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RESUMO

CARIOCA, Leonardo Justino, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, outubro de
2017. Sensor colorimétrico a base de polidiacetileno para detecgcao de
agrotoxicos em agua. Orientador: Nélio José de Andrade. Coorientadores: Ana
Clarissa dos Santos Pires e Wilmer Edgard Luera Pefa.

Os agrotéxicos sao produtos e agentes de processos fisicos, quimicos ou
biologicos utilizados para o controle de pragas, doengas e plantas daninhas que
acometem as plantagbes de todo o mundo. Eles representam um grande risco a
saude da populagdo por conter compostos cancerigenos e provocarem doencgas
que podem levar a morte. Geralmente, a deteccdo desses compostos na agua é
realizada por métodos cromatograficos que envolvem alto custo e requer
profissionais capacitados. O objetivo dessa pesquisa foi desenvolver um método
alternativo para deteccdo de determinados agrotoxicos em agua por meio um
sensor colorimétrico utilizando vesiculas de polidiacetieno (PDA). Para
desenvolver o sensor, foram prepadas vesiculas de 10,12 acido pentacosadindico
(PCDA) + 10, 12- acido tricosadinodico (TRCDA) com adi¢ao de esfingomielina (ES)
+ colesterol (CO). Dentre nove produtos comerciais testados, apenas quatro
suspensdes mudaram a cor quando incubados em banho-maria a 32 °C nos
tempos de 0 h, 24 h e 48 h. Os produtos comerciais testados foram Roundup
Original® (herbicida) 52% m/v, Tacora® 250EW (fungicida) 25% m/v, Decis® 25EC
(deltametrina) 2,5% m/v (inseticida) e FEGATEX® (tensoativo/fungicida) 10% m/v.
Ao avaliar a quantidade minima de deteccao (QMD) pode-se observar que a
transicdo de cor ocorreu, sendo o fungicida o que obteve a menor QMD (300 mg/L)
e o inseticida a maior (720 mg/L). As suspensdes de vesiculas foram contaminadas
com s olugdes desses agrotdxicos nas seguintes concentragdes 0 ug-L™, 180 ug-L”
1250 ug-L™", 400 pg-L", 500 pg-L™, 600 pg-L", 750 pg-L™", 850 ug-L™", 1000 pg-L™",
1200 pg-L'1 e 1500 pg-L'1 dos principios ativos .A mudanca da cor azul foi
percebida sem, no entanto, diferenciar as concentracboes. Essas diferencas foram

detectadas somente pela determinacao das Respostas Colorimétricas (RC).



ABSTRACT

CARIOCA, Leonardo Justino, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, october,
2017. Colorimetric sensor based on polydiacetylene for the detection of
pesticides in water. Advisor: Nélio José de Andrade. Co-advisors: Ana Clarissa
dos Santos Pires and Wilmer Edgard Luera Pefia.

Agrochemicals are products and agents of physical, chemical or biological
processes used to control pests, diseases and weeds that occur as plantations all
over the world. They pose a major health risk to the population because they
contain carcinogenic compounds and cause diseases that can lead to death.
Generally, a detection of compounds in water is performed by chromatographic
methods that involve high cost and trained professional requirements. The objective
of this research is to develop an alternative method for the detection of certain
pesticides in water by means of the colorimetric sensor using the polydiacetylene
vesicles (PDA). For the development of the sensor, vesicles of 10.12
pentacosadinoic acid (PCDA) + 10, 12-tricosadinoic acid (TRCDA) were prepared
with addition of sphingomyelin (ES) + cholesterol (CO). Among nine commercial
products tested, only four suspensions changed color when incubated in a water
bath at 32 ° C at 0 h, 24 h and 48 h times. The commercial products tested were
Roundup Original® (herbicide) 52% m / v, Tacora® 250EW (fungicide) 25% m / v,
Decis® 25EC (deltamethrin) 2.5% m / v (insecticide) and FEGATEX® / fungicide)
10% m / v. In order to evaluate a minimum amount of detection (QMD), it can be
observed that a transition of labor, with the fungicide being the lowest QMD (300
mg / L) and the largest insecticide (720 mg /L) . A-1, 180 ug - L-1, 250 pg - L-1,
400 pg - L-1, 500 pg - L-1, 600 pg - L-1, 750 ug - L-1, 850 pg - L-1, 1000 ug - L-1,
1200 pg - L-1 and 1500 ug - L-1 of the active principles. The change of the blue
color was perceived without, however, differentiating the concentrations. These

images were detected only by determination of the Colorimetric Responses (CR).



1.0. INTRODUGCAO

A agua é um bem indispensavel a vida e sua disponibilidade é primordial
para a manutengdo dos ecossistemas. Sua qualidade esta diretamente ligada a
saude publica, por isso deve atender requisitos que garantam sua potabilidade.
Embora seja essencial a vida, a agua pode apresentar contaminacdes de diversas
formas, o que pode comprometer a sua qualidade.

No Brasil, as principais formas de contaminagdo da agua sdo os esgotos
langados em rios e lagos, os aterros sanitarios sem infraestrutura, garimpos com o
despejo de materias toxicos e metais pesados, residuos industriais, e a agricultura
com os agrotdxicos, que se fixam no solo contaminando aguas subterraneas e que
escoam com a irrigagao sendo arrastados para os rios e lagos. Os agrotoxicos sdo
largamente utilizados no Brasil, e uma das principais preocupag¢des dos o6rgaos de
saude publica.

Estudos revelam que a exposi¢cdo aos agrotdxicos pode promover diversas
doengas como disturbios mentais, infertlidade, ma-formagéo, além de alguns tipos
de cancer.

Diante desse cenario, 6rgaos governamentais tém estabelecido limites
maximos dessas substancias contaminantes cada vez menores.

Métodos normalmente empregados para detecgao dessas substancias como
espectrometria de massas, cromatografia a gas e cromatografia liquida de alta
eficiéncia, utilizam equipamentos caros, e ainda, requer mao de obra qualificada e
analises laboriosas.

Assim, surge a necessidade de aplicar outros métodos analiticos, além dos
ja existentes, que detectem residuos de agrotdéxico em amostras de agua.

Diante disso, pesquisadores tém investigado métodos alternativos as
técnicas convencionais para deteccao de residuos de agrotdéxicos em diversas
matrizes. Em estudos recentes, sensores a base de polidicacetilenos (PDA) foram
bastante investigados para a detec¢cdo de diversas substancias, tais como
tensoativos, sanitizantes, triclorometano, dentre outras. O desenvolvimento e o
aprimoramento desses sensores tém sido grande aposta cientifica para a redugéo

de custos, a possibilidade de portar os sensores e o tempo de analises, vantagens



que tornam viavel a utilizagdo em diversos locais. Os sensores de PDA se
caracterizam por apresentar coloracao inicial azul e apdés uma interagéo de fatores
tais como as alteragdes estruturais, quimica ou fisica, pode culminar na mudanca
de cor dos PDA. Essas mudancas podem ser facilmente percebidas pelo espectro
de absorcdo no UV-visivel, ou até mesmo visualmente, tornando uma alternativa

promissora as técnicas convencionais existentes.

2.0. OBJETIVOS

21. Objetivo geral

Utilizar vesiculas de polidiacetileno para detectar os residuos de agrotéxicos

em agua potabilizada.

2.2. Objetivos especificos

e Utilizar vesiculas de 10,12 acido pentacosadindico (PCDA) + 10, 12- Acido
tricosadindico (TRCDA) com adigao de esfingomielina (ES) + colesterol (CO)
(PCDA/TRCDA/ ES+CO) como indicador da presenca de agrotéxicos em
agua potavel;

e Selecionar dentre nove agrotoxicos comercias aqueles capazes da
provcocar mudangas na cor do (PCDA/TRCDA/ ES+CO);

e Avaliar o efeito das concentragdes dos agrotoxicos na resposta colorimétrica
(RC);

e Determinar a quantidade minima de detec¢cdo (QMD) dos agrotdxicos

selecionados.



3.0. REVISAO DE LITERATURA

3.1. Consideragoes gerais

As bacias hidrograficas tém sido afetadas pela atividade humana que altera
as caracteristicas, o equilibrio e a dindmica dos recursos naturais. Essas
alteragbes estao associadas com o aumento na geragao de cargas poluentes que
atingem os sistemas hidricos, tornando a agua imprépria para o consumo (NORA,
2016).

A atividade humana gera contaminacdes tais como, esgotos domésticos,
efluentes de industrias, da suinocultura, de acidentes ambientais e da agricultura,
em que se destacam os agrotdoxicos (ALMEIDA, 2013; ANVISA, 2012; FIA, 2015).
A contaminagdo dos recursos hidricos por residuos de agrotéxicos dificulta o
tratamento de agua, por exigir tecnologia avangada para torna-la potavel (NETO e
SARCINELLIA, 2009).

Esses residuos podem entrar na cadeia trofica dos animais por meio do
consumo de agua contaminada, que é acelerada por meio da lixiviagdo, o que
amplia os danos desses agentes quimicos para outras regides, além de contaminar
aguas subterraneas. A capacidade de fixagcdo dos agrotéxicos nos ambientes é
uma das principais causas da contaminagao da agua. Seus residuos sao de dificil
degradacgéao, o que contribui para sua acumulagéo no solo (PEREIRA, 2015).

Conhecendo os prejuizos causados aos recuros hidricos, em fun¢do da
contaminagao por agrotéxico, € primordial adotar medidas de controle como forma
de preservar o equilibrio do ecossistema (MIORIN et al., 2016). Com isso, é
necessario o gerenciamento dos recursos hidricos, com a finaldade de monitorar a
qualidade de agua para garantir a integridade de suas caracteristicas fisica,
quimica e bioldgica (KNAPIK, 2009; TORRES, 2015). Nesse sentido, estudos tém
revelado a infinidade de aplicagdes dos polidicacetilenos (PDA) como sensores
colorimétricos, atribuindo-lhes uma alternativa viavel aos métodos convencionais
que sao caros, laboriosos alem de demandar mao de obra especializada
(NOPWINYUWONG, 2014; LU et al, 2014). Em contrapartida, os sensores de PDA
possuem baixo custo, facilidade de manuseio e transporte, tempo de analise entre



outros, podendo apresentar resultados favoraveis na deteccdo de residuos de

agrotoxicos em agua potavel.

3.2. Legislacao sobre qualidade de agua

No Brasil, 6rgaos publicos, por meio de normas determinam parametros de
avaliacdo da qualidade da agua, quanto suas caracteristicas fisica, quimica e
microbiolégica, como forma de garantia de sua potabilidade (BRITTO, 2015).

A garantia da qualidade de agua esta condicionada a alguns parametros
estabelecidos pela portaria n° 2.914/2011 tais como, coliformes totais e
termotolerantes, turbidez, cor, pH, cloro residual livre, valor maximo permitido
(VMP) de agrotoxicos em agua entre outros (BRASIL, 2011).

A preocupacgao com a qualidadade de agua se intensificou nos ultimos anos,
uma vez que o pais tem enfrentado periodos de secas muito longas. Além do uso
de mananciais de superficie, a exploragdo de aguas subterrdneas, para suprir a
demanda de agua potavel tem elevado de maneira preocupante (SOUZA, 2013).

Aguas subterraneas sdo utilizadas por grande parte da populacdo rural
brasileira por meio de pocgos artesianos, que sdo muitas vezes explorados de forma
irregular e inadequada, o que pode colocar em risco a qualidade da agua
(MENDONGCA & SOUZA, 2011; KUHN; OLIVEIRA, 2016).

Residuos de esgoto doméstico e industrial, fossas, soélidos urbanos,
residuos de agentes quimicos metais pesados e principalmente os agrotdxicos sdo
fontes de contaminagao da agua. (SOUZA et al., 2017)

Com o desenvolvimento da agricultura no Brasil, 0 uso de agrotdxicos se
intensificou, preocupando orgaos reguladores da garantia da qualidade dos
alimentos e da agua. A discusséo sobre o intenso uso de agrotéxicos no pais e a
saude publica tem gerado conflitos ao setor que sustenta o pais, uma vez que tém
aumentando os casos de contaminagao e os gastos com relagdo as intoxicacdes
sdo assumidos pelo Estado. O fato de o Brasil ser um dos maiores produtores de
alimentos propicia o0 aumento dos defensores agricolas no cultivo como forma de
garantir a intregridade das plantagbes (GAZZIERO, 2015; PIGNATI et al., 2007;
BELO et al., 2012; Sobreira e Adissi, 2003).



Os agrotéxicos contaminam a aguas superficiais e se aderem ao solo onde
podem ocorrer diversas reagdes com componenes naturais e resultar em danos ao
meio ambiente e a saude publica (COSTA; SANT'ANA, 2008). A bioacumulacéo
dos residuos dos agrotdxicos possui grande persisténcia no solo e a pratica de
irrigagcao promove o0 escoamento desses residuos até os rios e lagos, e mesmo
chegando a menores concentragdes os prejuizos ao meio ambiente existe (FARIA,
2004).

A Portaria n° 2.914/11 do Ministério da Saude estabelece valor maximo
permitido (VMP) 27 agrotéxicos, no qual se encontram dois dos quatro avaliados
nesse estudo, sendo 500 ug-L™" para o glifosato e 180 pg-L™" para tebuconazol.
Essa Portaria ndo menciona o VMP para a deltametrina e cloreto benzalcénio
(BRASIL, 2011). Essa contaminagéo pode levar o surgirmento de diversas doencgas
a seres humanos e animais, por isso € importante evita-la, bem como respeitar as
normas estabelecidas pelos orgaos de fiscalizagdo (SCHEPIS, 2016; MATTOS;
SANTOS; GUIMARAES, 2016).

Desta forma, manter a agua potavel e constantemente disponivel ao homem
€ uma das obrigagdes dos 6érgdos governamentais e fiscalizadores (MOREIRA,
2017), mas, ndao é apenas responsabilidade publica e, sim, de toda a sociedade

por se tratar de bem essencial a manutengao da vida.

3.3. Agrotoxicos

De acordo com a LEI N° 7.802 (BRASIL,1989) agrotéxicos sado definidos

como:

“Produtos e agentes de processos fisicos, quimicos ou
biolégicos destinados ao uso nos setores de produgdo, no
armazenamento e beneficiamento de produtos agricolas, nas
pastagens, na protegdo de florestas nativas ou plantadas e de
outros ecossistemas e também em ambientes urbanos, hidricos e
industriais, cuja finalidade seja alterar a composigéo da flora e da
fauna, a fim de preserva-las da agdo danosa de seres vivos

considerados nocivos, bem como as substancias e produtos



empregados como desfolhantes, dessecantes, estimuladores e

inibidores do crescimento”.

O uso dos agrotoxicos na agricultura € antigo. Nos anos 50, ocorreu a
chamada Revolugdo Verde, onde o maquinario agricola, os insumos como 0s
fertilizantes e os agrotdéxicos ganharam espago no mercado com a promessa de
acabar com a fome no mundo. No entanto, os prejuizos causados pelo uso intenso
dos agrotoxicos na agricultura deixam um registro de contaminagdes (LUCCHESE,
2005).

Em raz&o da expans&o agricola e do desenvolvimento do agronegoécio no
Brasil ocorreu um aumento do consumo de agrotoxicos e fez com que o pais
assumisse desde 2008 a lideranga no ranking de maior consumidor de agrotéxicos
do mundo (ABRASCO, 2015).

Existe no mercado uma variedade desses produtos, que podem ser
classificados de diversas formas. Entre as mais relevantes esta a classificagao
quanto a praga a que se quer combater, dividido em: herbicidas, inseticidas,
fungicidas, entre outros. Outra forma de classificacdo é quanto a sua toxidade.
Essa classificacao leva em consideracdo quanto o agrotoxico € danoso ao ser
humano. A classe | é considerada a

Altamente toxica, a classe |l medianamente téxica, a classe lll toxica e a
classe IV pouco téxica (ANVISA, 2012).

A atual legislacao brasileira de potabilidade de agua, Portaria n°® 2.914/2011,
MS, regulamenta 60 substadncias quimicas em agua potavel que podem
representar riscos a saude humana, dentre as quais 27 sdo agrotéxicos (BRASIL,
2011).

Entre eles estd o glifosato, um herbicida utilizado no Brasil em grande
escala. A aplicacao de glifosato pode resultar na presenca de residuos tanto na
colheita quanto em animais usados na alimentacdo humana (AMARANTE, 2002)
(FARAH et al., 2004) (WORLD HEATH ORGANIZATION, 2005)

A aplicagdo direta como herbicida em aguas superficiais pode ser
responsavel pela presenca de glifosato em agua potavel (WHO, 1994), o que
permite alimentar o ciclo de contaminag&o. O glifosato, sintetizado em 1950, é um
acido organico fraco, e apresenta aminoacido glicina. Este herbicida € usualmente

formulado como sal do glifosato e um cation (GIOLO et al., 2005). A degradagao do
6



glifosato no solo e na agua dependem de diversos fatores, tais como a presenca
de ions metalicos e atividade microbiana (BARJA et al., 2001).

O glifosato € um composto anfotérico, e apresenta valores de pKa de 2,2 a
2,6 (MERVOSH & BALKE, 1991). Possui alta polaridade e é praticamente insoluvel
em solventes organicos (WILLIAMS et al., 2000), chegando a 12 g/L a uma
temperatura de 25 °C, possui massa molar de 169,07 g/mol. Apresenta trés grupos
funcionais grupo amina, carboxilico, e fosfato (PEARSON, 1963). Em pH abaixo de
0,8, apresenta protonagdo no grupamento amina, até o pH 2,2 apresenta uma
dissociagao no grupo fosfato e uma protonagéo no sitio amina, Entre pH 2,2 e 5,4
apresenta duas dissociacdes, a partir de pH 5,5 até 10,2, tem trés dissociacoes, ja
em pH superior a 11 ocorre a dissociagao total do herbicida (WAUCHOPE,1976;
COUNCIL, 1994; AMARANTE, 2002).

OH 0
P NI
H OH

Figura 1 - Formula estrutural do Glifosato

O tebuconzanol € um fungicida muito utilizado na agricultura. Apresenta
toxidade capaz de provocar problemas respiratorios em humanos, além de causar
danos a seres aquaticos (PRESTES, 2010).

De acordo com Cabrera (2008), o fungicida tebuconazol possui grande
potencial contaminante para aguas subterrdneas e ja se tem registro de seus
residuos em amostras de agua na regiao sul do estado do Rio Grande do Sul.

A alta interagdo do glifosato e tebuconazol com matéria organica permite
que eles sejam transportados superficialmente, seja dissolvido em agua ou ligado a
sedimentos (FERRACINI et al., 2001). O fungicida tebuconazol possui solubilidade
em agua de 41,8 mg/L a 20 °C, pka 5 e peso molecular de 307,82 g/mol.
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Figura 2 - Férmula estrutural do Tebuconazol

A deltametrina € um inseticida do grupo quimico dos piretroides, possui agao
inseticida, toxidade relativamente baixa para mamiferos e persisténcia limitada no
meio ambiente, mas de alta toxidade para vida aquatica (TRAMUJAS, 2006). Sua
classificagao toxicoldgica é Classe lll considerada medianamente toxico (ANVISA,
2003).

Em estudos realizados em animais foi possivel observar o surgimento de
diversos problemas tais como alteracdo de movimentos fisicos (LAZARINI et al.
2001), aumento de noradrenalina, presenca de residuos de deltametrina na urina
de criangas expostas a esse agente em niveis acima de 25 ug-L que representa
cinco vezes o limite permitido (YANEZ et al., 2002). No entanto, n&o faz parte da lista
de agrotoxicos da Portaria n°® 2.914/11, apesar de ser liberadao seu uso no Brasil
(BRASIL, 2011). O Inseticida possui peso molecular de 505,2 g/mol, solubilidade
<0,2 yg-'L'a25°C

Br "’f/{ | RS
)\1\\.‘@3\ x;,,/“ ]-ro —

Br 0

n i

0

Figura 3- Férmula estrutural da Deltamentrina

Cloreto benzalcénio é um fungicida catibnico que possui agao bactericida,

que age por contato e induz a resisténcia na planta através da ativagdo de
8



mecanismos de defesa (MAZID; KHAN, 2014). Atua alterando a permeabilidade da
membrada microbiana em baixas concentragdes, e coagula o citoplasma em altas
concentragdes (Fazlara & Ekhtelat, 2012). Possui alta solubilidade em agua a 25

°C, pKa 5, massa molar 505.21 g mol- L.

cl~ CHs
PS_CHQ(CHE)HCH:;
CHs

Figura 4 — Formula estrutural do Cloreto Benzalcénio

Devido a possibilidade de contaminagdo dos recursos hidricos por esses
agentes quimicos torna-se necessario o desenvolvimento de um método de

deteccéo rapida para esses compostos em agua potavel.

3.4. Sensores

Sensores detectam, localizam e quantificam energia, de modo a produzir
uma resposta para deteccdo de uma propriedade, a qual um equipamento
reconhece e responde (CAMILLOTO, 2012). De acordo com a Uniao Internacional
de Quimica Pura e Aplicada (IUPAC), um sensor € um dispositiviso que converte
uma informacao quimica em um sinal mensuravel que ocorre por meio de reagcdes
quimicas ou por propriedades fisicas do analito.

Grande parte dos sensores possui duas unidades basicas, que sdo um
receptor e um transdutor. A informagéo tranforma-se em energia o que a torna
mensuravel pelo transdutor (KERRY et al., 2006). O transdutor & entao
responsavel por converter um sinal em energia quantificavel (MALHOTA et al,.
2005). A interacao ou reagao do analitico com o sensor permite a especificidade e

sensibilidade caracteristicas dos sensores (SILVA, 2005).



3.4.1. Sensores colorimétricos a base de Polidiacetileno (PDA)

O PDA ¢é um polimero anfifilico composto por uma parte polar, cujo grupo
funcional é o acido carboxilico, e uma cauda apolar alquila. Os compostos 10,12-
acido tricosadindico (TRCDA) e 10,12-acido pentacosadindico (PCDA) séao
exemplos de polimeros conjugados (JAWOSKI et al., 2011; LEE et al., 2011).

A AN
i i
4 4
(TRCDA) (PCDA)
Figura 5 - Estruturas do 10,12-acido tricosadindéico e 10,12-acido

pentacosadinoico, respectivamente. Fonte: Boullanger 2008.

Esses PDA sao formados pela adicao de 1,4 de monémeros de diacetileno
sob-radiagcao ultravioleta (Figura 2). Depois de irradiados formam polimeros
conjugados com ligagdes duplas e triplas (ene-ino) alternadas em sua estrutura
carbbnica e apresentam coloracdo azul. Essa polimerizacdo € extremamente

sensivel a interacdes hidrofébicas (LEE et al., 2011)

’Rl 'R'I. ’R|
¢ ¢ ¢
¢ o 254 nm
C/// C/// C///
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b
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Figura 6 — Polimerizagdo de mondémeros de diacetileno iniciada pela
radiacao UV. Fonte: OKADA et al., 1998.

Apods a irradiacdo, as suspensodes das vesiculas de PDA possuem cor azul
com absor¢ao maxima em torno de 640 nm e a cor vermelha na absor¢ado maxima
de 540 nm (WUT et al., 2011) e podem alterar de cor apds estimulo ambiental, tais
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como estresse mecanico, a adicdo de solventes organicos, algumas perturbacoes
interfaciais, a variagao do pH, entre outros (Su et al., 2004; JAWOSKI et al., 2011).
S&0 capazes de se auto-organizarem como lipossomas, micelas, filmes de
Langmuir (Figura 2a), ou na forma de vesiculas (Figura 2b) (PAN et al., 2011),
nanoblendas (SOUZA et al., 2016) dependendo das condigdes ambientais
submetidas. As vesiculas tém despertado um grande interesse na ciéncia, devido a

grande versatilidade e ser util na detecg¢ao de diversas aplicagdes.

(a) (b)

Figura 7 — Formas de organizacdo do polimero polidiacetileno: (a) Filme

ultrafino em suporte sélido, (b) Vesicula em suspensao. Fonte: PIRES et al., 2010.

A incorporagao de lipidios como o dimiristoil-fosfatidil-colina (DMPC), como a
esfingomielina (ES) e como o colesterol (CO) no conteudo da vesicula (SU et al.,
2004), auxiliam na estabilidade da vesicula.

De acordo com Su et al. (2003),0s dominios hidrofobicos das cadeias de
PDA podem solubilizar moléculas de carater semelhante como ES e CO,
aumentando a interagao entre as cadeias hidrofébicas do PDA, o que permite a

mudanca da conformacao e a uma resposta colorimétrica maior.

3.4.2. Mecanismo de transig¢ao colorimétrica

O mecanismo exato da transi¢ao colorimétrica de azul para vermelho e sua

correspondente fluorescéncia ainda ndo € bem conhecido.
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Inicialmente, a transicdo de cor do PDA era atribuida a transicdo da
estrutura da cadeia carbbénica da forma eno-ino para forma butatrieno (Figura 4),
nas quais ha trés ligagdes duplas em sequéncia na nova conformagédo (CHANCE
etal., 1977; ECKHARDT.,1979)

Figura 8 - Mudanca da forma eno-ino para butatrieno.
Fonte: Veloso, 2014.

Entretando, estudos realizados demostraram que a forma eno-ino esta em
ambas as estruturas (SEKI, 1997). Assim, outra teoria adotada foi a mudanga da
conformacgao da estrutura do PDA alterando a forma planar para a nao planar apos
estimulos externos (CHEN et al.,, 2012), ou seja, a cadeia que na forma azul
apresenta estrutura linear, apdés uma pertubacdo passa a ser apresentada de
forma enovelada quando vermelha (Figura 5) (REPPY e PINDZOLA, 2007).
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Figura 9 - Transformagao de diacetilenos (a) polidiacetilenos (b), seguido

pela mudanga na conformacéo da cadeia prinicipal (c). Fonte: VELOSO, 2014.

4.0 MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram realizados no Laboratério de Higiene Industrial
Microbiologia de Alimentos e no Laboratério de Embalagens, ambos do
Departamento de Tecnologia de Alimentos da Universidade Federal de Vigosa,

campus Vicosa — MG.

4.1. Reagentes

Monbémeros de 10,12-acido pentacosadindico (PCDA) 97,0 % m/m
(Sigma®), 10, 12-acido tricosadindico (TRCDA) 298,0 % grau cromatografico
(Sigma®), esfingomielina (ES) (Aldrich), colesterol (CO) (Aldrich), filtro PVDF 45
um  hidrofilico (Millipore®), cloroférmio grau-HPLC (Merck®), agua deionizada,
dimetilsulféxido (DMSO) (Merck®), foram utilizados para producédo dos sensores.

No experimento, foram utilizados os produtos comerciais Roundup Original®
(Glifosato) 52% m/v (Sigma®), Tacora® 250EW (Tebuconazol) 25% m/v, e Decis®
25EC (Deltametrina) 2,5% m/v (inseticida) e FEGATEX® (Cloreto Benzalcénio)
10% m/v nas concentragbes que abrangem os valores maximos da legislagao 0
ug-L™", 180 pg-L™, 250 pg-L™", 400 pg-L", 500 pg-L™", 600 ug-L”, 750 pg-L", 850
ug-L™", 1000 ug-L™, 1200 pg-L™" e 1500 pg-L™" de principio ativo.

4.2. Preparo de vesiculas a base de PCDA+TRCDA

Vesiculas de PCDA com lipidios foram preparadas de acordo com Jung et al.
(2008), Ma e Cheng (2006), Pevzner et al. (2008) e Pires (2009) com algumas
alteracoes.

Na etapa I:

ES+CO na concentragdo 1 mmol-L”" de cada foi solubilizado em 4 mL de
cloroférmio e aquecido a 80 °C por 30 s, logo apés o solvente foi removido por fluxo
de nitrogénio, formando um filme lipidico de ES e CO no fundo do frasco.

Na etapa Il
13



O PCDA/TRCDA na concentracdo 1 mmol-.L™" de cada foi solubilizado em 2
mL de Dimetilsulféxido (DMSQO) e aquecido em chapa a 80 °C por 1 min. Em
seguida, foi filtrado em filtro PVDF 45 pm hidrofilico (Millipore®) e aquecido
novamente a 80 °C durante 15 min. Essa solucdo aquecida foi adicionada ao filme
lipidico de ES+CO formado na etapa | e o volume completado com 8 mL de agua
deionizada, formando uma suspensao.

A suspensdo foi levada ao sonicador de banho, até que o filme se
desprendesse do frasco. Posteriormente a suspenséao foi submetida ao sonicador de
ponta (R2D091109) com a poténcia de 400 W por 15 min, e, em seguida, filtrada em
filtro PVDF 45 pm hidrofilico e estocadas a + 8 °C por, no minimo, 10 h, para que
ocorresse a orientacdo das cadeias poliméricas antes da irradiagdo em luz
ultravioleta (Prodicil 110 v, 254 nm) por 30 s.

Por fim, foram armazenadas sob refrigeracdo (x 8 °C) para analises

posteriores.

4.3. Preparo das solugoes de agrotoxico

Os agrotoxicos foram armazenados nos frascos originais em temperatura
ambiente (20 °C - 25 °C) no Laboratério de Higiene Industrial e Microbiologia de

Alimentos do Departamento de Tecnologia de Alimentos.

4.3.1. Selecao dos agrotoxicos

Para a selegao dos quatro agrotdxicos avaliados, foi realizado um ensaio de
mudanga colorimétrica entre os produtos comerciais a base de diurion,
carbendazin, difeconazol, clorpirifés, abacmetina, cloreto benzalcdnio, glifosato,
tebuconazol e deltametrina. Os produtos foram submetidos a interagdo com as
vesiculas de TRCDA+PCDA/CO/ES, usando-se o contato de 500 yL do produto
comercial puro com 500 pL da suspensao de vesiculas. Foi realizada uma avaligao

visual da mudancga da cor azul para vermelha.

4.3.2. Solugoes dos agrotoxicos selecionados
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Onze concentragbes dos agrotoxicos (glifosato, tebucanozol, deltametrina e
cloreto benzalcénio) foram preparados em baldo volumétrico de 1000 mL e
armazenados em recipientes envolvidos por papel aluminio, para simular as

condigdes do recipiente original, e em temperatura ambiente (20 °C — 25 °C).

4.4. Avaliagao da resposta colorimétrica (RC)

As leituras de absorbancia foram realizadas no espectrofotometro
(SHIMADZU UV-1800). As suspensdes de vesiculas preparadas a partir de
PCDA/TRCDA/ES+CO em contato com os agrotéxicos foram submetidas a
temperatura de 32 °C em banho-maria. Em cubetas de quartzo, foram adicionados
1 mL das suspensdes de vesiculas e agua deionizada respectivamente. As leituras
de absorbancia ocorreram nos tempos Oh, 24h e 48h. Foi realizada uma varredura
entre os comprimentos de onda 400 a 800 nm.

Para avaliar a variagdo de cor da suspensao de vesiculas, antes e apds a
contato com a solugdo de agrotoxico, foi utilizado o parametro resposta
colorimétrica conforme Okada et al. (1998). O cromismo da suspensao foi avaliado
pela resposta colorimétrica, por meio de espectro de absor¢cao UV-visivel.

Para medir a mudanca de cor, de azul para vermelho, calcula-se a Resposta
Colorimétrica, como parametro semi-quantitativo da alteracdo das propriedades
cromicas do polidiacetileno (CHARYCH at al., 1993).

Calculou-se a resposta colorimétrica, como parametro semi-quantitativo da
alteracao das propriedades crémicas do polidiacetileno conforme Charych et al.
(1993). O RC é calculado pela Equagao 1.

RC = ((Bo — B;)/Bg ) + 100

E = (Arzsu: !{(Arzzu! +Avarma!ho}}

Em que: A,y = absorvancia a 640 nm e Avermeino = absorvancia 540 nm; By e
B; valores calculados antes e depois da adigdo da solugdo de agrotéxicos,

respectivamente.
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4.5. Medidas de diametro por espalhamento dindmico de luz e do

Potencial Zeta.

O diametro hidrodindmico (Dh) foi determinado pela técnica de
espalhamento de luz dindmico-DLS. O Potencial Zeta foi calculado utilizando a
equagao de Henry, a partir da mobilidade eletroforética. As analises foram
realizadas no equipamento Zetasizer NanoZS (Malvern Instruments Zen 3600,
Malvern, Reino Unido). As amostras foram diluidas de 1:20 e as medi¢cdes foram

realizadas em duplicata a 25 °C apds 60 s de estabilizagao.

4.6. Determinagao da quantidade minima de detecg¢ao (QMD)

No experimento, foi avaliada a quantidade miinima de detec¢ao (QMD) dos
produtos Roundup Original® 52 %, Tacora® 250EW 25%, Decis® 25EC 2,5%,
FEGATEX® 10% em sua férmula comercial, correspodendo ao principio ativo de
glifosato, tebuconazol, deltametrina e cloreto benzalcbnio, respectivamente. Para
determinar a quantidade minina foram adicionados 500 pL concentragcbes
decrecentes do produto comercial em 500 yL de vesicula em, com a finalidade de
identificar a menor quantidade de agrotoxico capaz que promover a transigao

colorimétrica visual imediatamente apos o contato.
4.7. Delineamento Experimental
Os experimentos foram conduzidos por delineamento inteiramente
casualizado (DIC) com trés repeticdes, quatro agrotoxicos, onze concentragdes em
trés tempos diferentes.
Os dados de potencial Zeta (mV), raio hidrodindAmico (mm) e a reposta

colorimétrica (%) foram submetidos a analise de variancia ANOVA e, ajustado a um

modelo de regresséo linear, utilizando o programa Minitab® (Mini Tab Inc., EUA).
5.0. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Selecao dos agrotoxicos
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Foram selecionados quatro agrotéxicos dentre os que apresentaram picos

nos comprimentos de onda em torno de 650 nm e 550 nm. A corrida

espectofotométrica foi realizada nos comprimento de onda de 400 nm a 800 nm

(Figura 10, 11, 12, 13, 14).
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Figura 10 — Espectro dos agrotoxicos Cloreto Benzalcdnio e Diuron.
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Glifosato Abamectina
Figura 11 - Espectro dos agrotdéxicos glifosato e  Abamectina
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Figura 12 - Espectro dos agrotéxicos Deltametrina e Carbendazin..
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Figura 13 - Espectro dos agrotdxicos Tebuconazol e Difeconazol.
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Figura 14 - Espectro dos agrotéxicos Clorpirifos.

Foram selecionados o0s agrotoxicos Glifosato, Tebuconazol, Cloreto
benzalcénio e Deltamentrina e em seguida submetidos a determinagdo da

concentragdo minima de deteccao (QMD) (Tabela 1).

Tabela 1 - Quantidade minima de detecgao dos agrotéxicos (QMD).

Produto Principio Quantidade minima de Resposta
Comercial Ativo (PA) deteccgao (QMD) Colorimérica (%)
(mgl/L)
Fegatex® Cloreto
Benzalconio 600 5,87

Roundup Glifosato 360 12,43
Original®

Tacora® Tebuconazol 300 10,60
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Decis® Deltametrina 720 3,67

Ao avaliar a resposta colorimétrica dos produtos comerciais concentrado,
em contato com as vesiculas na proporcao 1:1, a QMD apresentou valores muito
elevados, entretanto é importante ressaltar que os valores da Tabela 1
representam a forma em que os produtos concentrados sdo comercializados. Nas
imagens abaixo, nota-se o comportamento das suspensdes controle e com adigéo

de agrotoxicos.

(a) (b)
Figura 15 - (a) Vesicula controle e (b) Vesicula com agrotoxico comercial
Fegatex ® (Cloreto benzalconio), no tempo de 0 h a temperatura ambiente
(£25 °C).

(@) (b)

Figura 16 (a) Vesicula controle e (b) Vesicula com agrotoxico comercial

Roundup Original ® (Glifosato), no tempo de 0 h a temperatura ambiente (25
°C).
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Figura 17 (C) Vesicula TRCDA+PCDA/CO/ES controle e (T) Vesicula
TRCDA+PCDA/CO/ES com agrotoxico comercial Tacora ® 250 EW

(Tebuconazol), no tempo de 0 h a temperatura ambiente (£25 °C).

(@) (b)

Figura 18 (a) Vesicula TRCDA+PCDA/CO/ES controle e (b) Vesicula
TRCDA+PCDA/CO/ES com agrotoxico comercial Decis ® 25EC (Deltametrina), no
tempo de 0 h a temperatura ambiente (£25 °C).

Todas as suspensodes apresentaram mudanga de cor visivel imediatamente
apos o contato, com valores estabelecidos na Tabela 1, nas suspensdes com 0s
agrotoxicos Fegatex® e Decis ® 25EC é possivel notar uma leve cor violeta que
pode ser considerada a coexisténcia da cor azul e vermelha.

Entre os resultados, destaca-se o glifosato (Figura 12) que apresentou RC
acima de 12%.

Possivelmente as interagdes eletrostaticas entre o glifosato e as cargas
superficiais da vesicula podem ter contribuido para a mudanca de cor. De acordo
com Su et al. (2011), interacbes eletrostaticas podem provocar alteragdes na
estrutura do PDA e assim causar perturbacdo na estrutura e promover o seu
rearranjo e como consequéncia alteragéo da cor.

O glifosato possui constantes de dissociagao acida <2,0, 2,6, 5,6 e 10,6. Em
pH 2,6 apresenta carga liquida O e a medida que o potencial hidrogeniénico
aumenta o numero de cargas negativas acompanha esse comportamento. No pH
2,2 e 54, o herbicida se apresenta com predomindncia da forma com duas
dissociagdes uma no grupamento amina e outra no grupo fosfato SPRANKLE et
al., 1975; COUTINHO e MAZZO, 2005). Como o pH do sistema apés a interagao
entre o glifosato e a vesicula em média foi de 7,34+0,03 os grupamentos estavam
carregados negativamente e interagindo com as cargas superficiais da vesicula o

que pode ter levado a alteracao de cor.

21



5.1.2 Interagao dos fatores tempo e concentragcao sobre a RC, didametro e

potencial Zeta nas solugodes diluidas dos agrotéxicos.

No experimento foram avaliadas as respostas: raio hidrodinamico, RC, e
potencial Zeta em funcédo dos fatores concentracdo e tempo. Como para nenhum
dos fatores os agrotdxicos apresentaram interacdo (p<0,05) ndo foi possivel o
ajuste de regresséao para os 3 tempos.

O fato dos valores das médias entre os tempos 0 h, 24 h e 48 h se
apresentam muitos proximos, nado foi possivel identificar diferengca entre os

mesmos, sendo assim reportamos as médias entre os tempos (Tabela 2).

TABELA 2 — Médias entre os tempos para diametro, potencial

zeta e resposta colorimétrica.

TEBUCONAZOL
Diametro Potencial zeta RC
(nm) (mV) (%)
836,64+ 139,41 21,11+ 4,55 6,65+5,88
GLIFOSATO
Diametro Potencial zeta RC
(nm) (mV) (%)
794,43+ 178,13 15,51+ 4,33 4,73+2,23

CLORETO BENZALCONIO

Diametro Potencial zeta RC
(nm) (mV) (%)
854,81+ 192,61 1,3+ 10,07 7,51+ 3,57
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As suspensdes apresentaram formacgéao de precipitado poucos minutos apos
interacdo com os agrotoxicos, demostrando a instabilidade do sistema logo nos
primeiros minutos apés o contato. O sistema apresentou pH 4,06+ 0,15, raio
hidrodinamico 314,2+ 12,68 nm e potencial zeta 18,56+ 0,35 mV antes da adicao
dos agrotéxicos e possivelmente como um reflexo da precipitagdo o didametro das
vesiculas aumentou consideravelmente, ficando acima de 750 nm ao longo do
estudo.

Um paramentro a influenciar a medida do didametro é a formagédo de
precipitado na suspensao. Estudos indicam a formacdo de precipitado como
possivel responsavel pelo grande aumento do raio hidrodinamico, pois aumenta o
espalhamento de luz (TRAIPHOL et al.,2017). Em alguns casos onde é necessario
gque uma molécula entre no interior da outra se faz necessario um controle mais
rigoroso do tamanho.

Em relacdo ao potencial zeta das vesiculas o mesmo se manteve positivo,
mesmo apos as interacdes, parte disso pode ter ocorrido devido as caracteristicas
desprotonadas de alguns agrotéxicos de modo a nao influenciar as cargas
superficiais das vesiculas e aos grupamentos protonados que nao alteraram
permanéncia, positiva, das cargas.

Embora os valores do didmetro hidrodinamico, potencial zeta e resposta
colorimétrica nao apresentaram diferenga ao longo do estudo, no caso da
deltametrina é possivel identificar uma mudanca no valor da resposta colorimétrica,

que dobrou ao final de 48 horas (Tabela 3).
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TABELA 3 — Média do diametro, potencial zeta e resposta colorimétrica

das suspensdes da deltametrina.
DELTAMETRINA

Diametro Potencial zeta RC
(nm) (mV) (%)
1001,6+ 175,04 17,96+ 6,18
12,23+ 3,34
25,59+ 3,99

De acordo com Cadkova et al. (2013) a deltametrina, que € um fungicida do
grupo dos piretréides, possui pKa 5+ 0,1. Levando em consideracdo que pKa<5
predominam as espécies protonadas, € possivel dizer que os grupamentos que
compdem a deltamentrina estavam carregados, podendo dessa forma terem
contribuido junto com o tempo e a temperatura empregada de 32 °C para a
mudanga no final de 48 horas.

As cargas superficiais da deltametrina podem ter sido um fator importante a
governar as forgas de interagdes interfaciais com o grupo carregado da cabega do
PDA. Particulas com cargas diferentes e até mesmo similar, podem proporcionar
uma interagdo com o grupo hidrofilico da cabega do PCDA e acarretarem mudanca
estrutural da vesicula (TRAIPHOL et al., 2017), por atracao eletrostatica e repulsao
respectivamente, que podem resultar em transicdo colorimétrica (Kew e Hall,
2006). Segundo Charoenthai et al. (2011) a repulsdo pode induzir rearranjo parcial
de segmentos de PDA e com isso promover alteragdo da cor e reorganizado a

estrutura vesicular.

5.1.2.3 Resposta Colorimétrica (RC)

A mudanca de cor causada pela interacdo das moléculas de
PCDA/TRCDA+CO/ES com compostos de interesse pode ser mensurada por meio
da RC.
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Nao foi possivel associar, exclusivamente, a interagcao do agrotoxico a base
de deltametrina na suspensao de vesicula, como fator a governar a transi¢cao
colorimétrica ao longo do tempo. Entre as concentragcbes do agrotoxico
deltamtrina (Figura 18) destaca-se a com 600 pg/L que obteve a maior RC em
relacdo as demais em 48 h, mas nao apresentou diferenga de cor visual das
outras concentragbes. A Portaria n° 2. 914/2011 n&o especifica valor maximo
permitido de deltametrina em agua para consumo humano, assim como para o

grupo piretroides a qual o inseticida pertence.

Deltametrina

50

N Controle
1 180 ug/L
I 250 ug/L
240 | Q00 PG/L  |esssmssimasimniiamsiisioiise s e s
N 500 pg/L
[ 600 ug/L
N 750 pg/L
[ 850 pg/L
@ 1000 pg/L
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Figura 19 — Resposta Colorimétrica (RC) das vesiculas de PCDA/TRCDA ES/CO

com as concentragdes de deltametrina em fungcédo do tempo.

E possivel notar que algumas concentragdes menores obtiveram uma RC
maior que as demais. Segundo Nopwinyuwon et al. (2014), ao avaliarem outros
tipos de compostos como os tensoativos e ao estudar sua interacdo com as
vesiculas de PDA, observaram que as maiores concentragbes apresentamram
menor resposta colorimétrica e atribuiram essa caracteristica a um menor efeito
do grupo carregado dos PDA ao interagir com as maiores concentragdes do
composto.

A deltametrina possui seus grupos carregados negativamente, o que
também pode ter contribuido para a interagdo com as vesiculas. Nota-se que a

concentragdo de 600 ug/L apresentou a maior RC do estudo ultrapassando os
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30%. A deltametrina obteve a melhor resposta entre os agrotoxicos estudados e o
fato de conter em sua estrutura varios grupamentos estarem protonados pode ter
contribuido para maior interacdo com as vesiculas por meio de atragao
eletrostatica.

No caso do glifosato, ao interagir com o agrotoxico a base de glifosato, a
transicado colorimétrica da vesicula aumentou com o tempo para todas as
concentragdes (Figura 19). O controle também mudou de cor, mas em percentual
menor. Um destaque € a concentragdo de 500 pg/L que manteve RC bem abaixo
das demais concentragbes, essa concentragdo corresponde ao valor maximo
permitido (VMP) em agua potavel estabelecido pela legislagao vigente. Segundo Seo
et al, (2013), a incorporagdo de compostos que reduzem o pH da vesicula de PDA
além de contribuir para a precipitagdo podem afetar de forma significativa a

intensidade de fluorescéncia vermelha.
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Figura 20 — Resposta Colorimétrica (RC) das vesiculas de PCDA/TRCDA
ES/CO com as concentragdes de glifosato em fungao do tempo

Ao analisar os resultados das respostas colorimétricas para o cloreto
benzalcénio é possivel notar que houve um aumento das RC de todas as
concentragdes (Figura 20). O cloreto benzalconio € um fungicida de caracteristica
catibnica, que também atua como tensoativo. Embora na legislagao vigente, que

trata da qualidade de agua, ndo seja mencionado como agrotéxico, 0 mesmo pode
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se enquadrar no perfil de surfactante, que possui valor maximo permitido (VMP) de

500 ug/L em agua potavel.
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Figura 21 — Resposta Colorimétrica (RC) das vesiculas de PCDA/TRCDA ES/CO

com as concentragdes de cloreto benzalcénio em fungao do tempo.

Observando os valores de RC para a concentragdo maxima permitida,
nota-se que a resposta praticamente dobrou com 48 h. O cloreto benzalcénio em
meio acido pode ter interagido de forma repulsiva com as vesiculas, e assim
provocado uma perturbagdo na estrutura do PDA de modo a promover transi¢cao
colorimétrica.

De um modo geral, a RC ndo pode ser detectada visivelmente antes de 24 h,
as concentragdes menores, tais como 250 pg-L” e 400 pg-L" de tebuconazol,
obtiveram em determinados momentos valores de RC superiores as concentragoes
maiores.

Em relacdo ao comportamento da resposta colorimétrica do tebuconazol
(Figura 22) é possivel observar que durante 24 h de contato, a mudanga ocorreu
para todas as concentragdes de agrotoxicos, inclusive para controle, indicando que
a temperatura nesse tempo influenciou a transigao colorimétrica, situacdo que

permaneceu no periodo de 48 h.
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Figura 22 — Resposta Colorimétrica (RC) das vesiculas de PCDA/TRCDA ES/CO

com as concentragdes de Tebuconazol em fungao do tempo.

No caso dos agrotoxicos, a temperatura pode ter sido suficiente para
influenciar a mudanca de cor a partir de 24 h no controle, mas pode-se perceber a
participagdo dos agrotéxicos no processo de transicdo colorimétrica ao observar o
comportamento do controle.

As suspensdes apresentaram coloragao violeta em 24 h, isso significa que
essa cor € a transicdo do azul para vermelho, uma coexisténcia simultanea das
duas cores (Fig. 22) (SHIN et al., 2017; SU et al., 2005). E possivel notar que
apesar do desempenho da RC da deltamentrina, em funcdo dos outros

agrotoxicos, nao é possivel perceber diferenca visual.
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Figura 23 - Efeito das concentracbes de agrotoxicos nas vesiculas
TRCDA+PCDA/CO/ES no tempo 0, 24 e 48 h

6. CONCLUSAO

As vesiculas de PCDA/TRCDA ES/CO apresentaram transi¢ao colorimétrica
apos 24 h para as supensodes diluidas dos quatro agrotoxicos avaliados. No
entanto, o controle em menor intensidade acompanhou esse comportamento, nao
permitindo confirmar a efetividade das vesiculas para detecgcao dos agrotdxicos a
base de glifosato, tebuconazol, deltametrina e cloreto benzalcbnio visivel nas

concentragdes avaliadas e estabelecidas na legislagao vigente.
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Apesar dos resultados desfavoraveis para deteccdo visivel em baixas
concentragdes, néo se pode negar o papel da interacdo dos agrotoxicos com as
vesiculas nas RC. As suspensdes contaminadas apresentaram resposta
colorimétrica maior que o controle, na maior parte dos resultados, indicando que o
sensor requer uso de equipamentos para detectar as variagdes de cor.

Pode-se inferir que a agua potavel, em temperatura ambiente, ndo altera a
cor da suspensdo e caso haja a tal mudanca é necessario realizar analises
posteriores, podendo a mesma estar fora dos padrbes, o que permite tornar as
vesiculas de PCDA/TRCDA ES/CO um teste preliminar para avaliar a presenga de
compostos estranhos em agua.

Em relagcdo aos produtos comerciais sem diluicdo, demonstrou-se que é
possivel detectar esses compostos em concentragdes elevadas, podendo em
condigdes diferentes das avaliadas nesse estudo apresentarem melhores

resultados.
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