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RESUMO

Este trabalho descreve o desenvolvimento de metodologias eletroanaliticas
para a determinagdo dos herbicidas atrazina, ametrina e simazina em diferentes
amostras dos principais derivados da cana-de-agucar produzidos no Brasil, como o
caldo de cana, a rapadura e o0 agucar mascavo por meio da voltametria de onda
quadrada (SWV) sobre o eletrodo de mercurio. Estudos da eletroquimica do diuron
bem como de outros possiveis interferentes tais como a sacarose, clorofila e varios
flavonoides foram também realizados.

Apb6s a otimizacdo dos parametros experimentais da SWV, foram
construidas curvas analiticas em solugbes de agua pura (Milli-Q) para a reducéo da
atrazina e ametrina puras e para uma mistura desses dois herbicidas, neste caso,
com o auxilio de um procedimento matematico de deconvolugédo, em um intervalo de
concentracdo de 1,0 x 10® a 10,0 x 10® mol L. Os limites de deteccdo e de
quantificacao (LD e LQ, respectivamente) foram determinados para os diferentes
casos e também para solugdes de simazina pura.

Para atrazina e ametrina puras, os valores de LD foram 3,7 ug L™ e 4,3 ug
L, respectivamente, enquanto estes valores aumentaram para 4,8 ug L' e 6,5 g
L™ na presenca de 3,0 x 10° mol L™ do outro componente. No caso da simazina, o
sinal voltamétrico ndo pode ser separado do sinal da atrazina e medidas foram
realizadas somente em solucdes puras representando um LD de 7,5 ug L.

O diuron apresentou um pico de reducao alargado que apds deconvolugao
revelou a existéncia de dois picos de aproximadamente mesma intensidade. Isso é
causado pela hidrélise espontanea que gera um derivado eletroativo (3,4-

dicloroanilina), que torna a quantificacdo do diuron mais dificil.
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As amostras de caldo de cana foram analisadas adicionando-se diferentes
quantidades ao eletrdlito suporte assim como quantidades conhecidas dos
herbicidas. Os resultados obtidos pela SWV mostraram auséncia de residuos
detectaveis da atrazina, ametrina, simazina e diuron. Entretanto, notaram-se
importantes efeitos da matriz bem como interferéncias causadas por flavonéides
presentes nas amostras como indicado pela forte presenca de picos de reducdo em
solugbes contendo caldo de cana e por experimentos separados realizados com a
quercetina, apigenina, orientina e luteolina nas mesmas condi¢cdées voltamétricas.
Esses efeitos diminuiram consideravelmente a sensibilidade das medidas e os
valores de LD foram 7,5, 5,4 e 32,3 ug L' para a atrazina, ametrina e simazina,
respectivamente. Resultados similares foram obtidos para as andlises da rapadura,
acucar mascavo e uma diferente amostra de caldo de cana, enquanto testes
realizados com outros dois possiveis interferentes (sacarose e clorofila) mostraram
que essas substancias ndo sao eletroativas nas condi¢cdes experimentais estudadas.

Além disso, as intensidades dos picos do caldo de cana diminuem com a
adicao dos herbicidas, sugerindo a existéncia de reagcbes quimicas redox ou
associacbes (formagédo de aduto) entre os flavondides e os herbicidas adicionados
que impedem a deteccdo destes herbicidas. Esses efeitos foram também
observados nas medidas por HPLC/UV e por espectroscopia UV-Vis e levantam
sérias duvidas sobre os resultados reportados na literatura visto que a presenca de

herbicidas poderia ser mascarada por essas reacoes.
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ABSTRACT

This work describes the development of electroanalytical methodologies for
the determination of the herbicides atrazine, ametrine and simazine in different
samples of sugar cane using some of its main Brazilian-made derivatives, namely,
“caldo de cana”, “rapadura” and “agucar mascavo” by Square Wave Voltammetry
(SWV) on a mercury electrode. Studies of the electrochemistry of diuron as well as of
other possible interferences such as sucrose, chlorophyll and several flavonoids were
also carried out.

After optimization of the experimental SWV parameters, analytical curves in
Milli-Q water solutions were recorded for the reduction of pure atrazine, pure
ametrine and for a mixture of these two herbicides (a mathematical deconvolution
program was used in the later case) in the concentration interval of 1.0 x 10% a 10.0 x
10® mol L. The detection and quantification limits (DL and QL, respectively) were
determined for the different cases and also for pure simazine solutions.

For pure atrazine and pure ametrine, the DL values were 3.7 ug L™ and 4.3 ug
L, respectively, while they increased to 4.8 ug L' and 6.5 ug L in the presence of
3.0 x 10°® mol L'! of the other component. In the case of simazine, its signal could not
be separated from that of atrazine and measurements were carried out only in pure
solutions rendering a DL of 7.5 ug L.

Diuron presented a wide SWV reduction peak that after deconvolution
revealed the existence of two peaks of approximately the same intensity. This is
caused by a spontaneous hydrolysis that generates an electroactive derivative (3,4-
dichloroaniline) thus making very difficult its proper quantification.

Samples of “caldo de cana” were analyzed adding different amounts to the
supporting electrolyte plus known quantities of the herbicides. The SWV results
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showed the absence of detectable residues of either atrazine, ametrine, simazine or
diuron. Meanwhile, there were important matrix effects as well as interferences
caused by the flavonoids present in the samples as indicated by the strong presence
of reduction peaks in the “caldo de cana” solutions and by separate experiments
carried out with quercetin, apigenin, orientin and luteolin under the same SWV
conditions. These effects diminished considerably the sensibility of the
measurements and the DL were 7.5, 5.4 and 32,3 ug L™ for atrazine, ametrine and
simazine, respectively. Similar results were obtained for the analyses of “rapadura”,
“aglcar mascavo” and a different “caldo de cana” sample while tests carried out with
other two of the possible interferences (sucrose and chlorophyll) showed that these
substances are not electroactive under the present experimental conditions.
Moreover, the intensity of those “caldo de cana” peaks diminishes with the
addition of the herbicides thus suggesting the existence of chemical redox reactions
or associations (adduct formation) between the flavonoids and the added herbicides
that prevent their detection. These effects were also observed in the measurements
by HPLC and by UV-Vis spectroscopy and raised serious doubts on the results
reported in the literature since the presence of herbicides could be disguised by

those reactions.
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1 INTRODUGAO

1.1 Consideracées Gerais

Devido ao grande crescimento populacional, tem sido necessaria a utilizagao
de pesticidas na agricultura para atender a demanda alimenticia. Atualmente, € dificil
imaginar a producdo de alimentos sem o uso dos pesticidas, pois tais produtos
melhoram a produtividade agricola podendo, eventualmente, diminuir os pre¢os dos
alimentos e da mao de obra. Denominam-se pesticidas todas as substancias de
origem natural ou sintética utilizadas no controle e/ou na eliminacao/diminuicao de
pragas (insetos, ervas daninhas, etc), as quais acarretam prejuizos na producao de
alimentos, ou transferem enfermidades aos seres humanos e a outros organismos.
Herbicidas sdo substancias quimicas que possuem finalidade de controlar ou matar
plantas daninhas que se desenvolvem juntamente com nossas culturas’.

No entanto, o uso indiscriminado e sem critérios trouxeram e estao trazendo
problemas muitos sérios para o ambiente e saude humana. Dados estatisticos da
SINDAG (Sindicato Nacional da Industria de Produtos para Defesa Agricola)
mostram que as vendas de agroquimicos registraram alta de 60,7 % em 2003, para
US$ 3,136 bilhdes. Neste ano, as vendas de fungicidas praticamente dobraram,
passando de US$ 360 milhdes para US$ 713 milhdes. Ja a receita com herbicidas
subiu 54,3 % no ano, para US$ 1,5 bilhdo. As vendas de inseticidas totalizaram US$
725 milhdes (alta de 55 %) e as acaricidas somaram US$ 80 milhdes (11 % acima
de 2002). Em relacao as culturas, a maior expansao aconteceu na area de soja, com
alta de 86,8 %, para US$ 1,38 bilhdo. O incremento da area plantada de algodao fez
as vendas de defensivos crescerem 83,1 %, para US$ 324 milhdes. As entregas no

setor milho totalizaram US$ 284 milhdes, aumento impulsionado pela maior area



plantada na safrinha. Também houve maior procura nas areas de citros (15,6 %) e
cana-de-aclcar (11,6 %)%

O consumo desses produtos difere nas varias regides do pais, onde se
misturam atividades agricolas intensivas e tradicionais. Pela elevada quantidade
total de herbicidas usados, algumas culturas merecem atengdo por ocuparem
extensas areas no Brasil, como é o caso da soja, do milho e da cana-de-aglcar’.

A regido de Ribeirdo Preto, SP, é abastecida com aguas de mananciais
subterrédneos provenientes do aquifero Guarani, o maior e mais importante lengol de
agua subterranea de toda a regido centro-sul do Brasil. A extensdo desse aquifero
ultrapassa fronteiras estaduais e internacionais (passa por oito estados brasileiros e
partes da Argentina, Uruguai e Paraguai), ocupando area de aproximadamente
1.200.000 Km?. Na microbacia do Cérrego do Espraiado, localizado nesta regiao,
encontra-se um dos pontos de recarga do aquifero, cuja agua se infilira nas
camadas mais profundas do solo. O predominio da monocultura intensiva de cana-
de-aglcar e a presenca de solo arenoso aumentam a vulnerabilidade da &agua
subterranea a exposicdo de agrotéxicos aplicados na superficie. Torna-se assim
imprescindivel a realizacdo de estudos que abordem de forma integrada os aspectos
relacionados com a qualidade da agua dos lengdis subterraneos e as praticas
agricolas abordadas na regigo *.

Sendo a cana-de-agUcar a cultura agricola predominante na regiao,
pesquisas* nas principais industrias e associagdes interessadas nesta cultura foram

realizadas e constatou-se que os herbicidas da classe das triazinas (principalmente

*

Fontes: 1. Andef (Associacdo Nacional de Defesa Vegetal); 2. Coopercitrus Viradouro/SP; 3.
Coopercitrus Bebedouro/SP; 4. Usina Santa Elisa S.A. ; 5. Associagao dos fornecedores de cana da
regido de Catanduva; 6. Dow Agrosciences; 7. Bayer; 8. Associagdo dos fornecedores de cana de
Iguaragu; 9. CANAPLAN — Piracicaba/SP; 10. Agucareira Corona S.A.



a ametrina) e das feniluréias, sdo largamente usados nesta cultura, podendo ser

facilmente observado na Figura 1.
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Figura 1: Herbicidas mais utilizados na cultura de cana-de-agucar. 1: 2,4-D; 2: Glicina substituida
(glifosato); 3: MSMA; 4: Feniluréias (diuron); 5: Triazinas (ametrina); 6: Imidazolinonas (Plateau®); 7:
Isoxaflutole (Provence®).

Diante disso, alguns trabalhos referentes a esta classe de herbicidas
(triazinas) e suas aplicagdes na cultura de cana-de-aguicar foram encontrados® ~ 8.
Blanco e Oliveira® analisaram a persisténcia no solo da atrazina, simazina, ametrina
e diuron em uma lavoura de cana-de-agucar. Os resultados obtidos mostraram que
estes herbicidas permanecem na camada de 0 a 10 cm de profundidade do solo, e
que a persisténcia para ametrina foi de até 90 dias apds aplicacao e de até 60 dias
para atrazina, simazina e diuron.

Brondi e Lancas® objetivaram a determinacdo de residuos de herbicidas
mais empregados em cana-de-agucar, como o tebuthiuron, hexazinona, diuron, 2,4-
D e ametrina em amostras de aguas. Foram utilizadas a extragao liquido-liquido e a
extracdo em fase soélida, com subsequente analise por HPLC com detecgao por

ultravioleta usando como fase movel acetonitrila/agua. Ambos os métodos de

extracdo apresentaram valores de recuperacao satisfatorios, perto de 94 %. Nas



andlises de amostras de aguas de Ribeirdo das Cruzes, Ribeirdo das Anhumas e
Cérrego do Paiol, nenhum dos compostos foi detectado.

Lanchote e col.” observaram dois métodos para anédlise de residuos de
atrazina, ametrina e simazina em aguas superficiais e provenientes do solo (lengbis
de aguas) coletados na Bacia do Espraiado, na regido de Ribeirao Preto. O método
usado (HPLC) para a andlise da amostra foi baseado na extracdo do herbicida com
diclorometano:isopropanol (9:1, v/v) seguido por cromatografia em fase reversa com
deteccdao a 220 nm. A presenca de herbicidas foi confirmada por GC/MS apés
extragcdo com acetato de etila. Os limites de quantificagdo foram de 0,02 ug L™ para
ambos os métodos e residuos de ametrina foram encontrados em 17 amostras entre
concentragdes de 0,02 a 0,23 ug L. A presenca de residuos de atrazina e simazina
nao foi confirmada nas amostras analisadas e em amostras de lencéis de aguas nao
foram encontrados residuos dos herbicidas investigados.

Tseng e col.® desenvolveram um método rapido para a determinagdo de
residuos de simazina em cana-de-acucar por meio da técnica de dispersdo da matriz
em fase solida (DMFS) e também um clean up por florisil. Duas gramas da amostra
homogeneizada foi misturado com 2 gramas do sorvente EnvirElut até a mistura
homogénea ser observada. A mistura foi transferida em um cartucho de Florisil, e
eluido com 25 mL de diclorometano. O eluado foi evaporado a secura, o residuo
dissolvido em acetonitrila e entdo determinado por HPLC a 230 nm. O limite de
detecgdo do método foi de 0,02 mg L' e recuperacdes da simazina adicionada a
cana-de-aglcar foram determinados em 86,9 a 94,7 % (0,1 - 0,5 mg L™).

Andrade® desenvolveu métodos cromatogréficos (SFE, HRGC, GC/MS) para
andlise de triazinas e ftrifluralina em amostras de derivados de cana-de-agucar, tais

como o caldo de cana, aguardente e o agucar. Foram desenvolvidos métodos de



extracdo convencional e com fluido supercritico e os resultados comparados para
determinagdo do mais adequado para andlise desses herbicidas na amostra, tendo a
extracdo em fase sélida (SPE), um maior poder de extracdo que o método
convencional para as amostras de caldo de cana e aguardente. Por meio da HRGC,
foi possivel a analise de residuos de tais herbicidas em amostras de derivados de
cana-de-agucar, detectando em caldo de cana concentragdes entre 11,6 a 45,2 ug
L' de triazinas. Em uma amostra de aguardente, foi encontrado 21,5 pug L' de
atrazina e em amostras de aguicar, concentragdes de até 2,5 ug Kg' de herbicidas

nao foram encontrados.
1.2 Herbicidas
1.2.1 Triazinas

Os herbicidas do grupo das triazinas compreende cerca de 30% da
producdo mundial'®. Eles sdo utilizados no controle pré e pés-emergente de ervas-
daninhas nas mais variadas culturas, desde a década de 50. As s-triazinas
normalmente possuem um anel heterociclico de seis membros onde os atomos de C
e N séo simetricamente localizados e os substituintes, localizados nas posicoes 2, 4
e 6, se constituem no diferencial entre as varias formulagdes disponiveis
comercialmente''. A estabilidade das s-triazinas é mais baixa que a estabilidade do
benzeno, devido a perturbacao do perfeito sistema de ligacdo © deslocalizada, pela
interacdo dos atomos de nitrogénio no anel nas posicdes 1, 3 € 5, com o
subsequente aumento da densidade eletrbnica nessas posicoes e um
correspondente decréscimo da densidade eletrdnica nas posicoes 2, 4 e 6'2.

Com isso, as substituicdes nucleofilicas nessas posicoes (2, 4 e 6) sao
faciltadas. Os nomes das s-triazinas e suas principais propriedades sao

primeiramente determinadas pelo substituinte na posicao 2, cujo mais frequente, -Cl
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(nome comercial terminando em -azina), -SCHj (-trina) e —OCHj; (-tona). As
propriedades dos cloroderivados apresentam diferencas significativas, comparadas
aos outros dois grupos, enquanto, as propriedades dos metiltio- e metdxi- derivados
sdo totalmente similares. Posicbes 4 e 6 sao usualmente ocupadas pelos
substituintes grupos amino e exercem substancialmente menores efeitos nas
propriedades. Assim, a solubilidade em &gua de cada composto das triazinas é
dependente do substituinte na posicéo 2 e varia de 5-750 mg L. Derivados das s-
triazinas estdo entre os mais importantes herbicidas seletivos. Estes, e seus
produtos de degradagdo sao muito toxicos, altamente resistentes e sobrevivem
muitos anos no solo, agua, plantas e animais. Conseqlientemente, a determinacao
das triazinas € muito importante para o controle ambiental’®. Dentre as mais

importantes, temos a atrazina, ametrina e simazina.
1.2.1.1 Atrazina

A atrazina (2-cloro-4-(etilamino)-6-(isopropilamino)-s-triazina) € um herbicida
pré e pés-emergente utilizado no controle anual de ervas-daninhas nas culturas de
milho, cana-de-agucar, sorgo, pinus, etc. Devido ao uso intenso, € por possuir uma
baixa reatividade e solubilidade, € comumente detectado no monitoramento de solos
e aguas subterraneas. Seus residuos e metabdlitos podem ser encontrados nestes
locais apds um longo tempo de sua aplicacéo’®, pois seu tempo de vida médio varia
de 20 a mais de 100 dias. A Figura 2 apresenta a férmula estrutural da atrazina,

observando os diferentes grupos ligantes.
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Figura 2: Férmula estrutural da atrazina.

A atrazina é um sélido branco cristalino, com solubilidade em agua de 33 mg
L' a 27 °C. Devido a sua estabilidade no ambiente, seus residuos podem ser
encontrados em frutas, vegetais e principalmente, como contaminante em aguas
superficiais e subterraneas'®. Do ponto de vista bioquimico, a atrazina atua como
herbicida bloqueando a operacao da fotossintese na etapa fotoquimica que inicia a
reducdo do didxido de carbono atmosférico a carboidratos. Em concentragdes
elevadas, tem sido usada para eliminar todas as plantas vivas, por exemplo, para se

criar areas de estacionamento de veiculos'®.
1.2.1.2 Ametrina

A ametrina é uma s-triazina onde os substituintes sdo um grupo tiometil, um
grupo etil e um grupo isopropil, formando a estrutura que leva o0 nome de 2-
(etilamino)-4-(isopropilamino)-6-(metiltio)-s-triazina. Ela é um herbicida pré-
emergente sistémico amplamente empregado em culturas de abacaxi, banana, café,
cana-de-agucar, citrus, milho, etc. Seus residuos e metabdlitos tém sido encontrados
em aguas subterrdneas mesmo depois de longos periodos apos sua aplicagdo. A
ametrina é muito téxica e pode trazer sérios prejuizos & salde e ao ambiente'®. A

Figura 3 mostra a formula estrutural da ametrina.
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Figura 3: Formula estrutural da ametrina.

A ametrina € um sélido branco cristalino, ligeiramente solavel em agua, e
soluvel em acetona, cloroférmio e etanol, apresentando peso molecular de 227,35 g
mol™ . Esta molécula apresenta propriedades fisico-quimicas que Ihe confere uma

elevada persisténcia no ambiente, podendo persistir por até seis meses no solo.
1.2.1.3 Simazina

Simazina (2-cloro-4,6-bis(etilamina)-s-triazina) € um sdélido branco cristalino,
ligeiramente soluvel em agua e soluvel em solventes organicos, tendo um valor do
pKa de 1,7 para a protonacdo do nitrogénio no anel, implicando que acima deste
valor de pH, a forma néo-protonada do herbicida predomina na solugdo'®. A férmula

estrutural da simazina esta apresentada na Figura 4.
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Figura 4: Férmula estrutural da simazina.

E largamente usado em cereais, uvas, leguminosas e diversas frutas.
Importantes problemas ambientais podem aparecer devido a persisténcia em solos e

sedimentos hidricos, através da baixa solubilidade em agua e forte sorcédo a



materiais carbonaceos e argila'®. Também pode ser usado como herbicida pré-
emergente no controle de ervas daninhas, nas lavouras de milho, cana-de-agucar e
em areas nao cultivadas. A hidrolise acida ou alcalina da simazina produz um de
seus mais abundantes produtos de degradacado, a hidroxisimazina. A solubilidade
em agua é praticamente independente do pH da solucdo, entretanto, um aumento

pronunciado da solubilidade ocorre em valores de pH < 2,0 %°.

1.2.2 Feniluréias

Os herbicidas da classe das feniluréias formam um importante grupo de
pesticidas largamente usados em pré e pos-emergéncia no controle de ervas-
daninhas em culturas de algodao, frutas e cereais. A deteccdo desses herbicidas e
de seus metabdlitos em aguas superficiais e aguas provenientes da lixiviagao do
solo tém aumentado a consciéncia do importante problema relacionado aos solos na
determinagédo da qualidade da agua. Geralmente, estes herbicidas apresentam altas
solubilidades em aguas e baixas tendéncias a absorverem ao solo, rendendo a eles,
mobilidade no solo. Varios herbicidas desta classe e seus metabdlitos tém sido
detectados como contaminantes em rios, corregos, lagos e mares em diferentes
partes do mundo. Podem entrar no ambiente de diversas maneiras, por exemplo,
como conseqiéncia de um derramamento acidental ou pela lavagem do
equipamento de pulverizagdo. De qualquer modo, muitos desses herbicidas entram
no ambiente como uma contaminacado difusa seguida da pratica normal de
pulverizagdo. Apos a introdugdo em solos, varios processos afetam a distribuicao
vertical e horizontal dos herbicidas incluindo transporte pelo fluxo de agua, sorgcéo a
componentes do solo e varios processos de degradacdo. A degradagdao pode
envolver processos bidticos e abibticos, onde a biodegradagdo facilitada por

microorganismos € especialmente interessante como principal processo na completa
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mineralizagdo de compostos aromaticos a produtos inorganicos ofensivos?'. Dentre
essa classe de herbicidas, o diuron se apresenta como um dos mais usados na

agricultura brasileira.
1.2.2.1 Diuron

O Diuron é um composto cristalino incolor na sua forma pura, n&o-i6nico
com uma moderada solubilidade em agua de 42 mg L™ a 20 °C. Permanece como
um sdélido a temperatura ambiente com ponto de fusdo de 158-159 °C. A Figura 5
mostra a férmula estrutural do Diuron®.

O
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Figura 5: Formula estrutural do diuron.

O Diuron, (1,1-dimetil-3-diclorofenil)uréia, € um herbicida pré-emergente
pertencente a familia das fenilamidas e a subclasse das feniluréias. Esse composto
pode ser usado para controlar uma grande variedade de ervas-daninhas, tais como,
0s musgos. Pode também ser usado em &reas ndo-cultivadas e em muitas culturas,
tais como, frutas, algodao, cana-de-agucar e trigo. Devido a sua persisténcia (1 més
a 1 ano), o diuron pode ser encontrado no ambiente em solos, sedimentos e
aguas®.

A poluicado da agua e do solo por este composto tem sido um sério problema
devido a formacdo do seu principal metabdlito, 3,4-dicloroanilina (3,4-DCA),
composto altamente téxico, submetendo a lixiviagdo e bioacumulagdo®. A
contaminacdo de ambientes aquaticos por 3,4-DCA, pode também ocorrer através

10



de acidentes durante processos industriais, sendo este composto largamente

utilizado como precursor na sintese industrial de plasticos, pesticidas e tinturas®.

1.3 Legislacdo Ambiental

A Agéncia de Protecdo Ambiental Americana (EPA) estabelece limites
méaximos de residuos de 3 pg L' de atrazina e 4 ug L' de simazina em aguas
potaveis®, enquanto, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA)
estabelece um limite de 2 ug L' de atrazina e simazina em &guas potaveis®.
Segundo o Conselho Nacional de Meio Ambiente (CONAMA) é permitido um limite
maximo de residuos de pesticidas em geral de 50 ug L, em aguas residuarias
(efluentes industriais)?®.

A Comunidade Econémica Européia (EEC) estabelece como “concentragéao
maxima admissivel” para pesticidas em agua potavel, como substancias individuais,
o limite de 0,1 ug L', desde que a concentracdo total de pesticidas ndo ultrapasse
0,5 ug L' #. A quantidade maxima de residuo de determinado pesticida que pode
ser aceita em cada alimento destinado ao consumo humano é chamada de Limite
Maximo de Residuo (LMR). Estes limites sado estabelecidos pelo “Codex
Alimentarius Comission”, um corpo subsidiario da FAO (Food and Agriculture
Organization) e da WHO?. Na legislacdo brasileira, a ANVISA estabelece limites

maximos de residuos de herbicidas em diversos alimentos, mostrados nas Tabelas 1

e? 29,30.
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Tabela 1: Limites maximos de residuos (LMRs) de triazinas em alimentos.

LMR (ug Kg™') / Triazinas

Alimentos
Atrazina Ametrina Simazina

Abacaxi 20 20 200
Banana 70 200
Cana-de-agucar 250 50 200
Café 50 200
Milho 250 40 200
Citros 20 200
Uva 20 200
Algodao 50
Sorgo 20 200
Cacau 200
Maca, Péra 200

Tabela 2: Limites maximos de residuos (LMRs) de diuron em alimentos.

-
Alimentos LMR (ng Kg') /

Diuron
Abacaxi 100
Banana 100
Cana-de-agucar 100
Café 1000
Milho 50
Citros 100
Uva 100
Algodao 100
Trigo 50
Soja 200
Cacau 100

1.4 Cana-de-aglucar

A cana-de-acUcar é uma graminea tropical pertencente a mesma classe
(Andropogoneae) que o sorgo e o milho®. Constitui-se na principal cultura cultivada
no estado de Sao Paulo, participando-se com aproximadamente 27% do valor da
producdo agropecudria utilizando, apenas 15% da &rea agricola do Estado®'.

No Brasil, em menos de 1% das areas agricultaveis plantam-se 4,5 milhdes
de hectares de cana (19% da area do Reino Unido e 8% do territério francés),

matéria-prima que permite a fabricagdo de energia natural, limpa e renovavel. A
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cana é, em si mesma, usina de enorme eficiéncia: cada tonelada tem potencial
energético equivalente ao de 1,2 barril de petréleo.

O Brasil € o maior produtor de cana-de-agticar do mundo, seguido por india
e Australia. Na média, 55% da cana brasileira vira alcool e 45%, acgucar. Planta-se
cana no Centro-Sul e no Norte-Nordeste, o que permite dois periodos de safra.
Produz-se, portanto, o ano todo. Dependendo do momento de plantio, a cana
demora de ano a ano e meio para ser colhida e processada pela primeira vez®.

A cana-de-agUcar é uma das mais importantes culturas agricolas no Brasil e
o contetudo de flavondides vem sendo estudado, pois estes compostos podem
justificar a potencial utilizagdo dos derivados de cana-de-agucar como produtos
nutracéuticos. Produtos como o caldo de cana, melado, entre outros doces
produzidos a partir do caldo de cana, sdo tradicionalmente consumidos pelas
populagdes em paises tropicais como o Brasil e paises da América Central®.

Os flavondides sdo as substancias fendlicas mais comuns nas plantas
alimenticias, tendo a estrutura baseada em um nucleo flavonéidico (Figura 6), que
consiste de trés anéis fendlicos denominados A, B e C. O anel benzénico A é
condensado com o anel C, na qual a posi¢éo 2 liga-se a um outro anel benzénico
(B), como um grupo substituinte. Os flavondides podem ser classificados em 10
classes de acordo com o processo de formacao, entre eles, os flavonois, flavonas,
glicoflavonas, flavanonas e isoflavonas, e abrangem mais de 5 mil compostos. Eles
podem ocorrer de forma livre (agliconas) ou ligadas a agucares (glicosideos), sendo
a glicose, galactose, ramnose, xilose e arabinose, os mais freqlentemente

encontrados®®.
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Figura 6: NUcleo fundamental dos flavonoéides e posigdes de substituigdes.

A classe de flavonéides mais abundantes na cana-de-agucar sao as flavonas
O- e C- glicosideos, sendo entre elas, derivados da apigenina, diosmetina, luteolina
ou tricina®*®. Colombo determinou em amostras de caldo de cana, derivados
glicosilados da diosmetina e da tricina com a presenca também da orientina.
Observou-se também a presenca de alguns outros flavondides como o 4”,5’-di-O-
metil-luteolina-8-C-glicosideo, derivado da luteolina, e os flavonéides schaftosideo e
isoschaftosideo derivados da apigenina®.

Sabendo-se que uma grande variedade de produtos quimicos é aplicada nas
plantacées de cana-de-agucar como herbicidas, fungicidas e inseticidas, e tendo em
vista a enorme importancia desta cultura para a economia do pais, fica evidente a
necessidade de um estudo qualitativo e quantitativo de residuos de pesticidas tanto
no caldo de cana quanto em seus produtos®. Preparados a partir do caldo de cana, a
rapadura e o0 agucar mascavo, também consumidos pela populagcédo brasileira,
podem conter residuos de pesticidas, pois ao contrario do alcool, da aguardente e
do acucar refinado, ndao passam por processos industriais, aumentando a

possibilidade da detec¢ao de residuos de pesticidas.

1.4.1 Caldo de cana

O valor nutricional da cana estd diretamente ligado ao seu alto teor de

acucar (40% a 50% de acucares na matéria seca), uma vez que o0 seu conteudo
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protéico € extremamente baixo, "o que lhe confere a caracteristica de ser um
alimento muito desbalanceado em relagdo a seus nutrientes". A cana é uma planta
composta, em média, de 65 a 75% de agua, mas seu principal componente é a
sacarose, que corresponde de 70% a 91% de substancias sélidas soluveis. O caldo
conserva todos os nutrientes da cana-de-agucar, entre eles minerais (de 3 a 5%)
como ferro, calcio, potassio, sodio, fosforo, magnésio e cloro, além de vitaminas de
complexo B e C. A planta contém ainda glicose (de 2% a 4%), frutose (de 2% a 4%),
proteinas (0,5% a 0,6%), amido (0,001% a 0,05%) ceras e graxos (0,05% a 0,015%)
e corantes, entre 3% a 5%°".

Pesquisadores da Universidade Estadual de Campinas (Unicamp)®
desenvolveram uma tecnologia de pasteurizagdo que permitira industrializar a
popular garapa (caldo de cana). O processo de estabilizagdo permite manter o suco

envasado por até seis meses, 0 que vai facilitar sua venda em supermercados € a

exportagao.

1.4.2 Rapadura

A rapadura®® é um produto sélido de sabor doce, obtido pela concentragdo a
quente (114° e 120° C) do caldo da cana-de-agucar, sua principal matéria-prima. O
produto, feito de mel de engenho, algumas vezes também chamado de "raspadura”
(palavra provinda do verbo raspar), origina-se da crosta de agucar presa as paredes
das tachas, retirada pela raspagem e moldada como tijolos. A rapadura é um
produto muito procurado por consumidores que apreciam seu sabor e suas
qualidades nutricionais. Contudo, poucos produtores ainda exploram este
subproduto da cana-de-agucar, sendo que a maioria deles desenvolve esta atividade
de maneira bastante empirica. Em fungdo de suas qualidades nutricionais, a
rapadura tem sido utilizada como complemento da alimentagdo de populagdes mais
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carentes, a partir de sua adigdo nas cestas basicas de alimentacdo e na merenda
escolar, principalmente na regido nordeste do Brasil.

Atualmente, a rapadura é comercializada em formato de tijolos, normalmente
de 600 a 1200 gramas, ou de tabletes de 25 a 50 gramas, embalados em caixinhas
de papelao, filmes plasticos e em papel de bala, que se constituem em uma opgao

moderna de consumo do produto.

1.4.3 Acucar Mascavo

Até o final do século passado, 0 aglicar mascavo®® se constituia no principal
derivado da cana-de-agucar e o Brasil em seu principal produtor mundial. A partir de
inicios do Século XX, a producdo do acucar mascavo declinou, sendo substituida
gradativamente pelos agucares brancos, cristal ou refinado. Na década de 50, a
fabricacdo de agucar mascavo se tornou insignificante, passando a ser produzido em
pequena escala, ndo mais com vistas a comercializagdo. Em Minas Gerais, a
fabricagcdo do agucar mascavo é uma atividade desenvolvida desde o periodo
colonial e, hoje, esta sendo incrementada pelo alto valor nutritivo e econémico que o
produto apresenta. O consumo do aglUcar mascavo tem crescido devido a
valorizagdo de produtos naturais, especialmente sem aditivos quimicos. Pela sua
composicado, que o torna um alimento altamente nutritivo, pode substituir com
vantagens o acucar cristal e o refinado na alimentacdo diaria da familia, como
também ser usado na merenda escolar.

O acucar mascavo é constituido por aglomerados de sacarose, glicose,
frutose e demais substancias que sao provenientes do caldo extraido da moagem da

cana-de-acucar e que sado formados apods o resfriamento do xarope altamente

concentrado. O processo de produgédo do agucar mascavo € similar ao empregado
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na producdo da rapadura. A diferengca esta apenas na temperatura final da

concentragao, que deve ser maior para 0 agucar mascavo.

1.5 Técnicas cromatograficas de analise

As técnicas mais utilizadas para a determinagdo de herbicidas sdo as
cromatograficas, por serem meétodos precisos, sensiveis e seletivos. Entre os
métodos modernos de andlise, a cromatografia ocupa um lugar de destaque devido
a sua facilidade em efetuar a separacgao, identificagdo e quantificagcdo das espécies
quimicas, por si mesma ou em conjunto com outras técnicas instrumentais de
analise, como por exemplo, a espectrofotometria ou a espectrometria de massas*.

A cromatografia € um método fisico-quimico de separacao dos componentes
de uma mistura, realizada através da distribuicdo destes componentes entre duas
fases, que estdo em contato intimo. Uma das fases permanece estacionéria
enquanto a outra se move através dela. Durante a passagem da fase mével sobre a
fase estacionéaria, os componentes da mistura sédo distribuidos entre as duas fases,
de tal forma que cada um dos componentes é seletivamente retido pela fase
estacionaria, resultando em migracées diferenciais destes componentes*®

Até o momento, varios trabalhos foram encontrados na literatura (de 2000
até hoje) com relacdo a determinacdo desses herbicidas (atrazina, ametrina,
simazina e diuron) em diversas amostras. Alguns deles sao citados e relatam o uso

de ur.na8,41 -44

ou mais combinagdes de técnicas cromatograficas’*°.

Apesar dos métodos cromatograficos serem precisos, sensiveis e seletivos,
sdo trabalhosos e relativamente caros. Isto tem despertado o interesse para
deteccao e quantificacdo de herbicidas por técnicas eletroanaliticas, pois, além de

simples e de baixo custo, elas oferecem a possibilidade de se determinar a
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concentracdo do herbicida diretamente na amostra, sem pré-tratamento ou
separagdo quimica®®. Com o desenvolvimento tecnolégico as técnicas
eletroanaliticas estdo sendo cada vez mais utilizadas, destacando-se entre elas, a

voltametria de onda quadrada (do inglés: Square Wave Voltammetry, SWV).

1.6 Técnicas eletroanaliticas
1.6.1 Consideracdes gerais

Uma de suas mais importantes caracteristicas relaciona-se com o fato
destas técnicas possibilitarem o estabelecimento de relagcdes diretas entre a
concentracdo do analito e alguma propriedade elétrica como corrente, potencial,
condutividade, resisténcia ou carga. Como as medidas destas propriedades sao
facilmente acessiveis experimentalmente, as técnicas eletroanaliticas séao
adequadamente utilizadas na quantificacdo de espécies de interesse nas diferentes
areas de estudo®’.

Uma grande vantagem destas técnicas consiste na possibilidade da medida
ser realizada diretamente na amostra sem necessidade de etapas de pré-
purificacbes ou de separagbes prévias, além de tornar possivel a analise de
materiais coloridos ou amostras contendo particulas sélidas dispersas®.

Estas vantagens, aliadas ao curto tempo na realizacdo das andlises, ao
baixo custo da instrumentacado e dos materiais utilizados, se comparados as técnicas
cromatograficas e espectroscépicas, e a baixa sensibilidade que as técnicas
eletroanaliticas apresentam em relacdo a presenca de interferentes, fizeram com
que elas sejam cada vez mais intensamente utilizadas. Sua crescente importancia
levou ao desenvolvimento de técnicas cada vez mais sensiveis as espécies em

estudo, algumas inclusive com limites de deteccédo tdo baixos que ja podem ser
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comparados aos das técnicas tradicionais utilizadas na analise de compostos
organicos e inorganicos em matrizes ambientais, bioldgicas e em alimentos*®.

Em geral, essas técnicas utilizam trés eletrodos para a realizagdo das
analises. O eletrodo de trabalho, onde se varia o potencial, pode ser constituido de
platina (Pt), ouro (Au), mercurio (Hg), grafite, fibra de carbono, entre outros. O
eletrodo de referéncia possui um potencial constante e pode ser de prata/cloreto de
prata (Ag/AgCl), eletrodo de calomelano saturado (HgoClo) ou hidrogénio (H>),
dependendo do meio em que se trabalha. O eletrodo auxiliar (contra-eletrodo),
constituido de um metal inerte (ex: Pt), é introduzido na célula voltamétrica para
assegurar o sistema potenciostatico®®.

Dentre essas técnicas, destacam-se aquelas que envolvem estudos da
influéncia das variagcdes de potenciais sobre as correntes elétricas que fluem por
uma célula eletrolitica, ou seja, para processos redox em varios meios, adsorgao em
superficies e mecanismos de transferéncia de elétrons, denominadas técnicas

voltamétricas®’.
1.6.1.1 Voltametria ciclica (VC)

A voltametria ciclica (VC) tem se tornado uma técnica muito popular para
estudos eletroquimicos iniciais de novos sistemas, mostrando ser muito util na
obtencdo de informacbes qualitativas sobre processos eletroquimicos em varias
condicdes™.

Consiste de uma variagdo do potencial de um eletrodo, que € imerso em
uma solucédo sem agitacao, e medida da corrente resultante. O potencial do eletrodo
de trabalho é controlado vs um eletrodo de referéncia tais como o eletrodo de
calomelano saturado (ECS) ou um eletrodo de prata/cloreto de prata (Ag/AgCl). O

potencial controlado que é aplicado através desses dois eletrodos pode ser
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considerado um sinal de excitacdo. O sinal de excitacao para VC € uma varredura

linear de potencial com a forma triangular*’, como mostra a Figura 7.

h

E E,
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Figura 7: Forma de aplicagdo do potencial na voltametria ciclica.

O potencial aplicado no eletrodo de trabalho é realizado linearmente com o
tempo na forma de onda triangular, partindo de um valor inicial Ei, até um valor limite
pré-determinado, Ev, conhecido como potencial de vértice. Ao alcangar Ev, a
direcdo da varredura € invertida e varrida até Ef. A diregcdo da varredura pode ser
positiva ou negativa e, em principio, a velocidade com que o potencial é varrido pode
assumir qualquer valor®’.

Um voltamograma ciclico é obtido pela medida da corrente do eletrodo de
trabalho durante a varredura do potencial. A corrente pode ser considerada um sinal
de resposta ao sinal de excitagdo do potencial*’. O voltamograma é uma
apresentacdo da corrente (eixo vertical) vs potencial (eixo horizontal), tendo um

exemplo mostrado na Figura 8.

20



-60

-40-

-20-

|/ pA
°

20

40

04 -02 00 02 04 06 08
E/V vs Ag/AgCl

Figura 8: Voltamograma ciclico para uma solugédo de KzFe(CN)g 1,0 x 102 mol L' em KCI 0,1 mol L.
Velocidade de varredura: 50 mV's™.

Os parametros importantes em um voltamograma ciclico sdo o potencial de
pico anodico (Epa), potencial de pico catddico (Epc), a corrente de pico anodico (lpa),
e a corrente de pico catddico (l,). Para uma reacdo reversivel no eletrodo, as
correntes de pico catddico e anddico sdo aproximadamente iguais em valor absoluto,
mas de sinais opostos e a diferenga entre os picos de potenciais é 0,059/n, onde n é
o nimero de elétrons envolvidos na semi-reagéo®’.

Uma limitagdo no emprego da VC para a determinagédo da concentragdo de
espécies quimicas esta relacionada com a dificuldade na separacdo do componente
nao faradaico da intensidade da corrente de pico. Ao se promover a programacao de
potenciais sobre o eletrodo, uma parte da corrente que flui a um dado potencial, é
devido a carga da dupla camada elétrica. Esta corrente conhecida como capacitiva,
nao é proporcional a concentracdo do analito e, portanto, prejudica a precisdo da
analise*’. Para minimizar o seu efeito, foram desenvolvidas as técnicas voltamétricas

de pulso como, por exemplo, a voltametria de onda quadrada (SWV).
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1.6.1.2 Voltametria de onda quadrada (SWV)

A voltametria de onda quadrada (“SWV — square wave voltammetry”) é uma
técnica voltamétrica de pulso onde a forma do pico de corrente resultante é
proveniente da sobreposicdo de pulsos de potencial de altura a (amplitude de
pulsos), a uma escada de potenciais de largura 4Es (incremento de varredura de
potenciais) e duragédo 2t (periodo). As medidas de corrente sdo feitas no final dos
pulsos diretos e reversos e o sinal obtido, ap6s derivagdo, é dado como uma
intensidade da corrente resultante, apresentando excelente sensibilidade e alta
rejeicdo a correntes capacitivas. O pico voltamétrico resultante apresenta posicéo,
largura e altura caracteristicas do tipo de sistema redox avaliado®. A Figura 9

apresenta a forma de aplicacao do potencial da SWV.

©

Einic.

Tempo —~

Figura 9: Forma de aplicagdo do potencial na voltametria de onda quadrada®.

A Figura 10 apresenta os voltamogramas teéricos associados a: (1) um
sistema reversivel e (2) um sistema irreversivel, com a separagdo observada das
correntes direta, inversa e resultante. As curvas de corrente-potencial apresentam

perfis bem definidos e sdo geralmente simétricas, isto porque as correntes séo

22



medidas no final de cada semiperiodo e as variagdes na altura e na largura do pulso

de potencial sdo sempre constantes, para um determinado intervalo de potenciais®'.
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Figura 10: Voltamogramas esquematicos de onda quadra}da onde (1) representa um processo redox
de um sistema reversivel e (2) de um sistema irreversivel®".

1.6.1.2.1 Desenvolvimento de modelos teéricos

Os modelos utilizados no estudo de espécies eletroativas utilizando a SWV
foram basicamente desenvolvidos por dois grupos de pesquisas, o grupo de Janet
Osteryoung em Nova York, e o grupo de Milivoj Lovric na lugoslavia. A utilizacédo de
programas computacionais capazes de simular o comportamento quimico para
sistemas reversiveis, quase-reversiveis e irreversiveis, possibilitou a estes dois
grupos desenvolverem toda a teoria da voltametria de onda quadrada, a qual pode
ser utilizada no estudo analitico e na obtencédo de dados relacionados a cinética e
mecanismo de reacdes quimicas, sob as mais variadas condigdes®'.

A adsorcdo de reagentes ou produtos em qualquer reacdo redox pode
causar um aumento significativo nas respostas da SWV, quando comparadas
aquelas obtidas por outras técnicas de pulso, especialmente se o sistema é

irreversivel ou quase-reversivel®?.
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Reacbes redox totalmente irreversiveis sdo muito importantes em
eletroandlise, pois muitos compostos organicos, normalmente contendo anéis
aromaticos homociclicos ou heterociclicos, com grupos ligantes eletroativos sofrem
reducdes totalmente irreversiveis devido a baixa velocidade de transferéncia de
carga, ou, muitas vezes por inativagdo rapida do produto de redugdo®.

Uma avaliacao das respostas voltamétricas obtidas com a SWV, mostra que,
se uma reacao redox ocorre a partir de um reagente dissolvido, a corrente faradaica
decresce muito mais lentamente que a corrente capacitiva. Assim, estas duas
componentes podem ser separadas, se a medida é realizada ao final de cada pulso.
No entanto, se a reacéo redox ocorre a partir de um reagente adsorvido, a relagao
corrente faradaica-tempo depende do grau de reversibilidade da reagdo e também
do potencial do eletrodo de trabalho®®. Esta foi uma das mais importantes
consideragoes feitas por Osteryoung e Lovric no desenvolvimento dos modelos para

a SWV, além disso, eles consideraram os seguintes esquemas de reagoes:
(1) Adsorcéo do reagente

K1 .
As==Ty*+e==B Equagéo 1

(2) Adsorgao do reagente e do produto

Ky K
A=1Tyte=—1I3 =8B Equagéo 2

(8) Reacéo redox simples, sem adsorcéo

A+e =8 Equagdo 3
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onde I'a e I's representam os excessos superficiais de reagente e produto adsorvido,
respectivamente.

Tanto Osteryoung quanto Lovric consideraram que a adsor¢ao do produto e
reagente surge a partir de uma difusao linear, com o coeficiente de transferéncia de
massa aproximadamente planar, seguindo as Leis de Fick>®.

Sendo assim, as reacdes apresentadas nos esquemas (A) e (B) foram
matematicamente representadas por um sistema de equacdes diferenciais, definidas

pela 22 Lei de Fick:

M _p 24 9B _p,[LE
di “loax” el e

onde Dn e Dg sao os coeficientes de difusdo de reagente e produto,

Equacdées 4 e 5

respectivamente, e x é a distancia da espécie eletroativa até a superficie do eletrodo
de trabalho.

A solucdo para estas equacgdes diferenciais levou em consideracdo as
seguintes condi¢des de contorno:

t=0,x>0;A=A*"B=0

I'a=0 somente para equacgao 2
Ig=0 somente para equacao 1
t> 0, x—: AA*, B=0

X =0:Axco=Kil'a somente para equacao 1
Bx-o= Kaol's somente para equagao 2

Todo parametro matematico foi considerado, e a equagdo de Fick foi
resolvida utilizando-se a transformada de Laplace e as condigdes de contorno
mostradas aqui. Além disso, também foram consideradas a Lei de Faraday que
relacionam a carga envolvida na transferéncia de massa sendo que, os tratamentos

com integracées numéricas e vdrias outros célculos matematicos levaram ao
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desenvolvimento de equagbes que governam as correntes de pico, a largura de
picos os quais podem fornecer dados importantes, tais como: o numero de elétrons
envolvidos no processo redox e informagdes sobre a cinética e mecanismos de tais
processos®'.

As relacoes entre os parametros do sistema (potencial padrao, constante de
velocidade e coeficiente de transferéncia de carga) e os parametros voltamétricos
(altura, posicdo e largura do pico voltamétrico) foram considerados para o
desenvolvimento e resolucao das equacdes diferenciais apresentadas®’.

De acordo com a teoria da SWV, a magnitude, perfil e posicdo dos picos
redox dependem do grau de reversibilidade e do valor do coeficiente de
transferéncia eletrénica da espécie eletroativa, sendo que o carater da reagao redox
pode causar um aumento ou diminuigao significativa na resposta obtida>*.

Sendo assim, a avaliacdo das respostas obtidas, apdés a definicdo dos
parametros envolvidos na técnica, torna possivel a interpretagdo dos resultados e a

definicdo do tipo de reacdo envolvida em cada sistema estudado®'.

1.6.1.2.2 Critérios de diagnéstico para reacoes redox

Os critérios de diagnésticos de processos redox na SWV foram
desenvolvidos e testados de acordo com inumeros calculos teéricos, por meio de
simulagbes de reagbes reversiveis, irreversiveis e quase-reversiveis. Para estas
simulagées, um algoritmo COOL (assim chamado em fun¢do das pessoas que 0
desenvolveram: Chernoff, O’Dea, Osteryoung e Lane) foi utilizado, o que possibilitou
todo o tratamento tedrico dado a SWV, sendo os critérios, mostrados resumidamente

a seguir™.
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Se nao ocorre adsorcao da espécie eletroativa na superficie do eletrodo e se
o coeficiente de transferéncia de carga (o) é considerado 0,5, entdo a intensidade da
corrente de pico para sistemas reversiveis € cerca de trés vezes maior que para
sistemas irreversiveis®®, o que comprova uma maior sensibilidade da SWV para
sistemas reversiveis.

Isto se deve ao fato de que a corrente resultante é a diferenca entre as
correntes diretas e inversas, e quanto maior a reversibilidade da reacdo maior € a
contribuicdo da corrente inversa, aumentando significativamente a corrente

resultante e, conseqilientemente, a resposta em termos de intensidade de corrente®'.
I, = 1g - | Equagao 6

onde |, é a corrente resultante, |4 é a corrente direta e |; € a corrente inversa. Como
as correntes inversas sao negativas, isto acaba contribuindo para um aumento da
corrente resultante, melhorando a resposta voltamétrica®'.

A corrente de pico (l,) apresenta uma relagdo linear com a freqiiéncia de
aplicacao dos pulsos de potenciais, se a reagdo € totalmente irreversivel. No
entanto, se a reagao € reversivel, a corrente de pico é linear com o quadrado da
freqliéncia. Em uma reacao quase-reversivel, a relacdo entre a corrente de pico e a
freqliéncia n&o é linear®'.

A dependéncia dos potenciais de pico com o logaritmo da freqiiéncia de
aplicacao dos pulsos de potencias para sistemas totalmente irreversiveis é linear
com a inclinacdo definida por: AEy/Alogf = -2,3RT / onF (ou =59 / an mV). Para
sistemas reversiveis sem adsorgdo do produto, a relagdo também é linear, mas com
inclinacdo de AE,/Alogf = -2,3RT / 2nF (ou —29/n mV). Se o reagente e o produto

adsorvem e a reacdo redox € reversivel, entdo os potenciais de pico sao

independentes da freqliéncia de aplicacdo dos pulsos de potenciais®’.
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As correntes de pico também dependem da amplitude da onda e esta
dependéncia ¢ linear se a = 20/n mV. Para reacdes redox totalmente irreversiveis, a
sensibilidade analitica aumenta com o aumento da amplitude, pois a largura de meia
altura (ap») se mantém constante para amplitudes maiores que 20 mV. Para reacdes
redox reversiveis com adsorcao de produto e reagente, a altura do pico aumenta
proporcionalmente somente para valores menores que 60 mV°'.

A largura de meia altura (ap2) € um importante pardmetro para estimar a
reversibilidade de reacées redox. E independente do incremento de varredura e do
tempo inicial, mas depende da amplitude dos pulsos de potenciais. Para reacées
redox totalmente irreversiveis a ap» € independente da amplitude dos pulsos se a >
20 mV para adsorgcdo do reagente e a > 40 mV para adsor¢do do produto e
reagente. Sendo assim, é possivel se considerar que ap» = (63,520,5)/an e assim se
estimar o valor de o°'.

Ainda pode-se concluir que para a andlise de sistemas totalmente
irreversiveis, a sensibilidade pode ser drasticamente aumentada usando um alto

valor de incremento de varredura de potencial e pulsos de largas amplitudes®’.

1.6.1.2.3 Vantagens da SWV

Do ponto de vista pratico, a maior vantagem da SWV ¢é a facilidade na
apresentacao de um pico simétrico com maior intensidade de corrente que 0s picos
obtidos na voltametria ciclica (VC), e a facilidade em medir as correntes faradaicas
num intervalo de tempo onde as correntes capacitivas sdo negligenciaveis. Isto
ocorre, pois na SWV, assim como em outras técnicas de pulso, a corrente capacitiva
diminui mais rapidamente que a corrente faradaica, melhorando significativamente a

sensibilidade da técnica®®®'.
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Quando se considera a utilizagao do eletrodo gotejante de mercurio, a maior
vantagem da SWV é a possibilidade de se promover uma varredura completa de
potencial durante o tempo de vida de uma unica gota de mercurio, reduzindo
consideravelmente o tempo necessario a realizacdo do experimento, quando
comparado com as tradicionais técnicas eletroanaliticas. Além disto, o eletrodo de
mercurio apresenta sempre uma superficie limpa e reprodutivel podendo ser
aplicado com sucesso em andlises quantitativas de diversos tipos de compostos®'.

Uma outra vantagem apresentada pela SWV é a reducao no ruido de fundo
por meio de varreduras repetitivas. Além disso, ainda € possivel pela observagéao
dos sinais das varreduras direta e inversa, se obter a informacao analoga aquelas
obtidas utilizando-se a VC, porém com uma maior sensibilidade devido a
minimizag&o da contribuicdo da corrente capacitiva®®®'.

A velocidade efetiva para uma analise por SWV é dada em fungdo do
incremento de varredura de potencial e a freqiéncia de aplicacdo dos pulsos de
potencial (fAEs). Sendo assim, tempos experimentais muito curtos podem ser
obtidos utilizando-se frequiéncias moderadas, de maneira que os dados obtidos
possam oferecer informagdes sobre a cinética do processo eletrddico, ja que
habitualmente se sugerem velocidades de 2 V s para estudos cinéticos, o que é

facilmente obtido com a utilizagdo da SWV°'.

1.7 Estado da arte referente a determinag¢éo eletroanalitica de pesticidas em

diversas amostras

A aplicacdo de técnicas eletroanaliticas na determinagdo de pesticidas
surgiu como tentativa de se resolver os problemas de custo, manipulacado e tempos

observados na utilizagéo das tradicionais técnicas cromatograficas®.
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Abaixo sdo citados alguns trabalhos referentes a determinagbes
eletroanaliticas destes herbicidas em diversas amostras € ao comportamento
eletroquimico destes compostos na superficie do mercario, mas nenhum mostrando
a aplicacdo de metodologias eletroanaliticas para a determinacdo de residuos

destes herbicidas em amostras ambientais, tais como: derivados de cana-de-agucar.

1.7.1 Triazinas

Em relagdo as s-triazinas, varios trabalhos sobre o comportamento
eletroquimico e determinacbes eletroanaliticas, principalmente sobre o eletrodo de
mercurio foram encontrados. A eletroatividade do herbicida atrazina em mercurio foi
primeiramente verificada por Hayes e col.”® em 1967. Analisando vérias triazinas
entre elas a simazina, propazina, prometrina e prometrona, os autores mostraram
que tais herbicidas apresentam ondas polarograficas de redugdo em meios &cidos.
Os limites de deteccdo encontrados foram de 1500 a 2000 pg L™ para a polarografia
DC e de cerca de 150 ug L para a polarografia de varredura linear. Em 1970,
Hence®® usou a polarografia derivativa para a determinacdo de 38 pesticidas em
cinco eletrolitos suportes diferentes, determinando a eletroatividade de alguns
pesticidas como: dinitrofendis, DNOC e Dinoseb, Diquat e algumas triazinas
simétricas. O trabalho de Hence mostrou que 28 dos 38 compostos testados eram
eletroativos em pelo menos um dos eletrélitos suporte, os quais foram escolhidos
para se trabalhar numa faixa de pH de 1 a 13. Com este trabalho, surgiram as
primeiras constatagdes de que os métodos voltamétricos podem apresentar
respostas satisfatérias a monitoracao destes pesticidas. Hence obteve um limite de
deteccdo de 300 ug L' para a atrazina, utilizando a polarografia de varredura linear

com H>SO,4 como eletrélito.
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BenadiKova e Kalvoda®' utilizaram a voltametria adsortiva para a
determinagdo de algumas triazinas, entre elas, a ametrina, e pesticidas contendo
grupos nitro, em agua pura. Utilizando tampao BR como eletrélito em pH = 3,5,
obtiveram um limite de deteccdo de 0,95 pug L' para a ametrina. Lippolis e
Concialini®® por meio da polarografia de pulso diferencial, com uso do eletrodo
gotejante de mercurio, determinaram os herbicidas atrazina, prometrina e simazina
em pH = 2,0. O limite de detecgdo alcancado foi de 8 x 10® mol L™, correspondendo

|.63

a aproximadamente 15 pg L. Bilewicz e co utilizaram a polarografia DC,

polarografia PD e voltametria PD para a determinagdo da simazina em agua pura,
obtendo limites de deteccdo de 5 x 10® mol L' (1008,3 ug L"), 2 x 10”7 mol L™
(40,33 g L") e 1 x 107 mol L' (20,17 pg L™), respectivamente. Galvez et al.®*
realizaram um estudo polarografico da reducao do herbicida simazina em solucdes
micelares e emulsdes Oleo-agua. Usando polarografia de pulso diferencial, a
simazina pdde ser determinada acima das faixas de concentracdes de 8 x 107 — 4,0
x 10° mol L™". O limite de detecgao foi de 2,2 x 107 mol L™ (44,4 ug L") e o efeito da
presenca de outras s-triazinas no pico de redugao da simazina também foi estudado.
Ignjatovic e col.° mostraram a determinacdo de algumas s-triazinas (atrazina,
ametrina e simazina) por polarografia de pulso diferencial em amostras de aguas
contaminadas com residuos industriais e obtiveram concentragcées entre 0,090 a
344,37 mg L.

Skopalova e Kotoucek® realizaram estudos eletroquimicos de algumas
triazinas (inclusive a atrazina) por voltametria de pulso diferencial com varredura
rapida (FSDPV) em um eletrodo de gota estatica de mercurio (SMDE). A adsorcao

destes compostos a superficie do eletrodo de mercuario foi utilizada para a
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determinacgéo analitica por meio da voltametria de redissolugdo adsortiva, realizadas
em tampao BR. Os limites de detecg&o calculados foram de 0,1-0,9 ug L.

Pospisil e col.?’

realizaram um estudo do comportamento eletroquimico da
atrazina e terbutilazina, sendo qualitativamente similares. A reducao da atrazina que
envolve dois elétrons procede somente em meio acido, onde ocorre uma protonacao
precedente (pk: 1,44). Em solugbes de pH 2-4, foi observado que a corrente de
reducado é cineticamente controlado pela protonacédo, e os produtos da reducao
foram identificados por eletrélises em larga escala seguidos pela analise de CG-EM
(Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas). Os resultados
obtidos no trabalho mostraram a importancia da reagdo de protonagédo para a
decomposi¢cdo de ambos os herbicidas pela clivagem redutiva dos substituintes,
sendo o principal caminho, a perda do atomo de cloro.

Vaz e col.®® desenvolveram uma metodologia eletroanalitica utilizando a
voltametria de pulso diferencial para a determinacdo de atrazina em solucao,
visando sua aplicacdo em amostras reais. Os resultados mostraram que a atrazina é
eletroativa em mercuario, com uma melhor resposta voltamétrica obtida em pH = 2,3
e limite de deteccdo de 5 pg L. Ignjatovic e col.'® determinaram os herbicidas
atrazina e ametrina por meio da voltametria de pulso diferencial em um eletrodo de
gota pendente de merctrio (HMDE) em uma faixa de concentragdo de 1 x 10° — 1 x
107 mol L™ usando um eletrélito suporte a pH = 3,0. Este procedimento foi aplicado
para a determinagao seletiva de atrazina e ametrina em varias solugdes padroes,
com resultados de exatidao e precisao satisfatorios.

Colombini e col.®® investigaram os produtos de degradagao (desetilatrazina e
desetilterbutilazina) de pesticidas triazinicos (atrazina e terbutilazina) por

espectrofotometria UV e técnicas eletroquimicas. Em um ambiente suficientemente
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acido, tais compostos sofrem uma adicional degradacdo redox que envolve a
clivagem do atomo de cloro. A reacédo é dependente do pH e procede via formas
protonadas de ambos os compostos. Dados espectrofotométricos indicam que o pH
requerido para esta reacdo é aproximadamente uma unidade menor que o pH
requerido para a degradacao dos pesticidas (moléculas originais).

O objetivo do trabalho de Galvin e col.”® foi explorar possiveis implicagdes
no meio ambiente da redugao eletroquimica da simazina e propazina. A polarografia
de pulso diferencial foi utilizada com velocidade de varredura de 2 mV s, amplitude
de pulso de 15 mV e duragéo e pulso de 50 ms em um HMDE. A dependéncia da
corrente de pico da simazina com o pH confirma a ocorréncia de adsor¢cao deste
composto na superficie eletrddica. Além disso, o estudo voltamétrico do fendbmeno
de adsorgao indica que moléculas de simazina devem se adsorver na superficie do
eletrodo de mercario com o anel aromético paralelo a superficie eletrédica. Os
autores concluiram que a perda de um atomo de cloro pode apresentar uma
diminuicdo na agao toxicologica em relagcdo as moléculas originais.

Cabral e col.” realizaram um estudo do comportamento eletroquimico do
herbicida ametrina em meio acido utilizando a técnica de voltametria de onda
quadrada combinada com eletrodo de mercurio. A metodologia eletroanalitica
desenvolvida permitiu calcular um limite de detecgdo de 0,1 pg L' em amostras
preparadas com agua pura, valor este que possibilita a aplicacdo desta metodologia
na andlise de tracos deste herbicida em amostras ambientais. Dragunski’® realizou
um estudo do comportamento eletroquimico da atrazina, bem como desenvolveu
uma metodologia utilizando-se a SWV para sua determinagdo em agua pura e

formulagdes comerciais, obtendo um limite de detecgdo de 2,0 ug L™.
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A determinagéo voltamétrica de herbicidas triazinicos, incluindo a ametrina,
em solugoes salinas utilizadas em hemodialise foi investigada por Nascimento e
col.”!. Os herbicidas foram detectados com grande sensibilidade nas solucdes
salinas, apds extracdo em fase de acetonitrila, utilizando o HMIDE. A especiacao
entre as triazinas investigadas (ametrina, desmetrina, prometrina e terbutrina) nao foi
possivel e recuperacdes entre 88 e 107 % foram calculados em amostras fortificadas
com os analitos. Utilizando esta metodologia, limites de detecgdo de 0,03 pumol L™
foram calculados para as triazinas nas amostras salinas.

Higuera e col.”? estudaram por polarografia de pulso diferencial e de
corrente direta, a eletroreducao dos derivados s-triazinicos da atrazina em eletrodos
de mercurio, em meio &cido HSO4 2,25 mol L™ a pH 5,0. Na polarografia de pulso
diferencial, dois picos principais de redugcdo envolvendo dois elétrons foram
observados ,acompanhados de pré-pico e pés-pico, devido a adsor¢do de simazina
no eletrodo. Em pH < pK, sendo pK, a constante de protonacao do anel trazinico, os
resultados mostraram que em primeiro estagio, a simazina sofre uma clivagem do
atomo de cloro por um processo quimico-eletroquimico-quimico (CEC), resultando
em um intermediario declorinado, que é reduzido por um processo irreversivel
envolvendo dois elétrons. A pH > pK, a protonagédo do anel precede o processo de
reducéo, sendo esta reagao também responsavel pelo decréscimo da corrente limite.
Um estudo por voltametria de varredura linear mostrou que atrazina e propazina sao
adsorvidos no eletrodo, mas em menor extensdo, se comparado a simazina.
Também nenhuma monocamada composta foi formada no eletrodo. Do ponto de
vista analitico, a polarografia de pulso diferencial pode ser aplicada sob condi¢cbes
adequadas, tendo um menor limite da concentragdo do herbicida em

aproximadamente 1 x 10 mol L.
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Em um trabalho recente, Santos e col.”? apresentaram a otimizacdo da
instrumentagao e parametros em solugédo para a determinagéo de atrazina em aguas
de rio e formulagdes, por meio da SWV usando um eletrodo de mercurio (HMDE). O
limite de deteccdo foi de 2 ug L' e a aplicagdo da metodologia em amostras de
aguas de rio contaminadas com 10 pug L de atrazina resultou em recuperagdes de
92 a 116%.

Um outro trabalho de Santos e col.”* descreve o desenvolvimento de um
método de analise sequencial por injecdo para automatizar a determinacdo de
atrazina por SWV explorando o conceito de andlise em fluxo monosegmentado
sendo a cela de fluxo adaptada ao capilar do HMDE. A faixa linear dinamica é
observada para concentragdes de atrazina entre 1,16 x 107 a 2,32 x 10® mol L™,
obtendo limites de deteccdo e quantificacdo de 2,1 x 10% e 7,0 x 10® mol L™,
respectivamente. O método foi aplicado para a determinacdo de atrazina em

amostras de aguas de rio, obtendo resultados estatisticamente satisfatorios.

1.7.2 Feniluréias

Até o momento, poucos trabalhos sobre o comportamento eletroquimico do

|.”> estudaram a eletrélise do diuron em

diuron foram encontrados. Macounova e co
um eletrodo de carbono vitreo usando ultrasom, para evitar a total obstrucdo da
superficie eletrédica por um filme passivado. Ja Polcaro e col.? relatam apenas a
remocao do diuron e do seu principal metabdlito, 3,4-dicloroanilina (3,4-DCA) de
solugdes aquosas por oxidagao eletroquimica. Entretanto, ndo foi localizado nenhum

trabalho sobre a determinagéo eletroanalitica por meio da reducgao eletroquimica do

diuron sobre o eletrodo de mercdurio.
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2 OBJETIVOS

O objetivo deste trabalho é o desenvolvimento de metodologias
eletroanaliticas para a determinagdo dos herbicidas atrazina, ametrina, simazina e
diuron em diferentes amostras dos principais derivados da cana-de-acucar por meio
da voltametria de onda quadrada sobre o eletrodo de mercurio. Este objetivo geral

pode ser detalhado abaixo:

e Estudo das respostas eletroquimicas dos herbicidas em diferentes meios,
utilizando-se eletrodo de gota pendente de mercurio. Esses estudos serdo efetuados
variando-se o pH do eletrélito de suporte, a freqliéncia de aplicacdo dos pulsos de
potenciais, a amplitude de aplicacdo dos pulsos de potenciais, e 0 incremento de
varredura de potenciais, observando-se a melhor resposta voltamétrica, tanto em

termos de intensidade de corrente quanto em definicdo do perfil voltamétrico.

e Desenvolvimento de metodologias analiticas com o auxilio do procedimento

matematico de deconvolugdo, para a determinagdo dos herbicidas, tanto
individualmente quanto na forma de misturas em agua Milli-Q e em amostras de
derivados de cana-de-agucar, tais como, o caldo de cana, a rapadura € 0 agucar

mascavo, utilizando-se a técnica de voltametria de onda quadrada.

e Avaliagdo das potencialidades desta técnica voltamétrica na detecgdo e

quantificacao de herbicidas de estruturas tao préximas, como no caso das triazinas e
também a possibilidade de analise de derivados de cana-de-agucar sem pré-

tratamento ou “clean up” das amostras.

e Comparacao dos resultados obtidos por SWV e HPLC/UV na analise de residuos

de herbicidas em amostras de caldo de cana.
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3 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

3.1 Reagentes e Solucées

A maioria dos reagentes utilizados nos experimentos € de pureza analitica

(PA), e a procedéncia destes encontra-se na Tabela 3.

Tabela 3: Procedéncia e pureza dos reagentes utilizados.

MATERIAL PROCEDENCIA PUREZA %
Atrazina Ciba Geigy do Brasil 97,1
Ametrina Ciba Geigy do Brasil 98,6
Simazina Herbitécnica 99,1

Diuron Syngenta 98,0
Sulfato de so6dio MercK 99,0
Acido sulfurico Synth 98,0
Metanol MercK HPLC
Acetonitrila Merck HPLC
Hidroxido de amdnio Synth 99,0

Sacarose* Reagen
Clorofila* Mosteiro Dévakan

Apigenina* Roth

Orientina* Roth

Quercetina* Sigma

Luteolina* Roth

* as origens desses compostos estio mostradas ao longo do texto.




Foram preparadas solugdes estoques dos herbicidas atrazina e ametrina nas
concentragdes de 1,0 x 10° mol L e simazina e diuron nas concentragées de 5,0 x
10 mol L™ com uma mistura de 80% (v/v) de 4gua ultrapura (Milli-Q) e metanol 20%
(v/v), para assegurar a solubilidade total dos herbicidas. Para a realizacao das
analises, as amostras foram diluidas a partir das solugdes estoques. O eletrélito
suporte utilizado foi 0 Na;SO4 0,1 mol L. As solucdes tiveram o pH ajustado com
pequenas quantidades de H>SO, 0,1 mol L. Para a realizacdo do estudo a altas
freqiiéncias, o eletrélito suporte utilizado foi 0 H,SO4 0,1 mol L™

Todas as solugdes foram preparadas com agua ultrapura, originadas de uma
unidade de purificagdo Milli-Q, procedéncia Millipore Corporation. Foram utilizadas

pipetas automaticas de 50, 200 e 1000 pL (Gilson), todas com ponteiras

descartaveis de polietileno.

3.2 Instrumentacéao

As medidas eletroquimicas foram realizadas empregando dois sistemas: 1)
Potenciostato Modelo 394 EG & G PARC com eletrodo de mercurio (Modelo 303A),
interfaceado  ao  microcomputador utilizando o programa M-394. 2)
Potenciostato/Galvanostato, Modelo 273 EG & G PARC acoplado a um
microcomputador dotado com o programa M-270 também da PARC.

Um sistema de cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) modelo SCL-
10AVP da Shimadzu acoplado a um detector espectrofotométrico UV-VIS SPD-
10AVP, foi utilizado para as determinagdes cromatograficas das triazinas.

Os espectros de absorgcao 6ptica foram obtidos com um espectrofotémetro
HITACHI U-2010 acoplado a um computador IBM-PC. Os resultados foram

registrados com auxilio do software UV solutions.
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3.2.1 Eletrodos

Para os estudos das reducgdes eletroquimicas das triazinas e do diuron e
andlises das amostras de derivados de cana-de-agucar foi utilizado um sistema de
eletrodo de gota pendente de mercurio (HMDE) da EG & G PARC, modelo 303A,
composto por um eletrodo de trabalho HMDE com &rea de 0,0236 cm?, um eletrodo
de referéncia: Ag/AgCl em KCI 3,0 mol L (valor de potencial é de 0,222 V em
relacdo ao eletrodo reversivel de hidrogénio) e um eletrodo auxiliar: fio de platina.
Somente para o caso da otimizacao dos parametros da SWV para uma melhor
definicdo do perfil voltamétrico da simazina foi utilizado um HMDE com area de
0,0207 cm?. Em virtude da quebra deste eletrodo (area 0,0207 cm?), foi utilizado um

eletrodo de 0,0236 cm? para a continuagéo do trabalho.

3.2.2 Células Eletroliticas

Para os estudos eletroanaliticos dos herbicidas com o HMDE, utilizaram-se
células de vidro Pyrex® de compartimento tnico, com capacidades de 10 ou 20 mLs
equipadas com tampas em Teflon® contendo orificios, para desoxigenacdo da
solugdo com nitrogénio, e para o posicionamento dos eletrodos, sendo um referéncia
(Ag/AgCIl), um de trabalho e outro auxiliar. A Figura 11 ilustra as células

eletroquimicas utilizadas.
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Figura 11: Representacdo esquemética de uma célula voltamétrica de trés eletrodos.

3.2.3 Ajuste de pH

Todas as solucdes tiveram seus valores de pH ajustados com um pHmetro,
modelo ANALION PM 608 e um eletrodo combinado de vidro da Digimed —
Instrumentagdo Analitica. O pHmetro era diariamente calibrado com tampdes

comerciaisde pH 4 e 7.

3.3 Amostras de caldo de cana, rapadura e agucar mascavo

As amostras de caldo de cana foram obtidas com vendedores ambulantes
na cidade de Sao Carlos (amostra 1) e de Ibaté (amostra 2). Para a coleta destas
amostras foi utilizada uma garrafa de agua mineral de polietilieno de 500 mL para
minimizacao de possiveis interferentes. Apos a obtencdo das amostras, estas foram
armazenadas no refrigerador (4°C). As amostras de rapadura e de aglicar mascavo
foram obtidas no comércio de Sao Carlos e mantidas a temperatura ambiente. Todas
as amostras ndo sofreram deterioracdo e com isso, ndo comprometeram a

reprodutibilidade das medidas.
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3.4 Metodologia

3.4.1 Voltametria de onda quadrada e voltametria ciclica

3.4.1.1 Reducéo eletroquimica da atrazina e da ametrina

As medidas voltamétricas foram realizadas sobre o eletrodo de mercurio
(HMDE) em uma célula voltamétrica contendo 10 mL de eletrdlito suporte (NaxSO4
0,1 mol L), sendo esta solugdo, purgada com nitrogénio super seco por 5 minutos,
para eliminagao do oxigénio presente.

Nas condi¢des otimizadas (pH 2,0 com f = 100 s, a = 50 mV, AEg= 10 mV),
cada um dos herbicidas (atrazina e ametrina) apresentou um pico de redugdo bem
definido em potenciais de -0,98 V para a atrazina e -1,04 V vs Ag/AgCl 3 mol L para
a ametrina.

Os potenciais de pico apresentaram valores muito préximos. Desta forma,
em uma mistura ocorre a formacdo de um Unico pico voltamétrico com perfil
alargado, indicando a sobreposicdo dos picos referentes aos compostos. Assim, foi
desenvolvida uma metodologia de separacao dos picos pelo procedimento
matematico de deconvolugcdo (Microcal Origin 6.0), possibiltando a separacdo dos
dois picos voltamétricos, e consequientemente a quantificagdo de um herbicida na
presenca do outro. Foram construidas curvas analiticas em agua pura para cada um
dos compostos individuais e também se fixando a concentracdo de um dos
herbicidas em 3,0 x 10® mol L, variando-se a concentragdo do outro. As curvas
analiticas foram obtidas por adicbes de quantidades conhecidas dos herbicidas ao

eletrolito suporte.
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3.4.1.2 Reducéo eletroquimica da simazina e da atrazina

Para as medidas de voltametria de onda quadrada realizadas com o eletrodo
de mercurio (HMDE), adicionou-se a célula eletroquimica 10 mL do eletrélito suporte
(NazSO4 0,1 mol L") e entdo purgou-se esta solucdo durante 5 minutos com
nitrogénio super seco. Apds a eliminacdo do oxigénio presente, foi realizada a
variacdo dos parametros da SWV para uma melhor resposta voltamétrica da
simazina e as curvas analiticas foram obtidas por adicdes de quantidades
conhecidas do herbicida ao eletrélito suporte. As medidas foram realizadas em
condi¢oes otimizadas num intervalo de potenciais de -0,5V a -1,4 V com pH 3,5, f =
100 s, a = 30 mV e AEs = 10 mV, cujo composto apresentou um pico voltamétrico
em -1,10 V vs Ag/AgCl.

Para a simazina e atrazina, em determinadas condicdes voltamétricas, os
potenciais de pico apresentaram valores muito proximos. Desta forma, em uma
mistura ocorre a formacdo de um Unico pico voltamétrico com perfil alargado,

indicando a sobreposicao dos picos referentes aos compostos.

3.41.3 Reducéo eletroquimica do diuron

Para as medidas voltamétricas com o eletrodo de mercurio, adicionou-se a
cela eletroquimica 10 mL do eletrélito suporte (NaxSO, 0,1 mol L") e entdo purgou-
se esta solucado durante cinco minutos com nitrogénio super seco, para eliminacao
do oxigénio presente. As condicbes voltamétricas em um intervalo de potencias de
-0,5 a -1,3 V, foram pH 2,0, f= 100 s, a= 50 mV, AEs= 10 mV. Este herbicida
apresentou um valor de potencial de pico de reducao em -1,13 V, bem proximo aos

valores dos potenciais de reducao das triazinas.
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3414 Analise eletroquimica das amostras de caldo de cana

As medidas eletroquimicas foram realizadas diretamente com as amostras
de caldo de cana sem nenhum tratamento prévio ou separacdes. A presenca de um
pico voltamétrico em -1,05 V vs Ag/AgCl (referente a adicao de 500 uL da amostra 1
a 10 mL de eletrdlito suporte), regido de resposta voltamétrica das triazinas e do
diuron, mostrou a possibilidade da presenga de residuos destes compostos. A essa
amostra 1, foram adicionadas quantidades conhecidas dos 4 herbicidas para uma
possivel recuperacdo de residuos destes compostos. Também foram realizadas
adicoes de quantidades de herbicidas em um volume 10 vezes menor da amostra 1
(50 uL em 10 mL de eletrélito suporte) pelo método da adicdo de padrdo. Na
amostra 2 de caldo de cana, os estudos foram realizados da mesma forma que na

amostra 1, mas somente em 50 uL desta amostra.

3.41.5 Analise eletroquimica da rapadura

As metodologias de deteccdo da atrazina, ametrina e simazina, inclusive o
diuron, foram aplicadas a uma amostra de rapadura (solu¢cdo aquosa estoque 0,040
g mL™). Primeiramente, foi adicionado 500 uL da amostra sem tratamentos prévios
ao eletrdlito suporte, apresentando dois picos superpostos. Com isso, foram
adicionadas diferentes quantidades conhecidas dos herbicidas pelo método da

adicao de padréo.
3.4.1.6 Analise eletroquimica do acucar mascavo

As medidas eletroquimicas foram realizadas diretamente com a amostra de
acucar mascavo, sem etapas de separacao e purificacdo. Diferentes quantidades de

uma solucdo aquosa estoque 0,040 g mL™" de aglicar mascavo foram adicionadas a
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cela eletroquimica, gerando picos voltamétricos de redugdo. Com isso, foram
adicionadas diferentes quantidades conhecidas dos herbicidas a aliquotas da
amostra contida no eletrélito suporte, para a possibilidade de detec¢ao de residuos

destes compostos.

3.4.1.7 Analise eletroquimica da clorofila e da sacarose

A clorofila foi obtida em uma farmacia de manipulacdo (Mosteiro Dévakan)
extraida da alga “Chlorella Pyrenoidosa”. Aliquotas de diferentes quantidades de
uma solucdo 1,012 x 10° mol L™ (50 % etanol / 50 % agua) foram adicionados & cela
eletroquimica para testar a eletroatividade da clorofila no eletrodo de mercurio "% e
também para testar se os picos de reducdo do caldo de cana representam a
clorofila. Diferentes quantidades de uma solugdo aquosa de sacarose 0,584 mol L
foram adicionados a cela eletroquimica para testar a eletroatividade no mercurio e

também foram realizados experimentos para se observar o quanto a sacarose pode

influenciar na resposta voltamétrica dos herbicidas.

3.4.1.8 Analise eletroquimica dos flavonédides

Os flavondides analisados, apigenina, quercetina, orientina e luteolina foram
obtidos com a Prof® Dr? Janete H. Yariwake (Laboratério de Fitoquimica-USP).
Solugdes estoques destes compostos foram preparados em metanol/agua (1/1, v/v)
e concentracdes de 5,0 x 10° mol L dos flavonéides foram analisadas a 10 mL do
eletrélito suporte para a verificacdo da eletroatividade na superficie do mercurio e
consequientemente os valores dos potenciais dos picos de reducédo e também perfis
voltamétricos. Diferentes concentragdes conhecidas (1,0 x 10%a 10,0 x 10® mol L™)

destes compostos foram analisadas em 10 mL de eletrélito suporte contendo 50 uL
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do caldo de cana (amostra 1). As medidas voltamétricas foram realizadas em

NazS04 0,1 mol L', pH 2,0, f: 100 s, a: 50 mV, AEs: 10 mV.

3.4.2 Cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC)

3.4.2.1 Extracao liquido — liquido do caldo de cana

O CHCIs foi escolhido como solvente para esta extracdo’®. A finalidade da
extracdo foi obter a separagdo dos analitos de interesse presentes na matriz, de
possiveis interferentes co-eluidos, como constituintes basicos (agucares, clorofila,
etc). A extracao foi realizada em um funil de separacéo (3 vezes) de acordo com o
fluxograma mostrado na Figura 12. Esta extragdo foi somente necessaria para as

analises cromatograficas.

15 mL caldo de cana

15 mL CHCl3

Evaporagéo do CHCly

Solubilizado em fase mével

Determinagéo por HPLC/UV

Figura 12: Fluxograma de extracdo das triazinas da amostra de caldo de cana.

3.4.2.2 Analise cromatografica do caldo de cana (amostra 1)

A cromatografia liquida de alta eficiéncia foi utilizada para a separagao dos
picos dos trés herbicidas triazinicos padrées e também para a confirmacdo da
presenca ou auséncia de residuos destes compostos na amostra de caldo de cana.
Foram analisadas no extrato (1 mL) diferentes concentragcdes conhecidas dos

herbicidas (3,0; 6,0 e 9,0 x 10® mol L") separadamente pelo método da adigao de
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padrdo. Foram injetados 20 pL de cada mistura (herbicida + extrato), no
cromatdgrafo para a identificacdo dos picos referentes aos compostos.

Para as medidas cromatograficas utilizou-se uma fase mdével
Acetonitrila/NH4OH 0,01 % na proporcdo de 40/60, com fluxo de 0,8 mL min" e
eluicdo em condicao isocratica. O comprimento de onda monitorado foi de 222 nm e

o volume de injecao foi de 20 uL. A coluna utilizada foi a Supelcosil LC-18.

3.4.3 Espectroscopia de Absor¢cao na regidao UV-vis

As medidas espectrofotométricas foram realizadas em Na,SO4 0,1 mol L
(pH = 2,0) em um intervalo de comprimento de onda de 200 a 800 nm. O caminho
Optico das cubetas utilizadas foi de 1 cm. Foram preparadas solugdes estoque de

atrazina (1,10 x 10 mol L") e de caldo de cana 1 (50 uL da amostra em 10 mL de

eletrolito suporte).

46



4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Nesta secdo sdo apresentados os resultados obtidos com o eletrodo de
mercurio, onde sado propostas metodologias para as determinacoes eletroanaliticas
de atrazina, ametrina, simazina e diuron em aguas puras (Milli-Q) e em amostras dos
principais derivados da cana-de-agucar, tais como o caldo de cana, a rapadura e o
acucar mascavo. Também sdo apresentados os efeitos de interferentes como a
clorofila, sacarose e flavondides (apigenina, luteolina, orientina e quercetina) na
deteccao e quantificacdo dos herbicidas nas amostras de caldo de cana 1 e 2. O
desempenho das metodologias eletroanaliticas desenvolvidas para a deteccao e
quantificacdo de residuos de herbicidas na amostra de caldo de cana 1 foi
comparado com os obtidos pela cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC/UV) e

pela espectroscopia UV-Vis.
4.1 Determinacéo eletroanalitica da atrazina e ametrina

4.1.1 Curva analitica individual para a atrazina

A atrazina, nas condicdes voltamétricas estudadas neste trabalho,
apresentou um unico pico de reducao em um valor de potencial de pico de -0,98 V
vs Ag/AgCl. O eletrélito suporte (Na2SO,4 0,1 mol L) utilizado em pH 2,0, os valores
de freqliéncia de onda quadrada (f: 100 s™), de amplitude de onda quadrada (a: 50
mV) e de incremento de varredura (AEs: 2 mV) foram otimizados por Dragunski’®.
Nestas condigdes, foi realizado uma variagao do incremento de varredura (2-10 mV)
para a atrazina e comparado com a mesma variagao realizada para a ametrina, para
se conseguir a maxima diferenga entre os valores de potenciais de redugéo.

Concluiu-se que no valor de 10 mV, houve uma maior diferenca entre esses valores
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de potenciais (60 mV), o que sugere a possibilidade de separagdo dos picos da
atrazina e ametrina em uma mistura pelo procedimento matematico de
deconvolugao.

Estabelecidas as melhores condicbes para a determinacdo do pico de
reducdo da atrazina (NazSO, 0,1 mol L™, pH = 2,0, f =100 s, a = 50 mV, AEs = 10
mV) e posterior separacao deste pico em relacao ao pico da ametrina com o auxilio
do procedimento de deconvolucdo, foi construida a curva analitica para atrazina
individualmente e mostrada na Figura 13.

Observou-se que a intensidade de corrente de pico aumenta
proporcionalmente com o aumento da concentragdo e que nao ocorrem
deslocamentos nos potenciais de picos. O intervalo de concentracao estudado foi de

1,0x10%2 10,0 x 10® mol L™, observando também uma boa linearidade.
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E /V vs Ag/AgCl

Figura 13: Voltamogramas de onda quadrada para a atrazina em diferentes concentragdes: 0,0 (1);
1,0 (2); 2,0 (3); 3,0 (4); 4,0 (5); 5,0 (6); 6,0 (7); 7,0 (8); 8,0 (9); 9,0 (10); 10,0 x 10° mol L™ (11).
Insercdo: Dependéncia da intensidade da corrente de pico com a concentragdo para a atrazina.
Condicdes: Na,SO4 0,1 mol L', pH =2,0,f=100s", a =50 mV, AEs = 10 mV.
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Um limite de deteccdo pode ser definido como a menor concentracdo do
analito numa amostra que pode ser detectada, mas nado necessariamente
quantificada e um limite de quantificacdo pode ser definido como a menor
concentracdo de um analito numa amostra que pode ser determinada (quantificada)
com precisdo e exatiddo. Ambos sdo expressos em unidades de concentracdo®®.
Para as determinacdes dos limites de deteccao (LD) e limites de quantificagdo (LQ)
utilizaram-se os desvios padrées das médias aritméticas de 8 voltamogramas dos
brancos obtidos da corrente medida no mesmo potencial do pico voltamétrico de

reducdo da atrazina, e as equacdes®:

LD=3Sg/b Equacéo 7

LQ=10Sg/b Equacao 8

onde Sg € 0 desvio padrdo da media aritmética e b o valor do coeficiente angular da
reta de calibracao.
Na Tabela 4, encontram-se os valores de LD e LQ e os resultados da

regressao linear da curva analitica da atrazina obtida por SWV.

Tabela 4: Resultados de regresséo linear da curva analitica e valores dos limites de detecgao e de
quantificagdo para a atrazina em agua pura, utilizando a SWV.

Parametros Valores obtidos
r 0,9995
Sk (A) 1,63 x 107
b (A/mol L") 2,83x 10
LD/ (ng L) 3,7
LQ/(ug L) 12,4
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A repetibilidade das medidas foi determinada por medidas sucessivas de
trés solucdes diferentes de atrazina na faixa da curva analitica, obtendo-se desvio-

padréo relativos (coeficiente de variagao) menores que 2 % (n = 3).
4.1.2 Curva analitica individual para a ametrina

Para uma melhor resposta voltamétrica da ametrina, Cabral e col.”

otimizaram as condicdes, tais como o eletrélito suporte (Na;SO4 0,1 mol L) em pH
2,0, os valores de freqliéncia de onda quadrada (f: 100 s'), de amplitude de onda
quadrada (a: 50 mV) e de incremento de varredura (AEg: 2 mV) . Nestas condigdes,
com excegao do AEs, utilizado um valor de 10 mV, pela maior diferenga de potencial
de pico em relagédo ao potencial de pico da atrazina, a ametrina apresentou um unico
pico de redugdo em -1,04 V vs Ag/AgCl. Apds a obtencdo das melhores condi¢cdes
para a determinacéo do pico de reducdo da ametrina (Na;SO4 0,1 mol L™, pH = 2,0, f
=100s", a=50 mV, AEs = 10 mV) e posterior separacdo deste pico em relagdo ao
pico da atrazina com o auxilio do procedimento de deconvolugédo, foi construida a
curva analitica para ametrina individualmente e esta mostrada na Figura 14.
Observou-se que a intensidade da corrente de pico aumenta
proporcionalmente com o aumento da concentragdo e que ndo ocorrem
deslocamentos nos potenciais de picos. O intervalo de concentracao estudado foi de
1,0 x 10%a 10,0 x 10® mol L, observando também uma boa linearidade. Limites de

deteccéao e de quantificagdo foram calculados da mesma forma citada anteriormente.
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Figura 14: Voltamogramas de onda quadrada para a ametrina em diferentes concentragées: 0,0 (1);

1,0 (2); 2,0 (3); 3,0 (4); 4,0 (5); 5,0 (6); 6,0 (7); 7,0 (8); 8,0 (9); 9,0 (10) e 10,0 x 10° mol L™ (11).

Insercdo: Dependéncia da intensidade da corrente de pico com a concentragdo para a ametrina.

Condigdes: Na,SO,4 0,1 mol L, pH=2,0,f=100 s',a=50mV, AE; = 10 mV.

Na Tabela 5, encontram-se os valores de LD e LQ e os resultados da

regressao linear da curva analitica da ametrina obtidas por SWV.

Tabela 5: Resultados de regressao linear da curva analitica e valores dos limites de detecgao e de
quantificagdo para a ametrina em agua pura, utilizando a SWV.

Parametros Valores obtidos
r 0,9989
Se (A) 1,77 x 10°
b (A/mol L") 2,81 x 10
LD/ (ng L") 4,3
LQ/ (ng L) 14,3
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A repetibilidade das medidas foi determinada por medidas sucessivas de
trés solugdes diferentes de ametrina na faixa da curva analitica, obtendo-se desvio-

padréo relativos (coeficiente de variagdo) menores que 1,8 % (n = 3).

4.1.3 Deconvoluc¢ao dos sinais voltamétricos

Estabelecidas as melhores condicoes para a separagdo dos picos de
reducdo da atrazina e ametrina, foi desenvolvida uma metodologia de separagao
destes picos pelo procedimento matematico de deconvolugédo (Microcal Origin 6.0),
possibilitando a separacdo dos picos voltamétricos, e consequentemente a
quantificacdo de um herbicida na presenca de outro. Na Figura 15 estao
apresentados os voltamogramas da onda quadrada obtidos nas condicbes
experimentais (NazSO4 0,1 mol L™, pH = 2,0, f =100 s™, a = 50 mV, AEs =10 mV).
Observou-se que a atrazina e ametrina possuem picos de redugao nos potenciais de

-0,98 V e -1,04 V, respectivamente.
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-l / pA
&
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E /V vs Ag/AgCl

Figura 15: Voltamogramas de onda quadrada Para a atrazina (1) e ametrina (2), 1,0 x 10° mol L
(cada composto). Condicdes: Na,SO, 0,1 mol L, pH=2,0,f=100s",a=50 mV, AE; =10 mV.
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O voltamograma de onda quadrada obtido para a mistura de atrazina e

ametrina na proporcao de 1:1, estd apresentado na Figura 16.
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Figura 16: Voltamograma de onda quadrada para a mistura de atrazina e ametrina, 1,0 x 10”° mol L™
(cada composto). Condigées: Na,SO, 0,1 mol L', pH = 2,0, f = 100 s, a = 50 mV, AE;= 10 mV.
Linhas pontilhadas: Valores de potenciais dos compostos individualmente (puros): Atrazina (Ep: -0,98
V) e Ametrina (E;: -1,04 V).

Na mistura destes compostos ocorreu a sobreposicdo dos picos e, é
necessario a deconvolucao do sinal voltamétrico. Deste modo, obteve-se os sinais
deconvoluidos, como apresentado na Figura 17. Pode-se observar que a curva
experimental (curva 1) se sobrepbe a curva ajustada (curva 2), isto € um indicativo
que a deconvolugao dos sinais foi realizada com sucesso. Ainda na Figura 17,
notou-se os picos deconvoluidos referentes a atrazina (curva 3) e a ametrina (curva
4), possibilitando a determinacdo quantitativa de cada herbicida na presenca do
outro em uma mesma solugao.

Devido a uma satisfatéria separacdao dos picos a pH 2,0, optou-se em

trabalhar nesta condicdo para as determinag¢des das curvas analiticas da mistura

atrazina — ametrina.
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Figura 17: Voltamogramas de onda quadrada obtidos para a mistura da atrazina e ametrina, 1,0 x
10° mol L (cada composto). Experimental (1) e Ajustado (2). Apds a deconvolucdo tem-se a
separacao dos picos, atrazina (3) e ametrina (4). Condicdes: Na,SO, 0,1 mol L™, pH =2,0, f= 100 s™,
a=50mV, AEg =10 mV.

4.1.4 Curvas analiticas para a mistura atrazina-ametrina

No caso das curvas analiticas para a mistura atrazina — ametrina (com a
variacao e fixagdo da concentragdo de cada herbicida), em cada voltamograma foi
aplicado o procedimento matematico de deconvolugédo, onde os picos da atrazina e
ametrina individuais apresentaram os potenciais de pico de -0,98 V (atrazina) e -1,04
V (ametrina). Para as construgdes das curvas analiticas, anotou-se a intensidade da
corrente de pico do herbicida em que se variou a concentracdo. Foram construidas
curvas analiticas para a mistura atrazina — ametrina em agua pura por adi¢coes de
diferentes quantidades conhecidas ao eletrélito de suporte. Os voltamogramas de
onda quadrada obtidos para a mistura atrazina — ametrina em diferentes
concentragdes de atrazina e fixagdo da concentracdo da ametrina (3,0 x 10° mol L™)

estdo apresentados na Figura 18. Os voltamogramas de onda quadrada obtidos
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para a mistura em diferentes concentragées de ametrina e fixagdo da concentragcao
da atrazina (3,0 x 10°® mol L") estdo apresentados na Figura 19.

Nas Figuras 18 e 19, observou-se que as intensidades das correntes dos
picos aumentam proporcionalmente com o aumento da concentragdo da atrazina e
ametrina, ocorrendo um ligeiro deslocamento nos potenciais de pico para valores
mais positivos e mais negativos, respectivamente. Notaram-se também influéncias
de ambos processos de reducdo do herbicida com a concentracdo fixa nas
respostas voltamétricas do processo de redugcdo do herbicida em que se variou a
concentracdo, gerando deformagdes nos voltamogramas, pela proximidade dos

valores dos potenciais.
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Figura 18: Voltamogramas de onda quadrada para a mistura atrazina — ametrina com variagao da

concentragéo de atrazina: 0,0 (ambos os compostos) (1); 1,0 (2); 2,0 (3); 3,0 (4); 4,0 (5); 5,0 (6); 6,0 x

10 mol L'(7) e fixagdo da concentragdo de ametrina em 3,0 x 10° mol L (2-7). Condigées: Na,SO,
0,1 mol L, pH=2,0,f=100s", a=50 mV, AEs = 10 mV.
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Figura 19: Voltamogramas de onda quadrada para a mistura atrazina — ametrina com variagao da
concentragdo de ametrina: 0,0 (ambos os compostos) (1); 1,0 (2); 2,0 (3); 3,0 (4); 4,0 (5); 5,0 (6); 6,0
(7); 7,0 (8); 8,0 (9); 9,0 (10) 10,0 x 10° mol L™ (11) e fixagcdo da concentragédo de atrazina em 3,0 x
10° mol L™ (2-11). Condigées: Na,SO4 0,1 mol L', pH =2,0, f=100 s, a =50 mV, AE; = 10 mV.

A Figura 20 corresponde as curvas analiticas p