao. Eles tém a funcéo de
controlar as ervas daninhas que prejudicam a lavoura. Melo (2007) cita que os
herbicidas também sdo usados para eliminar plantas as margens das estradas e rios e

marcar linhas de trilhas. Os agroquimicos podem ser classificado quanto a seu carater
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toxicologico (Tabela 1) ou quimico, como triazinicos, carbamatos, organofosforados,

dinitroanilinas, difeniléteres, etc.

Tabela 1. Classificagao toxicoldgica para os agrotoxicos.

CLASSIFICAGAO DESCRIGAO DLso mg kg™
I Extremamente toxico <50
Il Muito toxico 50 a 500
Il Moderadamente toxico 500 a 5000
v Pouco toxico > 5000

111 Consideragoes gerais sobre os herbicidas triazinicos

As triazinas sdo uma classe de herbicidas das mais antigas no controle de pragas,
com estudos de pesquisa desde 1950. Elas correspondem a 30% da produg¢ao mundial
de herbicidas. A tabela 2 mostra alguns herbicidas triazinicos [COUTINHO et al., 2005].
A exposicdo prolongada a herbicidas desse grupo causa uma variedade de
enfermidades, como problemas cardiacos, pulmonares, renais, além de hipotensao,
contracdo muscular e perda de peso. Estudos em laboratério com cobaias fémeas
expostas a herbicidas triazinicos aumentaram a incidéncia de tumores em glandulas
mamarias, revelando assim, o potencial carcinogénico dessa classe de herbicidas
[VELISEK et al, 2008, FARZINNEJAD et al., 2005].
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Tabela 2. Estrutura de alguns herbicidas triazinicos.

METRIBUZIN
(4-amino-6-tert-butil-4,5-diidro-3-

metiltio-1,2,4-triazinona-5)

AMETRINA

N _=N
Y N-etil-N-(1-metiletil)-6-(metiltio)-1,3,5
(H3C)HCHN triazina 2,4-diamina)
o)
Ph\(”\N/NHz METAMITRON
|
N /)\CH (4-amino-3-metil-6-fenil-1,2,4-
N 3 triazinona-5)
Cl
X ATRAZINA
|
H3CHZCHNJ\N/ NHCH(CHs), (1-cloro-3-ethilamino-5-isopropilamino-
2,4 6-triazina)
SCH,
N| N PROMETRINA
(H3C)2HCHNJ\N/)\NHCH(CH3)2 (N2-N4-diisopropil-6-metiltio-1,3,5-

triazina-2,4-diamina)

cl | N\ NHCH,CHj
N~
hd

HaCH,CHN

N

SIMAZINA
(6-cloro-N2, N4-dietil-1,3,5-triazina-2,4-

diamina)
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1.1.2 O Herbicida Metribuzin (MTZ)

O herbicida MTZ é encontrado comercialmente na forma de emulsdo, concentrada,
cujo principio ativo € um sdlido cristalino branco.

O metribuzin, classificado como uma triazinona, € usado no controle de varias
gramineas, atuando na inibicdo de sua fotossintese. A tabela 3 mostra alguns
parametros que definem o MTZ como um herbicida com alta solubilidade em agua, alto
poder de lixiviagado e potencialidades de contaminagdo em mananciais subterraneos e
de superficie, conforme os indices GUS e LEACH (Fig. 1, pag.2).

Tabela 3. Caracteristicas fisico-quimicas e toxicolégicas do MTZ [KITOUS et al., 2009;
ZHANG, et al., 2009].

tie 140 dias (meia vida no solo)

Koc 106 L Kg™' (coeficiente de sorcdo normalizado pela fracdo de

carbono organico no solo)

Ws 1030 mg L™ (solubilidade em agua,)
Vp 5,8x10™ Pa (pressao de vapor)
GUS 4,238 (“Groundwater Ubiquity Score”)
LEACH 7,371 (“Leaching Index’- log10)

CLASSIFICACAO | Il (moderadamente tdxico)

TOXICOLOGICA

DENSIDADE | 1,28 glem® (25°C)

pKa 1 (O inverso do logaritmo da constante de acidez, Kj)
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A composigdo quimica do metribuzin é 4-amino-6-tert-butil-3-(metiltio)-1,2,4-
triazin-5(4H)-ona e sua férmula estrutural é representada na Fig. 6 [SHAH et al.,
2009].

Figura 6. Férmula estrutural do metribuzin

O processo da degradagado microbiolégica do MTZ, dar-se por desaminagao e
desulfurizagdo, originando o DA (desamino metribuzin), DK ( diceto metribuzin) e o
DADK (desamino diceto metribuzin) (Fig.7), caracterizados por espectroscopia de IV e
RMN "H por ALBRO et al.,1984. A mineralizagdo do MTZ atinge no maximo 20% em 90
dias e ha pouca atencdo na contaminacdo dos mananciais pelo mesmo e seus
metabdlitos. Existem estudos em que os metabdlitos foram detectados em aguas
subterraneas acima do valor maximo permitido. Na comunidade européia o valor
maximo permitido € de 0,1 pg L' para agua potavel, tanto para o MTZ como seus
metabdlitos [KJAER et al., 2005]. Entretanto, apesar do grande uso no Brasil desse
herbicida, ele ndo consta no monitoramento para agua potavel.

Conforme FAIRCHILD & SAPPINGTON (2002), o metribuzin é altamente téxico para
10 espécies de algas, entre 4 a 14 dias com LDsp 31 ug L™, assim, mais téxico que
outros herbicidas como atrazina, alaclor e metilalaclor. VELISEK et al. (2008)
estudaram a toxicidade em trutas da espécie Oncorhynchus mykiss, em que 0
metribuzin foi téxico em 96 h, com LDsy 62,5 ug L™, considerando assim o MTZ com

alto risco para peixes.
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Figura 7. Rota de degradacao microbiolégica do MTZ [PRESTEL et al.,1976].

1.1.3. O Herbicida Sulfentrazona (STZ)

O herbicida STZ é encontrado comercialmente na forma de emulsdo concentrada,
constituindo-se do principio ativo um sdlido cristalino de cor tanino.

A sulfentrazona é do grupo quimico das triazolinonas, herbicida utilizado em pré
plantio, no controle de varias espécies de plantas daninhas do cultivo de cana—de-
agucar, café, eucalipto e utilizado mundialmente na produgdo de soja. Ela age nas
plantas inibindo a enzima protoporfirinogénio oxidase, que atua na biossintese da
clorofila, provocando rapida dessecacao foliar nas plantas que emergem [PASTRE,
2006]. A tabela 4 mostra alguns parametros que definem a sulfentrazona como um
herbicida fracamente acido, altamente persistente no solo, mostra alto poder de
lixiviagdo bem como potencialidades de contaminagdo em mananciais subterraneos e
de superficie, do que o MTZ, conforme os indices GUS e LEACH (Fig. 1).
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Tabela 4. Caracteristicas fisico-quimicas e toxicolégicas do STZ [BACHEGA et al.,

2009;VIEIRA et al., 2007;

ARMAS, et al., 2005].

ti

547,5 dias (meia vida no solo)

Koc 43 L Kg™" (coeficiente de sorgdo normalizado pela
fragao de carbono orgéanico no solo)
Ws 780 mg L™ (solubilidade em agua,)
Vp 1,33x10”" Pa (pressao de vapor)
GUS 6,48 (“Groudwater Ubiquity Score”)
LEACH 10,87 (“Leaching Index”- log10)
CLASS.TOXI | Il (moderadamente toxico)
COLOGICA
DENSIDADE | 0,53 g/cm® (20°C)
pKa 6,56 (O inverso do logaritmo da constante de

acidez, Kj)

A estrutura quimica da Sulfentrazona é N-[2,4-dicloro-5-[4-(difluorometil)-4,5-diidro-

3metil-5-oxo-1H-1,2,4-triazol-1-illmetanossulfonamida e seu metabolismo é igual para

plantas e animais, via oxidagédo do grupo metila do anel triazolinico (Tabela 5) [DAYAN
et al., 1998; MARTINEZ et al., 2008].
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Tabela 5. Estrutura da STZ e seus metabdlitos.

NOME R
SULFENTRAZONA -CH;
o i F 3-HIDROXIMETIL CH,OH
N/L\N{ ?
\— F
N SULFENTRAZONA
Ci Ri
"™ 3-ACIDO CARBOXILICO ~ -COOH
O:S\:O
CHy SULFENTRAZONA
3-DESMETIL H
SULFENTRAZONA

1.2 Pesticidas Naturais

O uso de pesticidas sintéticos causa problemas, pois geralmente sdo toxicos,
aplicados em grande quantidade, em area bastante extensa e geralmente, possuem
grande persisténcia no meio ambiente, além de causar problemas de qualidade em
aguas superficiais e subterraneas. Ja os pesticidas naturais, possuem baixa
persisténcia e pouca toxicidade, pois seus metabdlitos sédo resultado da co-evolugéo de
seu organismo com o0 ambiente, muito deles sdo metabdlitos de defesa contra outros
organismos. Ha alguns obstaculos para produgdo de novos pesticidas utilizando o
produto natural como protétipo, pois muitos deles possuem estruturas complexas, com
varios centros quirais, inviabilizando o custo da sintese, como também a propriedade
intelectual de compostos descobertos em outros paises. A Tabela 6 mostra alguns
pesticidas naturais isolados, caracterizados e testados quanto a respectiva atividade
[RIMANDO & DUKE, 2006].



Tabela 6. Alguns pesticidas naturais.
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CH,
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1.2.1 Safrol e nitrossafrol

O safrol [1,2-Metilenodioxi-4-(prop-2-en-1-il)benzeno] € um alilbenzeno natural
encontrado em diversas espécies da flora brasileira (Fig. 8A). Destaque para as
espécies Ocotea pretiosa (Nees) da familia Lauracea, encontrada no sul do Brasil e a
Piper hispidinevium, familia Piperaceae conhecida como pimenta longa, encontrada em
abundancia no estado do Acre (Fig. 9), cujo teor de safrol & superior a 90% para ambas
as espécies. Ele é utilizado como inseticida natural e precussor de varios grupos de

produtos naturais biologicamente ativos.

B
OV |
0N Q)
o CH, o NozCH2

Figura 8. Estrutura (A) Safrol e (B) Nitrossafrol.
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Figura 9. Folhas e talos da pimenta longa (Piper hispidinevium).
[ www22.sede.embrapa.br/pimentalonga/fags.htm] acessado em 17/03/2010.

A abundancia do safrol tornou-se de grande interesse em sintese organica. Esse
fenil propandide tem em sua estrutura um grupamento alil, passivel de quebra oxidativa
da olefina terminal, adicbes eletrofilicas bem como a elevada reatividade prépria dos
fendis em reacdes de substituicdo eletrofilica [SANTOS, 2006]. A quimica do safrol
segue largamente estudada, pois conforme mostrado na Fig. 10 todos os atomos de
carbono da substancia estdo aptos a serem eficientemente funcionalizados. Estudos
evidenciaram efeitos hepatotdxicos e cancerigenos em ratos, que estavam sob dieta
alimentar contendo safrol, atribuindo-se durante algum tempo tal toxicidade a presenca
do grupo metilenodioxilico. Estudos do metabolismo da substancia natural
evidenciaram, contudo que o grupo toxicoférico estd na unidade C-3 lateral. A unidade
metilenodioxila, pode ser facilmente identificada em diversas substancias de interesse
terapéutico, pois a presencga deste grupo assegura as moléculas bioativas adequado
carater lipofilico, facilitando seu transito na biofase e carater aceptor de ligagcdes de
hidrogénio, utii na interacdo com eventuais bioreceptores. [BARREIRO e
FRAGA,1999;COSTA et al., 2000; FAZOLIN, et al., 2007].
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Figura 10. Diversos produtos a partir do safrol [adaptado, BARREIRO e FRAGA,
1999].

O nitrossafrol (5-nitro-1,2-Metilenodioxi-4-(prop-2-en-1-il)benzeno) (Fig. 8B, pag.14)
foi sintetizado por MOREIRA et al.,(2007), no qual ainda ndo existe na literatura
estudos toxicoldgicos sobre o mesmo. PAULA et al.,(2009) cita haver entendimento de
que o mecanismo de agao dos nitrocompostos se ligue ao processo de redugao in vivo
do grupo nitro gerando intermediarios altamente reativos. A interacdo desses grupos
com o DNA suscita discussbes sobre o carater mutagénico e neoplastico dos
nitrocompostos. Assim, técnicas eletroquimicas permitem estudar a biorreducdo do
grupo nitro e determinar seu potencial de redugéo, conhecer os intermediarios formados
e estimar, para cada um deles, a possibilidade de atividade biolégica. A Figura 11

mostra o esquema da biorredugao dos nitrocompostos aromaticos, em que os radicais

Ar-NOz_., Ar-NOzH " & o derivado hidroxilamina (Ar-NHOH) podem interagir com o
DNA.
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Figura 11. Provavel mecanismo de biorredugao para nitrocompostos [adapatado,
PAULA et al.,(2009)].

1.3 Degradacao de agroquimicos

A presenca de agroquimicos em efluentes de unidades industriais, aguas
subterraneas e de superficie, e principalmente em fontes de abastecimento de agua
potavel causam grandes problemas para os 6rgaos responsaveis, pois 0s processos de
tratamento tradicionais sdo muitas vezes ineficazes. Os tratamentos biolégicos,
geralmente sao caros e lentos, os fisico-quimicos degradam parcialmente ou ha apenas
mudanca de fase [ABDESSALEM et al.,, 2010]. Sendo assim, é de fundamental
importancia desenvolver estudos para o aperfeicoamento das técnicas de degradacao
que atendam aos padrdes ambientais e que mostrem viabilidade econdmica. Diante

desse panorama, aumenta-se o interesse dos pesquisadores por processos oxidativos
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avangados (POA’s), pois envolvem a geragao de espécies transitorias de elevado poder
oxidante, destacando-se o radical livre hidroxila (OH), com aplicagées em quimica e
biologia.

1.3.1 Processos Oxidativos Avangados (POA’s)

Os processos oxidativos avangados (POA’s) consistem basicamente na geragao
do radical hidroxila ((OH), o que pode-se dar em processos Unicos ou combinados,
como em sistemas quimicos, fotoquimicos e fotocataliticos como ozénio (O3), luz
ultra-violeta (UV), ozbnio e luz ultra-violeta(O3/UV), peroxido de hidrogénio (H203),
perdxido de hidrogénio e luz ultra-violeta (H,02/UV), reagente de Fenton (H,02/Fe®) e
fotocatalise heterogénea(TiO,/UV) [OTURAN et al., 2009]. O radical € gerado in situ,
e atua na oxidagdo ndo seletiva dos poluentes organicos. E o segundo agente
oxidante seguido do fluor (Tabela 07), possibilitando a degradacdo de diversos
contaminantes organicos que pode levar a total mineralizagéo. Entretanto, PIMENTEL
et al., (2008) cita que apesar das vantagens oferecidas pelos POA’s tem-se que
otimizar criteriosamente o sistema, principalmente pelo alto custo dos produtos
quimicos e a possivel toxicidade de sub produtos, que em alguns casos podem ser

mais toxicos que o poluente inicial.
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Tabela 7. Potencial padrao de redugao, em meio aquoso, de alguns agentes oxidantes

para destruicdo de poluentes organicos [adaptado, BRILLAS et al., 2009].

AGENTE OXIDANTE REAGAO DE REDUGAO E°/V vs. SHE
Fltor Fag + 2H' +2e° —> 2HF 3,05
Radical hidroxila ‘OH +H*+ e° —= H,0 2,80
Anion radical sulfato S0, "+ e” — SO, 2,60
lon ferrato FeO,” + 8H'+ 3¢ — Fe’ + 4H,0 2,20
Ozobnio O3 * 2H" + 2 —> Oy + H,0 2,07
fon peroxidisulfato S,05+2e° —> 2507 2,01
Perdxido de hidrogénio H;0, + 2H"+2e" —> 2H;0 1,76
lon permanganato (1) MnO, +4H"+3e" —> MnOy) + 2H,0 1,67
Radical hidroperoxila (1) HO,* + 3H'+ 3e — = 2H,0 1,65
Cloro Clyg+2e” —> 2CI 1,36
Oxigénio Oyq + 4H" + 4e — 2H,0 1,23

Ha trés possiveis modos de ataque dos radicais hidroxilas ((OH) envolvendo as

moléculas orgéanicas:

1. a abstragdo de um atomo de hidrogénio para formar agua:

RH + ‘OH — R

+ H,0 Eq. 3
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2. a adigao eletrofilica a uma insaturacgao:

R H R H
>:< + "OH —_— >'_é0H Eq. 4
R X R X

3. a transferéncia eletrénica ou reacdes redox:

‘OH + RX —= RX""+ OH Eq.5

1.3.2 Processo eletro-fenton

A eletroquimica oferece varias alternativas para a degradagédo de poluentes
toxicos, dentre as quais se podem destacar o processo eletro-fenton, que consiste na
geracao continua de radical hidroxila no meio, sem produzir residuos, caracterizada
como uma técnica limpa, com a possibilidade de estudos mecanisticos e rapida
mineralizagdo, com baixo custo quando os parametros sdo otimizados. A equagao 6
mostra a formagao do radical hidroxila a partir dos reagentes Fenton (Fe** e H,0,),

que sao gerados eletroquimicamente no catodo [OZCAN, et al., 2008].

Fe?* + HL0, —> Fe*+ OH + OH Eq6

Conforme CHEN & LIANG (2008) o peroxido de hidrogénio é
eletroquimicamente gerado no catodo, pela redugcédo do oxigénio dissolvido na

solucao,conforme equacéao 7.
Oz(g) + 2H" + 2 ——> H.0, Eq.7

Uma segunda reagao catodica ocorre simultaneamente, a reducao dos ions

férricos a ferrosos, conforme a equacgao 8.
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Fe’* + & — Fe? Eq. 8
No anodo, a oxidagao da agua gera oxigénio gasoso (Eq.9)
2H,0 — Oyq + 4H" + 4de’ Eq.9

A Fig. 12 mostra o esquema de degradagao de poluentes organicos por processo

eletro-fenton.

- +
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R’ —> Outras Reagdes

f\

0, H,0,
0, (Anodo)

2+
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3+
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ArOH

%

Produtos de

Ar(OH), Cadela Aberta

HO H20 + CO,

Figura 12. Esquema do processo eletro-fenton, (R/Ar) poluentes alifaticos e aromaticos,
respectivamente [OTURAN, 2000].

1.4 Danos ao DNA provocados por agroquimicos

Dentre os varios efeitos causados pelos agroquimicos, ressalta-se a
genotoxicidade, que avalia as lesbes ao material genético induzido por algumas

substancias, que podem gerar mutagdes e, como consequéncia, a formacado de
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tumores. O diagnoéstico da genotoxicidade é realizado por meio do teste do cometa e
pelo emprego de biossensores. Esse ultimo apresenta algumas vantagens, pois gera
diretamente o sinal em um curto periodo de tempo, € simples em relagdo as outras

analises, possui reduzido numero de etapas quando comparado com as demais.

1.4.1 Comportamento eletroquimico do DNA

O DNA é uma biomolécula com grande importancia vital, seja pelas informagdes
hereditarias, seja na sintese de proteinas. Tem estrutura tridimensional com dupla
hélice, formadas de duas fitas, cada uma delas constituidas por grupos fosfatos,
pentoses e bases puricas e pirimidicas ligadas através de ligagdes de hidrogénio (Fig.
13). A eletroatividade do DNA foi divulgada em 1958, e o desenvolvimento de
biossensores de DNA teve inicio em 1990, por técnicas polarograficas [PALECEK,
2009].

Ligagdes de hadmogéno Base Desoxirribo=se
1

Figura 13. Estrutura quimica do dsDNA. Bases puricas (guanina — G ; adenina — A) e

pirimidicas ( timina — T e citosina — C).
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Biossensores eletroquimicos de DNA sdo dispositivos em que se tem como
elemento biolégico de reconhecimento um acido nucléico imobilizado sobre um
transdutor eletroquimico, ou seja, um eletrodo. Nesse caso, o DNA imobilizado na
superficie eletrodica tem a finalidade de detectar mudangas ocasionadas em sua
estrutura, quando ha interagbes entre as moléculas alvo. Essas mudancgas
conformacionais representam uma lesdo ao DNA, com possiveis consequéncias letais,
como a carcinogénese [RAUF et al., 2005].

Os danos causados ao DNA por diversas substancias sao complexos e
envolvem a oxidagéo das bases, a fragmentacao dos agucares ou quebra das fitas. Os
métodos para analisar os referidos danos ao DNA sdo eletroforese, cromatografia
gasosa, HPLC com espectrometria de massas ou métodos eletroquimicos [LIU et al.,
2006]. Dentre eles, destaca-se a eletroquimica, por seu baixo custo, alta estabilidade, o
que permite mimetizar o ambiente bioldgico e, ainda, pela facil adaptagéo analitica.

O comportamento eletroquimico do DNA e os efeitos da sua adsorgao sobre
diversos tipos de eletrodos vém sendo pesquisados exaustivamente, o que permite
conhecer suas caracteristicas, entre elas: a) em eletrodos de carbono vitreo, a eletro
oxidagao do DNA em meio acido relaciona-se a oxidagao das bases puricas (adenina e
guanina), condicbes em que as bases pirimidicas (citosina e timina) sao eletroinativas;
b) o dsDNA (DNA nativo, “double — strand” ou dupla fita) apresenta correntes de eletro
oxidagdo de menor intensidade em comparagcao ao ssDNA (DNA em fita simples,
“single — strand”), pelo fato de que os sitios ativos estdo protegidos, por participarem
das ligagdes de hidrogénio da dupla hélice e por sua menor flexibilidade e maior

dificuldade de adsorgéo na superficie dos eletrodos (Fig. 14) .
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Figura 14. VPD em eletrodo de CV para mistura de bases guanina, adenina (2x10™ mol
L™, timina e citosina (2x10™* mol L™").Tamp3ao fosfato pH 7,4, v=5mV s, amplitude 50
mV .

As oxidagdes de guanina e adenina citadas acima compreendem duas etapas,
com perda de quatro elétrons e quatro prétons; para ambos os casos a primeira etapa é
determinante da velocidade da reagcdo. A Fig. 15 apresenta os mecanismos de

oxidagao para guanina e adenina.
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Figura 15. Mecanismo para a oxidagao das bases guanina e adenina [LA-SCALEA et
al., 1999].
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2.0BJETIVOS

2.1 Gerais

Investigar o comportamento eletroquimico do Metribuzin, Sulfentrazona, Safrol e
Nitrossafrol e quantifica-los em diferentes eletrodos; avaliar a interagdo com o DNA por
técnicas eletroquimicas e obter degradacdo via utilizacdo de processos oxidativos

avancgados e via eletroquimica.

2.2 Especificos

Estudos eletroquimicos do metribuzin, safrol, nitrossafrol e sulfentrazona

utilizando técnicas de voltametria em meio prético;

o Verificar o efeito do pH sobre o comportamento eletroquimico de metribuzin,

safrol, nitrossafrol e sulfentrazona;

¢ Realizar eletrolises com o MTZ e STZ com o objetivo de caracterizar os produtos;

¢ Realizar estudos de degradacgao por processos eletro-fenton do MTZ e STZ.

e Construir curvas analiticas para quantificar MTZ, SAF, NSAF e STZ em diversos

tipos de eletrodos.

e Estudar a interacdo de SAF e NSAF com a B-CD para estimar suas respectivas

constantes de formacéo (Kr).

e Avaliar a possivel interacdo de metribuzin, safrol, nitrossafrol e sulfentrazona
com dsDNA e ssDNA.
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3.MATERIAIS E METODOS

3.1 Produtos quimicos e solventes

O metribuzin (MTZ), a sulfentrazona (STZ), a B-ciclodextrina (3-CD), o sal de
Mohr's (NH4)Fe(SO4)2.6H20 e a quitosana foram adquiridos da Sigma-Aldrich . O Safrol
(SAF) e o Nitrossafrol (NSAF) foram cedidos pela professora Prof?. Dr?. Ana Cristina
Lima Leite da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE). Acido 11-
mercaptoundecandico (MUA) foi obtido da Merck. Nanotubos de carbono de paredes
multiplas (>95% pureza, 10-20 nm de didmetro) foram adquiridos da Nanolab, Inc.
(Brighton, MA, USA). Os reagentes quimicos foram de grau analitico. Todas as
solugbes foram preparadas em agua ultra pura (18M Q cm) de um sistema de
purificagcao Milli-Q da Millipore Inc.

O dsDNA utilizado nos estudos de interagdo das substadncias com o DNA,
consiste em um sal de sddio Tipo |, altamente polimerizado de calf Thymus (Sigma,
Saint Louis), dessecado, estocado a 2-8°C, teor de sédio 6,2% e agua 13%.

Para o preparo dos tampdes foram utilizados: fosfato de sddio monobasico
(NaH2P0O4.H20) e fosfato de sddio dibasico (Na;HPO4.7H,0) da Vetec ; bicarbonato de
sédio anidro (NaHCO3) e hidréxido de sédio (NaOH) da Merck; acido acético (HOAc) e
acetato de sodio da Synth.

O Meio Essencial Minimo Eagle (MEM), o Soro Fetal Bovino (SFB), a Tripsina e
o EDTA foram adquiridos da Sigma-Aldrich.

3.1.1 Extragao e caracterizagao de Metribuzin e Sulfentrazona

O produto comercial SENCOR 480, cujo principio ativo € o metribuzin, foi cedido
pela Agrofield Comércio e Representagbes Ltda; a amostra comercial foi submetida a
extragdo em funil de separagao (15 mL) com acetato de etila (5 mL) por trés vezes; a
fase organica foi concentrada até secura em rotavapor (BUCHI R-114). Para verificar o
grau de pureza, o residuo solido foi analisado por cromatografia de camada delgada,

utilizando como eluente hexano/acetato de etila (3:7 v/v) com revelagdo por luz ultra
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violeta; teve determinado o ponto de fusdo com equipamento MPAQF-301 da
Microquimica e foi analisado por Ressonancia Magnética Nuclear de Carbono 13 e de
Hidrogénio .

O herbicida BORAL 500, cujo principio ativo € a sulfentrazona foi cedido pela
Agrofield Comércio e Representacdes Ltda. Adicionaram-se, a 15 mL da amostra
comercial, 5 mL de agua Milli-Q em um funil de separagdo e a mistura foi submetida a
extragdo com acetato de etila (5 mL) por trés vezes e a fase organica foi concentrada
em rotavapor (BUCHI R-114). Para verificar o grau de pureza, o residuo sélido foi
analisado por cromatografia de camada delgada utilizando como eluente
hexano/acetato de etila (4:6 v/v) revelado sob luz UV e teve seu ponto de fusao
determinado utilizando equipamento MPAQF-301 da Microquimica. Para analise de
ressonancia magnética nuclear, utilizou-se a técnica de carbono treze (RMN '°C) e
hidrogénio (RMN 'H); para tanto 30,0 mg do material foram solubilizados em metanol

deuterado.

3.2 Instrumentos

Os experimentos eletroquimicos foram realizados em Potenciostato AutoLab, em
um sistema de trés eletrodos: disco de carbono vitreo ou feltro de carbono (KFA5 marca
SEECIL para eletrolises) como eletrodo de trabalho, eletrodo de platina como auxiliar e
como eletrodo de referéncia, Ag|AgCI|CI (0,1 mol L™).

O tratamento dos graficos foi realizado através do programa Origin 8.0. As
medidas de pH das solu¢gdes tampéo foram realizados em pHmetro da Quimis. O
polimento dos eletrodos de carbono vitreo foram efetuados em lixadeira, modelo PLF.

Os experimentos de Ressonéancia Magnética Nuclear (RMN) foram realizados em
um espectrometro BRUKER AVANCE 400, na freqliéncia de 400 MHz para RMN'H e
100 MHz para RMN'3C.

Para estudos de interacao do safrol e nitrossafrol com a B-Ciclodextrina utilizou-
se encubadora, modelo MA-420 e espectrofotdbmetro Shimadzu Multispec-1501 com
cubeta de quartzo (caminho o6tico de 1 cm).

Para verificar a mineralizagdo de metribuzin e sulfentrazona apés a

eletrodegradacéo, utilizou-se o equipamento Shimadzu TOC-V sistema CPH.
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3.2.1 Eletrodo de Carbono Vitreo

A superficie do eletrodo de carbono vitreo (BAS, didametro de 3 mm) foi polida em
lixadeira, com alumina 0,1 ym e, sonicada em agua por 2 minutos. Para verificar a
limpeza do eletrodo foi preparada uma solucéo de ferricianeto de potassio 2 x 10™* mol
L™ em tampao fosfato pH 7,0 para verificar a reversibilidade do sistema, em seguida
efetuou-se, a varredura utilizando a técnica de voltametria ciclica na faixa de potencial
de -0,3V a 0,6 V, na velocidade de 0,050 V s™.

Eletrodo de carbono vitreo foi utilizado como eletrodo de trabalho nos estudos
eletroquimicos, determinacao do pK,, em eletrodos modificados com nanotubos de
carbono, nanotubos de carbono/B-ciclodextrina, monitoramento de eletrélises, curvas

eletroanaliticas e estudos com DNA.

3.2.2 Eletrodo Modificado com Nanotubo de Carbono de Paredes Multiplas

Depois de limpo, o eletrodo de carbono vitreo foi submetido a 10 ciclagens na
faixa de potencial de 0 a 1,4 V, em tampao fosfato pH 7,0 para o safrol e sulfentrazona;
nos estudos com o nitrossafrol, o eletrodo foi ciclado na faixa de potencial de 0 a -1,4V
em igual meio, apos desaeragdo com Nyg) por 10 minutos. Em seguida o eletrodo foi
lavado com agua milli-Q e secado a temperatura ambiente. Preparou-se uma dispersao
com 0,2 mg L' de nanotubo de carbono em DMF e sonicada em &agua por 2h.
Posteriormente, 2,5 uL da suspensao foi depositada na superficie do eletrodo CV e
levada a uma estufa a temperatura de 80° C por um periodo de 15 minutos. Deixada
retornar a temperatura ambiente, acrescentaram-se ao sensor outros 5 pL da
suspensao e levada a estufa a mesma temperatura por mais 30 minutos. O sensor foi
caracterizado por voltametria ciclica na faixa de potencial de -1,4 V a 14 V na
velocidade de 0,1V s”. Esse sensor foi desenvolvido para quantificar safrol,

nitrossafrol e sulfentrazona.
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3.2.3 Eletrodo Modificado com Nanotubo de Carbono/g-ciclodextrina

Apo6s a limpeza do eletrodo de carbono vitreo, o mesmo foi submetido a 10
ciclagens na faixa de potencial de 0 a 1,4 V, em tampao fosfato pH 7,0, para safrol e
sulfentrazona; para o nitrossafrol o eletrodo foi ciclado na faixa de potencial de 0 a -1,4
V em igual meio. Depois de tratado, o eletrodo foi lavado com agua deionizada e seco a
temperatura ambiente. Em seguida preparou-se uma suspensao formada por 1,0 mg de
nanotubo de carbono de paredes multiplas com 0,5 mg de B-ciclodextrina em 5 mL de
dimetilformamida, a mistura foi ultrassonicada em agua por 2 horas. Posteriormente,
2,5 uL da suspenséo foi depositada na superficie do eletrodo CV e levada a estufa a
uma temperatura de 80° C por um periodo de 15 minutos. Apds retornar a temperatura
ambiente, acrescentaram-se mais 5 pPL da mesma suspensdo; o dispositivo foi
submetido a mesma temperatura por mais 30 minutos. O sensor foi caracterizado por

voltametria ciclica e utilizado para quantificar o safrol e o nitrossafrol.

3.2.4 Eletrodo de Pasta de Carbono (EPC)

A pasta de carbono foi preparada homogeneizando grafite ativado (100°C em
estufa por 1 hora) com 6leo de mamona ou nujol, numa propor¢ao 70/30 (m/m). A pasta
foi depositada em uma cavidade na extremidade de um tubo de Teflon e com contato
elétrico com a pasta, e foi caracterizada por voltametria ciclica. A superficie do eletrodo
foi compactada e lavada cuidadosamente com agua Milli-Q. Os sensores foram

utilizados para quantificar o metribuzin.

3.2.5 Eletrodo Modificado com Quitosana (EMQ)

Para o preparo do gel de quitosana, foram solubilizados 50 mg da mesma em 5
mL de acido acético glacial a 1%. Deixou-se a mistura sob agitagdo por 3 horas até a
dissolugao completa da quitosana [MELO et al., 2008]. Ap6s o preparo do eletrodo de
CV, conforme item 3.2.1, o0 mesmo foi submetido a um pré-tratamento eletroquimico
com 10 ciclagens na faixa de potencial de -1,4 V a 1,4 V em tampao acetato pH 4,0,

apos desaeragcdo com Npg por 10 minutos, lavado com agua milli-Q e secado a
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temperatura ambiente. Apds tratamento, adicionou-se sob a superficie do mesmo uma
aliquota de 10 uL do gel de quitosana, cobrindo a superficie do carbono vitreo e secado
em atmosfera de gas nitrogénio. Em seguida o sensor foi mergulhado na célula

eletroquimica para a analise quantitativa do metribuzin.

3.2.6 Biossensor de dsDNA

O DNA utilizado foi do tipo |, altamente polimerizado de calf thymus (timo de
bezerro), contendo 6,2 % de Na e 13% de H,O, dessecado e armazenado
aproximadamente 8 °C. Com auxilio de uma pinga foram pesados 25 mg de dsDNA e
colocados em eppendorf juntamente com 2 mL de tampé&o acetato pH 4,5. O gel foi
preservado sob refrigeragcdo por 24 horas, tendo-se o cuidado de nao deixar bolhas na
solugdo. Apds preparo do eletrodo de carbono vitreo, conforme item 3.2.1,0 mesmo foi
submetido a 10 ciclagens na faixa de potencial de 0 a 1,4 V em tampéo acetato pH 4,5,
utilizando-se a técnica de voltametria de pulso diferencial (VPD), na velocidade de
varredura de 0,01V s™'. Apds esse condicionamento, o eletrodo foi lavado com agua
milli-Q e secado a temperatura ambiente. Em seguida foram depositados 10 uL do gel

de dsDNA na superficie do eletrodo e secado com gas nitrogénio.

3.3 Preparo das solugodes

3.3.1 Preparo da Solugdo de Metribuzin, Safrol, Nitrossafrol e Sulfentrazona

(Solucao Estoque)

Para o preparo da solugdo de metribuzin (M = 214,3 g mol™) 10x10 mol L™,
foram pesados 21,4 mg do composto e solubilizado em 10,0 mL de etanol. Para safrol
(M=162,18) e nitrossafrol (M= 207,18), solubilizou-se 0,4 pL e 1,0 yL em 25 mL de
etanol (1 x 10* mol L"), respectivamente. Para a sulfentrazona (M = 387,2)1x10?moL",

foram solubilizados 38,7 mg em 10,0 mL de etanol.



3.3.2 Preparo das Solugdes Tampao

As solugdes tampao foram preparadas misturando as duas solugdes (1 e 2) com
os respectivos volumes definidos (conforme tabela 8) e completando o volume para
100 mL com agua Mili-Q com condutividade < 0,1 uS cm™. As solucdes foram
preparadas para avaliar o comportamento eletroquimico das substancias em diversos

valores de pH, eletrdlises, curvas eletroanaliticas, estudo eletroquimico e estudos de

interacdo com DNA.

Para evitar possivel contaminagdo com microorganismos em estudos com DNA,

a solugdao tampéao foi preparada utilizando-se agua Milli-Q fervida e toda a vidraria

utilizada foi previamente lavadas com essa agua.

Tabela 8. Solugcbes tampdo para eletrélito suporte [adaptado de Perrin,D.D. &

Dempsey,B., 1974].

SOLUGAO 1 C(molL") SOLUGAO 2 C(molL") pH F. IONICA
KCI (25 mL) 0,20 HCI (42,5 mL) 0,20 0,60 0,135
KCI (6,5 mL) 0,20 HCI (6,5 mL) 0,20 1,10 0,063
KCI (25 mL) 0,20 HCI (6,5 mL) 0,20 2,00 0,063
NaOAc(3,7 mL) 0,20 HOAC(46,3 mL) 0,20 2,93 0,100
NaOAc(13,2 mL) 0,20 HOAC(36,8 mL) 0,20 4,00 0,100
NaOAc(7,2 mL) 0,1 HOAc(12,5 mL) 1,0 4,47 0,197
NaOAc(41,2 mL) 0,20 HOAC(8,8 mL) 0,20 5,10 0,100
Na,HPO,(6,15 mL) 0,2 NaH,PO,(43,85 mL) 0,2 5,90 0,125
Na,HPO,(30,5 mL) 0,2 NaH,PO,(19,5 mL) 0,2 6,82 0,222
Na,HPO,(47,35 mL) 0,2 NaH,PO,(2,65 mL) 0,2 7,80 0,289
Na,CO3(10 mL) 0,1 NaHCO4(90 mL) 0,1 9,11 0,105
NaHCO4(50 mL) 0,05 NaOH(12,2 mL) 0,1 10,14 0,037
Na,HPO,(50 mL) 0,05 NaOH(3,3 mL) 0,1 10,91 0,368
Na,HPO,(50 mL) 0,05 NaOH(23 mL) 0,1 11,91 0,061
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3.3.3 Preparo da solugao ssDNA

Para promover a desnaturacao da molécula dsDNA, pesou-se 3 mg do dsDNA e
adicionou-se 1,0 mL de &cido cloridrico 1 mol L™" a uma temperatura de 100 °C por 60
minutos, apdés a completa dissolugéo e, ao atingir a temperatura ambiente, adicionou-
se 1,0 mL de solucgo 1,0 mol L™ de hidroxido de sédio para neutralizacéo; em seguida
completou-se o volume a 10,0 mL com solugcdo tampao acetato pH 4,5 [DE MOURA,
2008; DE ABREU et al.,2008]. A desnaturagao térmica do dsDNA tem por objetivo
quebrar as ligagdes de hidrogénio sem quebrar as ligagdes covalentes da molécula,

liberando, a fita simples ssDNA.

3.4 Estudos Eletroquimicos

3.4.1. Voltametria Ciclica

Os estudos de voltametria ciclica tiveram como objetivo a avaliagdo do sistema
redox das substancias em estudo, avaliar a reversibilidade da reacdo eletroquimica,
ocorréncia de processos adsortivos na superficie do eletrodo e verificar a resposta
eletroquimica em determinado meio. Os potenciais aplicados foram: -1,4V a 1,2V para
o metribuzin, 0 a 1,4 V para o safrol, 0 a -1,4 V para o nitrossafrol e 0 a 1,4 V para a
sulfentrazona, todos nas concentracdes de 1x10° mol L™. Para o metribuzin utilizou-se
solugcdo tampao acetato pH 4,0 e para as demais substancias, utilizou-se solucao

tampao fosfato pH 7,0.

3.4.2 Estudo do comportamento do potencial e corrente com o pH, parao
MTZ, SAF, NSAF e STZ

Obijetivou-se estudar o comportamento do potencial e da corrente em diversos
valores de pH, para determinagao do pKa e avaliar a sensibilidade da intensidade da
corrente. Para tais estudos utilizou-se a técnica de voltametria de pulso diferencial

(VPD), com o uso de eletrodo de carbono vitreo, platina e Ag/AgCI/CI" (0,1 mol L),
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como eletrodo de trabalho, auxiliar e referéncia, respectivamente. Os potenciais
aplicados foram: 0 a -1,4 V para o metribuzin, 0 a 1,4 V para o safrol, 0 a 1,4V para o
nitrossafrol e 0 a 1,4 V para a sulfentrazona; todos nas concentragées de 1x10 mol L™.
Os experimentos foram feitos em diferentes valores de pH: 0,5 a 10 para o MTZ; 1,2 a
12 para o SAF, NSAF e STZ.

3.4.3 Estudos de quantificagao

3.4.3.1 Quantificagao do metribuzin por “stripping” anédico em eletrodo carbono

vitreo, pasta de carbono/6leo de mamona e pasta de carbono/nujol

No estudo para determinar o tempo de acumulagdo do metribuzin utilizou-se a
técnica de voltametria de onda quadrada, frequéncia de 50 Hz, amplitude de pulso
0,025 V, 1,0x10° mol L™ de metribuzin em tampao acetato/etanol (20%), pHap 4,0.
Varredura na faixa de potencial de 0 a 1,4 V aplicando um potencial de -1,0 V com
tempo de acumulagao de 0, 5, 10, 20, 30, 50 e 80 s. Para determinagao do metribuzin
foram adicionadas, sob agitacdo constante, aliquotas de metribuzin (¢ = 1,0x107
mol L'1) na célula eletroquimica contendo 10,0 mL de solu¢do de tampéao acetato, pH
4,0, em que se borbulhou nitrogénio por 10 minutos. As analises foram feitas por VOQ.
Apods a adicdo de cada aliquota, se fez a varredura na faixa de potencial de 0 a 1,4 V

com tempo de acumulagéo de 30 segundos em potencial de -1,0 V.

3.4.3.2 Quantificagdo da sulfentrazona em eletrodo de carbono vitreo e carbono

vitreo/nanotubo de carbono

Para quantificagao da sulfentrazona foram adicionadas, sob agitagdo constante,
aliquotas da STZ (¢ = 1x102 mol L") na célula eletroquimica contendo 10,0 mL de
solugcdo tampao fosfato, pH 7,0. As analises foram feitas por VPD com tempo de

equilibrio 5 s, salto de potencial de 0,002 V, amplitude de 0,05 V. Apds a adicao de
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cada aliquota fez-se a varredura na faixa de potencial de 0 a 1,4 V. Todos os estudos

de quantificagdo foram em duplicata.

3.4.3.3 Quantificagcao do safrol em eletrodo carbono vitreo, carbono vitreo/nano

tubo de carbono e carbono vitreo/nanotubo de carbono/ 3-ciclodextrina

Para a determinagao do safrol utilizaram-se eletrodo de CV, eletrodo modificado
com nanotubo de carbono e nanotubo de carbono/B-ciclodextrina. Foram adicionadas
varias aliquotas de safrol (2,0 x 10 mol L) na cela eletroquimica contendo 10,0 mL de
solucdo de tampao fosfato, pH 7,0; as analises foram feitas por VPD, em duplicata e

ap6s a adicado de cada aliquota na faixa de potencialde 0 a 1,4 V.

3.4.3.4 Quantificacdo do nitrossafrol em eletrodo carbono vitreo, carbono
vitreo/nanotubo de carbono e carbono Vvitreo/nanotubo de carbono/ff -

ciclodextrina

Para a determinacdo do nitrossafrol utilizando eletrodo de carbono vitreo,
eletrodo modificado com nanotubo de carbono e nanotubo de carbono/B-ciclodextrina,
foram adicionadas varias aliquotas de nitro safrol (2,0 x 10* mol L") na cela
eletroquimica contendo 10,0 mL de solugdo de tampao fosfato pH 7,0 , borbulhou-se
N2 por um periodo de 10 minutos para evitar reducdo catalitia do oxigénio. As
analises foram em duplicata utilizando a técnica de VPD e apds a adicdo de cada

aliquota foi feita a varredura na faixa de potencialde 0 a-1,4 V.

3.4.4 Eletrolises

3.4.4.1 Eletrélise do Metribuzin

A eletrdlise do MTZ ocorreu em célula Pyrex n&o dividida com capacidade de
100 mL, feltro de carbono (4,0 cm?) como eletrodo de trabalho, eletrodo de platina como

auxiliar e eletrodo de referéncia, Ag/AgCI/CI (0,1 mol L™"). Prepararam-se 40 mL de um
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meio misto, 20% v/v etanol/ tampé&o fosfato, pHap 5,8, depois borbulhou-se Nx(g) por um
periodo de 10 min. Foi feita uma pré eletrolise aplicando um potencial Eapp. -0,85 V. Em
seguida adicionaram-se 20 mg, 2,33 x10° mol L' de metribuzin, sob agitacéo constante
e borbulhou-se gas nitrogénio continuamente. A corrente inicial ndo pode ser medida
em razao da proximidade da descarga do eletrdlito suporte. A reacgéo foi monitorada
por voltametria ciclica, usando eletrodo de carbono vitreo. Apds a eletrolise a solugao
foi extraida com éter (5mL) por trés vezes, em seguida adicionou-se sulfato de sédio
anidro como agente dessecante, que foi filirada posteriormente e evaporado para

concentragao da solucéao eletrolisada.

3.4.4.2 Eletrélise da Sulfentrazona

A eletrélise da STZ ocorreu em célula Pyrex nao dividida com capacidade de 100
mL, feltro de carbono (4,0 cm?) como eletrodo de trabalho, eletrodo de platina como
auxiliar e eletrodo de referéncia, Ag/AgCI/CI" (0,1 mol L™). Prepararam-se 40 mL de
uma solugao tampéo fosfato, pH 7,0, em que, foi feita uma pré eletrdlise, aplicando-se
um potencial E,p. +0,85 V. Em seguida adicionaram-se 20 mg, 1,29 x 10> molL™" da
STZ, sob agitagdo constante. A reacdo foi monitorada por voltametria ciclica, usando
eletrodo de carbono vitreo até a corrente atingir valores residuais. Apds a eletrdlise a
solugao foi extraida com cloroférmio (5 mL) por trés vezes, em seguida adicionou-se
sulfato de sédio anidro como agente dessecante, que foi filtrada posteriormente e
evaporado para concentragcao do material eletrolisado.

A carga residual foi calculada, multiplicando o tempo de eletrélise pela corrente

residual atingida, conforme a equagao abaixo.

A carga residual foi subtraida da carga total e resultou na carga liquida relativa a
oxidacao do substrato. Com estes dados o numero de elétrons envolvidos no processo

foi calculado, de acordo com a equacgao abaixo.
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N=QixM/mxF Eqg11

onde n & o numero de elétrons, Qi a carga liquida, M a massa molar do
substrato (g mol™"), m massa do substrato (g) e F a constante de Faraday (96.485 C

mol™).

3.4.5 Estudo da degradacao de substratos por processo eletro-fenton

3.4.5.1 Metribuzin

A solucdo de MTZ foi preparada em uma concentracdo de 4,66 x10° mol L™,
separando-se uma aliquota de 10,0 mL para amostra controle, adicionou-se 0,5 x 10
mol L™ de sal de Mohr, borbulhou-se oxigénio por cinco minutos antes do inicio da
eletrélise para saturar a solugdo. A eletrélise foi conduzida em um potenciostato, em
corrente controlada de 50 mA, sob agitacdo constante e continua, pH inicial 2,8, pela
adicdo de HCI 0,1 mol L™, e monitorado para que o mesmo n&o ultrapassasse pH 3. O
experimento foi executado em célula nao dividida com trés eletrodos: feltro de carbono
(4,0 cm?) como eletrodo de trabalho, eletrodo de platina como auxiliar e eletrodo de
referéncia Ag/AgCI/CI (0,1 mol L™).

3.4.5.2 Sulfentrazona

Para um melhor resultado da eletrdlise com a sulfentrazona, otimizou-se a
quantidade de sal de Mohr. Foram feitas duas eletrdlises nas mesmas condi¢des com
concentracdes de 0,5 x 102 mol L™ e 1,0 x 10> mol L' de sal de Mohr. A solugdo da
STZ foi preparada em uma concentracdo de 2,58 x10° mol L', separando-se 10,0 mL
para amostra controle; em seguida adicionou-se a substancia catalitica e borbulhou-se
oxigénio por cinco minutos, antes do inicio da eletrdlise, para saturar a solugao. A
eletrélise foi conduzida com o auxilio de um potenciostato, em potencial controlado de -
0,6 V, sob agitacao constante e continua, pH inicial 2,8 pela adi¢do de HCI 0,1 mol L

e monitorado para que nédo ultrapassasse pH 3,0; célula ndo dividida em sistema de
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trés eletrodos: feltro de carbono (4,0 cm?) como eletrodo de trabalho, eletrodo de platina

como auxiliar e eletrodo de referéncia Ag/AgCI/CI (0,1 mol L™).

3.4.6 Estudos de interagcao com DNA

3.4.6.1 Estudo da interacao de Metribuzin, Safrol, Nitrossafrol e Sulfentrazona
com ssDNA

Apods limpeza do eletrodo de carbono vitreo, o mesmo foi submetido a 10
ciclagens na faixa de potencial de 0 a 1,4 V em tampao acetato pH 4,5. Em seguida, o
eletrodo foi introduzido na cela eletroquimica contendo 5,0 mL de solugcdo ssDNA,
procedendo a varredura na regidao anddica, com o objetivo de caracterizar a oxidagao
das bases guanina e adenina. Foram adicionadas aliquotas da solucdo mae (c = 1x10
mol L") das substancias em estudo, sob agitagdo por 1 minuto e feita a varredura na
respectiva faixa de potencial. Para verificar a reprodutibilidade do experimento, a cada

adicao do analito, o eletrodo foi polido e efetuado a varredura por trés vezes.

3.4.6.2 Estudo da interacao de Metribuzin, Safrol, Nitrossafrol e Sulfentrazona
com dsDNA

Apés preparo do biossensor, conforme o item 3.2.6, o0 mesmo foi introduzido na
célula eletroquimica contendo 10,0 mL de solugdo tampao acetato, pH 4,5, com o
objetivo de caracterizar o biossensor. Em seguida, o mesmo foi incorporado ao sistema
eletroquimico contendo a solugdo em estudo [metribuzin (5 x 10 mol L™), Safrol (2 x
10 mol L™), Nitrossafrol (2 x 10* mol L™") e Sulfentrazona (5 x 10 mol L™")] por um
tempo de contato 5, 30, 60 min e 24 horas. Depois de cada periodo de contato, foi feita
uma unica varredura na regiao anddica, entre 0 a 1,4 V, utilizando voltametria de pulso

diferencial na velocidade de varredura de 0,010 V s™.
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3.5 Analise de CG-EM

Os produtos resultantes (fase organica) da coulometria de metribuzin e
sulfentrazona foram analisados usando cromatografo gasoso acoplado a
espectrometria de massas (CG-EM) utilizando equipamento Shimadzu GC QP5050A.
As condigdes operacionais foram: coluna capilar de silica fundida (30 m x 0,25 mm x
0,25 ym), com fase estacionaria Zebon ZB-5MS (0.25 ym de espessura de filme)
utilizando hélio (He) como gas de arraste. Para o MTZ com fluxo de 1,8 mL/min,
temperatura inicial de 160°, com velocidade de aquecimento de 10 °C min™ a 210 °C
(5 min), foi injetado um volume de 1,0 yL da amostra em acetato de etila. Para o STZ
com fluxo de 0,9 mL/min, temperatura inicial de 70°, com velocidade de aquecimento de
7 °C min™ a 250°C , foi injetado um volume de 1,0 L da amostra em cloroférmio. Os
parametros do EM foram detector de captura ibnica operando por impacto eletrénico e
energia de impacto de 70 eV; intervalo de varredura de 0,50 fragmentos/s e fragmentos
detectados de 40 a 500 Da.

3.6 Estudo da interacao do Safrol e Nitrossafrol com B-Ciclodextrina

Para determinar o tempo de equilibrio da interagdo de SAF e NSAF com a B-CD,
foram preparadas solugdes a 1 x 10 mol L' de safrol e nitrossafrol. Foram adicionados
2,28 mg de B-CD para respeitar a propor¢cao de 1:1 entre as substancias. Foi feita a
medida da absorbancia das solugbes controle (sem adicdo da B-Ciclodextrina), em
seguida as amostras foram levadas a incubadora com rotacdo e temperatura
constantes de 170 rpm e 25°C, respectivamente. As medidas da absorbancia foram
obtidas, nos respectivos comprimentos de onda, nos intervalos de 15, 30, 45, 60, 90,
120, 150, 180, 210 e 240 minutos. Para os estudos cinéticos dos substratos SAF e
NSAF com a B-CD, a variagdo da absorvéncia foi calculada conforme a equagao

abaixo.

n=Ac—Asp-co/ Ac x100% Eq.12 onde,
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n = variagao da absorbancia relativa
A. = absorbancia da amostra controle

Assg.cp = absorbancia da amostra substrato/3-CD

Para avaliagdo da interagdo de SAF e NSAF com a [3-CD, foram preparadas
solucdes controle de ambas as substancias com concentragéo de 1,0 x 10™ mol L' em
meio aquoso e outras na mesma concentragdo em contato com a B-CD, nas
concentacdes de 2,1 x 10° mol L, 3x 10° mol L™, 6 x 10° mol L', 9 x 10° mol L e
15 x 10°mol L . Em seguida, as amostras foram levadas a uma incubadora, sob
rotacdo de 170 rpm e temperatura de 26° C por um periodo de duas horas . A avaliagédo
da interagao foi feita pela técnica de espectroscopia de absor¢do molecular no UV. A
faixa de comprimento de onda analisada foi de 234 e 286 nm para o SAF, e 286 nm e

352 nm para o NSAF. Todos os experimentos foram feitos em duplicata.

3.7 Analise de teor de carbono organico total
Para verificar a degradagao do MTZ e STZ, foram retiradas aliquotas de 10,0 mL

da solugao eletrdodica, em intervalos de 5, 10, 15, 30, 60, 90 e 120 min, diluidas 1:1, e
imediatamente analisadas sem filtracdo. O composto existente foi oxidado a CO; por
persulfato de sédio e irradiacdo UV, e posteriormente quantificado pelo detector de IV.
Os compostos inorganicos foram acidificados pelo acido fosférico e eliminados na forma
de H,COs. O equipamento foi calibrado com solugdes padrao de biftalato de sodio. A
diferenca entre CT (carbono total) e CI (carbono inorganico) fornece o valor de COT
(carbono organico total) da amostra. A analise de carbono organico total foi utilizada

para verificar o grau de degradagao de MTZ e STZ por processo eletro-Fenton.

3.8 Analise da citotoxicidade da STZ e produtos da eletrdlise

Para realizacdo dos testes de citotoxicidade uma garrafa de cultura com
monocamada celular confluente foi tripsinizada com solugéo de Tripsina —-EDTA (0,05%

e 0,02%) aquecida a 37°C. Apos ftripsinizagdo as células foram contadas em um
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hemocitdmetro (cdmara de Neubauer) e a suspengao celular foi ajustada para a
concentragao celular de 2x10° células por mL de MEM com 10% de SFB. A seguir, 100
ML da suspenséo celular foram depositados em cada pogo de uma microplaca de 96
pocos. Apds vinte e quatro horas de incubagdo em estufa a 37°C, com 5% de CO,,
tendo ocorrido confluéncia celular, o meio foi substituido por 200 yL meio novo puro
(controle) ou contendo as substancias estudadas na concentragdo de 100 yg mL™". As
microplacas foram incubadas em estufa a 37°C, com 5% de CO; por 48 horas. Apos
este periodo o meio foi descartado e as monocamadas foram tripsinizadas com solugao
de tripsina-EDTA (0,05% e 0,02%) a 37°C, e incubadas por 5 minutos em estufa a
37°C, com 5% de CO,. Apds verificado o arredondamento das células ao microscopio
(indicativo de que uma célula se dissociou da outra) a tripsina foi inativada com MEM +
10% de SFB e adicionou-se solugéo de Azul de Tripan a 0,4%, na proporcéo de 1:1.

O teste de exclusdo do azul de tripan € baseado no principio de que células
vivas apresentam membranas intactas, que evitam a entrada do corante, enquanto que
as membranas metabolicamente inativas de células mortas ndo conseguem evitar a
penetragdo do corante na célula, tornando-se azuis (MASTERS, 2000; FRESHNEY,
2005).

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Caracterizagao de Metribuzin e Sulfentrazona

4.1.1 Metribuzin

O produto comercial SENCOR 480, cujo principio ativo € o metribuzin, foi
purificado conforme descrito na parte experimental. Para verificar seu grau de pureza,
procederam-se analises de RMN *C, RMN 'H, em CCD e ponto de fus&o. A analise do
espectro de RMN *C revelou um total de 06 (seis) sinais de atomos de carbonos
(Fig.16), mostrando um espectro limpo e com sinais bem definidos. A tabela 9 nos
mostra os sinais atribuidos ao MTZ e comparados com o 1,6-diidrometribuzin, em que

se ressalta o carbono carbonilico (Cs) em 6 161,16 que se encontra mais protegido em
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funcao da insaturacado na posicao 1,6. Adicionalmente, observou-se a presenca de um
sinal para carbono sp® em & 160,73 (C) e a auséncia do sinal em & 65,35 referente ao

carbono monohidrogenado do 1,6 diidrometribuzin.

o
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Figura 16. Espectro de RMN **C (100 MHz, CDCls) do MTZ

Tabela 9. Estudos comparativos de deslocamentos quimicos para RMN *C de
Metribuzin e 1,6 -Diidrometribuzin [LUDVIK et al., 1998].

(CHs)sC | (CHsS) | (CH3)sC | CH (C) (Cs) (Cs)

N 2 14,26 27,51 37,64 160,73 | 151,14 | 161,16

HN\N/As— 1340 |2884 |3501 |6535 142,27 | 164,97

1,6-DIIDRO
METRIBUZIN
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O ponto de fusao foi registrado, na faixa de 112°C a 113°C estando em acordo
com a literatura. Os dados de RMN ™C, o ponto de fusdo e a analise em CCD,
comparado ao metribuzin padrao, confirmaram a pureza da substancia. A interpretacao
mecanistica dos principais picos observados no espectro de massas (Fig.64, p.82)

permitiu confirmar que o material purificado tratava-se do MTZ.

4.1.2 Sulfentrazona

A analise do espectro de RMN *C desacoplado permitiu reconhecer um total de
11 (onze) sinais de atomos de carbono (Fig.17). Dentre esses ressaltam se valores de
deslocamentos quimicos para o carbono carbonilico [6 151,76 (Cs)], o metilico
[5 12,62 (C7)] ligado ao carbono sp? e outro com deslocamento quimico em [5 40,28

(C14)] muito desprotegido em razdo do mesmo se ligar ao grupo sulfona.

Figura 17. Espectro de RMN'*C (100 MHz, MeOD) da STZ

O ponto de fusao foi registrado na faixa de 120°C a 122°C estando em acordo
com a literatura [USEPA, 1997].
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Os dados de RMN™C, o ponto de fus&o e a analise por CCD, comparados com a
sulfentrazona padrao confirmaram a pureza da substancia. A interpretacdo mecanistica
dos principais picos observados no espectro de massas (Fig.70, p.86) confirmou que o

material purificado tratava-se da STZ.

4.2 Estudos Eletroquimicos de Metribuzin, Sulfentrazona, Safrol e

Nitrossafrol

4.2.1 Voltametria ciclica do metribuzin

O estudo da velocidade de varredura do metribuzin foi feito em tampéao acetato
0,2 mol L' em pH 4,0 em eletrodo de carbono vitreo. O voltamograma ciclico mostrou
uma onda catddica irreversivel em Epc = -1,0 V em 0,100 V s (Fig. 18), que se
desloca a potenciais mais negativos com o aumento da velocidade. O potencial de pico
(Ep) e a corrente de pico (l,) variaram linearmente com log v e v, conforme a tabela
10, indicando natureza irreversivel e controlada por processo difusional (Fig. 19). O pico

catédico foi atribuido a reducdo da ligagcdo azometino na posicdo 1-6

(Fig.20)[SKOPALOVA et al., 2001].
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-120 * T * T * T * T *
-1.5 -1.0 -0.5 0.0 0.5 1.0
E/V vs. Ag/AgCI/CI(0,1 moIL'1)
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Figura 18. Voltamograma Ciclico de 1,0x10™ mol L' de MTZ em tampéo acetato pHap

4,0 nas velocidades de (a) 0,010, (b) 0,350, (c) 0,500, (d) 0,750, (e) 0,100, (
0,300, (h) 0,400, (i) 0,500, (j) 0,600, (k) 0,700, (I) 0,800, (m) 0,900 e () 1V s™.

) 0,200, (9)

Tabela 10. Parametros eletroquimicos para estudo da influéncia da velocidade de

varredura na redugéao / oxidagdo do MTZ em tampéo acetato pH 4,0.

172

v(Vs'l) A Log v -Ipc(pA) Ipa(pA) Epc Epa
0,010 0,1 -2 11,40 0 1,011 0,5
0,050 0,223 -1,30 24,2 3,58 1,013 0,503
0,075 0,273 -1,124 28,13 4,88 1,019 0,51
0,100 0,316 -1 29,9 6,81 1,022 0,515
0,200 0,447 -0,699 46,93 9,64 1,029 0,535
0,400 0,632 -0,398 59,04 10,86 1,057 0,557
0,500 0,707 -0,301 73,33 13,33 1,061 0,561
0,800 0,894 -0,097 86,18 15,27 1,069 0,567
1,00 1 0 93,54 17,23 1,071 0,6
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Figura 19. Graficos do MTZ (1,0 x10™ mol L") em tampao acetato PHap 4,0 em eletrodo

de CV.(A):-Ipc vs. v'"% (B): Ipa vs. v ; (C): -Epc vs log v ; (D):Epa vs. log v.
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Figura 20. Representagao da eletrorredugéo do MTZ [adaptado SKOPALOVA et al.,

2001]

O pico anadico foi observado depois da eletrorredugéo do metribuzin (Fig. 21)

que se associa a oxidagao do metil tiol gerado no processo eletrolitico, semelhante ao
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comportamento eletroquimico da prometrina em eletrodo de mercutrio [SKOPALOVA et
al., 1998'°]. Essa onda foi usada para estudos quantitativos do metribuzin em eletrodo
de carbono vitreo, eletrodo de pasta de carbono/nujol e pasta de carbono/dleo de
mamona. Para ratificar a proposta de oxidagcao do metil tiol gerado na eletrorreducao do
metribuzin, utilizou-se a MUA (acido 11- mercaptoundecandico) nas mesmas condigdes
experimentais, que revelou também um sinal de oxidagdo (Fig. 22), porém, em
potencial mais anddico em fungao de o grupo eletro ativo estar em ambiente quimico

diferente daquele no metribuzin.

55

35 -

Corrente, pA

25 L

45 1 1 1 1 1 ]
-1.5 -1.0 -0.5 0.0 0.5 1.0 1.5

E / V vs. Ag|AgCI|CI" (0,1 molL™)

Figura 21. Voltametria de redissolugdo anddica do MTZ , ¢ = 1,0x10° mol L', em

tampao acetato pHap 4,0 na velocidade de 0,10V s'.Onda anddica: Eap=-10V, ta =

30 s.
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Figura 22. Voltamograma Ciclico de 1,0x10™ molL™ do acido 11- mercaptoundecandico
(MUA), em tamp3ao acetato pH 4,0 na velocidade de 0,100 V s™.

4.2.1.2 Determinacao do tempo de acumulagao

Como ja observado nos experimentos de voltametria ciclica, o pico de oxidagéo
sO é observado quando o metribuzin é reduzido, nas condigdes estudadas. Portanto,
para estudos de quantificagdo e outros, houve a necessidade de otimizar o tempo de
acumulacdo do metribuzin na regido catédica para obter melhor resposta. Como se
pode observar na Fig.23, acima de 30 s inicia-se a saturagao do sinal, definido como

tempo de acumulagéo.
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Figura 23. VOQ do metribuzin, ¢ = 1,0x10™ mol L™, obtido sem (....... ) e com tempo de
acumulacdo(__ ) de 5 a 80 s em -1,4 V, tempo de equilibrio 5 s., f = 50 Hz. Eletrdlito

suporte: tampé&o acetato pH 4,0. Eletrodo de carbono vitreo.

E grande a relevancia em estudar a influéncia do pH em sistemas
eletroquimicos, por se avaliar a sensibilidade da substancia em funcédo da corrente, ser
possivel determinar o pKj, e propor um mecanismo eletroquimico [DE PAULA, 2006].

O estudo do pK,; de agroquimicos € um parametro que ajuda na compreensao
de fatores como a solubilidade em determinado meio e potencial de adsorcdo em
determinado solo, servindo assim como suporte de avaliagao para riscos ambientais.

O Estudo do comportamento eletroquimico do MTZ foi feito na faixa de pH entre
0,6 e 10, utilizando a técnica de VPD em solugbes tampao conforme a tabela 8. O
grafico Ep vs pH (Fig. 24A) revelou linearidade para potenciais mais negativos, com o
aumento do pH com variagao de 66 mV/unidade de pH revelando pk, igual a 1, mesmo
valor obtido por métodos espectrofotométricos [ALBRO et al., 1984"].0 esquema da
protonacao do MTZ esta representado na Fig. 26.

Quanto ao estudo da resposta da corrente, observa-se que entre pH 2 e 4 o MTZ
mostrou-se mais sensivel (Fig. 24B). A espécie eletroxidada também propiciou melhor

resposta em pH 2 (Fig. 25), a despeito de encontrar-se proximo a descarga do eletrdlito
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suporte e em condi¢cdes extremas de trabalho o pH 4 foi definido o melhor meio para

estudos do MTZ.

A

Corrente, p A
[ ]

Figura 24. (A) Ep vs. pH para os picos da VPD correspondendo a eletro redugdo do

MTZ. Obtencao do pKa (B) Ip vs pH. ¢ = 1,0x10™ mol L™, amplitude de pulso: 50 mV
tempo de pulso: 50 ms, v=5mV s,

Corrente, u A

0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8 0.9

E/V vs. Ag/AgCI/CI(0,1 moIL'1)

Figura 25. VPD da eletrooxidagao do MTZ apods eletrorredugcao em diferentes valores

de pH. ¢ = 1,0x10° mol L™, amplitude de pulso: 50 mV tempo de pulso: 50 ms, v = 50

mV s™.
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Figura 26. Representacao da protonagédo do MTZ, pKa = 1 [adaptado, LUDVIK et al.,
1998].

4.2.2 Voltametria Ciclica da Sulfentrazona

O voltamograma ciclico da STZ revelou uma onda anddica irreversivel em Epc =
+0,93 V em 0,100 Vs™ (Fig. 27), que se desloca para potenciais mais positivos com o
aumento da velocidade. Conforme Fig. 28 (graficos A e B) o potencial de pico (E;) e a
corrente de pico (l,) variou linearmente com log v e v'2 conforme a tabela 11, indicando
natureza irreversivel e controlada por processo difusional. O pico anddico foi atribuido a
oxidagdo da ligagdo azometina na posi¢cao 2-3, em que o nitrogénio tem maior
densidade eletrénica de acordo com GREY et al (2000). Uma segunda onda pequena e

mal definida foi observada, mas, n&o foi objeto de estudo.

Corrente, pA

0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 1.2 1.4 1.6

E/V vs Ag/AgCI/CI7(0,1 molL™)

igura 27. Voltamograma Ciclico de 1,0 x 10™ mol L' de STZ em tampao fosfato pH 7,0
nas velocidades de (a) 0,010, (b) 0,035, (c)0,050, (d)0,100, (€)0,200, (f)0,300 Vs™.
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Tabela 11. Parametros eletroquimicos para estudo da influéncia da velocidade de

varredura da STZ.

v (Vs vi?2 Log v Ipa(pA) Epa
0,010 0,1 -2 4,78 0,912
0,035 0,187 -1,455 8,24 0,925
0,050 0,223 -1,301 10,27 0,929
0,075 0,273 -1,125 12,62 0,934
0,100 0,316 -1,00 13,97 0,934
0,200 0,447 -0,699 18,16 0,938
0,300 0,547 -0,522 22,45 0,943
0,400 0,632 -0,398 26,39 0,946
0,500 0,707 -0,301 28,18 0,947
0,600 0,774 -0,221 32,07 0,947
0,700 0,837 -0,155 32,75 0,955
0,800 0,894 -0,097 36,33 0,955
0,900 0,948 -0,046 39,01 0,956
1,00 1,00 0 42,19 0,957
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Figura 28. Graficos da STZ de 1,0 x 10° mol L em tampao acetato pH 7,0, em

eletrodo de carbono vitreo. (A): Ipc vs. v'"? e (B): Epa vs. log v.

4.2.2.2 Estudo do comportamento eletroquimico, variagdo do potencial e da

corrente com o pH da STZ

Para estudo da variagdo do potencial da STZ em varios valores de pH (Fig 29A),
utilizou-se a técnica de VPD, que mostrou queda de potencial linear com o aumento do
pH com incremento de 67mV/unidade de pH. Este valor é tipico para sistemas que
envolvem igual numero de prétons e elétrons, e esta representado pela equagao E(V) =
1,33 — 6,7x10” pH (r = 0,98563), ratificando que o aumento do pH facilita a oxidagao
da STZ. A partir de pH 7,0 o estudo eletroquimico manteve-se independente do pH. O
ponto de inflexdo entre as duas retas revelou um pK, em 6,26, muito proximo ao da
literatura (pk,=6,56) [POLUBESOVA et al., 2003]. O gréfico Ip vs pH (Fig. 29B)
mostrou que a STZ possui melhor sensitividade em pH 3 e 8, contudo, escolheu-se o
pH 7 para estudo, por estar mais proximo as condi¢gées das fontes naturais . O STZ é
um acido fraco e o equilibrio acido-base esta relacionado ao N-2 do anel triazolona,

funcionalizado com o par imina/iminio (Fig.30).
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Figura 29. (A) Ep vs. pH para os picos da VPD correspondendo a eletrooxidagéo da
STZ. Obtencdo do pKa (B): Ip vs pH. ¢ = 1,0 x 10 mol L™", amplitude de pulso: 50 mV

tempo de pulso: 50 ms, v=5mVs™.
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Figura 30. Esquema da protonagéo do STZ, pKa = 6,26 [adaptado, GREY et al., 2000].

4.2.3 Voltametria Ciclica do Safrol

O voltamograma ciclico do safrol revelou uma onda anddica em E,c = +1,13 V. em

0,100 V s™ (Fig. 31). O gréafico I, vs v'? (Fig. 32A) revelou linearidade entre os

parametros, indicando que o transporte das espécies foi controlado por processo

difusional e o potencial E, também variou linearmente com o log v ,conforme a tabela

12, mostrando irreversibilidade do processo (Fig. 32B).
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Figura 31. Voltamograma ciclico do Safrol, ¢ = 1,0 x10™ mol L™ em tamp&o fosfato, pH
7,0 nas velocidades de (a)0,020, (b)0,035, (c)0,050, (d)0,075, (€)0,100, (f)0,200 V s™.
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Figura 32. Graficos do Safrol de 1,0 x 10° mol L™ em tampao fosfato pH 7,0, em

eletrodo de carbono vitreo (A): Ipc vs. v e (B): Epa vs. log v.
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Tabela 12. Parametros eletroquimicos para estudo da influéncia da velocidade de

varredura do SAF.

v (Vs v 12 log v Ipa(pA) Epa
0,020 0,141 -1,699 8,61 1,094
0,050 0,223 -1,301 16,61 1,1134
0,075 0,273 -1,125 22,83 1,1203
0,100 0,316 -1,0 37,48 1,1317
0,200 0,447 -0,699 45,37 1,1477
0,300 0,547 -0,522 58,56 1,1661
0,400 0,632 -0,398 72,39 1,1664
0,500 0,707 -0,301 96,92 1,1798

STETER et al.(2007) estudaram a oxidagao do safrol por eletrdlise em potencial
controlado utilizando eletrodo de feltro de carbono modificado em meio neutro, em cujo
processo solou e caracterizou o piperonal (3,4 metilenodioxi benzaldeido) com
rendimento de 61%. Propds, entdo que a oxidagdo ocorre no grupo metileno que se
encontra entre o anel aromatico e a olefina, envolvendo quatro elétrons com perda de

dois carbonos (Fig. 33).
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Figura 33. Representacao da eletrooxidagado do SAF [adaptado, STETER et al. 2007].

4.2.3.2 Estudo de comportamento eletroquimico, variagao do potencial e da

corrente com o pH do Safrol

A sensibilidade eletroquimica do safrol em diversos meios, foi avaliada entre pH
1 e 12,0. O gréfico Ep vs pH (Fig.34 A) revelou que entre pH 1 e 10,0 houve um
declinio linear do potencial com variacdo do pH , devido ao fato de a desprotonacao
favorecer o processo de oxidacdo, com equagdo Ey(V) = 1,10 -1,3x1 02 pH (r
=0,99238). Entre pH 10 e 12 ndo houve variagdo do potencial; o ponto de inflexdo das
duas retas revelou um pk, de 10,6. Esse valor € condizente com a estrutura, haja vista
a presencga do grupo alilico e o dioximetileno ligado ao anel aromatico. Ressalta-se a
possibilidade da existéncia de outros valores de pk, que ndo puderam ser encontrados
em funcdo da faixa de pH usada. O grafico Ip vs pH (Fig. 34 B) mostrou baixa
sensibilidade na faixa de pH 1-11, porém em pH 12 revelou uma sensibilidade
significativa da corrente, ndo sendo um meio interessante para estudo pela elevada

alcalinidade. O esquema de protonagao do safrol esta representado na Fig. 35.
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Figura 34. (A): Ep vs. pH para os picos da VPD correspondendo a eletrooxidagao do
SAF. Obtengao do pKa (B): Ip vs pH, ¢ = 1,0 x10™ mol L™, amplitude de pulso: 50 mV
tempo de pulso: 50 ms, v=5mVs™.
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Figura 35. Representacao da protonagédo do SAF, pKa = 10,5.

4.2.4 Voltametria Ciclica do Nitrossafrol

O estudo da velocidade do nitrossafrol foi feito em tampao fostato 0,2 mol L' em
pH 7,0 em eletrodo de carbono vitreo. O voltamograma ciclico mostrou uma onda
catodica irreversivel em Epc = -0,79 V em 0,200 V s (Fig. 36), que se desloca a
potenciais mais negativos com o aumento da velocidade conforme tabela 13. O
potencial de pico (Ep) e a corrente de pico (l,) variou linearmente com log v and v

respectivamente (Fig. 37A e 37B), indicando natureza irreversivel e controlada por
processo difusional.



81

-50 a
-100 \
I g o
150 o < m
200 O NO

-250

Corrente, uA

-300

-350 * T * T * T * T * T * T * 1

E/V vs Ag/AgCl/CI (0,1 molL™")

Figura 36. Voltamograma ciclico do nitrossafrol, ¢ = 1,0x10° mol L™ em tamp4o fosfato,
pH 7,0 nas velocidades de (a)0,020, (b)0,035, (c)0,050, (d)0,200, (e)0,300, (f)0,400 e
(9)0,500 Vs™.

Tabela 13. Parametros eletroquimicos para estudo da influéncia da velocidade de
varredura do NSAF

v (Vs v'? Logv -Ipc(pA) -Epc
0,020 0,141 -1,699 34,75 0,689
0,035 0,187 -1,455 59,59 0,726
0,050 0,223 -1,301 70,74 0,739
0,200 0,447 -0,699 173,28 0,792
0,300 0,547 -0,523 225,69 0,829
0,400 0,632 -0,398 266,02 0,847
0,500 0,707 -0,301 299,95 0,859
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Figura 37. (A) Ip vs. v'"2 para os picos da VPD correspondendo a eletrorredugdo do
Nitrossafrol (B) Ep vs. log v . ¢ = 1,0 x 10™ mol L™, amplitude de pulso: 50 mV, tempo

de pulso: 50 ms, v=5mVs™.

O estudo voltamétrico do NSAF na regido catddica, revelou um comportamento
caracteristico de nitro aromatico em meio protico. O voltamograma ciclico (Fig.38)
mostrou uma onda de carater irreversivel (E,= -1,00 V) e outro sinal na varredura
reversa (E,= +0,13 V). Entretanto ap6s a segunda varredura revelou um terceiro pico
(Ep= -0,42 V), revelando um total de trés sinais para o sistema. Segue a proposta
mecanistica para o NSAF na regido anddica de acordo com os sinais observados: o
primeiro pico (A) refere-se a formagdo da hidroxilamina através da reduc&o do grupo

nitro envolvendo 4 elétrons e 4 prétons, conforme a equacéao 13.

0] o
<Om v 48+ 4N <o | + HO Eata

NHOH

O pico anddico (B) refere-se a oxidagdo da hidroxilamina gerando o derivado
nitroso durante a varredura reversa, envolvendo 2 elétrons. Reversivelmente o pico (C)
resulta da redugao conforme a equacao 14 [DE SOUZA, 2007; SKOOG, 2002].
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Figura 38. VC do NSAF na regido catédica, v=0,100 Vs, c=1x 10> mol L, tampao
fosfato pH 7,0.

O comportamento voltamétrico do NSAF na regido anddica, a partir do potencial
E =-0,2 V (Fig. 39A), revelou uma onda em Ep = + 1,1 V referente a oxidagao do grupo
metileno que se encontra entre o anel aromatico e a olefina terminal. Entretanto,
quando aplicado Ezp=- 1,0V e t4 =120 s, o voltamograma mostrou uma onda E= -0,08 V
referente a oxidagao da hidroxilamina e outro sinal em E = 1,1 V referente a oxidagao

do grupo metileno, conforme descrito anteriormente (Fig. 39B).
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Figura 39. VC do NSAF na regido anddica, v=0,100 Vs, ¢ =1 x 10° mol L , tampao
fosfato pH 7,0 (A): VC na regido anddica (B): VC na regiao anddica Eap = -1,0 V e
ta =120 s.

4.2.4.2 Estudo do comportamento eletroquimico, variagao do potencial e da
corrente com o pH do Nitrossafrol

O comportamento eletroquimico do nitrossafrol entre pH 1 e 11 foi avaliado
através de variacdes de potencial e corrente de pico, pela técnica de VPD, em que se
observa comportamento parecido com o do safrol, com declinio linear entre opH 1 e 8
com variacdo de 20 mV/unidade de pH com equagdo E(V) = 1,19 — 2,45x102 pH (r=
0,99336). O potencial manteve-se constante entre os pH 9 e 11. A intersec¢ao das
retas do grafico E, vs pH (Fig. 40A) revelou um pk, de 8,7. Com a introdug&o do grupo
nitro na molécula do safrol, observa-se uma variagao 1,9 nos valores de pK, em fungao
do grupo nitro ser eletro atraente, na posi¢cao para ao oxigénio. O grafico |, vs pH (Fig.
40B) ndao mostrou variagdo consideravel de corrente na faixa de pH estudada. O

esquema de protonacgao do nitrossafrol esta representado na Fig. 41.
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Figura 40. (A): Ep vs. pH para os picos da VPD correspondendo a eletrooxidagao do
NSAF. Obtencdo do pKa (B): Ip vs. pH, ¢ = 1,0 x 10 mol L™, amplitude de pulso: 50
mV tempo de pulso: 50 ms, v=5mVs™.
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Figura 41. Representagao da protonagdo do NSAF, pKa= 8,7.

4.3 Estudos de Quantificacao de Metribuzin, Sulfentrazona, Safrol e

Nitrossafrol

A eletroanalitica dispbe de uma variedade de métodos para estudos de analitos
em baixas concentragcbes, com alta seletividade, baixo custo e portabilidade.
Adicionalmente, ha inovagdes constantes nos sensores eletroquimicos em busca de
melhores resultados. Os eletrodos modificados utilizando carbono como matriz, sao

uma ferramenta relevante em tais experimentos, por possuir alta condutividade elétrica
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ou da formacao de compdsitos que melhorem o sinal analitico. Para a determinacéo do
limite de deteccéao utilizou-se o desvio padrao da média aritmética das correntes obtidas
dos dez voltamogramas de brancos, no mesmo potencial do sinal voltamétrico da

substancia em estudo, conforme a equacgao 15.

3Sg

LD Eqg. 15

Onde, Sg € o desvio padrao da média aritmética das correntes dos brancos e o b

o valor do coeficiente angular da curva analitica [COSTA et al., 2008].

4.3.1 Quantificagao do MTZ por voltametria de redissolugado anédica

O método voltametria de redissolugcdo anddica consiste na pré concentracao de
uma substancia eletroquimicamente ativa na superficie do eletrodo aplicando-se um
potencial de deposicéo (Ed) durante um determinado tempo. O tempo de deposicéo &
funcao da espécie eletroativa e, nessa etapa, ocorre a redug¢ao da substancia e, ocorre
consequentemente sua pré concentragado na superficie do eletrodo.

A proxima etapa consiste na varredura de potencial na diregdo anddica,
obtendo-se o sinal analitico de acordo com a técnica escolhida, pois nessa etapa o
material depositado se redissolve, quando seus potenciais de pico sao atingidos
[BRETT, 1998].

O método desenvolvido para quantificar o MTZ foi a redissolucdo anddica, até
entdo ndo registrado na literatura para o MTZ. Para tal, utilizou-se eletrodo de carbono
vitreo (Fig. 42), eletrodo de pasta de carbono/6leo de mamona (Fig. 43) e eletrodo de
pasta de carbono/nujol (Fig. 44). A técnica utilizada foi VOQ em tamp&o acetato pHap
4,0. Para os trés eletrodos, a corrente de pico mostrou linearidade na faixa de

concentracdo de 1x10° a 4,0x10* mol L™.
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Figura 42. VOQ do MTZ por voltametria de redissolugdo anddica em tampéao acetato
pHap 4,0, nas concentracdes (a)1x10°, (b)2x10°, (c)3x10°, (d)7x10”,(e)1x10™,
(f)1,4x10*, (g)1,6x10* mol L. (A): MTZ em eletrodo de CV Ip vs. E/V (B): MTZ em
eletrodo de CV Ip vs. [MTZ] ymol L™.
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Figura 43. VOQ do MTZ por voltametria de redissolugdo anddica em tampéao acetato
pHap 4,0 nas concentragdes (a)1x107, (b)2x107°, (c)3x107°, (d)5x107°,(e)7x107°, (f)1x10™,
(9)1,3x10™ ,(h)1,6x10™ mol L. (A): MTZ em eletrodo de PC/ éleo de mamona Ip vs. E/V
(B):MTZ em eletrodo de PC/ 6leo de mamona Ip vs. [MTZ].
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Figura 44. VOQ do MTZ por voltametria de redissolugdo anddica em tampéao acetato
pHap 4,0. nas concentragdes (a)1x10®°, (b)2x10°, (c)3x10°, (d)6x107°,(e)9x107,
(f)1,2x10*, (9)1,6x10* mol L™, (A): MTZ em eletrodo de PC/nujol Ip vs.E/V (B): MTZ em
eletrodo de PC/nujol Ip vs.[MTZ] pmolL™.

Os parametros de sensibilidade do método estdo listados na tabela 14,
revelando o eletrodo de pasta de carbono/éleo de mamona como mais sensivel que a
pasta de carbo/nujol e com sensibilidade de aproximadamente 100 (cem) vezes mais
que o eletrodo de carbono vitreo, contudo é notavel que o eletrodo de mercurio mostre
melhor resposta que os demais eletrodos, sabe-se, contudo que o eletrodo de mercurio

esta banido por questdes de seguranga e ambiental.
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Tabela 14. Estudos comparativos na quantificagdo do MTZ, em eletrodo de Carbono

Vitreo, Pasta de carbono/Nujol, Pasta de carbono/6leo de mamona e eletrodo de

mercurio.

Eletrodo R LD Equacéao

trabalho (mol L)

CV 0,9954 | 116,0 |[I (uA) = 0,92(+0,32) + 0.12(+0,0058) [MTZ]
(umol L™

PC/nujol 0,9922 | 3,752 |[I (uA) = 0,83(+x0,024) + 0.24 (+0,0004)[MTZ]
(umol L)

PC/éleo 0,9989 | 1,248 |1 (uA)=0,055(+0,013) + 0.008(+0,0001) [MTZ]

mamona (umol L)

Hg

[SKOPALOVA | 0.9998 | 00214 || (uA)=0,01 (x0,0001)+ 0.28 [MTZ] (umol L™

et al., 2001?]

4.3.2 Quantificagdo do MTZ em EMQ (eletrodo modificado com quitosana)

Com o objetivo de quantificar o MTZ em eletrodo modificado com quitosana

utlizou-se a técnica de VPD na regido catodica, em tamp&o acetato pHa, 4,0 na faixa de

concentracdo de 1x10° a 1x10™* mol L™ em que se observou linearidade com a corrente

de pico (Fig.45).
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Figura 45. (A): VPD do MTZ em eletrodo de carbono vitreo/quitosana, tampao acetato
pHa, 4,0 nas concentragdes de (a)1x10°, (b)5x10°, (c)1x107°, (d)2x10?,(e)3x107,
()5x10°, (g)7x10° ,(h)1x10™* mol L™ (B): Relagdo entre corrente de pico com a

concentragao do MTZ.

A andlise direta do MTZ em eletrodo modificado de quitosana com equacgéao I(pnA)
= 6,76 (+0,3910) + 0,19 (£0,0070) [MTZ] (umol L™), com r = 0,9953 revelou um limite
de deteccdo de 3,81x107 mol L. Isso mostra que o sensor EMQ ¢é bastante sensivel
na analise do MTZ.

4.3.3 Quantificagao da Sulfentrazona

A sulfentrazona foi analisada em VPD em tampéo fosfato pHs, 7,0. Para tal
utilizou-se eletrodo de carbono vitreo (Fig.46) e eletrodo de carbono vitreo/nanotubo de
carbono de paredes mdltiplas (Fig.47) nas concentracdes de 1,0x10° a 2,3x10* mol L™

em que se observa linearidade para ambos os eletrodos.




91

Corrente, nA
Corrente, nA

T T T T T T T T T

4 0 3 60 9 120 150 180 210 240
T T T T T 1

0.4 0.6 0.8 1.0 1.2 14 1.6 STZ, pmol L’

E/V vs. Ag/AgCI/CI"(0,1 mol L)

Figura 46. VPD da STZ em eletrodo de CV nas concentracdes de (a) 1x10°,(b)5x10®
(c)2,0x10°, (d)3,0x10°, (€)5,0x10° ,(f)1,0x10™* ,(g)1,3x10™* ,(h)1,5x10™* ,(i)1,7x10*
,(1)2,0x10™* ,(k)2,3x10™ umol L™ ,pHap 7,0. (A): Ip vs. E/V (B): Ip vs. [STZ] umol L™
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Figura 47. VPD da STZ em eletrodo de CV nas concentragdes de (a) 1x107° ,(b)2x107°
(c)3x107°,(d)5x10°, (e)7x10° ,(f)1x10™ ,(g)1,3x10™* ,(h)1,5x10™* (i)1,7x10™* ,(j)2,0x10™
,(k)2,3x10™* umol L'1,pHap 7,0. (A) STZ em eletrodo de CV/NTC Ip vs. E/V (B) STZ em
eletrodo de CV/NTC Ip vs. [STZ] ymol L™
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Os parametros de avaliagdo encontram-se na tabela 15, em que o eletrodo de
CVINTC revelou melhor sensibilidade e limite de deteccdo que o eletrodo de CV nas
condigdes estudadas. O resultado é atribuido a eficiéncia de transferéncia de elétrons
entre a sulfentrazona e o nanotubo de carbono em razdo das caracteristicas do
nanomaterial, como a alta condutividade e alta area superficial [ALARCON-ANGELES
et al., 2008; DUMITRESCU et al., 2009].

Tabela 15. Estudos comparativos na quantificagdo do STZ, em eletrodo de carbono

vitreo e eletrodo de carbono vitreo/nanotubo de carbono de paredes multiplas.

Eletrodo R LD Equacao

f[erbalho (umall)

cVv 0,9980 17,2 | I(uA) = 0,17(x0,034) + 0,015(+3,00x10%)
[STZ](umolL™)

CVINTC 0,9974 2,70 | I(uA) = 0,61(x0,091) + 0,026(+7,10x107%)
[STZ](umolL™)

4.3.4 Quantificagao do Safrol

O estudo da concentracdo do SAF em eletrodos modificados foi feito em
tampé&o fosfato pH,p, 7,0 utilizando a técnica de VPD na faixa de concentragdo de 1 x 10°
® molL" a 1,5 x 10° mol L".Os eletrodos de CV (Fig. 48), CVINTC (Fig. 49) e
CVINTC/B-CD (Fig. 50) mostraram boa linearidade entre a corrente e concentragao do

analito .
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Figura 48. VPD do SAF em eletrodo de CV nas concentracdes de (a) 1x10°,(b)3x10®
(c)5x107, (d)7x10®, (e)9x10® ,(f)11x10® pmol L ,pHap 7,0. (A): Ip vs. E/V (B): Ip vs.

[SAF] pmol L™
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Figura 49. VPD do SAF em eletrodo de CV/NTC nas concentragdes de (a)
1x10°®,(b)2x10° (c)3x10°, (d)5x10°®, (€)7x10° ,(f)9x10° ,(g)11x10° ,(h)15x10° umol L’
! PHap 7,0. (A): Ip vs. E/V (B): Ip vs. [SAF] ymol L.
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Corrente, pA

T T T 1
0.6 0.8 1.0 1.2 14

E/V vs. Ag/AgCI/CI (0,1 moIL'1)

SAF, molL"

Figura 50. VPD do SAF em eletrodo de CV NTC/B-CD nas concentragdes de (a)
1x10®,(b)2x10° (c)3x10°®, (d)5x10°, (€)7x10° ,(f)11x10° ,(g)15x10°,(h)18x10° pmol L°
! pHap 7,0. (A): Ip vs. E/V (B): Ip vs. [SAF] umolL™; Insergédo: saturagdo do safrol no
sensor NTC/ B-CD.

Os resultados dos estudos do Safrol nos eletrodos de carbono vitreo (CV),
carbono vitreo/nanotubo de carbono de paredes multiplas (CV/NTC) e carbono
vitreo/nanotubo de carbono de paredes multiplas/B-ciclodextrina (CV/NTC/B-CD)
encontram-se na tabela 16, em que o eletrodo de CV/NTC surge com melhor resposta
que os eletrodos de CV e CV/NTC/B-CD, sendo esse ultimo um pouco mais sensivel
que o eletrodo de carbono vitreo a sugerir uma boa interagédo da B-CD com o Safrol e

saturacdo a partir da concentragdo de 1,0x10° mol L.
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Tabela 16. Estudos comparativos na quantificacdo do Safrol em eletrodo de CV,
eletrodo de CV/NTC e eletrodo de CV/NTC/B-CD.

Eletrodo de R LD Equacao

trabalho (pmolL‘1)

Ccv 0,9933 0,646 [(uA) =10,15(16x10'4) + 0,09(+3,3x10”)[SAF]
gmolL”

CVINTC 0,9988 0,0869 | I(pA) =10,59(J_rO,025) + 0,04(x2x10™)[SAF]
pmoll”

CVINTC/B-CD 0,9746 0,474 I(uA) = 0,70(x£0,379) + 0,76(x0,0905)[SAF]

pmolL™

4.3.5 Quantificagao do Nitrossafrol

Os estudos eletroanaliticos do nitrossafrol foram realizados em VPD, pHy, 7,0

nas concentracdes de 1,0 x 10° mol L™ a 3,0 x 10®° mol L. Foram utilizados os
eletrodos de CV (Fig. 51), CV/NTC (Fig. 52) e CV/NTC/B-CD (Fig. 53). As analises

utilizando os trés sensores evidenciaram expressiva linearidade, entre a corrente de

pico e a concentragéo do analito.
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Figura 51. VPD do NSAF em eletrodo de CV nas concentragdes de (a) 2x10°,(b)3x10®
(c)5x10°®, (d)7x10°, (e)9x10° ,(f)11x10° ,(g)15x10° ,(h)18x10° ,(1)21x10° ,(j)26x10°
umol L™ ,pHap 7,0. (A): Ip vs. E/V (B): Ip vs. [NSAF] ymol L™.
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Figura 52. VPD do NSAF em eletrodo de CV/NTC nas concentragdes de (a)3x10®
(b)5x10°®, (c)7x10°®, (d)15x10° ,(e)18x10° ,(f)21x10° ,(g)26x10° pymol L™",pHa, 7,0. (A):

Ip vs. E/V (B): Ip vs. [NSAF] pmol L.
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Figura 53. VPD do NSAF em eletrodo de CV/NTC/B-CD nas concentragdes de (a)
1x10°®,(b)2x10° (c)3x10°®, (d)5x10°, (e)7x10° ,(f)9x10° ,(g)11x10° ,(h)21x10°® (i)
26x10° umol L™ ,pHa, 7,0. (A): Ip vs. E/V (B): Ip vs. [NSAF] umol L™.
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Os resultados eletroanaliticos para o nitrossafrol encontram-se na tabela 17, o
que revelou boa sensibilidade com os trés sensores, destacando-se o sensor com
NTC/B-CD que mostrou menor limite de detecgao. A tabela 18 nos mostra que o pico
de redugdo do nitrossafrol utilizando eletrodo de CV/NTC/B-CD aparece em potencial
mais positivo do que o eletrodo de CV, com ganho de 130 mV, e um aumento da
corrente de pico de 33 vezes, quando comparado com o mesmo, mostrando a forte
interacdo do NSAF com a B-CD. Esses resultados mostram maior sensitividade do
sensor CV/NTC/B-CD com o nitrossafrol.

Tabela 17. Estudos comparativos na quantificagdo do NSAF, em eletrodo de CV,
eletrodo de CV/NTC e eletrodo de CV/NTC/B-CD.

Eletrodo de R LD Equacao

trabalho (umolL™)

Ccv 0,9920 1,830 | I(uA) = 0,13(£0,012) + 0,03(x0,0013)[NSAF]
(umolL™)

CVINTC 0,9955 0,585 [ I(uA) = 0,54(x0,21) + 0,23(£0,013)[NSAF]
(umolL™)

CVINTC/B-CD 0,9965 0,231 I(pA)=11,77(iO,4771)+1,34(:0,033)[NSAF]
(umolL™)

Tabela 18. Estudos comparativos para potencial de pico (Epc) e intensidade de
corrente (Ipc) na eletrorredugcdo do NSAF, em eletrodos de CV, CV/NTC e
CVINTC/B-CD.

Eletrodo de trabalho -Epc (MV) -lpc (MA)
Ccv 758 0,86
CVINTC 684 6,57

CVINTC/B-CD 624 33,14




98

4.4 Estudo da interagao do Safrol e Nitrossafrol com a -ciclodextrina

Com os bons resultados encontrados com os sensores formados pelo compdsito
NTC/B-CDs nos estudos eletroanaliticos do safrol e nitrossafrol, decidimos investigar a
interacdo dessas substancias com o oligossacarideo B-CD. A principio foram efetuados
estudos cinéticos do safrol e nitrossafrol na regidao do UV-VIS (Fig. 54), por um periodo
de 240 minutos, em que revelaram grande variagdo nos primeiros 90min, atingindo o
equilibrio a partir de 120 minutos para o safrol e 150 minutos para o nitrossafrol,
servindo como tempo de contato padrao para os estudos subsequentes.
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Figura 54. Cinética de complexacgéo (A) SAF: B-CD e (B) NSAF: B-CD. Raz&o molar
1:1.

Depois da determinagao do tempo de equilibrio para as duas substancias com a
B-CD, estudou-se a formagédo do complexo de inclusao, utilizando também a técnica de
espectroscopia no UV-VIS como parametro de avaliacdo. Mantendo-se fixa a
concentragdo dos substratos, observou-se que a absorbancia da mistura entre a -
CD/SAF e a B-CD/NSAF sofreu gradativa redugédo com aumento da concentracao da [3-

CD revelando a interagédo das substancias com o oligossacarideo (Fig. 55).
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Figura 55. Espectros na regido do UV-VIS. (A) Safrol, 1 x 10* mol L™ (B) Nitrossafrol, 1
x 10 mol L na presenca da B-CD nas concentracdes de 2,1 x 10° mol L™, 3 x 107

mol L™, 6 x10° mol L', 9x10° molL"e 15x 10° mol L.

Para determinar a constante de formacido e dissociacdo dos complexos em
estudo foi utilizada a equacdo Benesi Hildebrand (HERNANDEZ-BENITO et al., 1999)
( Equacao 16).

#
o |
LISy _ Ko, Bl gy
Ll big fig

em que [CD] é a concentracdo da B-ciclodextrina, [S]p a concentracdo inicial do
substrato, Kp a constante de dissociagcdo, AA é variacdo da absorvéncia e At é a
variagao da absortividade molar.

A Fig. 56 revela o perfil da relagdo [CD][S]o / AA vs. [CD] nos respectivos
comprimentos de onda e as tabelas 19 e 20 encontram-se os coeficientes de formagéo
dos complexos de inclusdo, que estdo na grandeza de 10* L mol" para os dois
substratos. Esses resultados corroboram com a seletividade do sensor NTC/B-CD para

o safrol e nitrossafrol nos estudos eletroanaliticos realizados.
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Figura 56. Graficos para determinacéo da constante de equilibrio do complexo (A)
SAF:3-CD e (B) NSAF: B-CD.

Tabela 19. Constante de dissociacédo e formacao do complexo SAF:B-CD, para 120 min

de contato
A =234 nm A =286 nm
Kp/mol L K¢/ mol L™ Kp/mol L K/ mol L™
SAFROL
2,40x107 4,17x10* 2,59x107 3,86x10*

Tabela 20. Constante de dissociagédo e formacao do complexo NSAF:3-CD, para 150

min de contato.

A =286nm A=352nm
NITRO Kp/mol L K/ mol L Kp/mol L' Ky/ mol L
SAFROL
1,95x107 5,12x10* 4,74x10” 2,10x10*
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4.5 Estudo da eletrodegradacao do metribuzin e sulfentrazona

4.5.1 Eletrolise do Metribuzin

A eletrdlise do MTZ foi conduzida em potencial controlado (-0,85V) em meio
misto, tamp&o fosfato, pHa, 5,8 com 20% de etanol com duragdo de 4 horas, com
consumo de 8,26 mol elétron. Apesar de o sinal eletroquimico estar em
aproximadamente -1,2 V, a eletrdlise s6 obteve éxito em -0,85V, em razdo de o sinal
estar muito proximo do eletrdlito suporte gerando interferentes, impedindo assim a
diminuicdo da corrente. Todo o experimento foi monitorado por voltametria ciclica em
eletrodo de carbono vitreo e a eletrdlise foi interrompida apds o desaparecimento do
sinal (Fig. 57).

Corrente, p A
>
1

20
-254 1

-30 4

-35 T T T T T 1
1.4 1.2 -1.0 -0.8 -0.6 04

E/V vs Ag/AgCI/CI(0,1 molL™)

Figura 57. (1) VC do MTZ antes da eletrdlise, ¢ = 2,33 x 10° mol L' tampao
fosfato/etanol (1:20) pHap = 5,80. (2) VC apds a eletrolise.

Concomitantemente com a evolugao da eletrdlise, houve o aparecimento de um
sinal na regido anodica em aproximadamente 0,6 V (Fig. 58). Conforme citado
anteriormente, este esta associado com a oxidagdo do metil tiol gerado no processo
eletrolitico.
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Figura 58. VC do produto da eletrélise do MTZ, em varredura na regido anodica.
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Apos a eletrolise, a fase organica foi analisada por cromatografia gasosa

acoplada a espectroscopia de massas que revelou, o pico do ion molecular indicativos

do MTZ [M]* 214 uma (Fig.59) e trés outros produtos de degradacéo, o DA - desamino
metribuzin [M]" 199 uma (Fig.60), DK - diceto metribuzin [M]* 184 uma (Fig.61) e o
DADK - desamino diceto metribuzin [M]" 169 uma (Fig.62), estando de acordo com os
estudos de caracterizagdo dos metabdlitos do MTZ por ALBRO et al.(1984°). De

acordo com os resultados obtidos acima descritos, obtivemos a mesma rota de
degradagao por processos microbiolégicos do MTZ (Fig.63) [QUESADA-MOLINA et

al., 2007].
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Figura 59. Espectro de massas do MTZ
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Figura 63. Rota de degradacao do MTZ na eletrdlise

Conforme espectro de massas do MTZ (Fig.59, p.80), segue abaixo a

interpretagcdo mecanistica para os principais picos observados no EM do metribuzin.
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Figura 64. Interpretacdo mecanistica dos principais picos observados no EM do MTZ.

4.5.2 Eletrolise da Sulfentrazona

Com o objetivo de propor o mecanismo de oxidagao eletroquimica, bem como
identificar os produtos da oxidacéao, a eletrolise da STZ ocorreu em potencial controlado
(0,85V) em tampéao fosfato, pH 7,0 com duragcdo de 6 horas, que consumiu 2,07

elétrons/mol de acordo com a equacao de Faraday. Todo o experimento foi monitorado
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por carbono vitreo e a eletrélise foi interrompida nas proximidades do desaparecimento

do sinal eletroquimico (Fig.65).

Corrente, nA

E/V vs Ag/AgCI/CI (0,1 molL™")

Figura 65. (1) VC da STZ antes da eletrdlise, ¢ = 1,29 x 10~ mol L™ tampao fosfato
pH=7,0. (2) VC apods a eletrdlise.

A solucdo eletrooxidada foi analisada por cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas, que revelou o ion molecular da STZ [M]" 386 uma (Fig.66) e
dois outros produtos, o STZP1 [M+H]" 355 uma, N-[2,4-dicloro-5[4,5-diidro-3-metil-5-
oxo-1H-1,2,4-triazol-1-il]fenillmetanossulfonamida (Fig.67) ou o STZP2 N-[2,4-dicloro-
5[4,5-diidro-3-metil-3-idroxi-5-oxo-1H-1,2,4-triazol-1-il]fenil] metanossulfonamida e o
STZP3 [M+H]" 313 N-[2,4-dicloro-5[4,5-diidro-3-metil-3-idroxi-5-oxo-1H-1,2,4-triazol-1-
ilffenililmetanossulfonamida (Fig.68) pois diferentemente dos metabdlitos informados por
DAYAN et al,(1998) obtidos via degradagdo microbiolégica em que a rota de
degradacao é por oxidagado do grupo metila ligado ao anel triazolinico produzindo o 3-
hidroximetil-sulfentrazona e o acido 3-sulfentrazona carboxilico.

O esquema da eletrodegradagédo da STZ (Fig. 69) mostrou que o efeito
captodativo estabiliza o cation radical em N-4 do anel triazinico apés a primeira
eletrooxidacao. A perda do difluorocarbeno é esperada por a eliminagéo do ion R-C=N"-

CF5, visto que o difluorocarbeno é estavel, devido a interacdo dos elétrons dos atomos
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de flbor com o carbono eletrodeficiente [DOLBIER et al., 2004]. Assim, a

eletrooxidacdo da STZ envolve dois elétrons, com reacao de hidratagcdo ou oxidagao do

grupo metil no heterociclo e abertura do anel triazolinico.
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Figura 67. Espectro de massas da STZP1 ou STZP2
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Figura 69. Rota de degradacao eletrooxidativa da STZ

A Fig.70 mostra a interpretagcdo mecanistica dos principais picos observados no EM do
STZ.

4.6 Estudo da eletrodegradacao do MTZ e STZ por eletro-fenton

4.6.1 Eletro-fenton do MTZ

Segundo KJAER et al.(2005), apenas 10 % do MTZ aplicado na agricultura &
mineralisado a CO; e H,O e HUERTAS-PEREZ et al.(2006) citam que a degradac&o
microbiologica em laboratorio do MTZ ndo ultrapassa 20%. Entretanto, a degradacao
por processos quimicos foi estudada por SCHERER et al.(2004) utilizando Fenton
Anddico com anodo de sacrificio,b em que obteve bons resultados, com o
desaparecimento do MTZ em 12,5 minutos. Com o objetivo de estudar a
eletrodegradacéo do MTZ, optou-se pelo método eletro-fenton por tratar-se de uma
técnica limpa, de baixo custo e de facil operacdo. Como o MTZ tem os heteroatomos
Nitrogénio e Enxofre, sua mineralizagdo além de produzir CO; e H,0O, possivelmente
deve produzir acidos inorganicos como NH,;*, HNO;, H.SO3; H,SO,4 [PIGNATELLO et
al., 2006]. Os produtos foram analisados por TOC e por espectroscopia na regiao do
UV-VIS, em que os resultados obtidos foram considerados satisfatérios. O TOC foi
rapidamente removido nos primeiros 30 minutos, atingindo 80% em 120 minutos

(Fig.71); as analises espectroscopicas (Fig.72) mostraram o desaparecimento do
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cromoforo a partir dos 90 minutos, corroborando com o sucesso do estudo e a eficiéncia

da técnica.
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Figura 70. Interpretacdo mecanistica dos principais picos observados no EM do STZ.
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4.6.2 Eletro-fenton da STZ

Os estudos da eletrodegradagdo da Sulfentrazona foram feitos por eletro-
fenton em que foram otimizadas as concentra¢des do sal de Mohr. Inicialmente utilizou-
se 0,5 x10° mol L' com uma redugdo do teor de carbono de aproximadamente 55%,
em 90 minutos; e ao utilizar 1,0 x10™ molL™" obteve-se 40% de reducéo de carbono em
5 minutos, revelando a consisténcia do experimento e a eficiéncia do método (Fig.73).
Na mineralizacdo da STZ, possivelmente houve produgao de intermediarios originarios
do anel aromatico, como acidos carboxilicos de cadeia curta, a saber, acido maleico,
fumarico, oxalicos até a formacdo de CO, e H,O. Também ha a formacédo de acidos
inorganicos, como HCI, NH;", HNO3, H,SO, e HF em virtude da presenga de
heteroatomos na molécula STZ (CI, N, S e F) [BRILLAS et al., 2009]. Ressalte-se que
até o presente momento ndo ha registro de estudos da degradagdo da STZ por

processos quimicos.
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Figura 73. Eficiéncia da remocé&o de carbono organico total “COT” da sulfentrazona
[STZ] = 2,58 x10° mol L' pHi = 3,0; t=0 a 240 min.
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Tendo em vista que o método eletro-Fenton mineralizou 55% da STZ, objetivou-
se estudar uma possivel rota de degradagao. O radical gerado hidroxila ( *OH) ataca a
molécula em varias posi¢des, gerando varios produtos conforme Fig. 74. A estrutura
destes compostos foi proposta com base nos espectros de massa e com suas
correspondentes fragmentagdes. Ha quebra no grupo sulfonamida, gerando o composto
com m/z 309. O ataque no anel triazolinico, conduziu aos compostos com m/z 205, 189
e 207. A oxidagdo no anel benzendide substituido foi também observada, produzindo

derivados benzoquinonicos, com m/z 207 uma.
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Figura 74. Possivel rota para degradagao da STZ por processo eletro-Fenton.

4.7 Estudo da citoxicidade da STZ e dos produtos da eletrdlise.

Os resultados dos testes de atividade citotoxica utilizando a Sulfentrazona e os
produtos da eletrélise, podem ser observados na tabela 21 em que revela ambos os

substratos n&o sao téxicos em células epiteliais da cornea de ovinos.
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Tabela 21. Resultado da citoxicidade da STZ e dos produtos da eletrélise pelo teste de
exclusdo do Azul de tripan (c = 100 pg mL™).

Substancias Concentragao do solvente Toxicidade (%)
STZ EtOH 2% 4.34 + 1.91
Produtos da eletrdlise da EtOH 2% 447 +1.58
STz

4.8 Estudo da interagcao de MTZ, STZ, SAF e NSAF com dsDNA e
ssDNA

4.8.1 Interagdo do MTZ com dsDNA e ssDNA

O biossensor dsDNA esteve em contato com a solugdo de MTZ por um periodo
de 60 minutos; em seguida foi feita a varredura na regiao anédica. Conforme a Fig. 75,
observa-se que ndao houve mudanca no comportamento voltamétrico do biossensor,
pois nao revelou aumento dos sinais das nucleobases, revelando assim que nao houve

interacdo com o dsDNA.
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dsDNA (branco)
r dsDNA + MTZ(60 min)

Corrente, pA

E/V vs Ag/AgCl/CI"(0,1 mol L™

Figura 75. VPD do MTZ em biossensor de dsDNA na presenga do MTZ, 2x10™ mol L.

Quanto aos estudos de interacdo do MTZ com a solugdo ssDNA, os sinais
caracteristicos da oxidagao das bases guanina (G) e adenina (A) (Epa = +0,86V e Ep,=
+1,18V ) foram intensos e definidos. A analise da interagdo das bases do ssDNA com o
MTZ pode ser avaliada por meio da adicao de aliquotas da substancia a solugao de
DNA, em que foi observada uma pequena reducado dos sinais de oxidacdo das bases
com a adicdo do MTZ (Fig. 76A). Com o condicionamento (E= -1,0 V,
ta= 30 s) também houve uma discreta diminuigdo no comportamento voltamétrico das
bases (Fig. 76B) bem como o desaparecimento do sinal da oxidagao do metil tiol. A
auséncia do pico pode estar associada a formacado de aduto com a nucleobase sem
comprometimento da oxidacdo das bases. A pouca interacdo entre as bases do DNA
com o MTZ, corrobora os estudos de CLEMENTS et al.(1997), que estudou a
genotoxidade do MTZ usando o ‘teste do cometa’ em girinos no qual os resultados

revelaram fraca toxicidade no anfibio.
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Corrente, pA
Corrente, pA

0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 12 1.4 16
E/V vs Ag/AgCI/CI (0,1 molL™)

0.2 04 0.6 0.8 1.0 1.2 14 1.6
ENV vs Ag/AgCI/CI (0,1 molL")

Figura 76. VPD do MTZ em diferentes concentragcbes em tampao acetato
(desnaturagdo da solugdo dsDNA em pH 4,5) na presenca 4 x 10°, 6 x 10°, 8 x 10° e 2
x 10 mol L™ do MTZ. (A) VPD na regido anddica (B) VPD do MTZ na regido anddica
comt,=30seEgp=-1,0V.

4.8.2 Estudo da interagdao da STZ com dsDNA e ssDNA

A literatura contém varias informagdes sobre a genotoxidade da STZ. CASTRO
et al.,(2007) estudaram os efeitos na gestagao de ratos expostos a STZ, do ponto de
vista fisico e neuro viral utilizando o teste do cometa, no qual usou leucécitos da mae e
dos filhotes, em que os resultados nao mostraram toxidade pelo herbicida. Entretanto,
nosso estudo descreve os efeitos da STZ em sensor de dsDNA e em solucédo de
ssDNA. O Voltamograma de pulso diferencial da oxidagcdo da STZ utilizando o
biossensor de DNA ndo mostrou nenhuma interagdo com o DNA (Fig. 77), pois nao
houve mudancgas nos sinais das bases de DNA apds a varredura anédica. Somente a
pré-concentracado da STZ foi observada e o pico da intensidade de corrente manteve-se
constante apos 5 minutos.
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104 |—— dsDNA (branco)
I |—— dsDNA+STZ (5 min)

Corrente, pA

1 T * T * T * T * T *
0.4 0.6 0.8 1.0 1.2 14
E/V vs. Ag/AgCI/CI'(0,1 molL™)

Figura 77. VPD da STZ em biossensor de dsDNA na presenga da STZ, 2 x 10* mol L™,

Entretanto, os estudos das bases em solugado, evidenciaram a interagcdo entre
ssDNA e a STZ, haja vista a modificagao do perfil voltamétrico das bases (poli-guanina
e poli-adenina) com a adi¢cao de aliquotas da solugdo da STZ. O VPD do ssDNA em
eletrodo de carbono vitreo (Fig. 78) mostrou o decréscimo na corrente de pico nos
sinais das bases, sugerindo interagdo com as mesmas. No ssDNA, estas bases estdo

mais expostas e suscetiveis a interagao ou reagoes.
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Corrente, uA

E/V vs Ag|AgCI|CI (0,1 mol L")

Figura 78. VPD da eletrooxidagdo das bases guanina e adenina em tampao acetato
(desnaturagdo da solugdo dsDNA em pH 4,5) na presenca de 4 x 10°, 6 x 10°, 8 x1 0°
e2x10* mol L™ da STZ.

Esta interacdo pode ser monitorada através do pico da oxidagdo da STZ, que se
comportou linearmente com a concentragdo, mostrando que n&o houve bloqueio na

superficie do eletrodo apos a oxidagao da guanina (Fig. 79).
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[sT2] x10 °molL”

Figura 79. Grafico da corrente de pico da oxidagdo da guanina e adenina vs. [STZ].
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4.8.3 Estudo da interagao do SAF com dsDNA e ssDNA

A caracterizagao das bases da solugdo ssDNA revelaram sinais de oxidagao
das bases Guanina(G) e Adenina(A) em potenciais 0,89 V e 1,24 V respectivamente.
Apos a adicdo das aliquotas do safrol, observamos o aparecimento do sinal
eletroquimico do mesmo, com bastante linearidade com a concentragado e a diminui¢cao
da intensidade de corrente de pico das bases (Fig.80). Comparando com a guanina(G),
ha uma grande variagao da corrente de pico da adenina (A) com deslocamento para
potenciais mais positivos com o completo desaparecimento do referido sinal, mostrando
assim uma interacao preferencial desta base com o safrol. Esse resultado corrobora os
estudos de interagdo do safrol com o DNA, haja visto o safrol causar carcinogénese
hepatica em roedores, e essa toxicidade esta associada a formacao de adutos com o
DNA [CHUNG et al., 2008].

Corrente, pA
~
1

0.4 0.6 0.8 1.0 1.2 14 1.6

E/V vs. Ag/AgCI/CI(0,1 mol L")

Figura 80. VPD da eletrooxidagdo das bases guanina e adenina em tampao acetato
(desnaturagdo da solugdo dsDNA em pH 4,5) na presenca de 4 x 10°,6 x 10°, 7 x 10,
8x10°e 2x10“ mol L' da STZ.
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A Fig. 81 mostra o perfil das bases e o do pico da oxidagao do SAF, que
se comportou linearmente com a concentragcdo, mostrando que nao houve bloqueio na

superficie do eletrodo apods a oxidagao da guanina.

119

) B Guanina
F ° ® Adenina
10 - SAF
[ ]
94
< "om
3
o 8- - [ ] [ ]
c [ ]
o W
o 71
(&]
6 -
5 [ |

T * T * T * T * T
0 5 10 15 20

[SAF] x10™° molL™"

Figura 81. Grafico da corrente de pico da oxidagao da guanina e adenina vs. [SAF].

4.8.4 Estudo da interagcao do NSAF com dsDNA e ssDNA

Os estudos de interacao do nitrossafrol com o ssDNA foram feitos em condi¢oes
eletroquimicas diferentes: sem condicionamento e com condicionamento. Observa-se
que os sinais de oxidacdo das bases Guanina (G) e Adenina (A) estao bem definidos e
caracterizados. Com as adi¢des das aliquotas do nitrossafrol, obteve-se o aparecimento
do sinal eletroquimico da substancia e diminuicdo das bases (Fig. 82A), quando o nitro
safrol € submetido ao condicionamento com tempo de 120 segundos em potencial de
-0,6 V (Fig. 82B) observamos discreta mudanga no comportamento voltamétrico das

bases e o0 aparecimento do sinal da hidroxilamina em E = +0,08V.
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E/V vs Ag/AgCI/CI" (0,1 molL™) E/V vs Ag/AgCI/CI"(0,1 moIL'1)

Figura 82. VPD da eletrooxidacédo das bases guanina e adenina em tampao acetato na
presenca 4 x 10°, 6 x 10°, 8 x 10° e 2 x 10* mol L' do NSAF (A) Nitrossafrol sem

condicionamento (B) Nitrossafrol com tempo de condicionamento de 120 s e potencial
de -0,6 V.

A Fig. 83A mostra o comportamento do biossensor dsDNA em contato com a
solugdo do nitrossafrol, em que ndo ha mudanca no comportamento voltamétrico do
sinal da base guanina, entretanto ndo podemos avaliar o comportamento da adenina,
por coincidir com o sinal eletroquimico do nitrosafrol com a referida nucleobase.
Entretanto, quando o NSAF é condicionado a um potencial de -0,6 V por um periodo de
120 segundos, houve o aparecimento do sinal da hidroxilamina, seguido de outro sinal
referente ao composto azoxi ou azo (Fig. 83B) conforme previsto no esquema de
reducdo de nitrocompostos (Fig. 84). Este comportamento do biossensor com o NSAF

corrobora o estudo em eletrodo de CV no mesmo meio conforme a Fig. 83 C e D.
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Figura 83. VPD de NSAF em tampao acetato pH 4,5, ¢ = 2x10” mol L™ na regigo
anaodica (A) varredura com biossensor de dsDNA (B) varredura com biossensor de ds
DNA, ta =120 s e Eap = -0,6 V (C) varredura em eletrodo de CV (D) varredura em
eletrodo de CV, ta =120 s.
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Figura 84. Esquema da reducgéo de nitrocompostos aromaticos [adaptado, TOCHER,
1997].
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5 CONCLUSOES

— O estudo eletroquimico do MTZ, utilizando eletrodo de CV revelou um
pico anddico no qual foi observado apods a eletrorredugdo do metribuzin, este sinal foi
utilizado para estudos de quantificagcdo do MTZ por “stripping” anddico em diversos
sensores, como CV, PC/nujol e PC/6leo de mamona, sendo esse ultimo o que obteve

melhor resultado com LD = 1,248x10°%mol L.

— A eletrdlise exaustiva do MTZ levou a formagao de trés produtos, o DA,

DK e o DADK, iguais produtos obtidos pela degradagéo microbiolégica.

—> O estudo eletroquimico da STZ, em eletrodo de CV, revelou uma onda
anodica de carater irreversivel, seguida de outra onda mal definida, que nao foi objeto
de estudo. Os estudos de quantificacdo foram feitos em eletrodos de CV e CV/NTC, em

que esse Ultimo apresentou melhor resultado com LD = 2,70x10° mol L.

A eletrdlise do STZ consumiu 2,05 F mol L™ e a andlise reacional
revelou trés produtos: STZP1 ou STAP2 e STZP3, sugerindo a rota eletrodegradativa
com perda do difluor carbeno, com reacéo de hidratagdo ou oxidagao do grupo metil no

heterociclo e abertura do anel triazolinico.

— O processo oxidativo por eletro-fenton para o MTZ e STZ, mostrou-se
satisfatério, em que obtivemos 80% de mineralizagdo em 120 min para o MTZ e 60%
nos primeiros 5 min para o STZ, mostrando a eficiéncia do método para a degradacao

de ambos os herbicidas.
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— O comportamento eletroquimico do SAF e NSAF foram estudados em
eletrodo de CV, em que foi observada uma onda anddica de carater irreversivel para o
SAF. Para o NSAF, foi observado uma onda de reducéo irreversivel, e um pico anddico
correspondente a oxidagao do grupo hidroxilaminico, seguido de um pequeno sinal, que
sugere a formagao do grupo azoxi ou azo, gerado na varredura catodica. Outro sinal

anadico foi também observado associado a oxidagao da olefina terminal.

— A quantificacdo do SAF e NSAF foi estudada nos sensores de CV,
CVINTC, CV/NTC/ B-CD em que o SAF obteve melhor resultado com o sensor CV/NTC
com LD= 0,869 x10” molL™" e para o NSAF a mellhor resposta foi com o eletrodo
modificado CV/NTC/ B-CD com LD= 0,231x10° mol L™

— Os estudos de interagdo do SAF e NSAF com a B-CD utilizando a
técnica de UV-VIS, evidenciaram a formagao do complexo de inclusdo com ambos os
substratos, no qual foi obtido a constante de formagéo de 4,14 x 10* L mol™ e 5,12 x 10*

L mol” para o SAF e NSAF respectivamente.

— A analise do comportamento de E, para os valores de pH estudado,
através da VPD, revelou através da curva pH vs. E,c os valores de pK, 1,0; 6,26; 10,5 e
8,6 para o MTZ, STZ, SAF e NSAF, respectivamente.

— O comportamento eletroquimico do MTZ, STZ, SAF e NSAF em
biossensor dsDNA incorporado na superficie do eletrodo de CV, ndao mostrou
mudangas no voltamograma das bases, revelando que ndo houve interagdo com as

substancias em estudo.

— O estudo eletroquimico do MTZ, utilizando a VPD em presenca de
ssDNA em solugcdo, mostrou discreta mudanca no comportamento voltamétrico,
sugerindo pouca interagao com as bases puricas, entretanto para o STZ, SAF e NSAF
quando estiveram em contato com a referida solugdo, provocaram mudangas

significativas nos sinais das bases, indicando forte interagdo com o DNA.
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6 PERSPECTIVAS

Este trabalho proporcionou o aprendizado de técnicas eletroquimicas,
desenvolvimento de sensores e técnicas de eletrodegradacgéo, servindo como suporte
para alguns trabalhos a serem desenvolvidos na COMPESA - Companhia
Pernambucana de Saneamento. Tais como:

Desenvolver sensores eletroquimicos para o monitoramento de
pesticidas nos mananciais que estao sob a responsabilidade da empresa.

Estudar novos adsorventes para pesticidas na composi¢cao de leitos
filtrantes.

Elaboracdo do artigo sobre estudos eletroanaliticos do safrol e
nitrosafrol e interagcdo com o DNA.

Promover cooperacdo com o Departamento de Quimica da
Universidade Federal Rural de Pernambuco (Unidade Serra Talhada) para estudos de

deteccgao e degradacgao de pesticidas utilizados na regiéo.
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