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RESUMO

Com o aumento do seu uso em varios paises, a presenga do glifosato em aguas
de superficie tem merecido atencdo na ultima década e, devido ao aumento da
consciéncia ambiental em todo o mundo, o desenvolvimento de métodos confidveis para
a determinagdo do glifosato tornou-se uma exigéncia. O glifosato ndo ¢ eletroativo ao
ser usado o eletrodo de Hg e sua determinacdo exige reacdes prévias para obter
compostos redutiveis no Hg ou o uso de outros tipos de eletrodos. O objetivo deste
trabalho foi estudar a resposta do eletrodo de Cu na determinacdo voltamétrica do
glifosato. A resposta ¢ produzida envolvendo a complexagdo entre glifosato e ions
cupricos na camada porosa externa do eletrodo. As melhores condi¢des analiticas para a
determinagdo voltamétrica sdo: tampao fosfato 0,05 mol L'e pH 7,3. Nestas condicdes,
o glifosato pode ser determinado utilizando-se o pico de corrente observado no
potencial — 187 mV (vs Ag/AgCl). O limite de deteccdo e o limite de quantificacdo sdo,
respectivamente, 59 pg L' e 196 pg L, e estes valores indicam a viabilidade do
método proposto nas determina¢des do glifosato em amostras de interesse ambiental.
Os valores de concentragdo em uma amostra de dgua de rio, determinados pelo método
proposto e por voltametria com eletrodo de Hg apo6s reacdo com nitrito, mostraram-se
bastante concordantes (teste t). Desta forma, o método proposto pode ser aplicado a
determinagdo direta do herbicida em amostras de aguas naturais, sem a exigéncia de
qualquer reagdo preliminar, diminuindo o tempo necessario para a andlise; além disso, o
método enquadra-se no conceito de “quimica limpa”.
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ABSTRACT

Glyposate has been widely used in different countries, and the presence of this
herbicide in surface waters has received great attention in the last decade. With the
increase in environmental concern considerable attention has been given to the
development of reliable methods for glyphosate determination. Glyphosate is not
electroactive with the Hg electrode and its determination with this electrode needs
preliminary reactions. Therefore, the aim of this work was to investigate the Copper
electrode response in the voltammetric determination of glyphosate. This response is
produced by complexation of glyphosate with cupric ions in the outer, porous layer. The
best analytical conditions for the voltammetric determination are: phosphate buffer 0.05
mol L' and pH 7.3. The limit of detection and the limit of quantification are,
respectively, 59 pg L™ e 196 pug L', and these values indicate the potential use of the
proposed method in the glyphosate determination in natural waters. The method was
compared to another voltammetric method with Hg electrode, after reaction with nitrite.
The glyphosate concentrations found by the two methods agree very well (t test).
Therefore, the proposed method can be applied to direct determinations of the herbicide
in waters, decreasing the time of analysis; besides, the method is in agreement with the
“green chemistry” concept.
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Capitulo 1 - INTRODUCAO

1.1. O Herbicida Glifosato

Devido ao acelerado desenvolvimento da agricultura, cada vez mais é
necessario o uso de pesticidas para o controle de ervas daninhas, doengas e
pragas, entre outros agentes que causam prejuizo ao homem (Amarante Jr. et al,
2002). Embora os pesticidas possam proporcionar beneficios por sua alta eficacia
no controle das ervas daninhas (Sanino et al., 1999), em fungcdo do uso intensivo
desses produtos na agricultura (Forlani, et al., 1999) tem havido uma grande
preocupacdo em conhecer o comportamento e o destino desses compostos
quimicos liberados no ambiente, o que tem sido objetivo de muitas pesquisas
(Souza et al., 1999). Dentre as classes de pesticidas, os herbicidas tém sido os
mais utilizados nas lavouras mundiais (Mallat and Barcelo, 1998).

Dentre os varios tipos de herbicidas, destaca-se o glifosato [N-
(fosfonometil)glicina], pertencente ao grupo quimico das glicinas substituidas, e
classificado como herbicida de largo espectro de agao, nao-seletivo, sistémico e
pos-emergente (Amarante Junior et al., 2002). O glifosato € muito promissor
devido a sua eficacia no controle de ervas daninhas (Forlani et al., 1999) anuais e
perenes, de folhas largas e estreitas (Galli e Montezuma, 2005); este herbicida
tem sido o mais utilizado mundialmente em diferentes formulagdes (Amarante

Junior et al., 2002). A estrutura do glifosato esta apresentada na Figura 1.
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Figura 1. Estrutura do glifosato (Sato et al., 2001).

1.2. Forma de Atuacao nas Plantas e Comportamento do Glifosato

no Solo

O glifosato € um herbicida utilizado na agricultura e também em areas néo
cultivadas; areas industriais, beiras de estradas, canais de irrigagao, areas
recreativas e linhas de ferrovias sao alguns dos locais onde o herbicida é usado
para destruir e remover plantas (Silva, 2000). O glifosato, absorvido pelas plantas
pela regido clorofilada e translocado preferencialmente pelo floema, atua nos
vegetais inibindo a produgdo de enzimas especificas, suspendendo a sintese de
aminoacidos aromaticos e influenciando também outros processos tais como a
inibicdo da sintese de clorofila (Galli e Montezuma, 2005; Amarante Jr. et al.,
2002). Na maioria dos casos, este herbicida ndo € metabolizado pelas plantas,
razao pela qual ndo apresenta seletividade. Somente sementes geneticamente
modificadas s&o resistentes ao glifosato — sendo este o caso dos transgénicos.
Desta forma, praticamente toda a concentragdo do herbicida ativo aplicado chega
ao solo em sua forma original (Prata, 2002) e, em contato com o solo, parte do
glifosato é degradada pelos microrganismos, tornando-se indisponivel para a
absorcao pelas plantas e perdendo sua acao herbicida. O principal produto da
degradagdo do glifosato € o acido aminometilfosfénico (AMPA) (Amarante Jr. et
al., 2002; Souza, et al., 1999). Como resultado, a agdo herbicida do glifosato
ocorre somente quando sua aplicagcdo é realizada em pds-emergéncia, pois
quando aplicado diretamente ao solo a acédo herbicida € praticamente nula. Essa
baixa atividade do glifosato no solo deve-se as fortes ligagdes da molécula com

outros constituintes do solo (Prata, 2002), as quais ocorrem pela competicdo com



os fosfatos inorganicos pelos sitios de ligagdo do solo, pela formagao de
complexos glifosato-cations polivalentes-argila, pela interagdo com substancias
humicas e ainda pela formagado de complexos metalicos insoluveis na solugdo do
solo (Souza et al., 1999).

1.3. A proibicao do uso do Glifosato em Soja Transgénica versus

0 aumento no uso desse herbicida

O ¢lifosato ja € amplamente utilizado na cultura tradicional da soja e, caso
venha a ser liberada a soja transgénica, o consumo do glifosato na agricultura ira
aumentar uma vez que a variedade transgénica Roundup Ready® (RR) da
Monsanto & resistente ao herbicida Roundup Ready® - a planta é geneticamente
modificada para resistir ao glifosato (e apenas esta variedade comercializada pela
Monsanto é resistente ao glifosato) - e este herbicida pode ser usado durante todo
o ciclo de vida da soja RR e ndo somente no pré-plantio, como ocorre com a soja
normal. Assim, pode-se esperar o aumento das intoxicagbes agudas e um maior
volume de residuos da substancia no meio ambiente e nos alimentos a base de
soja (Consumidor, 2003).

No Brasil, o glifosato é fabricado e comercializado sob diversas marcas,
sendo o mais vendido o Roundup® da Monsanto. Segundo o marketing da
empresa, com a liberagédo da soja RR sera langado o herbicida Roundup Ready®,
unico adequado a sua soja (Consumidor, 2003).

Segundo dispde a Lei n°® 7.802/89 no art. 15, um agrotéxico somente pode
ser usado conforme as recomendacdes contidas no seu registro. O glifosato
(Roundup Ready) tem seu registro limitado ao uso pré-emergente, ou seja,
anterior ao nascimento da planta, e, portanto, ndo pode ser usado na fase pos-
emergente (depois do nascimento da planta). Sendo assim, o uso do glifosato
diretamente na planta transgénica, contrariando as limitagdes do registro do
produto, podera trazer sérios problemas para os agricultores, na esfera penal
(Vaz, 2003).


http://www.gabeira.com.br/busca/categorias.asp?id=70

Um dos principais argumentos dos defensores da transgenia € a alegada
reducdo no uso de herbicidas que a tecnologia proporcionaria. Para a soja
transgénica, por exemplo, o agricultor, ao invés de utilizar diversos agrotoxicos
para combater as ervas daninhas, aplicaria somente o glifosato Roundup. Ou seja,
de fato, uma menor variedade de herbicidas seria aplicada o que, em tese, é algo
positivo. Contudo, uma maior quantidade de herbicida pode ser usada sem que a
planta morra o que, na realidade, seria a unica “vantagem” da soja transgénica.

A Anvisa (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria), considerando o
potencial aumento de residuos do herbicida na soja, determinou o aumento de 50
vezes no LMR (limite maximo residual) do glifosato na variedade transgénica - de
0,2 mg/kg para 10 mg/kg. Assim, a Anvisa demonstra que os argumentos da
Monsanto anunciando uma diminuicdo do uso de herbicida com o advento da soja
transgénica n&do séo verificaveis na realidade, o que ja estava previsto com a
expansao da industria de Roundup no Brasil. Afinal, se houvesse uma diminui¢cao
na aplicagdo do herbicida com a introdugao da soja transgénica, como isso seria
compativel com os interesses de expansado das vendas do produto? Por que
expandir sua fabricagcdo? E por que aumentar o limite maximo residual do produto
na soja comercializada? (Andrioli, 2005).

Ao aumentar o limite maximo residual a Anvisa esta autorizando, também,
ainda que de forma indireta, o aumento de residuos dos demais ingredientes da
composicdo do Roundup, mais téxicos ao ser humano que o glifosato. Os
consumidores de produtos a base de soja ou derivados de animais alimentados
com soja transgénica tém wuma razdo concreta para se preocuparem,
independente da existéncia ou nao de prejuizos a saude ocasionados pela
modificacdo genética. Estudos nesse sentido poderiam, inclusive, barrar as

exportagdes de soja transgénica (Andrioli, 2005).

1.4. Propriedades Fisico-Quimicas do Glifosato

Os estudos relacionados ao glifosato tém sido intensificados devido ao seu

crescente uso no mundo, principalmente em relagao a exposi¢ao do homem e do



meio ambiente ao herbicida. As propriedades fisico-quimicas do glifosato foram
descritas por Amarante Jr. e colaboradores (Amarante Jr. et al., 2002). O glifosato
tem férmula molecular CsHgNOsP (M.M= 169,7 g mol™"), mas no produto comercial
0 composto apresenta-se acrescido do grupo (CHs3),CHNH,, na forma do sal de
isopropilamina do [N-(fosfonometil)glicina] (M.M=228,5 gmol™) (Agripec). O
glifosato apresenta uma solubilidade em agua de 12 g L™ a 25 °C e é quase
insoluvel em solventes orgénicos tais como acetona e etanol, entre outros. O
herbicida apresenta boa estabilidade na presenca de luz, inclusive em
temperaturas superiores a 60 °C, pressao de vapor praticamente nula e
capacidade de atuar como acido fraco e base fraca ao mesmo tempo, o que o
caracteriza como um zwiteriénico (Prata, 2002). Os valores para as constantes de
dissociagdo aparentes (pK) para o glifosato, obtidos a temperatura de 25°C

conforme a literatura sédo: pKy =0,8; pKz =2,16; pKs =5,46; pK4 =10,14; o diagrama

de dissociagédo proposto e a protonacao estdo representados na Figura 2
(Amarante Jr. et al., 2002; Morillo et al., 1994).
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Figura 2. Grau de dissociacado do glifosato construido a partir dos valores de K, (cg, composto com
uma protonagdo; o4, composto apresentando uma dissociagdo; o,, molécula com duas
dissociagdes; a3, molécula com trés dissociagdes; a4, composto totalmente dissociado) (Amarante
Jr. et al.,, 2002).



Para valores de pH entre 54 e 10,2 tém-se trés formas dissociadas
(Amarante Jr. et al.,, 2002); em pH neutro a forma predominante do herbicida
apresenta trés dissociagdes - duas no grupo fosfato e uma no grupo carboxilico - e
uma protonagéo no sitio amina (-NH,"-), como apresentado na Figura 3.

O glifosato mostra uma estrutura zwiteridénica dependente do pH (Morillo et
al., 1994). Como os grupos fosfato e carboxilico tém maior carater acido que o
amoénio, a molécula perde primeiramente os hidrogénios ligados a oxigénio, e
apenas na ultima dissociagdo aquele ligado ao nitrogénio (Amarante Jr. et al.,
2002). Desta forma, as etapas de dissociacao previstas sdo as apresentadas na
Figura 3.
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Figura 3. Esquema da especiacdo quimica do glifosato em fungdo do pH. (Amarante Jr. et al.,
2002).



1.5. Glifosato em ambientes aquaticos. Legislacdo. Toxicidade.

Desde que foi introduzido no mercado, o uso do glifosato tornou-se pratica
freqliente. Em geral, o herbicida é vendido na concentragdo 48% ™/, sendo
indicado para o controle de ervas daninhas, em culturas de arroz, cana-de-agucar,
e de soja, entre outras. O glifosato pode ainda ser aplicado na agua para o
controle de ervas aquaticas (Amarante Jr. et al., 2002).

No ambiente, as concentragées mais altas de glifosato foram encontradas
no solo (Amarante Jr. et al., 2002), mas a preocupagao com a contaminagao dos
sistemas aquaticos superficiais e subterraneos por pesticidas tem crescido no
meio cientifico. Varias regides do mundo apresentaram baixa porcentagem nos
ambientes aquaticos dos produtos utilizados na agricultura, mas a presenga de
pesticidas persistentes e com grande mobilidade no ambiente tem sido detectada
em aguas superficiais e subterraneas (Dores e De-Lamonica-Freire, 2001).

O ¢lifosato nao é facilmente lixiviado devido a sua rapida adsor¢éo no solo,
disso resultando os baixos niveis do herbicida em aguas subterraneas (Amarante
Jr et al., 2002). Isto, no entanto, ndo exclui a possibilidade de que concentragdes
elevadas venham a ocorrer apos chuvas intensas, especialmente se as areas ao
redor de um pequeno corrego tiverem sido recentemente tratadas com altas doses
de pesticidas (Dores e De-Lamonica-Freire, 2001), pois o glifosato pode ser
mobilizado superficialmente através da agua quando as particulas de solo sao
carregadas para os rios e riachos. Algumas pesquisas realizadas em solos
arenosos e com baixo conteudo de oOxidos de Fe e Al tém demonstrado uma
lixiviagado significativa do glifosato (Souza et al., 1999). Entretanto, mesmo em
concentragdes baixas os pesticidas representam riscos para algumas espécies de
organismos aquaticos capazes de concentrar estes produtos até 1000 vezes
(Dores e De-Lamonica-Freire, 2001), principalmente o glifosato por sua grande
solubilidade em agua (Galli e Montezuma, 2005; Consumidor, 2003). Nesse
contexto todas as atividades e, dentre elas, as de origem agricola oferecem riscos

a qualidade da agua subterranea, principalmente pelo uso de agrotoxicos que,



juntamente com muitos de seus metabdlitos podem causar danos a saude
humana.

A Agéncia de Protegcdo Ambiental dos Estados Unidos (US EPA)
estabeleceu o limite de 700 pg/L de glifosato em agua potavel como “limite
consultivo de saude”. Entretanto, a Unido Européia estabeleceu como
‘concentracdo maxima admissivel” para pesticidas em &gua potavel, como
substancias individuais, o limite de 0,1 pg L™, desde que a concentragao total de
pesticidas ndo ultrapasse 0,5 pg L™ (Amarante Jr. et al., 2002). No Brasil a
Portaria do Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA) n° 518/2004
estabeleceu o limite de 500 pg L™ para o teor de glifosato em aguas potaveis; a
resolucdo n°® 357/2005 deste mesmo Conselho definiu como valor maximo de
glifosato em aguas de superficie 65 pug L™ (aguas de classe 1 ou 2) e 280 pg L™
(adguas de classe 3).

No Brasil, o glifosato € o principal herbicida causador de intoxicagao, sendo
responsavel por 11,2% das ocorréncias entre 1996 e 2002. Segundo o Centro de
Informagdes Toxicologicas do Rio Grande do Sul, o numero oficial de
atendimentos de pessoas apresentando intoxicagbes por glifosato vem
aumentando nos ultimos anos: em 1999 foram registrados 31 casos e em 2002 as
ocorréncias ja aumentaram para 119. O herbicida passou de 4% em 1999 para
12,6% do total das ocorréncias oficiais de intoxicagcdo em 2002, periodo que
corresponde a expansao do cultivo de soja transgénica no Rio Grande do Sul
onde, conforme o Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais
Renovaveis, as vendas do produto aumentaram significativamente de 3,85
toneladas para 9,13 toneladas do ingrediente ativo (Andrioli, 2005).

A toxicidade aguda do herbicida glifosato é considerada baixa e, de acordo
com a Organizagao Mundial da Saude, o DL, oral do glifosato puro em ratos € de
4,23 g Kg”' (Amarante Jr. et al., 2002). No organismo humano, o efeito do
glifosato € cumulativo e a intensidade da intoxicagdo depende do tempo de
contato com o produto. Os sintomas de intoxicagao incluem irritacbes na pele e
nos olhos, nauseas e tonturas, edema pulmonar, queda da pressao sanguinea,

alergias, dor abdominal, perda de liquido gastrointestinal, vémito, desmaios,



destruicdo de glébulos vermelhos no sangue e danos no sistema renal. E
importante destacar que o herbicida pode continuar presente em alimentos por um
periodo de até dois anos apds o contato com o produto, e em alguns tipos de
solos por mais de trés anos, dependendo do clima (Andrioli, 2005; Consumidor,
2003).

Considerando a classificacado toxicolégica do produto no Brasil como “faixa
verde”, classe IV, na linguagem dos agricultores, o herbicida é caracterizado como
“nao toxico”. Por esta razao e por suas propriedades herbicidas de amplo espectro
(isto é, ndo-seletivo e sistémico) o glifosato tem sido cada vez mais utilizado.
Desta forma, € necessario e de grande importancia o seu monitoramento em
amostras ambientais (Kiyohito Sato et al, 2001), principalmente em ambientes
aquaticos onde o glifosato apresenta alto potencial de contaminagao (Dores e De-

Lamonica-Freire, 2001).

1.6. Complexos de Cobre (Il) com Glifosato

O ¢lifosato € um composto muito interessante para ser estudado quanto ao
seu comportamento com os metais pesados (Daniele et al., 1997), pois interage
fortemente com ions metalicos, particularmente os ions dos metais de transicao
(Morillo et al, 1994), através dos grupos funcionais fosfonato, amino e carboxilato
que podem coordenar-se fortemente com ions metalicos em pH neutro, onde os
grupos carboxilato e fosfonato estdo desprotonados (Coutinho e Mazo, 2005).

Dentre os ions capazes de formar complexos com glifosato o Cu?* é um dos
mais estudados. O processo de formagdo do complexo Cu®**-glifosato pode ser
esquematicamente representado como:

M+L—>ML

Onde L representa o ponto complexante da molécula de glifosato, M € o ion
metalico livre (neste caso Cu2+) e ML o complexo com estequiometria 1:1. Este
modelo simplificado implica que se dois ou mais grupos séo ligados a um ion

metalico, todos esses grupos correspondem a um unico ponto de coordenacéo e,



assim, somente o complexo 1:1 é considerado (Morillo et al., 1994). A

representacdo da estrutura molecular do complexo CulL™ (complexo 1:1) esta na
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Figura 4. Estrutura molecular do complexo CuL™ (Coutinho e Mazo, 2005).

Os complexos de Cu®* com glifosato tém sido amplamente estudados
devido a importancia deste ion para plantas e animais, e também porque a
concentragdo do glifosato nos solos e na agua tem aumentado devido ao uso
intensivo de fungicidas, fertilizantes, etc (Coutinho e Mazo, 2005). Dessa maneira,
a presencga do glifosato contribui para diminuir ou aumentar a mobilidade dos ions
dos metais pesados nos solos ou nos sedimentos. Alguns autores estudaram a
influéncia do glifosato sobre a adsorgdo de Cu®* no solo, verificando que o
processo de adsorgdo € drasticamente diminuido pela presenga do herbicida,
devido a formacéo do complexo Cu?*-glifosato (Coutinho e Mazo, 2005; Morillo, et
al., 2000)

1.7. Técnicas analiticas para o glifosato

O desenvolvimento de técnicas confiaveis para a quantificagao de residuos
de diferentes pesticidas em aguas tornou-se de fundamental importancia. Nao ha
duvida que, no conjunto das técnicas mais utilizadas, a cromatografia tem
merecido destaque e poucas alternativas tém sido apresentadas para a

determinagao de pesticidas em aguas naturais.
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1.7.1. Técnicas Cromatogréficas

As técnicas cromatograficas sdo as mais utilizadas para analisar o herbicida
glifosato. Estas técnicas sdo muito importantes na analise quimica em fungéo da
facilidade em efetuar separacgdes, identificar e quantificar as espécies presentes
nas amostras utilizando detectores especificos.

A maioria das investigagdes relatadas na literatura para a determinagdo do
glifosato refere-se a cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE). A
quantificacdo das amostras pode ser realizada com a utilizacdo de detectores
convencionais na cromatografia, com deteccao por UV, colorimétrica ou de
fluoréscencia, com limites de detecgéo aproximados de 10 ug/L, 0,03ug/g e 0,05 a
5ug/g, respectivamente (Amarante Jr. et al., 2002). Em geral, essas técnicas
fornecem resultados com limites de deteccdo na faixa de nanogramas a
microgramas/L, dependendo do detector utilizado e da técnica de extracéo.
Contudo, sao técnicas que apresentam dificuldades na determinacédo direta do
glifosato devido a alta polaridade deste herbicida; portanto, sdo necessarias
adaptacdes que permitam a deteccdo. Estas adaptacdes incluem etapas iniciais
morosas para preparagao das amostras ou reagdes de derivatizagao, além da
utilizacao de resinas de troca ibnica, de uma maior quantidade de reagentes e de
instrumentacdo geralmente de maior custo, tornando a técnica trabalhosa e
relativamente cara (Amarante Jr., et al.,, 2002; Pedro Vaz, et al., 1996). A
cromatografia gasosa é a segunda técnica mais utilizada para a determinagao do
glifosato, mas faz-se necessario também recorrer a reagdes preliminares para a
obtengdo de um composto volatil; o limite de detegdo pode alcangar 0,01ug/g.
Outras técnicas para a determinacéo do glifosato, embora pouco utilizadas séo a
espectrofotometria e a polarografia (com limite de detecgédo 0,5 a 1,0ug/g), entre
outras, mas também s&o necessarias reagdes prévias (Amarante Jr., et al., 2002).
Com isto, ha necessidade de se desenvolver técnicas mais rapidas e mais

baratas.
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1.7.2. Técnicas Eletroanaliticas

As técnicas eletroanaliticas relacionam medidas de quantidades elétricas,
tais como corrente, potencial e carga, com parametros quimicos. Estas técnicas
apresentam algumas vantagens frente as técnicas cromatograficas. A principal
delas é a possibilidade, na maioria das vezes, de uma analise direta da amostra,
sem a necessidade da etapa de separacao ou de pré-tratamento. Além disto, a
aplicacdo de métodos eletroanaliticos possibilita a analise em materiais coloridos
ou com particulas sélidas dispersas. Mesmo quando requerem etapas de
separagdes quimicas, estas sao mais simplificadas, de menor custo e menor
tempo quando comparadas as metodologias de preparagdo para deteccao
cromatografica. Um outro aspecto positivo a ser considerado é que as técnicas
eletroanaliticas estdo sujeitas a uma menor influéncia de interferentes
(concomitantes), o que tem possibilitado o seu uso na analise de pesticidas (Galli,
et al., 2006).

Atualmente, a sensibilidade das técnicas eletroanaliticas pode atingir niveis
comparaveis a de qualquer técnica cromatografica e espectroscopica gragcas ao
desenvolvimento tecnoldgico, o qual possibilitou um grande avango da
instrumentacdo eletroanalitica, contribuindo intensamente na melhoria da
sensibilidade (Galli, et al., 2006).

Nas técnicas eletroanaliticas, a importancia da escolha do material do
eletrodo de trabalho também se deve ao fato de que as respostas obtidas sao
relacionadas as reagdes redox que ocorrem em sua superficie ou na interface
eletrodo-solugcéo. Desta forma, o analito de interesse pode interagir com a
superficie eletrédica resultando na transferéncia de elétrons. O eletrodo de
trabalho a ser utilizado depende de dois fatores: do comportamento redox do
analito e das correntes residuais obtidas no intervalo de potencial avaliado.
Também se deve considerar a janela de potencial do eletrodo, a condutividade
elétrica, a reprodutibilidade da superficie, as propriedades mecanicas, o custo de

fabricagao, a disponibilidade e ainda a toxicidade (Galli, et al., 2006).

12



O eletrodo de mercurio apresenta muitas vantagens, responsaveis pela sua
intensa utilizagdo. Algumas destas vantagens sdo: renovagdo da gota a cada
potencial aplicado, o que evita problemas de contaminagdo do eletrodo;
reprodutibilidade no tamanho da gota, ndo havendo assim modificacdo nas
respostas de corrente; e a possibilidade de medidas em varios meios em uma
ampla faixa de potencial (Galli, et al., 2006).

Todas estas vantagens tornaram o eletrodo de mercurio o mais versatil e
utilizado para deteccédo de diversas espécies (inclusive pesticidas) em diferentes
matrizes. Entretanto, ele apresenta também limitagdes, além de ser um metal de
elevada toxicidade. Assim, eletrodos sodlidos tém encontrado consideravel
aplicabilidade em diferentes determinagdes analiticas. Alguns materiais que
podem ser utilizados para construgcao de eletrodos sélidos s&o: platina, ouro, ferro,
cobre, entre outros (Galli, et al., 2006).

As respostas obtidas com a utilizacdo dos eletrodos metalicos sao
dependentes das condigdes da superficie eletrodica. Assim, o uso de tais
eletrodos requer um pré-tratamento eletroquimico e/ou polimento mecanico para
obtencdo de resultados reprodutiveis. A natureza das etapas de pré-tratamento
depende dos tipos de materiais envolvidos na construcdo dos eletrodos e
polimentos mecanicos e ciclagem de potenciais tém sido comumente utilizados
para eletrodos metalicos (Galli, et al., 2006). O glifosato nao é eletroativo ao ser
usado o eletrodo de mercurio e a determinagéo do herbicida exige reagdes prévias
para obter compostos redutiveis no eletrodo de mercurio, ou o0 uso de outros
eletrodos. Alguns autores (Teodfilo et al, 2004; Bronstad e Friestad, 1976)
propuseram a determinacéo de glifosato utilizando o eletrodo de Hg. A molécula
de glifosato apresenta em sua estrutura um grupo amina secundaria que pode ser
convertido a grupo N-nitroso (Figura 5) mediante a reagdo com nitrito em meio
fortemente acido. O grupo N-nitroso pode ser reduzido facilmente, tornando

possivel a determinagao voltamétrica com eletrodo de Hg.
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Figura 5. Derivado nitrosaminado do glifosato (Bronstad and Friestad, 1976).

1.8. Objetivo

Considerando o grande uso do glifosato em diversas culturas e os dados
que apontam para um crescimento ainda maior na aplicacdo deste herbicida em
varios paises, em particular no Brasil, e diante da necessidade de procedimentos
mais adequados as determinagcbes de glifosato em amostras ambientais, em
especial em aguas de superficie, esse estudo tem por finalidade desenvolver um
procedimento analitico para a determinagdo direta do glifosato em aguas de
superficie utilizando a voltametria com eletrodo de cobre. Esse eletrodo foi
escolhido devido a formacgao de complexos Cu(ll)-glifosato, em conseqliéncia da
forte coordenacéao entre o glifosato e ions metalicos, particularmente com ions dos
metais de transicdo. A resposta do eletrodo de Cu é resultado da interacédo da
espécie em solugao (forma dissociada conforme o pH do meio) com ions Cu?* na
camada porosa do filme passivo formado na superficie do eletrodo (Stulik e
Pacakova, 1988; Glass et al., 1984).

14



Capitulo 2 - PARTE EXPERIMENTAL

2.1. EQUIPAMENTOS

Para as medidas voltamétricas - voltametria ciclica, voltametria com pulso
diferencial e voltametria de redissolucdo anddica com pulso diferencial — utilizou-
se um potenciostato-galvanostato PGSTAT-30. No estudo da complexacao e para
a validagdo do método proposto utilizando o eletrodo de Cu, um eletrodo de Hg
(Metrohm 663 VA) foi empregado, tendo como eletrodos de referéncia e auxiliar
um eletrodo de Ag/AgClisay € um bastdo de grafite, respectivamente. Para a
determinacao direta do glifosato foi utilizado um eletrodo de cobre (didametro da
area exposta 0,45 cm) como eletrodo de trabalho; um eletrodo de Ag/AgClsat) foi
usado como referéncia e um eletrodo de Pt foi usado como eletrodo auxiliar. As
medidas de pH foram realizadas em pHmetro (Quimis modelo Q-400M,

sensibilidade 0,01 unidade de pH) com eletrodo de vidro combinado.
2.2. REAGENTES E SOLUCOES

Reagentes de grau analitico, sem qualquer purificacdo e agua destilada-
deionizada de pureza Milli-Q foram usados em todos os experimentos. O reagente
glifosato - [N-(fosfonometil)glicina], 99,9% — foi cedido pela Monsanto do Brasil e a
solugéo estoque foi preparada por dissolugéo do reagente em agua, resultando na
concentragdo 0,1 mg L.

Para o estudo voltamétrico da complexacdo Cu?*-glifosato foram utilizadas
solugbes de acido nitrico (Merck) e de nitrato de sodio (Sigma), ambas de
concentracdo 0,1 mol L™ e, também, uma solugdo de Cu?* (2,0 mg L") preparada
por diluicdo em agua de pureza Milli-Q de uma solu¢do padrao deste ion (Titrisol,
Merck).

Na otimizacdo das condigcbes experimentais para a determinagao
voltamétrica do glifosato utilizando eletrodo de Cu cinco diferentes solugdes foram

avaliadas como eletrolito suporte: nitrato de potassio (Sigma), pH 6,83; acido
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fosforico (Nuclear), pH 7,02; hidroxido de sédio (Biotec), pH 12,28, dihidrogénio
fosfato de potassio (Merck), pH 7,3 e pH 11,5; tampdo Pipes 0,025mol L™,
ajustado a pH 7,3. Todas essas solugdes apresentavam concentragéo 0,1 mol L
exceto a solugédo de Pipes, e os valores de pH foram ajustados com solugdes de
hidroxido de sddio e acido nitrico, ambas com concentragéo 0,1 mol L™,

Na validacdo do método proposto, utilizando o procedimento desenvolvido
por Bronstad e Friestad, utilizou-se brometo de potassio (Synth), acido cloridrico
37% (Merck) e solugbes de sulfamato de amoénio (Vetec) de concentragéo 0,1 g
mL™" e de nitrito de sédio (Synth) 10 g L™ (preparada a cada dia de trabalho devido

a facil oxidacao).
2.3. PROCEDIMENTO
2.3.1. Estudo voltamétrico da complexacédo Cu(ll)-glifosato

Para estudar a complexag¢do do ion cuprico com o glifosato, a voltametria
de redissolucdo anddica com pulso diferencial foi aplicada a titulacdo de uma
solugdo de glifosato, em pH = 3,3+0,1 com solugdo de Cu(NOs),. O eletrdlito
suporte utilizado foi NaNO3 0,10 molL™, sendo o pH do meio ajustado com solugao
de HNO3z 0,1mol L. ApoOs cada adicdo do Cu2+, a corrente era medida nas
condicdes selecionadas: potencial de deposi¢cao, -800mV; tempo de deposigao,
60s; tempo de equilibrio, 10s; velocidade de varredura, 10mV s™'; potencial inicial,
-800mV e potencial final, -200mV. A concentragao total de glifosato foi mantida
constante e em excesso durante toda a titulagdo (59,52 umol L), variando-se a
concentragdo do Cu?* entre 0,08 e 0,54 nmol L™, através da adicdo de aliquotas
da solucdo estoque deste ion. No valor de pH selecionado (ca. 3) a forma
predominante do herbicida apresenta duas dissociagdes (nos grupos fosfato e
carboxilico) e uma protonagéo no sitio amina (-NH,"-), conforme apresentado na
Figura 2. Essas condi¢gbes sdo importantes para avaliar a extensao da formacgao

do complexo Cu(ll)-glifosato.
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A constante condicional de estabilidade média para o complexo Cu(ll)-
glifosato, pode ser obtida a partir dos valores dos potenciais dos picos na

presenca (ML) e na auséncia do ligante (M), utilizando a equagao DeFord-Hume:

AE = Epm) — Epuy = (58,16/2) log (D Du)""2 - (58,16/2) log ([M1% / [M[°)
Sendo: [M]% =[2,3 (Dwm Dw)"? /8 1] . (tg [M])

Onde D ¢ o coeficiente de difusdo, [M]°; e [M]° sdo a concentracéo total do metal e
a concentragdo do ion metalico livre na gota de mercurio durante o tempo de
deposicao, respectivamente, e [M]; a concentracdo do metal total; ty € o tempo de

deposicao, 6 é a espessura da camada de difusdo e r € o raio do eletrodo.

2.3.2. Estudo e otimizacédo das condi¢cOes para a determinacdo voltamétrica

do glifosato utilizando eletrodo de Cu

O eletrodo de cobre metalico (99,9% de pureza) foi construido introduzindo-
se um bastdo de Cu (didametro de area exposta de 0,45 cm) em um tubo de
polietileno (seringa plastica para insulina de 1,0 mL), cuja ponta inferior foi cortada
no diametro do eletrodo; o bastdao metalico foi fixado com cola de silicone (Quilosa
— Orbasil). Anteriormente a cada série de medidas o eletrodo de cobre era polido
mecanicamente, para que qualquer espécie oxidada fosse removida, com uma lixa
d’agua 600, e depois foi lavado com agua destilada. Antes de iniciar as medidas o
eletrodo era pré-tratado a fim de estabilizar sua superficie, realizando-se uma
sequéncia de 30 ciclos entre os potenciais -0,4V a 0,4V (vs Ag/AgCl), no meio
otimizado. Este tratamento é importante, pois sendo a resposta baseada na
interacdo do ligante (glifosato) com ions Cu®* na superficie do eletrodo (Stulik et
al.,, 1988), é fundamental a formacdo de uma camada porosa passiva de
oxido/hidréxido de cobre.

Os voltamogramas na presencga de glifosato foram obtidos no meio tampéo
fosfato (eletrdlito suporte) (0,05 mol L) ajustado a pH 7,3 + 0,1, nas seguintes

condicdes instrumentais: velocidade de varredura, 10 mV s, tempo de
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modulacdo, 150ms; amplitude de modulacdo, 150mV; potencial inicial, -500mV e
potencial final, 200mV. A concentracdo da solugcdo de glifosato utilizada na
otimizacdo dos parametros foi 336 mg L™'. As medidas foram sempre realizadas
em temperatura ambiente, e nao foi necessario desaerar a solucéo, pois o pico de

corrente para o glifosato permanece idéntico com e sem prévias desaeragoes.
2.3.3. Avaliacdo do método proposto utilizando eletrodo de Hg

O método proposto para a determinagao de glifosato utilizando eletrodo de
Cu foi comparado ao procedimento desenvolvido por Bronstad e Friestad,
utilizando a voltametria de pulso diferencial e eletrodo de Hg. Neste procedimento,
faz-se necessario, inicialmente, obter o derivado do glifosato através de uma

reacao com nitrito de sodio.
2.3.3.1 Derivatizacao do glifosato

O derivado do glifosato foi preparado adicionando-se, em baldo volumétrico
de 50,0 mL, uma aliquota da solugdo do herbicida (1000 mg L™), 10,0 mL de HCI
5,0 mol L'1, 0,25¢g de KBr e 2,5 mL da solugdo de NaNO,. Apds 15 minutos, tempo
para completar a reacdo, 2,5 mL da solucdo de sulfamato de amoénio foram
adicionados para consumir o excesso de nitrito, e o volume foi completado com

agua de pureza Milli-Q.

2.3.3.2 Condi¢cdes experimentais para a determinacdo do glifosato por

voltametria de pulso diferencial

Os voltamogramas foram obtidos na presenca de 20,0 mL da solugéo de
HCl 1,25 mol L™ (eletrdlito suporte), nas seguintes condicdes instrumentais:
velocidade de varredura, 10 mV s, tempo de modulagdo, 50ms; amplitude de
modulacao, 50mV; tempo de equilibrio, 10s; potencial inicial, -500mV e potencial

final, -1000mV. As medidas foram sempre realizadas a temperatura ambiente. Foi
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necessario desaerar a solugdo, borbulhanddo-se N, durante 300s (primeiras
medidas) e por 30s nas seguintes; um fluxo constante de N, foi mantido sobre a

superficie da solugao durante todas as medidas.
2.4. DETERMINACAO DO GLIFOSATO EM AGUAS DE SUPERFICIE
2.4.1. Determinacédo voltamétrica utilizando eletrodo de Cobre

O método proposto foi avaliado procedendo-se a determinacéo do glifosato
em amostras de aguas de superficie; 5,0 mL da amostra (apods filtracdo em filtro
de membrana 0,45um) e 5,0 mL da solugdo do tampao fosfato 0,1 mol L
(pH=7,3) eram adicionados a cela voltamétrica.

Em amostras de aguas de mina, utilizadas para abastecimento, ndo foi
detectada a presenca do herbicida. A concentracdo de glifosato em amostra
coletada na represa de Taquarucu, municipio de Sandovalina, Estado de Sao
Paulo, foi determinada diretamente, através da curva analitica, e também pelo
método da adigdo do analito (trés adigbes sucessivas da solugdo padrao do

glifosato).
2.4.2. Determinacao voltamétrica utilizando eletrodo de Mercurio

A preparagdo da amostra de agua foi realizada conforme descrito
anteriormente (2.3.3.1) adicionando-se 25,0 mL da amostra em baldo volumétrico
de 50,0 mL. Para estas determinagdes escolheu-se utilizar o método da adi¢cdo do
analito; neste caso, aliquotas da solugdo padrao do glifosato eram adicionadas
aos baldes antes da adicdo dos demais reagentes, procedendo-se como descrito
acima. Para a medida voltamétrica, foram adicionados na cela voltamétrica, 10,0
mL da solucdo da amostra apds a reagao de derivatizacdo e 10,0 mL de HCI 2,5

mol L.
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Capitulo 3 - RESULTADOS E DISCUSSAO

Com o objetivo de determinar quantidades-tragos de glifosato utilizando
métodos voltamétricos procurou-se, primeiramente, avaliar a possibilidade da
aplicacao da voltametria com pulso diferencial (VPD), com eletrodo de gota
pendente de mercurio. Como, independentemente do meio utilizado, o glifosato
nao € eletroativo com este eletrodo — o0 que, conforme mencionado anteriormente
impede a determinacao direta deste herbicida com este eletrodo — buscou-se obter
um produto derivado do glifosato com caracteristicas de eletroatividade que
permitissem a utilizagdo ainda do eletrodo de Hg. Para tal, considerando a
estrutura do glifosato, estudou-se a determinagéo voltamétrica apds reagdo com
dissulfeto de carbono, com formagdo do acido ditiocarbamico (Meites, 1963).
Entretanto, este procedimento ndo se mostrou adequado (a resposta voltamétrica
independe da concentracdo do glifosato), havendo inclusive, nas condigdes
utiizadas, uma degradacdo do produto da reacdo, verificada através da

espectrofotometria de absorg¢ao no UV.

3.1. Estudo do sistema Cu?'-glifosato por Voltametria de Redissolucéo

Andédica com Pulso Diferencial

Sendo conhecida a formacdo do complexo Cu®'-glifosato, procurou-se
avaliar uma determinacdo do herbicida na presenga de ions Cu®*. Com este
objetivo, inicialmente foram realizadas titulagbes voltamétricas do glifosato com
adicdes de Cu®, utilizando o eletrodo de Hg (VRAPD). Os voltamogramas
referentes a formacédo do complexo Cu?*-glifosato, com sucessivas adi¢gdes do ion

metalico estdo apresentados na Figura 6.
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Figura 6. Voltamogramas para o sistema Cu2+-glifosato por VRAPD.Concentragdo do glifosato 60
umol L. Concentragdes adicionadas de Cu** (nmol L™): (a) 0,08; (b) 0,15; (c) 0,23; (d) 0,31; (e)
0,39; (f) 0,46 e (g) 0,54. Eletrdlito Suporte: NaNO; 0,1 molL™ pH=3,3; potencial de deposicao, -
800mV; tempo de deposigéo, 60s; velocidade de varredura: 10mV st E,: -68,7 mV.

A analise da curva de titulagao para o sistema glifosato-Cu(ll) (Figura 7) e
os valores dos potenciais do pico do cobre em cada ponto, indicaram a formacao
de complexos labeis nas condi¢cdes de trabalho e para o intervalo de concentragao
de cobre utilizados, com deslocamentos negativos do potencial do pico do Cu®" na
presenca do complexante glifosato (Rollemberg et al., 1999), conforme mostrado

na Figura 8.

21



140 -

120 -

100 -

80 -

i,nA

60 -

20 ~

20 30
Cu(ll), ug/L

40 50 60

Figura 7. Curva de titulago voltamétrica do glifosato em NaNO; 0,1 molL™ (pH=3,3). C(glifosato):

60 pumol L™, (-----): curva analitica para Cu(ll) na auséncia de glifosato; ( ™ ): pontos experimentais

para a titulagcao voltamétrica
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Figura 8. Variagdo do potencial do pico com a adigéao de Cu®' na titulagado voltamétrica do glifosato

(C=60 umol L'1) (™). Potencial de meia onda do Cu(ll) na auséncia do glifosato (

).

A partir dos dados de intensidade de corrente do pico e da variagao do

potencial dos picos, apdés cada adicdo do titulante Cu®*, foram calculados os

valores para a constante condicional de estabilidade média para o complexo Cu?*

-glifosato, utilizando a equagdo DeFord-Hume (Rollemberg, 1999), conforme

apresentado na Figura 9. A constante condicional média diminui com o aumento
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do grau de ocupacdo dos sitios de complexacdo (®),indicando ocorrer
primeiramente a complexagdo com os sitios de maior afinidade, tal como se da a
complexacdo dos ions metalicos com microorganismos ou com moléculas
complexas (acidos humicos, por exemplo) nos ambientes aquaticos. Também
observou-se um pequeno grau de heterogeneidade no ligante (Figura 9), o que
pode ser atribuido a presenga dos diferentes grupos disponiveis para

complexacao nas condigdes experimentais utilizadas.
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Figura 9. Distribuicdo das constantes condicionais de equilibrio (K) para o sistema Cu2+-glifosato

em func¢ao da ocupacgao dos sitios de complexacgao ().

Os valores determinados para a constante condicional média para o
sistema Cu?*-glifosato indicam a formagdo de complexos com estabilidade
elevada. Este € um dado importante em estudos ambientais, uma vez que a
formacdo de complexos entre ions metalicos (como o Cu®*) é capaz de interferir
fortemente na distribuicdo das formas destes ions nos solos com aplicacdo do

herbicida e/ou na sua disponibilidade para as plantas.
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A partir das informacdes obtidas neste estudo verificou-se nao ser viavel
uma determinagao indireta do glifosato utilizando o eletrodo de Hg através das
medidas da intensidade de corrente do ion Cu®* na presenca do herbicida, devido

as caracteristicas do complexo formado e a sensibilidade da técnica voltamétrica.
3.2. Utilizagdo do eletrodo de Cobre

Considerando a limitagao da faixa de potenciais em que o eletrodo de Hg é
util, procurando uma possibilidade de determinagdo do glifosato sem etapas de
reacdes prévias e sendo evidente a capacidade de interacdo Cu(ll)-glifosato,
procurou-se avaliar o uso do eletrodo de cobre na determinacdo direta do
glifosato. Entdo, sdo aqui descritos os estudos referentes a otimizagcdo das
condigdes analiticas para a determinagao direta do glifosato utilizando eletrodo de
Cu.

Muitos autores tém estudado a eletroquimica do Cu em meio basico, onde
ocorre a formacgéo de espécies oOxido/hidroxido na superficie do eletrodo (Lorimer
et al., 2004; Torto et al., 1999). Desta maneira, conforme a proposta do trabalho e
a fim de melhor compreender a resposta do eletrodo, realizou-se uma voltametria

ciclica no eletrodo de Cu metalico em solugéo de hidroxido de sédio 0,1 mol L.
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Figura 10. Voltamograma ciclico no eletrodo de cobre em 0,10 mol L™ NaOH (velocidade de
varredura 100 mV s'1). As varreduras foram realizadas, primeiramente, do potencial mais negativo
para valores mais positivos de potenciais. (a) Cu(0)/Cu(l): -0,34V;(b) Cu(l)/Cu(ll): -0,11V; (c) Cu
(11)/Cu(l):-0,50V e (d) Cu (l)/Cu(0): -0,81V.

O voltamograma (Figura 10) apresentou dois picos anodicos e dois picos
catddicos bem definidos, os quais correspondem as seguintes reagdes redox: (a)
oxidagdo de Cu(0)/Cu(l) com potencial em torno de —-0,34 V; (b) oxidagdo de
Cu(l)/Cu(ll) com potencial em torno de —0,11 V; (c) redugao de Cu(ll)/Cu(l) com
potencial em torno de —0,50 V; e (d) redugdo de Cu(l)/Cu(0) com potencial em
torno de -0,81 V. Portanto, o primeiro pico anddico (Ep.= -0,34 V) é atribuido a
formag&o do oxido cuproso e o segundo pico anddico (Epa= -0,11 V) é referente a
formagao da camada passivadora contendo espécies de Cu(ll) e Cu(l) (Lorimer et
al., 2004); este comportamento € o mesmo observado anteriormente (Luo e
Baldwin, 1995) . A camada passivadora formada na superficie do eletrodo € uma
mistura de Oxidos/hidréxidos de cobre, e tem sido sugerida a presenca de
Cu/Cu20/CuO/Cu(OH), (Lorimer et al., 2004). Segundo Survila e colaboradores

(Survila et al., 2005) estes 6xidos podem ser formados na superficie do eletrodo
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de cobre por varios processos, € um dos mecanismos sugeridos € a simples
oxidagdo de cobre. lons cuprosos (Cu®), resultantes da oxidacéo na superficie do
eletrodo, reagem OH’, resultando na formagao Cu;0.
2Cu + 20H — Cu0 + HO + 2¢

A formagdo da camada passivadora é fortemente dependente das
condicbes da superficie do eletrodo, do meio i6nico e do pH, e também da
concentragao de oxigénio (Survila, et al., 2004). Na presenga de complexantes de
Cu(ll) a concentragdo do ion Cu®* e a velocidade da formacdo do 6xido dependem
da natureza e da concentragao destes ligantes (Coutinho and Mazo, 2005). Este
comportamento sugere que espécies capazes de formar complexos com os ions
cupricos, tais como o glifosato, podem ser determinadas utilizando eletrodos de
Cu, explorando o efeito da formagao do complexo sobre a intensidade da corrente

do pico anddico do Cu.
3.2.1. Efeito da natureza do eletrdlito suporte e do pH

O comportamento voltamétrico do glifosato utilizando eletrodo de cobre foi
examinado em diferentes eletrolitos suportes (0,1 mol L'1): nitrato de potassio, pH
6,83; acido fosférico, pH 7,02; hidréxido de sédio, pH 12,28; dihidrogénio fosfato
de potassio, ajustado para diferentes valores de pH (6,52; 6,90; 7,30; 7,75, 8,20 e
11,50) e tampao PIPES (0,025mol L) também em diferentes valores de pH (7,30;
8,53; 9,51 e 10,21). Para valores de pH inferiores a 7 houve oxidagdo na
superficie do eletrodo e a solugdo adquiriu coloragdo azul, indicando nao ter
havido a formagdo da camada passivadora. Schindler (Billo, 1974) demonstrou
que a solubilidade do 6xido cuprico é dependente da presenga de ions hidrogénio,

como ilustrado pela equagéo a seguir.

CuO) + 2H — Cu(ll) + H,0

O estudo para o glifosato nos diferentes eletrdlitos mostrou que o eletrodo

de Cu apresenta melhor resposta em solugdes com pH proximo a 7, sendo a
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resposta também fortemente dependente da natureza dos ions em solugcdo. Uma
maior sensibilidade foi observada na presenca do tampao fosfato (Stulik and
Pacakova, 1988). Em meio fosfato pH 7 ha formagdo da camada passivadora e
provavelmente os 6xidos e/ou hidroxidos que se formam sio estabilizados neste
meio, o que € demonstrado também pela reprodutibilidade das correntes anddicas.

Em continuidade nos estudos de pH, no voltamograma (VC) (Figura 11)
registrado no meio tamponado (tampéao fosfato, pH~7,3) verificou-se a presenca
de um unico pico anodico (Epa= 0,047 V) e dois picos catodicos (Epc1 = -0,42 V;
Epc2 = -0,65 V). O pico anddico indica a oxidagdo do Cu a oxido cuprico, ndo
sendo observado o pico relativo a formacdo do o6xido cuproso. A analise do
voltamograma indica ndo haver formagdo da camada passivadora do Oxido
cuproso na varredura positiva, o que sugere a dissolugédo do 6xido cuprico na
solugdo como principal processo. Entretanto, a presenca de espécies de Cu® é
indicada na varredura negativa, onde sédo observados dois picos catddicos -
redugdo dos compostos de Cu®* (CuO e Cu(OH),) a Cu,O, e posterior reducéo do
oxido cuproso e do Oxido cuprico remanescente a cobre metalico. Isto € possivel
devido a baixa condutividade do oOxido cuproso formado primeiramente, que
dificulta a reducdo do 6xido cuprico a 6xido cuproso e a reducgao direta do oxido
cuprico a cobre (Lorimer et al., 2004). Ocorrendo a formacéo do 6xido cuprico e
sua dissolugdo na solugdo como principal processo, na presenca de ligantes os

efeitos da complexacéo tornam-se importantes e devem ser considerados.
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Figura 11. Resposta (voltametria ciclica) do eletrodo de cobre no meio tamponado (tampao fosfato,
pH~7,3); velocidade de varredura, 100 mV s™; pico anddico: Ep,= 0,047 V; picos catédicos: Epeq = -
0,42 V; Epp =-0,65 V.

A partir deste estudo — natureza do meio eletrolitico e pH —, definiu-se o uso
do tampéo fosfato (pH=7,3) como a condicdo mais adequada a determinacao do
glifosato utilizando eletrodo de Cu. Realizou-se, entdo, uma série de experimentos
visando obter um procedimento analitico que permita a determinagcéo de baixas

concentragdes do glifosato.

3.2.2. Efeito da concentracédo do eletrélito suporte

Definido o meio — tampé&o fosfato pH 7,3 + 0,1, a resposta para o glifosato
utilizando eletrodo de Cu foi também examinada em solu¢gdes com diferentes
concentracdes do eletrdlito selecionado, no intervalo entre 1x10° e 0,5 mol L. A
maior intensidade da corrente do pico anddico do glifosato, com picos de corrente

bem definidos, foi observada para valores de concentracdo do tampao fosfato
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préximos a 0,05 mol L™ (Figura 12), valor este escolhido para o desenvolvimento
do trabalho.

5.0x10™ -

4.5x10™" 4

4.0x10"

3.5x10 1

3.0x10™ -

2.5x10™

2.0x10™*

1.5x10™ -

1.0x10™

i/A

5.0x10° -

0.0 S

| |
-06 -05 -04 -03 -02 -0.1 0.0 0.1 0.2 0.3
E/V Vs Ag/AgCl

Figura 12. Voltamogramas por Voltametria de Pulso Diferencial utilizando eletrodo de cobre. Curva
em vermelho, tampéo fosfato pH 7,3+ 0,1, forga idnica 0,1mol L™'; curva em azul, glifosato: 336 mg
L-1

Além das condi¢cdes do meio, o sucesso das medidas voltamétricas
depende ainda de varios outros parametros instrumentais, tais como a velocidade
de varredura, a duracdo e a amplitude do pulso de potencial. Como estes
parametros afetam a intensidade da corrente do pico voltamétrico e, portanto, a
sensibilidade, foram também otimizados para a determinagdo do glifosato com

eletrodo de cobre.
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3.2.3. Otimizacao das condicdes instrumentais

O efeito da velocidade de varredura no comportamento voltamétrico (VPD)
do eletrodo de Cu na presencga do glifosato foi investigado para valores entre 1 mV
s’ e 50mV s”. Os voltamogramas apresentados na Figura 13 indicam pequena
sensibilidade para as menores velocidades de varredura e alargamento dos picos
de corrente para maiores valores de velocidade e, a partir deste conjunto de
medidas, definiu-se o valor 10 mV s para a determinagdo do glifosato com o

eletrodo de Cu.
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Figura 13. Voltamogramas obtidos em diferentes velocidades de varredura (mV s™) : (a) 1; (b) 2; (c)
5; (d) 10; (e) 25; (f) 50. Meio, 0,05 mol L™ tampao fosfato pH 7,3 + 0,1; concentragéo de glifosato:
336 mg L™

Com o aumento da velocidade de varredura houve um aumento na
intensidade da corrente do pico anddico, embora de forma nao linear. Entretanto,

foi observada uma variagao linear da intensidade de corrente com o0 aumento da
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raiz quadrada da velocidade de varredura (I, (A) = 0,0163 (VV)"? (V s™), r?= 0,96;
n=7), o que indica um processo controlado por difusdo. Isto s6 & possivel se o pico
anddico é devido a formacdo de uma camada espessa de Oxido e/ou hidroxido de
cobre, através da qual a difusdo das espécies é responsavel por definir o processo
total (Lorimer et al., 2004).

A intensidade da corrente do pico anddico na presencga do glifosato diminuiu
com o aumento do tempo de modulag&o no intervalo entre 25 — 200ms. Escolheu-
se como tempo de modulacido mais adequado 150ms, pois o pico de corrente

apresenta-se menos largo e melhor definido (Figura 14).
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Figura 14. Voltamogramas obtidos com diferentes tempos de modulagédo (ms): (a) 25; (b) 50; (c)
75; (d) 100; (e) 150; (f) 200. Meio, 0,05 mol L' tampao fosfato pH 7,3 + 0,1; concentragdo de
glifosato: 336 mgL™; VW =10mV s™.
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Também o efeito da amplitude da modulacdo sobre a intensidade da
corrente do pico anddico para o glifosato foi avaliado, para valores entre 10 a 200
mV. Escolheu-se a amplitude de modulagdo de 150 mV como valor mais
apropriado, pois ndo ha prejuizo na sensibilidade e o pico de corrente obtido é
bem definido.

As condigdes analiticas otimizadas sédo apresentadas na Tabela 1.

Tabela 1. Pardmetros otimizados para a determinagdo voltamétrica de glifosato

utilizando eletrodo de cobre (E, = - 187 mV)

Parametro Condigdo Otimizada

Eletrélito suporte e pH 0,05mol L™ tampao fosfato, pH 7,3 + 0,1
Velocidade de Varredura 10mV s

Duracéo do pulso 150 ms

Amplitude do pulso 150 mV

Intervalo entre pulsos 200 ms

Potencial Inicial - 500 mV

Potencial Final 200 mV

Uma vez otimizadas as condicbes analiticas para a determinagao
voltamétrica do glifosato utilizando eletrodo de cobre, foram determinados os
valores caracteristicos do método. Os voltamogramas referentes a diversas
concentragcbes de glifosato, obtidos nas condigbes anteriormente otimizadas séo

mostrados na Figura 15.
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Figura 15. Voltamogramas por Voltametria de Pulso Diferencial utilizando eletrodo de Cu na
presenca de diversas concentracdes de glifosato (mg L'1): (a) 0,10; (b) 0,20; (c) 0,30; (d) 0,40; (e)

0,50. Condig¢des conforme Tabela 1.

A curva analitica, definida a partir dos valores das correntes de pico para
concentragdes no intervalo 0,1 a 0,4 mg L”, conforme os voltamogramas
apresentados na Figura 15, obedece a relagdo linear: |, (WA) = 76,67 C (mg L™ (r?
= 0,9891) (Figura 16). Os limites de deteccao e de quantificacdo, calculados a
partir do desvio padrdo o de um conjunto de 10 medidas do branco (LD=3c
/inclinagdo e LQ=10c /inclinagao) (Valcarcel, 2000), foram 59 ug L' e 196 ug L™,
respectivamente. Estes valores apontam a adequacao do procedimento proposto
a determinacao de glifosato em amostras de aguas.

A repetibilidade do método foi determinada através da medida de cinco
replicatas de solugdes de glifosato (0,1 mg L™); o desvio padrao relativo calculado
foi 0,06%. Os resultados obtidos mostraram que o uso do eletrodo de Cu na

determinagao voltamétrica do glifosato por VPD pode ser uma alternativa simples,
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rapida e adequada a determinacdo de residuos do herbicida em amostras

ambientais.
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Figura 16. Curva analitica para glifosato utilizando eletrodo de Cu (r2= 0,9891). Meio, tampéo

fosfato 0,05 mol L™, pH 7,3. Condi¢des experimentais conforme Tabela 1.

Considerando o interesse em técnicas sensiveis para monitorar baixos
niveis de glifosato, a aplicacdo da VPD com eletrodo de Cu foi investigada para
determinar residuos do herbicida em amostras de aguas de superficie e de
abastecimento. Nas amostras de agua de abastecimento (agua de mina) nao foi
detectada a presenca do glifosato. A curva i, vs ¢ tragada para adigbes de
quantidades conhecidas do glifosato a estas amostras mostrou o mesmo
comportamento da curva analitica (I, (WA) = 76,17 C (mg L™); r* = 0,9871), o que
sugere nao haver interferéncias na determinagéo direta do glifosato pelo método
proposto.

Os voltamogramas obtidos para uma amostra de agua coletada na Represa
Taquarugu (municipio de Sandovalina, Estado de Sdo Paulo) com e sem adigéo
de glifosato s&o apresentados na Figura 17, onde se observa o aumento do pico
anddico com a adi¢do do herbicida, de acordo com a equacao: |, (MA) = 41,3C (mg
L") + 7,58 (r*=0,9986) (Figura 18). A concentracdo de glifosato nesta amostra,
determinada em triplicatas, pela curva analitica e pelo método da adicdo do

analito, foi 0,18 mg L". Esta concordancia implica ndo haver interferéncias
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significativas da matriz, sendo possivel a determinacéo direta do glifosato, sem a
necessidade de qualquer pré-tratamento da amostra. Este valor determinado para
glifosato na amostra coletada leva a classificacao “classe 3” (valor maximo 0,28
mg L'1) — sendo, portanto, necessario um tratamento adequado para consumo

humano (Resolugdo Conama n° 357/2005).
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Figura 17. Voltamogramas por Voltametria de Pulso Diferencial utilizando eletrodo de Cu para uma
amostra de agua de superficie com e sem adigdo de glifosato. Concentragbes adicionadas de
glifosato (mg L™): (a) 0; (b) 0,24; (c) 0,30 e (d) 0,42. Meio: 0,05 mol L™ tampéo fosfato pH 7,3 + 0,1.
Condicdes conforme Tabela 1.
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Figura 18. Curva pelo método da adigao do analito, utilizando eletrodo de Cu para uma amostra de

agua de superficie. Condi¢des experimentais conforme Tabela 1.

Para avaliar o método proposto, as amostras de agua foram também
analisadas segundo o método descrito na literatura utilizando o eletrodo de Hg,
apos uma reacao de derivatizagao (Bronstad and Friestad, 1976). A molécula do
glifosato apresenta em sua estrutura um grupo amina secundaria que pode ser
convertido ao grupo N-nitroso pela reagdo com nitrito, e este grupo é reduzido
facilmente, tornando possivel sua determinagao voltamétrica com eletrodo de Hg.
Voltamogramas para diferentes concentragdes do glifosato derivatizado estao
apresentados na Figura 19. Em cada uma das solugdes foi também investigada a
presenca de quantidades residuais de nitrito (teste espectrofotométrico com
reagente NitriVer, LD = 0,001), uma vez que esta espécie pode causar
interferéncia nas medidas voltamétricas; ndo foi detectado nitrito nas solugdes

utilizadas para a determinagao voltamétrica com eletrodo de Hg.
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Figura 19. Voltamogramas por Voltametria de Pulso Diferencial utilizando eletrodo de Hg, para
diversas concentracdes de glifosato derivatizado (mg L'1) (a) 1,50; (b) 2,00; (c) 3,00; (d) 4,00; (e)
6,00 e (f) 8,00. Eletrélito Suporte: 1,25 mol L HCI; VV =10 mV s™"; Ep = -700mV.

A intensidade da corrente do pico catdédico apresentou uma variagao linear
com a concentragdo de glifosato derivatizado em todo o intervalo investigado (1,5
— 8mgL™) (Figura 20). Os limites de detecgdo e de quantificagdo determinados
foram, respectivamente, 41 pg L' e 136 pg L7, valores estes bastante
semelhantes aos encontrados anteriormente (Bronstad and Friestad, 1976). A
fungdo linear que descreve a curva analitica é ipa(A) = 7 x 10° C(g L) (©* =
0,9994).
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Figura 20. Curva analitica para derivado N-nitroso do glifosato utilizando eletrodo de Hg (r2
0,9994). Eletrélito Suporte: 1,25 mol L™ HCI; VW =10 mV s™.

A concentracdo determinada pelo método da adicdo do analito para a
amostra de agua natural analisada (Tabela 2) foi 0,21 mg L. Este valor é
estatisticamente semelhante aquele determinado conforme o método desenvolvido
utilizando o eletrodo de Cu (teste t) (Gongalves, 2001). Portanto, o procedimento
aqui proposto pode ser aplicado a determinagéo direta de glifosato em amostras

de agua sem necessitar de etapas preliminares a medida voltamétrica.

Tabela 2. Concentragdo de glifosato em amostra de agua de rio (mg L)
determinada através da voltametria com eletrodo de Cu e eletrodo de Hg

Método da Curva Método da Adigao do Analito

Analitica
Eletrodo de Cu 0,18+0,01 0,18+0,01
Eletrodo de Hg -—-X--- 0,21+0,02

---X---: ndo investigado; resultados apresentados como médias + desvio padréo
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Capitulo 4 - CONCLUSAO

Muitos trabalhos tém sido realizados — quanto aos efeitos possiveis no
ambiente e no homem, as reagdes em que pode participar e a determinagédo em
amostras ambientais ou de alimentos - em fungédo da ampla utilizagdo do glifosato.
Devido as suas propriedades herbicidas de amplo espectro, isto €, por ser nao
seletivo, sistémico e pouco toxico a animais, como discutido, o glifosato tornou-se
o0 mais utilizado no mundo, aumentando a necessidade de monitoramento deste
composto, ao nivel de tracos, principalmente nos sistemas aquaticos, depositarios
finais de contaminantes ambientais.

Na busca por métodos que aliem caracteristicas desejaveis para os estudos
ambientais, a rapidez, o baixo custo das analises, a facilidade no manuseio da
instrumentacdo e os baixos limites de detecgdo fazem das técnicas
eletroanaliticas uma alternativa extremamente viavel as tradicionais técnicas
cromatograficas, para deteccdo de glifosato em aguas superficiais. Neste
contexto, embora ndo sejam muitas vezes de uso tdo simples como o eletrodo de
Hg, os eletrodos metalicos apresentam interesse crescente devido ao mecanismo
envolvido nas medidas voltamétricas, que os torna mais seletivos. Entretanto, a
essa vantagem pode estar aliada uma menor sensibilidade, e este é um aspecto
fundamental nos estudos ambientais.

Este estudo descreve uma nova alternativa para a determinacdo de
glifosato baseada na voltametria com eletrodo de Cu, sem necessitar de reagdes
prévias. As condicbes analiticas foram otimizadas visando conseguir uma
sensibilidade adequada aos niveis maximos permitidos pela legislagao existente e
os resultados experimentais demonstram que o método proposto pode ser
utilizado na analise de amostras ambientais aliando rapidez, sensibilidade,

simplicidade, baixo custo e obedecendo ao conceito de “método limpo”.
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