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RESUMO

TEOFILO, Reinaldo Francisco, M.S., Universidade Federal de Vicosa, Julho de 2003.
Planejamentos Experimentais para a Otimizacdo da Resposta Voltamétrica na
Determinagdo do Herbicida Glifosato em Solo, Agua e Vegetais. Orientador: Efraim
Lazaro Reis. Conselheiros: César Reis e Maria Eliana Lopes Ribeiro de Queiroz.

O desenvolvimento, através de planejamentos experimentais, de um procedimento
voltamétrico de andlise, simples, rapido, sensivel e de baixo custo, para a determinacdo do
herbicida glifosato, é descrito. O comportamento eletroquimico deste herbicida exibe a
corrente baseada na reducdo do grupo N-nitroso, adicionado a sua molécula. Os parametros
de duas diferentes técnicas voltamétricas, a voltametria com onda quadrada (SWV) e a
voltametria com pulso diferencial (DPV), foram otimizados. As varidveis selecionadas para o
estudo foram: incremento de voltagem (V), amplitude (V), freqiiéncia (Hz), concentra¢do do
eletrolito de suporte (mol L) e a area da gota (mm2), para a SWV, além das variaveis,
incremento de voltagem (V), amplitude do pulso (V), tempo de pulso (s), tempo do incremento
de voltagem (s) e concentracdo do eletrolito de suporte (mol L1), para a DPV. Um estudo
preliminar, dos niveis dos fatores, foi executado antes da etapa de triagem, que empregou
neste Ultimo, um planejamento fatorial 25 completo, tanto para a SWV quanto para a DPV.
Nesta etapa, ap6s avaliacdo dos efeitos, as varidveis selecionadas para o estudo da
superficie de resposta, que empregou o planejamento CCD- central composite design, para a
voltametria com onda quadrada foram: incremento de voltagem, amplitude e concentracdo do
eletrélito de suporte; e para a voltametria com pulso diferencial, foram: incremento de
voltagem, amplitude do pulso e tempo de pulso. As condi¢cbes Gtimas encontradas para se
obter a melhor resposta voltamétrica foram para a SWV: 0,02502 volt, 0,125 volt, 70 Hz e
1,25 mol L1 para os fatores, incremento de voltagem, amplitude, freqiiéncia e concentragéo
do eletrolito de suporte, respectivamente, e para a DPV foram: 0,026 volt, 0,175 volt, 0,0075

seg., 0,50 seg e 1,00 mol L1 para os fatores incremento de voltagem, amplitude do pulso,
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tempo do pulso, tempo do incremento de voltagem e concentracéo do eletrdlito de suporte,
respectivamente. O parametro area da gota, foi fixado nas duas técnicas em 0,60 mm2,
Aplicando as condi¢Oes otimizadas, a faixa linear foi de 0,050 a 100,0 pg mL-* para a SWV e
de 0,010 a 100,0 pg mL1 para a DPV. Os limites de deteccdo e de quantificacdo foram,
respectivamente, de 1,20 e 60,0 pg L* para a SWV e de 22,0 e 53,8 ug L1 para a DPV.
Finalmente, o método voltamétrico com pulso diferencial foi usado para determinar a
concentracdo do herbicida glifosato em amostras de &gua, solo e vegetais, naturais e/ou
fortificadas, sendo que as mesmas foram previamente purificadas em uma coluna
cromatografica com resina de troca-ibnica, seguido de tratamento do eluato com carvdo

ativado e posterior derivatizacao.
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ABSTRACT

TEOFILO, Reinaldo Francisco, M.S., Universidade Federal de Vigosa, July, 2003. Design
experiments to optimize the voltammetric response in determination of glyphosate
herbicide in soil, water and vegetables. Adviser: Efraim L&zaro Reis. Committee
Members: César Reis and Maria Eliana Lopes Ribeiro de Queiroz.

The development, by experimental design, of a voltammetric procedure of analysis, in a
simple, fast, sensible and low cost way to determine the glyphosate herbicide is described.
The electrochemical behavior of this herbicide exhibits the current based on the reduction of
the N-nitroso group added to its molecule. The parameters of two different voltammetric
techniques, the square wave voltammetry (SWV) and the differential pulse voltammetry
(DPV), were optimized. The selected variables to the study were the voltage step (V), the
amplitude (V), the frequency (Hz), the supporting electrolyte concentration (mol L) and the
drop size (mm2), in the SWV case, besides the following variables, voltage step (V), pulse
amplitude (V), pulse time (s), voltage step time (s) and the supporting electrolyte concentration
(mol L1), to the DPV. A preliminary study of the factor levels was performed before the
screening phase, which applied to the last one a 25 full factorial design, to the SWV as the
DPV. In this stage, after checking the effects the selected variables to the response surface
study that used the CCD - Central Composite Design, to the square wave voltammetry were:
voltage step, amplitude and support electrolyte concentration, and to the differential pulse
voltammetry they were the voltage step, the pulse amplitude and the pulse time. The optimum
conditions that allowed the best voltammetric response to the SWV were 0,02502 volt, 0,125
volt, 70 Hz and 1,25 mol L to the factors voltage step, amplitude, frequency and support
electrolyte concentration, respectively, and to the DPV were 0,026 volt, 0,175 volt, 0,075 seg.
and 1,00 mol L1 to the factors voltage step, pulse amplitude, pulse time, voltage step time and
supporting electrolyte concentration, respectively the drop size parameters was fixed in both
techniques in 0,60 mm2, Applying the optimized conditions, the linear range was from 0,050 to
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100,0 pug mL1 to the SWV and from 0,010 to 100,0 pg mL1 to the DPV. The detection and
quantification limits were, respectively, 1,20 and 60,0 pg mL? to the SWV, and 22.0 and 53,8
pug mL? to the DPV. Finally, the differential pulse voltammetry was used to determine the
glyphosate herbicide in water, soil and vegetables samples, being these ones natural, some of
them fortified, which was previously purified by a chromatographic column on ion-exchange

resin, followed of an eluato treatment using activated charcoal and later derivatization.
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1. INTRODUCAO

A introducéo e subsequente destruicdo e/ou acumulagéo de substéncias estranhas no
sistema ambiental contribui para os principios de um grande nimero de novos e
desenvolvidos aspectos da ciéncia moderna. Drogas, detergentes, pesticidas, poluentes e
inumeras outras substancias tém recebido grande atencdo nos ultimos anos. O continuo
interesse ambiental tem estimulado novas e originais pesquisas que estudam o destino de
todas estas substancias no meio ambiente, seja no solo, na &gua, no ar e as consequéncias
da sua utilizacao a fauna, a flora, a micro-biota e ao homem?,

Neste contexto, a produgéo agricola moderna depende consideravelmente do uso de
herbicidas para controlar as ervas daninhas, seja na pré ou pos-emergéncia das culturas?.
Enquanto a produgdo e o uso de inseticidas tém permanecido estaticos com passar dos
Gltimos anos, tem ocorrido um dramatico crescimento no uso de herbicidas na agricultura,
sendo que hoje, os herbicidas constituem a principal por¢ao de vendas de todos os pesticidas
no sistema de producdo agricola altamente organizado do mundo ocidental industrializado.
Além disso, como a situacdo de producdo de alimentos no mundo tem se tornado mais
critica, especialistas concordam que as maiores taxas de expansdo na producdo de
pesticidas continuara acontecendo no campo de herbicidas! 2432, Embora muitas mudangas e
inovagdes surjam conforme as necessidades do mercado, entre elas o advento das culturas
transgénicas, resistentes a algumas pragas, o0 uso de herbicidas é destacado, visto que a
maioria destas inovagdes ndo impede o florescimento de ervas daninhas no campos3. Nos
ultimos anos, o nimero de trabalhos cientificos com énfase no comportamento dos herbicidas
no ambiente tem demonstrado o quanto vem aumentando o interesse da sociedade em
conhecer o destino final e o comportamento destes compostos®, principalmente devido a
preocupacao com seus niveis toxicos na dgua para 0 consumo humano e em alimentos, além
dos constantes interesses ambientaisé. O movimento descendente dessas moléculas no perfil
do solo talvez seja um dos processos que mais tem chamado a aten¢do da sociedade
cientifica, em razéo da possibilidade de contaminacao do lencol fredtico, uma das principais
fontes de abastecimento dos reservatorios de agua para consumo humano e animal’.

O aminoacido fosfonado glifosato, (N-(fosfonometil)glicina), herbicida ndo seletivo,
sistémico, pos-emergente, foi divulgado em 1971 por Baird et al.8 e introduzido no mercado
em 1973 principalmente com marca Roundup®, sendo hoje o produto quimico fundamental da
Monsanto Co., além de ser comercializado também, no Brasil, por muitas empresas nacionais
e multinacionais como a Nortox (Glifosato Nortox®), a Dupont (Polaris®) e a Syngenta
(Touchdown®). As vendas do glifosato representam 60% do mercado mundial de herbicidas,
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contabilizando um total de US$ 1.200 milhdes de dblares ao ano e desta maneira é
considerado o herbicida ndo seletivo mais extensivamente usado no mundo®24, O glifosato é
indicado no controle de muitas ervas daninhas perenes, bienais e anuarias,
monocotiledéneas ou dicotiledéneas, em culturas de arroz irrigado, cana-de-agucar, café,
citros, maca, milho, ameixa, banana, cacau, soja (plantio direto ou indireto), fumo, uva,
soqueira em cana-de-agUcar, além de pastagem, arbustos de folhas largas e lenhosas. Seu
uso € devido, principalmente, ao seu amplo espectro na eliminagdo de ervas daninhas®.
Atualmente, com o auxilio da biotecnologia, ou seja, plantas manipuladas a serem resistentes
ao uso deste herbicida, as vendas alcangam, surpreendentemente, um aumento anual ao
redor de 20%°.

Uma grande preocupa¢do ambiental surge a cada ano sobre o uso extensivo deste
herbicida. Apesar de a Organizacdao Mundial de Saude concluir que ndo ha evidéncia de
carcinogenicidade em mamiferos, os efeitos no ambiente, seja na fauna, na flora e na
populacdo microbioldgica do solo séo preocupantest?1s,

Considerando-se a ampla utilizacdo do herbicida glifosato em todo o mundo, seu
impacto no ambiente esta se tornando mais permanente devido a sua acumulagdo. Torna-se
importante portanto, um estudo de suas propriedades fisico-quimicas, interagdes com
componentes da agua e do solo, bem como sua extracdo, detecgdo e quantificacdo em
amostras naturais34.

Atualmente, a técnica mais utilizada para a determinacdo de glifosato entre outros
herbicidas é a cromatogréfica. Trabalhos recentes, utilizando cromatografia de troca anibnica
integrada a um detector de pulso amperométrico (PAD)6, cromatografia iénica (IC)Y7 e
cromatografia gasosa acoplada a um espectrometro de massa (CG-MS)18, entre outros, foram
publicados destacando o glifosato como herbicida a ser determinado. Porém, devido a sua
alta polaridade, o glifosato e seu principal metabdlito, o acido aminometilfosfénico (AMPA),
tem levado ao desenvolvimento de muitos metodos de analise baseados em cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE), de modo que a maioria das investigacOes relatadas na
literatura para este herbicida se refere a esta técnica analitica. A dificuldade desta anélise
estd na forma de deteccdo dos compostos, glifosato e AMPA, visto que ambos ndo possuem
grupos cromoforos, que possam ser detectados diretamente por detectores colorimétricos,
UV ou fluorimétricoss.

Entretanto, um método rapido, simples, sensivel e de baixo custo € ainda necessario. A
grande maioria dos métodos cromatograficos sdo morosos no preparo de amostras e 0s

equipamentos e reagentes utilizados sdo de alto custo.
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A molécula do glifosato apresenta em sua estrutura um grupo aminico secundario, que
quando tratado com acido nitroso, é convertido a um grupo N-nitroso (também chamado de
nitrosamina)®®. O grupo N-nitroso, por ser facilmente reduzivel em funcdo do baixo potencial,
pode ser determinado voltametricamente?l. Bronstad e Friestad (1976)2, mostraram ser
vidvel a polarografia de pulso diferencial como técnica econémica, rapida e razoavelmente
sensivel para a determinacdo de glifosato em meio aquoso. Além disso, metodos
voltametricos, foram aplicados com sucesso em analises de diversos pesticidas e herbicidas
e outras substancias usadas na agricultura??23.10, Tais métodos ndo apresentam a
seletividade de metodos cromatograficos, mas sdo em geral mais rapidos e podem ser
executados em solucdes turvas. Como a determinacdo de agroquimicos usualmente nao
envolve misturas complexas de moléculas relativamente parecidas, o limite de seletividade
das analises voltamétricas € freqiientemente suficiente2s. Além disso, a sensibilidade de uma
andlise voltamétrica pode ser melhorada utilizando ferramentas quimiométricas, através de
planejamentos fatoriais e metodologia para superficie de resposta (MSR)26-2° ou pelo método
simplex sequiencial.

O objetivo deste trabalho foi executar planejamentos experimentais para estudar a
influéncia dos diversos parametros voltamétricos na andlise do herbicida glifosato e
sobretudo, executar a Metodologia para a Superficie de Resposta (MSR), com a finalidade de
obter o0 pico mais simétrico e a maior intensidade de corrente e, entdo, aumentar a
sensibilidade da metodologia para niveis de concentragdo ainda mais baixos deste herbicida,
com vista a um método alternativo a cromatografia. Desta maneira, planejamentos
experimentais independentes foram executados empregando as voltametrias com pulso
diferencial (DPV) e com onda quadrada (SWV).
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. ERVAS DANINHAS E HERBICIDAS

Herbicidas sdo substancias ou misturas de substéncias utilizadas para prevenir o
aparecimento, reduzir, ou destruir ervas daninhas e outros tipos de plantas, quer sejam
aquaticas ou terrestres. Podem, ainda, ser utilizados para causar a morte de apenas partes
das plantas?o.

O termo erva daninha apresenta uma serie de significados de acordo com a situagao
em particular. Cientificamente, como tal, somente se considera plantas ndo lenhosas, cujas
partes aéreas vivem menos de um ano. Na pratica, pode ser definida, de modo geral, como
qualquer planta indesejavel num determinado local. Todavia, na agricultura e horticultura, é
aquela planta que difere da cultura especifica em crescimento. Nas ferrovias, estradas, patios
industriais, aeroportos, represas e etc., € a vegetacdo como um todo 125,

O controle das ervas daninhas torna-se a cada dia mais importante em funcdo dos
prejuizos que causam e da demanda sempre crescente, de alimentos, fibras e energia por
parte da populagdo que aumenta continuamente3. O comércio mundial de pesticidas cresce a
cada ano. Embora muitas mudancas e inovagoes surjam conforme as necessidades do
mercado, entre elas o advento das culturas transgénicas, resistentes a algumas pragas, 0 uso
de herbicidas é destacado visto que a maioria destas inova¢des ndo impede o florescimento
de ervas daninhas no campo?. Por outro lado, a tecnologia transgénica trabalha no sentido de
produzir culturas resistentes ao herbicida de interesse e desta maneira, incentiva 0 aumento
de seu consumo®.

O exterminio de vegetais nocivos, por meios quimicos, era realizado até a Segunda
Guerra Mundial, através da utilizacdo de solucbes a base de &cidos e sais inorganicos!?’,
Porém, problemas relacionados com a seguranca na aplicacdo, somados a necessidade de
uma certa seletividade no controle dessas plantas, provocaram o desenvolvimento dos
herbicidas orgénicos?0.

O primeiro composto orgénico usado como tal foi, provavelmente, o derivado fendlico
2-metil-4,6-dinitrofenol ou dinitro-o-cresol (DNOC), introduzido no mercado em 1934126, Uma
série de outros compostos de diferentes funcdes quimicas foi desenvolvida nos anos
seguintes, com finalidade predominantemente herbicida, os quais vém substituindo os meios
mecanicos de controle de ervas daninhas nas ultimas décadas, especialmente onde é préatica

comum a agricultura intensiva e mecanizada.
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Ja o campo de estudos e pesquisas em herbicidas, ao qual podemos chamar de
herbicidologia, esta direcionado na busca de novas substancias que sejam mais eficazes,
econdmicas e, acima de tudo, ndo oferecam riscos ambientais ou a vida. Por outro lado, é
preciso conhecer o comportamento dos herbicidas, no solo, na atmosfera, nas aguas, nas
plantas e seu envolvimento com a microbiota, com a vida animal e humana32,

O uso crescente de compostos herbicidas tem razfes econémicas, técnicas e sociais.
A mao-de-obra para 0 controle mecénico de ervas daninhas tornou-se escassa e
dispendiosa. Além disso, mudangas econdmicas e tecnologicas na producdo agricola,
associadas a necessidade de producdo de mais alimentos por unidade de terra cultivada,
exigem praticas mais eficientes, as quais somente os herbicidas podem fornecer.

A principal fonte humana de alimentos é a vegetal. Os vegetais competem com
aproximadamente 30.000 espécies de ervas daninhas no mundo todo, com cerca de 1.800
delas causando sérias perdas econdmicass. Essa competicdo, contribui para uma reducao
de 9-10% nas colheitas mundiais, de um total de 35% de perdas causadas por pragas em
geral'?6, As ervas daninhas privam as plantas de umidade e nutrientes do solo, impedem a
incidéncia direta de luz solar reduzindo assim seu crescimento e contaminam graos das
safras com sementes quase sempre toxicas ao homem e aos animais.

O uso de herbicidas organicos apresenta, além das econdmicas, algumas vantagens
toxicolégicas e ecoldgicas. O fato de que muitos destes compostos agem por inibicdo de
fotossintese (mecanismo de acdo toxica especifico para plantas) implica, quase sempre,
baixa toxicidade para organismos ndo-alvos, inclusive o homem. Além disso, como séo
aplicados, geralmente, bem antes da colheita, o problema relacionado a presenca de
residuos é relativamente pequeno, embora haja muitas exce¢des’®.

Os herbicidas constituem a principal parcela de vendas de todos os pesticidas no
sistema de producdo agricola de alta escala comercial no mundo industrializado do
hemisfério ocidental32. No Brasil, porém, ndo existem dados estatisticos oficiais a respeito do
uso atual de herbicidas. O valor de vendas, entretanto, nos da uma indicagdo da escala em
que séo aplicados. De acordo com o Sindicato Nacional da IndUstria de Defensivos Agricolas,
SINDAG!28, a quantidade de herbicidas vendidos no Brasil em 1.995 soma aproximadamente
834,1 milhdes de ddlares, mais que trés vezes o valor de inseticidas e 3,5 vezes o valor de
fungicidas vendidos no mesmo ano (Tab.1l). As culturas responsaveis por este elevado
consumo sao principalmente soja (que corresponde por quase metade do valor total de

vendas), cana-de-acucar, milho e arroz?0,
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Tabela 1. Valores de vendas de pesticidas no Brasil, valor em US$ (sem ICMS)

Pesticidas 1993 1994 1995
Herbicidas 588.597 775.792 834.085
Inseticidas 195.894 300.246 336.779
Fungicidas 166.384 211.080 226.389

Acaricidas 73.816 90.826 98.389

Outros* 25.120 26.133 39.612
Total 1.049.811 1.404.047 1.535.249

* Reguladores de crescimento e espalhantes adesivos
Fonte: SINDAG

A ampla e indiscriminada aplicacdo de herbicidas pode trazer conseqiiéncias nocivas
para 0 homem, entre elas, a contaminacdo ambiental e a presenca de seus residuos nos
alimentos utilizados para consumo humano.

A discussdo atual em torno da nocividade desses agentes quimicos esta centralizada
nas propriedades mutagénicas, carcinogénicas ef/ou teratogénicas, suspeitas ou
demonstradas, associadas a alguns herbicidas ou seus contaminantes e subprodutos dos
processos de sintese encontrados em quantidades tracos nos produtos grau técnicol?®,
Todavia, dados relativos aos niveis residuais de herbicidas em alimentos, tanto no Brasil
COMO em outros paises, Sao ainda escassos e necessitam ser obtido em maior numero para
uma avaliagao da situacao atual'®.

O numero de trabalhos cientificos com énfase no comportamento dos herbicidas no
ambiente tem demonstrado 0 quanto vem aumentando o interesse da sociedade em
conhecer o destino final desses compostos. Os resultados dessas pesquisas levam muitas
vezes a condenacdo de varias formulacdes, consideradas de elevado poder impactante, e ao
desenvolvimento de novos compostos, especialmente aqueles formulados visando a sua
eficiéncia no controle das plantas daninhas e, principalmente sem riscos para 0 meio

ambientes.

2.2. O HERBICIDA GLIFOSATO

As propriedades do herbicida glifosato foram divulgadas em 1971 por Baird, (1971)8. O
composto foi encontrado durante um estudo do efeito herbicida dos acidos terciarios
aminometilfosfénicos derivados de varias aminas primérias e secundarias. Apenas dois dos
compostos produzidos mostraram alguma atividade herbicida, mas ambos tiveram baixa
atividade. Entretanto, a propriedade dos compostos de regular o crescimento das plantas,
introduziu um deles no mercado, a glifosina, como um agente capaz de amadurecer a cana

de aclcar (Polaris, Monsanto Co.). A tentativa de encontrar um acido terciario
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aminometilfosfénico com as melhores atividades herbicidas falhou. Como ultimo recurso, foi
sugerido que a degradacdo dos dois compostos pudessem produzir um metabolito ativo
(contraria a tendéncia geral dos metabdlitos). O glifosato estava entre o0s possiveis
metabdlitos dos dois compostos, e foi encontrado como tendo alta atividade herbicidas33.

O seu modo de agdo primario parece ser a inibicdo competitiva do “acido 5-
enolpiruvilshikimico-3-fosfato (EPSPs) sintase”, uma enzima que pertence a rota do &cido
shikimico, precursor principal da biossintese dos aminoécidos aromaticos. Esta rota esta
ligada ao metabolismo primario e secundario das plantas. Os principais produtos finais sdo 0s
aminoacidos fenilalanina (Phe), tirosina (Tyr) e triptofano (Trp); tais aminoacidos sao
precursores da lignina, dos flavonoides, taninos e outros compostos fendlicos, todos produtos
da rota do acido shikimico3435, desta maneira 0 aminoacido fosfonado glifosato € um
herbicida ndo seletivo, sistémico, pds-emergente, com rapida absorcao foliar e translocagéo,

tanto pelo xilema quanto pelo floema da planta tratada“!.

2.2.1. CARACTERISTICAS

2.2.1.1. Nomenclatura

N-(fosfonometil)glicina € o nome reconhecido pela IUPAC ao herbicida de nome
comum Glifosato, apesar de ser conhecido também com o nome sistemético, acido N-
(fosfonometil)aminoacético 37. 11,

H H  CH,

0 H 0 /
/ o | :
HO H

Figura 1. N-(fosfonometil) aminoacetato de isopropilamonio.

CH,

A Monsanto®, em 1973 introduziu no mercado os sais glifosato-isopropilaménio (Fig. 1)
e glifosato-sesquisddio, e a Zeneca em 1989 (atual Syngenta®) introduziu o sal glifosato
trimesium  (trimetilsulfénio)3”. No Brasil atualmente, além das principais Monsanto®
(Roundup®), Syngenta® (Touchdown®), Nortox® (Glifosato Nortox®) e Dupont® (Polaris®), tal
herbicida € produzido, por varias empresas nacionais e multinacionais, conforme tabela 2.

Tabela 2. Empresas genéricas que comercializam o glifosato no Brasilt35-137

Empresa Nome Comercial
Agricur Defensivos Agricolas Ltda Gliphogan®
Agripec Quimica e Farmacéutica S/A  Glifosato 480 Agripec®
Alkagro do Brasil Ltda Glifosato Alkagro® e Agrisato®
Cheminova Agro Brasil Ltda Glifos®
Dow Agro Sciences Industrial Ltda Gliz 480°®
Fersol IndUstria e Comércio Ltda Glifosato Fersol 480 NA
Milénia Agro Ciéncias S/A Trop®

Pilarquim BR Comercial Ltda Pilarsato®
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2.2.1.2. Propriedades Fisico-Quimicas

O aminoacido fosfonado, glifosato, tem férmula molecular CsHgNOsP
(M.M. = 169,1 g molL). Os seus sais isopropilamdnio, sesquisodio e trimesium apresentam as
seguintes formulas moleculares:  CeH17N20sP,  CeH1aN2NazO10P2 e CeH1sNOsPS,
respectivamente. Em condigdes ambientais, tanto glifosato quanto seus sais sdo sdlidos
cristalinos, muito solveis em agua (12 g L1 a 25 °C, para glifosato) e quase insollveis em
solventes organicos comuns, tais como acetona e etanol, entre outros. Glifosato funde a
200 °C, possui densidade aparente de 0,5 gcm=3 e se apresenta bastante estavel em
presenca de luz, inclusive em temperaturas superiores a 60 °C37. Os valores de pK
encontrados na literatura para o glifosato s@o3%: 142; pK.: < 2,0; pK.= 2,32; pK: = 5,86; pK.=
10,86. Tais constantes indicam o grau de dissociacao do herbicida em func¢do do pH. Sendo

assim, as etapas de dissociacao previstas sdo as apresentadas na Figura 2.

0 H
HO_ F’// \N+ _H

HO/ ~ /O
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‘ OH
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NN </°
’ pK21L 2,32

OH

0 H
HO\P// \N+/H

Y
it

O\P// \N+/H
o_/ ~ //
pK41L1086 0
0
N/
IS 0
0

Figura 2. Dissociagdo do glifosato de acordo com seu comportamento
zZwiterionico.
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2.2.2. DEGRADACAO, MOBILIZACAO E DISPERSAO

A rapida e completa degradacédo do glifosato parece ser essencialmente microbiana e
pode ocorrer tanto no solo como na agua3®40, De qualquer modo, a razdo da degradacdo do
glifosato em diferentes solos pode variar consideravelmente dependendo da proporcao da
atividade microbiana nos mesmos. Certamente, a inativacdo através da adsor¢éo pelo solo e
a complexacdo com metais dissolvidos, reduz consideravelmente a razdo de degradacgdo®2. A
degradacdo quimica e a foto-decomposicdo parecem ser pouco importantes na
decomposicdo quimica deste herbicida em solo, porém a fotélise pode ser importante em
sistemas aquaticos?.

Estudos indicam que a meia vida do glifosato nas &guas naturais em condi¢bes de
laboratério estd entre 7 e 10 semanas. Em suspensdo de solo o glifosato degrada
rapidamente num periodo de 28 dias. O &cido aminometilfosfénico, AMPA, € o principal
produto da degradacdo do glifosato nesta suspensdo. O AMPA é também muito mais
persistente que o glifosato; estudos encontraram que o tempo de meia-vida no solo ficou
entre 119 e 958 dias*.

Em agua destilada e em agua natural estéril, o glifosato € estavel. A sua hidrélise nao
ocorre em suspensdo de solo estéril durante um periodo de 7 dias, além disso, ele é
fortemente adsorvido pelas particulas em suspenséo nas aguas utilizadas para irrigacao“.

Newton et al., (1984)*, monitoraram o glifosato e o AMPA em &guas de rios e
sedimentos as margens de uma floresta tratada com o herbicida por aplicacdo aérea e
mostrou que a concentracdo maxima de glifosato na agua foi observada nas primeiras duas
horas apds o liquido ter sido pulverizado e o residuo foi detectado na agua por 8 dias. No
sedimento dos rios, a concentracdo maxima de glifosato e AMPA foi detectada ap6s 15 dias e
ficou entre 0,055 e 0,1 mg kg, respectivamente. Além disso, por 55 dias o glifosato atingiu
concentracdes superiores a 0,01 mg kg

Estas conclusdes confirmam a forte afinidade do glifosato pelos sedimentos e pelos
compartimentos do solo e seu equilibrio com 0s mesmos, 0 que torna mais urgente seu

monitoramento para evitar impactos mais sérios ao ecossistema.
2.2.3. INTERACOES COM 0S COMPARTIMENTOS DO SOLO

A habilidade do solo em remover solutos de solugdes € bem conhecida. Entretanto,
estudos mais precisos tém demonstrado que a remocao dos solutos ndo € completa, mas

envolve processos reversiveis que produzem uma ampla distribuicdo entre o solido e os
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componentes liquidos. A condicdo de equilibrio e a razdo destas distribuicdes sdo fatores
importantes que afetam a disponibilidade biologica e a quimica do solo32.

Devido aos diferentes métodos de aplicacdo e condi¢des climaticas, uma quantidade
significante de herbicida alcanca o solo. Herbicidas que entram no solo podem se ligar de
varias maneiras aos seus constituintes, tais como minerais de argila, matéria organica, dxidos
metalicos e substancias himicas#2. Os componentes mais importantes do solo capazes de
adsorver os herbicidas estdo na fracdo coloidal, que é composta predominantemente de
minerais de argila e matéria organica; os fenémenos de adsorcéo relacionados a este Ultimo,
apresentam-se como sendo um dos mais importantes fatores que afetam o comportamento e
destino dos pesticidas e metais pesados entre os componentes do solo®.

Estudos sobre o comportamento do herbicida glifosato no ambiente tem demonstrado
que este € rapidamente inativado para as plantas quando em contato com o s0l03%6.46.47, As
interacOes do glifosato com os solos ndo estdo relacionadas com sua capacidade de troca
catiénica e o conteudo dos minerais de argila, mas sim com o conteido de éxido de ferro e de
aluminio amorfos e com a matéria organica%, o que promove sua baixa atividade.

O glifosato apresenta-se em trés grupos (aminico, carboxilico e fosfnico), que podem
formar fortes ligagdes coordenadas com ions metalicos, particularmente com os ions dos
metais de transi¢éoe.

Visto que o destino dos herbicidas através do solo € geralmente mediado pela
solubilidade em &gua; a complexacdo metdlica e suas caracteristica sdo de grande
importancia em relagdo aos processos de transporte, além disso, 0 mecanismo de adsor¢éo
do glifosato nos compartimentos do solo46, assim como a complexagdo com metais*® em
solugbes aquosas, dependem diretamente dos valores de pH. Estudos feitos por McConnell
and Hossner, (1985)%, mostraram que a adsor¢do do glifosato pelas argilas varia com a
mudanca do pH e para as esmectitas com a mudanca na saturacdo de cations na solugéo.
Geralmente, como 0 pH aumenta, a adsor¢do de glifosato diminui. Este efeito é devido a
diminuicdo das interagBes entre, argila e glifosato, que se tornam mais negativamente
carregados. A adsorcdo de glifosato na caulinita, na hematita e na goethita € também
dependente do pH. O pH determina a carga da molécula e da superficie do mineral. A
adsorcdo € maxima quando a atracao eletrostatica e interacdes sdo maximizadas.

Sprankle et al. (1975b)3° propuseram que o glifosato pode se ligar ao solo de uma
forma similar ao fosfato, através dos grupos fosfatados. Esta conclusdo é confirmada pelo
fato de o fosfato competir com o glifosato pelos locais de adsorgdo em argila € em solos em
geral. As ligacbes néo parecem ser relacionadas pela capacidade de troca catidnica das

argilas, mas preferivelmente pelas valéncias dos cétions formados nas mesmas#. Um outro
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possivel mecanismo de adsorcéo é a formagéo de ligacdes argila-cation-glifosato, onde o ion
metélico pode disputar por uma parte principal do adsorvente, que formam complexos
estaveis com metais, através do qual o glifosato se liga ao solo%s. A habilidade do glifosato
em formar fortes quelatos o coloca em uma classe Unica de herbicidas; e apesar de ser um
agente fito-toxico, pouco é conhecido sobre suas afinidades pelos ions metélicos divalentes e
trivalentes que ocorrem em plantas, solos e agua®.

Estudos sobre a complexacdo de glifosato com cobre, mostraram que o herbicida
contribui pela dessorcao do Cu2* j& adsorvidos em argilas pela formacao de complexos Cu-
glifosato em solugdo através do deslocamento do equilibrio, além disso, a adsor¢do do
pesticida diminui em argila saturada com metais, quando comparada com a amostra
original*>. Mas, ao mesmo tempo, um aumento do glifosato € também atribuido pela formacao
de complexo na solucdo. Os cations ajudam na formacdo de novos locais para adsorcao do
herbicida em solu¢do com minerais de argilad?, deixando um espaco no interior da camada do
mineral, ndo apenas por troca catidnica de ions, mas também por formacdo de complexos
com glifosato na solu¢do externa, enquanto os protons ocupam posicdes nas camadas
internas (isto explica o valor do pH da solucéo final ser maior que o da solugéo inicial). Tais
proposi¢cdes concordam com outros trabalhos apresentados na literatura, que afirmam que
com a formagéo do complexo Cu-glifosato ha um aumento na adsor¢do do herbicida%. Tal
adsorcdo pode acontecer em locais onde o Cu?t estava previamente adsorvido, enquanto
agia como uma ponte entre o solo e o glifosato. Quando o Cu2* estava presente na solugéo o
pH diminuiu, e a adsor¢éo de glifosato aumentou. Devido ao baixo pH, ocorreu a formagédo da
espécie de glifosato com pouca carga negativa, a qual foi adsorvida mais faciimente nas
superficies do solo com carga negativa®.

O fato de a desorcéo de glifosato em montmorilonita (mineral de carga permanente)
ser alta, pode confirmar ainda mais a proposta de que o glifosato se adsorve melhor em
minerais de carga variavel*s. McConnell and Hossner (1985)%0, sugerem a ocorréncia de
adsorcdo de glifosato em minerais com cargas dependentes do pH, tal como hematita e
goethita.

Outros importantes componentes do solo, que adsorvem glifosato equivalentemente
aos minerais de argila s@o os extratos himicos. As interacdes com as substancias humicas
tanto nas formas sélida ou dissolvida, sdo mais importantes que o previamente esperado. A
adsorcdo € explicada por maltiplas ligacdes de hidrogénios que podem ocorrer entre 0s varios
grupos acidos e os que contém oxigénio de ambas as moléculas, porém, a ordem de
adsorcdo ndo segue simplesmente a ordem de acidez, mas preferivelmente o aumento

alifatico e o tamanho molecular das substancias himicas, além disso, materiais himicos com
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alto teor aromatico e pequena dimens@o molecular apresentam adsor¢éo relativamente baixa.
Este resultado revela que a extensao da adsorcao do glifosato nas substéncias himicas varia
consideravelmente com sua estrutura macromolecular, com sua dimenséo e é favorecida por
alto grau de flexibilidade estereoquimica combinada com um extenso tamanho moleculars2,

O glifosato foi encontrado, também, adsorvido em um complexo de &cido hdmico-ferro
em maior extensdo do que a literatura relata para argilas e solos®3. Este grau de adsor¢ao foi
atribuido ao mecanismo de troca de ligantes pela qual uma ou mais hidroxilas da esfera de
hidratacao do ferro pode ser trocada pelo grupo fosfatado do glifosatos2.

Estas suposi¢des propdem que os componentes do solo além dos minerais de argila
sdo importantes fatores responsaveis pela adsorgédo e pela baixa mobilidade deste pesticida
no solo*>, além disso, estes tipos de interagbes quimicas Sdo responsaveis pela

disponibilidade do herbicida livre, fazendo o resistir a biodegradacéo em aguas naturais*2.

2.2.4. TOXICIDADE

A toxicidade relativamente baixa do glifosato aos mamiferos, tornou-o um dos
herbicidas mais amplamente usado no mundo®. Porém, seu uso indiscriminado pode se
tornar toxico a fauna, a populacdo microbiologica e ao homem, devido ao aumento das
concentracdes de seus residuos no solo, na agua e nos sedimentos.

O glifosato foi divulgado como tendo baixa toxicidade aguda para diferentes espécies
de animais, com uma dose oral LD50 entre 0,7 a 11,0 g kg de massa corporals5-57, porém, é
um irritante moderado para a pele e olhos®8, mas o Roundup® foi identificado como principal
causador dos fendbmenos de irritacdo ou dermatites, descrito por trabalhadores agricolas®’,
que parece ser mais toxico que a combinacdo do componente ativo. Informacdes clinicas de
acidentes por envenenamento agudos indicam que o pulméo pode ser considerado o érgédo
alvo da toxicidade do Roundup®s. Este efeito foi atribuido aos ingredientes surfactantes
ativos adicionados junto ao glifosato para torné-lo mais eficiente0. Todavia, um estudo da
interacdo entre glifosato e surfactantes revela um efeito antagonista da toxicidade do
glifosato61.62,

Em testes sistematicos e de curta duracdo, o principio ativo, glifosato, ndo obteve
efeito mutagénico, porém, a formulacéo técnica, Roundup®, demonstrou algumas atividades
genotoxicas. Desta forma, a alta atividade das formulagdes técnicas em induzir a toxicidade e
0 dano genotdxico em experimentos diferentes e sistematicos indica o importante papel dos
agentes surfactantes ativos e/ou co-formulagdes na potenciacdo destes efeitos no ingrediente

ativo. Considerando o extenso uso deste herbicida na agricultura e fora dela, tal como
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controle de ervas daninhas em sistemas aquaticos, parques e jardins, o risco no processo de
avaliacdo da formulacéo técnica deve ser considerado de importancia primaria®2.

Muito embora tal herbicida seja pouco toxico para mamiferos, um estudo realizado em
coelhos constatou uma queda no volume ejaculado de sémen e na concentragéo de esperma
apds a inclusdo de glifosato no regime alimentar destes animais. O pesticida foi dado
oralmente por seis semanas, onde ocorreu a queda. Durantes as proximas seis semanas de
recuperacao o efeito sobre a qualidade do sémen continuous?,

Estudos de impactos ambientais também indicam que o glifosato tem um efeito indireto
na comunidade animal®; entretanto, algumas espécies de passaros podem apresentar queda
na densidade populacional devido a destruicdo do habitat causado pelo uso do herbicidal2.

Peixes e invertebrados sdo mais sensiveis a este herbicida, especialmente para a
formulacdo comercial. O aumento da toxicidade do glifosato é causado pelos surfactantes na
formulacdo, que tem similar toxicidade aos organismoss4.

Estudos da toxicidade do glifosato na comunidade microbiana in vivo e in vitro
mostraram que 0 mesmo é toxico para bactérias e fungos em meio livre de solo (in vitro).
Entretanto, esta mesma toxicidade ndo se expressou quando o glifosato foi adicionado
diretamente ao solo (in vivo); certamente devido as suas intera¢Bes com a argila e com a
matéria organica do solo. A respiracdo microbiana ndo se alterou quando se utilizou
concentracdo de campo (5-50 g g'1), mas foi estimulada por altas concentra¢des. O aumento
da atividade microbiana resultou da utilizacdo de glifosato como substratos de carbono
disponivel. Em longo prazo, aplicagdes repedidas de glifosato néo interferiram nas
caracteristicas microbianas sazonais, portanto os meios de ensaios artificiais sdo de
relevancia limitada no prognéstico da toxicidade do glifosato para 0s organismos no solo
sendo que a taxa de aplicacdo de glifosato tivera pouco ou nenhum aumento na comunidade
microbiana nas plantacdes de pinoss,

O AMPA, principal metabdlito do glifosato, apresenta baixa toxicidade aguda (LD 50:
8,3 mg kgl de massa corpérea em ratos) e € levemente irritante para os olhos. Porém,
estudos indicam que o mesmo causa uma variedade de problemas toxicologicos em
mamiferos. Testes subcrdnicos em ratos mostraram que 0 AMPA causou queda no peso das
fémeas, um aumento na acidez da urina de ambos 0s sexos, uma queda na massa do figado
dos machos em todas as doses testadas e excessiva divisdo celular no revestimento da
bexiga e em parte do rim de ambos 0s sex0s24,

A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA)86 estabeleceu o limite méximo de
residuo (LMR) do herbicida glifosato, que pode ser aceita em cada alimento destinado ao

consumo humano, a ingestéo diaria aceitavel (IDA), além do intervalo de seguranca, também
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conhecidos respectivamente como tolerncia e caréncia (intervalo entre a aplicagcdo do
pesticida e a colheita). Seus valores sdo apresentados na tabela 3.

N&o existe legislacdo brasileira que defina limites maximos de residuos para qualquer
pesticida em solos, entretanto, a legislacdo estabelece normas e critérios para a realizagdo
de testes preliminares para a avaliacdo ecotoxicoldgica de pesticidas. Estes testes consistem
em estudos de biodegradabilidade, adsor¢ao/dessorcdo e mobilidade3s.

Tabela 3. Limites de tolerdncia e caréncia para glifosato, em alimentos,

estabelecidos pela ANVISA
Alimentos LMR (ug mL-1) Caréncia (dias)

Frutos
Ameixa 0,2 17
Citrus 0,2 30
Maca 0,2 15
Nectarina 0,2 30
Péra 0,2 15
Banana (sem casca) 0,05 30
Péssego 0,2 30
Uva 0,2 17
Cereais
Arroz (gréo) 0,2 ND*
Arroz com casca 0,5 ND*
Arroz (farelo) 1,0 ND*
Milho 0,1 ND*
Trigo 0,05 ND*
Sementes oleaginosas
Algodao 3,0 ND*
Soja 2,0 45
Outros produtos
Café (grao) 1,0 15
Cacau 0,1 30
Cana-de-agucar 1,0 ND*
Pastagens 0,2 ND*
N&o Intencional
Figado e rim  bovinos, 0,1
caprinos € aves
IDA 0,042 -

ND* = intervalo de seguranca ndo determinado devido a mobilidade de
emprego, plantio direto e quebra de dorméncia.

Estudos que avaliem o comportamento e destino dos pesticidas em solos de regides
tropicais sao limitados em relacédo aqueles efetuados em regides de clima temperado. Alguns
paises definem valores de seguranga para alguns ingredientes ativos, de modo que quando
se possui concentragdes superiores as estabelecidas € necessario tomar medidas
corretivasse.

Nos Estados Unidos, a agéncia de protecdo ambiental (EPA)!38, estabelece um padréo

federal para a 4gua potavel conhecido como nivel de contamina¢do maximo (MCL). Isto €, a
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dose que se considera segura para a salde das pessoas se estas consumirem tal dose todos
os dias de sua vida.

Para o glifosato, segundo a EPA-Water'®® o MCL do glifosato em agua potavel é de
700 pg L2, entretanto, a agéncia de protecdo ambiental da Califérnia (EPA — Califérnia)!40
estabeleceu o nivel de 1000 pg L para este herbicida.

O Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA)®7, 6rgdo do Ministério do Meio
Ambiente (MMA) estabelece limites méaximos de residuos para alguns pesticidas em &gua,

porém nao cita muitos de ampla utilizag&o, dentre estes, o glifosato.
2.2.5. EXTRACAO, PURIFICACAO E DETERMINACAO

O significativo interesse na determinacdo de residuos do herbicida glifosato e seu
metabdlito, resultado do aumento de seu uso agricola e ndo agricola, refletiu no
desenvolvimento de metodologias analiticas para extrair e determinar tais compostos em
amostras reais®8, tais como agua, solo, vegetal, alimento e amostras fisioldgicas.

O principal problema na andlise do glifosato e seu metabolito, encontra-se porém, na
sua recuperacdo em amostras bioldgicas e de campo®. Estes problemas sdo causados pela
natureza polar deste composto e a alta solubilidade em agua, que o torna dificil de ser
extraido.

Considerando a extragéo do glifosato do solo, pode-se generalizar que a eficiéncia da
extracdo aumenta com o0 aumento do pH e com o aumento da forga iénica, porém o efeito da
forca ibnica € menos evidente que o efeito do pH™.

O glifosato € zwiteridnico (Fig. 2) assim, abaixo de pH 2 ele apresenta carga positiva,
de 2 a 2,32 ele esta no ponto de carga zero e acima de 2,32 ele apresenta carga negativa,
que aumenta com o aumento do pH. Muitos 6xidos também sdo zwiteridnicos, 0 que 0s
fazem em determinadas condigOes ter ora uma capacidade de troca anibnica, ora cationica.
Tomando como base estas propriedades, seria esperada uma menor troca ionica entre
glifosato e os minerais de argila nos dois extremos de pH devido as condigdes de ambos,
argila e glifosato, que em meio &cido seriam positivamente carregados e portanto se
repeliriam, e em condi¢cbes alcalinas estariam negativamente carregados e também se
repeliriam. Em condi¢bes de pH intermediério seria esperado um méximo de atracdo, no
entanto, esta tendéncia ndo foi observada e como previamente discutido, hd uma relacdo
direta entre 0 pH e a extragéo do glifosato para muitas argilas estudadas. Em valores de pH
baixo, o glifosato seria retido pelas ligagBes de hidrogénio na superficie hidratada™. Os
complexos precipitados de Fe3* e AR* também seriam a razéo pelo aumento da adsor¢ao em

condigdes acidas.
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Como j& citado, a desorcéo de glifosato aumenta com 0 aumento do pH, entretanto ha
a desvantagem de as solucbes bésicas serem os melhores extratores de substancias
humicas, o que pode interferir em certas analises. Desta maneira, 0 sucesso da determinagdo
de glifosato do solo e também de outras matrizes, requer primeiramente um bom extrator
seguido de uma boa etapa de limpeza através de resinas trocadoras de ions™.

Muitos tipos de solugdes sdo empregadas na extra¢do do glifosato, de acordo com a
tabela 4.

Tabela 4. Solugbes extratoras de glifosato do solo

Solugdes extratoras e concentragoes Referéncia
NH4OH 0,25 mol L1 e KH,PO4 0,1 mol L1 71
trietilamina 0,1 mol L 72
NaOH 1,0 mol L 18
KOH 0,5 mol L+t 73
HsPOs  0,35molLt com  CaCl, 0,09 molL1,  NaOH 0,1 mol L1, 74

NH4OH 0,5 mol L1, K;HPO4 0,1 mol L1, KH2PO4 0,1 mol L2, HCI 0,1 mol L1,
trietilamina 0,1 mol L com CacCl,, Ca(OH),, CaCl, e CH:CN

HF 0,1 mol L1, KOH 0,1 mol L%, NH4OH 0,1 mol L1 e KH2PO4 0,1 mol L1 70

Albin e Smith (1992)74, estudaram uma série de extratores e 0s melhores resultados
foram encontrados com HsPO, com CaCl;, NaOH e NH4OH. Miles e Moye (1988)7,
constataram que a melhor solugcdo extratora de glifosato para solos arenosos € a de
KH2PO4 0,1 mol L1 e para solos argilosos, KOH 0,2 mol L.

Muitos foram os estudos, mas ainda ha uma incognita de qual ou quais seriam as
melhores solugdes extratoras para os diferentes tipos de solo.

FreqUentemente, apds a extracdo de amostras de solos, vegetais e biologicas a
purificacdo da solugdo aquosa obtida requer a utilizacdo de cromatografia de troca de ligantes
e troca anionica ou a utilizacdo de métodos alternativos como a aplicagdo da extragdo com
membrana de suporte liquida (MSL)®°.

Uma seqliéncia geralmente empregada na extracdo, purificacdo e determinacdo de
amostras de &guas, solos e vegetais, principalmente pelo método cromatografico, é

apresentada na figura 3.
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Amostras vegetais Amostras de solos Amostras de aguas
Extracdo com &gua e Extracdo com o
pré-purificagdo com extrator escolhido
solvente organico
l \ 4

L »{ Centrifugagdo ~ 3000 rpm Cromatografia  de
P! troca cationica

v

. — Cromatografia  de
Deteccdo [€— Cromatografia @—— Derivatizacdo [€— troca anibnica

Figura 3. Etapas gerais empregadas na extracao, limpeza e determinacdo do
glifosato por cromatografia.

Muitas sdo as técnicas desenvolvidas, melhoradas e acopladas para a determinacao
do glifosato e seu metabdlito, sendo a cromatografia a técnica de analise mais empregada e
estudada atualmente?, como & mostrado nas tabelas 5 e 6.

A escolha de uma robusta, simples e eficiente reacdo de derivatizacdo é a primeira e
mais critica etapa para o sucesso da aplicacdo do método por Cromatografia Gasosa (CG). O
objetivo da analise do glifosato requer uma derivatizacdo primaria de maneira que
convenientemente produza um composto de baixa polaridade e seja volatil o suficiente para
ser subsequentemente cromatografado’.

O glifosato pode ser considerado como um caso especial, devido a sua natureza polar
e sua alta solubilidade em &gua, o que limita a possibilidade do uso de técnicas de
derivatizagdo padrdes freqlientemente empregadas em anélise por CG. Muitos esquemas de
reagOes foram descobertos através dos anos na tentativa de derivatiza-lo. Os reagentes N-
metil-N-(tert-butildimetilsilil)trifluoroacetamida (MTBSTFA), o anidrido heptafluorobutirico
(HFBA), o anidrido trifluoroacetico (TFAA) com trifluoroetanol (TFE), ou 2,2,3,3,4,4,4-
heptafluoro-1-butanol (HFB) ou &cido trifluoroacético (TFA) e o trimetil ortoacetato (TMOA)
com acido acético, foram empregados com os mais diferentes detectores, tais como
nitrogénio fésforo (NPD), fotométrico (FPD), captura de elétrons (ECD), ioniza¢do por chama
(FID), além do espectrometro de massa (MS) com “ion trap” e impacto de elétrons (EI), como

mostrado na tabela 5.
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Tabela 5. Anélise por cromatografia gasosa do herbicida glifosato

Derivatizacdo Deteccao LDQ Referéncia
HFBA ECD, MS(EI) - 77
MTBSTFA FPD - 78
TFAA-TFE NPD 0,05 mg kg 79
TEAA-TFE NPD 0,03 mg kgt 80
TFAA-TFE ECD - 72
MTBSTFA MS (ion trap) - 82
TFAA-HFB MS 0,01 mg kg 71
Isopropilcloroformatodiazometano ~ FPD 2,0 mg kgt 81
TFAA-HFB MS-MS (ion trap) 0,05 ug L1 83
Acido acético -TMOA MS(EI) 0,65 pg Lt 84
TFAA-TFE MS(EI) 0,05 ug L? 18
TFA -TFAA-TMOA MS, FID 0,01 umol L* 87
TFAA FID 0,10 ug mL? 88

Um método alternativo a CG é a cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE). A
andlise do glifosato é usualmente executada em uma coluna de troca aniénica devido a sua
alta polaridade®.

A auséncia de um cromaforo ou fluoréforo faz, também necessario, a derivatizacdo do
glifosato para sua determinacdo por CLAE. A maioria dos métodos (Tab.6) incluem
principalmente a derivatizacdo pds-coluna com orto-ftalaldeido (OPA) na presenca de 2-
mercaptoetanol (ME); outro reagente bastante empregado é o 9-fluorenilmetil cloroformato
(FMOC-CI), além do cloreto de p-toluenosulfonila, do 1-fluoro-2,4-dinitrobenzeno e do hidrato
de Morin com AI(NO3)3 (AR* - Morin). A deteccdo é executada normalmente tanto por
espectrofotometria no ultravioleta (UV) quanto por fluorescéncia (FL), sendo esta Gltima mais

sensivel.

Tabela 6. Andlise por cromatografia liquida do herbicida glifosato

Derivatizacédo Deteccéo LDQ Referéncia
Cloreto de p-toluenosulfonil UV (240 0u 280 nm) 10 ug L 89
FMOC-CI FL (254, 313 nm) 0,1 mg kg* 90
1-fluoro-2,4-dinitrobenzeno UV (405 nm) 0,1 mg Kg! 91
FMOC-CI FL (254, 313 nm) 10 pug L? 92
OPA-ME FL (230, 418 nm) 0,05 mg kg! 93
(Ru(bpy)s?*) ECL 1,7 pg L1 94
Cloreto de p-toluenosulfonil UV (240 nm) 0,2 ug mLt 95
OPA-ME FL(340, 455 nm) 2,0 ug L1 96
FMOC-CI ESI/ MS 0,2 ug L1 97
Hipoclorito de célcio OPA FL (340, 455 nm) 0,05 pug mL1 68
FMOC-CI FL (263, 317 nm) 0,5 mg kg 98
OPA-ME FL (330, 465 nm) 2,0 ug L1 99
AlB*-morin FL (400, 480 nm) 14mglLt 100
FMOC-CI FL (263, 317 nm) 1,0 pg L1 101
OPA-ME FL (340, 455 nm) 0,05 pg mL1 102
FMOC-CI FL (270, 315 nm) 0,5 pg mLt 70
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Outras metodologias de analise pouco divulgadas e utilizadas vem sendo
desenvolvidas na determinacdo do herbicida glifosato de maneira a tornar as analises mais
simples, rapidas e viaveis economicamente, como mostra a tabela 7.

A cromatografia de troca ionica apresenta a vantagem de ndo necessitar da
derivatizagdo do glifosato devido as deteccdes condutimétricas!’ e amperométricas!s, esta
ultima de maneira indireta. A eletroforese capilar tem se tornado também uma boa proposta
analitica e sua etapa de derivatizacdo utiliza o cloreto de p-toluenosulfonila antes da
separacao.

A “enzyme-linked immunosorbent assay” (ELISA) é um recente método analitico para
andlise do glifosato em agua, sendo bastante sensivel, de baixo custo e rapido, contrario as
dispendiosas técnicas por CLAE e CG.

A espectrofotometria foi a técnica utilizada nas primeiras analises de rotina de residuos
de pesticidas, sendo o glifosato também determinado pela mesma.

O método analitico para a determinacdo do glifosato por polarografia data de 1976,
sendo um dos primeiros métodos a serem citados na literatura na determinacéo de tal
herbicida em &gua. A segunda citacdo ocorreu em 1985, apresentando uma melhoria do
dltimo método, que incluiu sua andlise em solo e produtos agricolas. Infelizmente, devido ao
aumento répido do uso e ampliacdo das aplicacdes das técnicas de separag¢do nos anos 70,
0 uso das técnicas eletroanaliticas diminuiul®, No entanto, com 0s recentes avangos
eletroanaliticos!%4, que trazem entre outras, as vantagens do baixo custo, da velocidade de
andlise e a sensibilidade frente a maioria das técnicas citadas, a voltametria retorna como
uma importante e alternativa ferramenta para analises de compostos organicos diversos, o

que inclui a analise do herbicida glifosato com maior sensibilidade e simplicidade de andlise.

Tabela 7. Outras técnicas analiticas

Método Deteccdo LDQ Referéncia
Cromatografia de troca idnica Condutimeétrica 0,042 ug mL* 17
Cromatografia de troca idnica Amperométrica 50 pg Lt 16
Eletroforese capilar UV (240 nm) 0,1 ug mL? 105
ELISA UV (405 nm) 0,1 pg mL? 106
Espectrofotometria UV (830 nm) 107

Polarografia DME 1,0 pg mL? 20e73
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2.3. TECNICAS VOLTAMETRICAS

A voltametria compreende um grupo de métodos eletroanaliticos nos quais as
informagOes sobre o analito se baseiam na medida da corrente resultante de uma oxidagéo
ou reducdo na superficie de um eletrodo indicador ou de trabalho durante a aplicacdo de uma
diferenca de potencial na célula eletroquimica. Tal técnica pode determinar espécies

eletroativas organicas, inorganicas e organometalicas, além de espécies que reajam com
fons Hg 2", espécies que séo cataliticamente ativas ou, de uma maneira indireta, analitos que

reajam com uma espécie eletroativa ou que possam ser derivatizados a eletroatividade103. 108,

Desde sua invencdo em 1922 pelo professor Jaroslav Heyrovsky, a polarografia, que é
um tipo particular de voltametria, chegou a ser a primeira técnica a ser utilizada em anélise
quimica e, nos anos trinta e no inicio dos anos quarenta a unica técnica automaticalos,

Os métodos eletroanaliticos representado pela voltametria tém assumido uma
importante posicdo na identificacdo e determinacdo de concentracles traco de muitas
moléculas de importancia bioldgica e ambiental. Técnicas como voltametria e polarografia de
pulso diferencial (DPV e DPP), voltametria de onda quadrada (SWV), voltametria de
redissolucdo anddica (ASV), catodica (CSV) e adsortiva (AdSV), deteccdo eletroquimica
acoplada com analise de injecdo em fluxo (FIA-ED), com cromatografia iénica (IC-ED) e com
cromatografia liquida de alta performance (CLAE-ED), imunoensaios e a aplicagdo de
biossensores amperométricos, sdo particularmente importantes nestas consideraces?°,

Moléculas como poluentes, drogas, pesticidas, aditivos e contaminantes de alimentos,
neurotransmissores, etc., estdo presentes em uma variedade de matrizes complexas como
ar, agua, solo, vegetais, plasma e tecidos celulares, e podem ser determinadas por estas
técnicas voltamétricas em concentracdes traco, usualmente depois da aplicacdo de
procedimento de pré-concentracdo e certamente, técnicas de separacdo. Em alguns casos, €
possivel determinar a molécula diretamente na matriz quando a reacdo eletroquimica é
particularmente seletiva na presenca de interferentes potenciais?0®.

Para alcancar alta sensibilidade nas técnicas voltamétricas baseadas na medida da
corrente faradaica, foi necessario minimizar o papel das correntes capacitivas. Isto foi
efetuado com sucesso por Gerofrey Barker, com a introducgdo das técnicas de onda quadrada
e pulso diferencial em eletroanalise®. €,

Sua implementacdo em analise de rotina tem encontrado entretanto até aqui, limitados
defensores, apesar do baixo custo proprio em instrumentacdo eletroquimica, particularmente
quando comparada com sistemas espectroscopicos e cromatograficos!0. As nogdes de baixa
sensibilidade, seletividade e reprodutibilidade, obtidas nas analises de amostras reais, que
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foram enraizadas no passado tem sido frequentemente justificadas. O desenvolvimento no
uso de um grande nimero de métodos voltamétricos tem liderado recentemente o seu

ressurgimento104,
2.3.1. VOLTAMETRIA COM ONDA QUADRADA

Técnicas com pulso sdo amplamente adotadas em quimica eletroanalitica para a
determinacdo de espécies eletroativas devido as altas sensibilidades obtidas, particularmente
na presenca de correntes com ruidos de fundo, tal como aquelas que podem resultar da
reducéo do oxigénio dissolvido.

A técnica de voltametria com onda quadrada (SWV) é uma técnica de pequena
amplitude com potencial controlado e tem recebido muita atengdo nos recentes anos. Ela
envolve a aplicacdo de um potencial na forma de uma onda definida na figura 4, e as
correntes 1(1) e 1(2) em cada ciclo da onda nos pontos mostrados, sao medidas. A corrente é
amostrada perto do fim de cada meio ciclo da onda quadrada, para minimizar os efeitos de
carga de dupla camada!l,

A =41 Zp e

T 1

Figura 4. Representacdo esquematica dos pulsos da varredura com onda
quadrada.

A diferenca na corrente DI= I(1) -I(2), é usada para gerar o voltamograma, quando
disposta em um gréfico contra o potencial aplicado, E, apresentando a elevagdo de um pico
simétrico em forma de curva.

Do ponto de vista analitico, a principal vantagem da SWV encontra-se na sua
habilidade em executar uma varredura completa do potencial em poucos segundos, ao
contrario de outras técnicas com pulso. Ela também apresenta ao analista a op¢éo de reduzir
0 ruido de fundo por repetidas varreduras e célculo da média. Na gravacao do voltamograma

da onda quadrada, a corrente de ambos o0s pulsos avangado e reverso sdo medidas, de tal
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modo que a informagdo cinética é similar a obtida na voltametria ciclica; tal informacéo de
similar qualidade ndo pode ser obtida por outra técnica de pulso tal como a com pulso
diferencial. Correntes para SWV séo calculadas para serem significativamente maiores que
aquelas obtidas por voltametria com pulso diferencial. Este aumento na sensibilidade
depende da reversibilidade e elevacao, pela razéo de o sinal ser a diferenga entre a corrente
avancada e a reversa. Esta diferenca de corrente produz um valor de pico que € maior em
magnitude que a corrente que avangcou ou da que reverteu, fornecido pelas duas que séo

opostas no sinal12,

2.3.2. VOLTAMETRIA COM PULSO DIFERENCIAL

A voltametria com pulso diferencia (DPV), técnica que foi primeiramente proposta por
Barker®> em 1960, é o modo de medida voltamétrico de pequena amplitude mais usado
freqlientemente em todo o mundo. Ela é igualmente bem apropriada para sistemas
reversiveis e irreversiveis e oferece uma alta sensibilidade!4,

Quando o eletrodo empregado é um eletrodo gotejante de mercurio (DME), a técnica €
chamada de polarografia com pulso diferencial e a gota é liberada apenas depois do tempo
em que se faz a segunda leitura de corrente. Quando outro eletrodo diferente do DME €
empregado, a técnica € conhecida como voltametria com pulso diferenciall13,

A técnica combina uma rampa de voltagem linear com pulsos de magnitudes fixas

como mostrado na figura 5.

Figura 5. Representacdo esquematica dos pulsos diferenciais durante a
varredura.

Os pulsos em um eletrodo gotejante séo repetidos uma vez durante cada vida da gota.
Em um eletrodo diferente do DME, os pulsos s@o aplicados repetidas vezes durante a
varredura em intervalos de tempo pré-estabelecidos. A corrente € medida duas vezes em
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cada pulso: uma antes da aplicagéo do pulso I(1) e outra nos Gltimos milisegundos do pulso
I(2). A primeira corrente é instrumentalmente subtraida da segunda corrente.

O voltamograma com pulso diferencial € desta maneira um gréafico da corrente
diferenciada versus o potencial aplicado. O uso do pulso minimiza o efeito da corrente de
carga ou capacitiva. Quando ambos 0s potenciais antes e depois do pulso € aplicado, ndo é
observada nenhuma carga na medida da corrente Faradaica nem antes nem depois da
porcdo da subida da onda voltamétrica. Entretanto, quando o menor destes potenciais €
colocado na por¢do de subida da onda, uma significante corrente faradaica serd medida
usando a técnica com pulso diferencial. A medida da diferenca da corrente apresenta um

polarograma em forma de picol4,

2.3.3. VOLTAMETRIA DO HERBICIDA GLIFOSATO

A molécula do herbicida glifosato ndo é eletroativa e portanto, ndo é detectada
voltametricamente com sua estrutura béasica, seja ela molecular ou iénica. No entanto, o
glifosato apresenta em sua estrutura um grupo amino secundario, que pode sofrer uma N-
nitrosacdo na presenca do &nion nitrito em meio acido, formando o composto N-nitroso
estavel (Fig. 6), também chamado de nitrosaminal®, ao contrario da grande maioria das

aminas secundarias que sdo sensiveis ao procedimento de nitrosagaoo,

0 NO 0]
A s ol I
—_—>
/ ~ " OH HCl / ~ " OH
glifosato nitrosamina do glifosato

Figura 6. Equacdo da reagdo de nitrosagdo da amina secundaria na molécula do
glifosato.

As N-nitrosaminas, geralmente exibem uma reducgdo irreversivel em solu¢do &cida
produzindo a correspondente hidrazina e uma irreversivel reducdo em solu¢do alcalina
produzindo N,O e a amina precursora (Fig. 7). As melhores ondas ou picos para

determinacéo do trago analitico por eletroanalise, sdo conseqiientemente encontrados em

meio acido?L.
0 0 0 NH2 Q
~/ l!l — HO\P// ’L\)k
\/ OH H+ HO/ \/ OH
HO
NO 0 0 H Q
O // | +26 N4 L\)k
/ ~" o M0 HO/ ~ OH

Figura 7. Equacéo da reacdo de reducdo da nitrosamina do herbicida glifosato
nos meios acido e basico.
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O voltamograma apresentado na figura 8, mostra mais claramente a reducdo

irreversivel da nitrosamina do herbicida glifosato.

300 -
250
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1504

i (nA)

100

50 1

Velocidade de varredura: 100 mvVs”
Incremento de voltagem: 0,02 Volt
[glifosato]: 10 ug mL*

-0.5 -0.6 0.7 ) -0I.8 ) -0.9 -1.0 -11 )
E (V) vs Ag/AgCI

Figura 8. Voltamogramas ciclicos da nitrosamina do glifosato em meio acido®.

Bronstad e Friestad (1976 e 1985)20.73 apresentaram uma metodologia de
determinacdo deste herbicida em agua, solo e produtos agricolas através da nitrosagéo da
molécula seguido da andlise por polarografia com pulso diferencial. O método analitico
envolveu limpeza total da amostra e a pré-concentracao do analito numa coluna trocadora de
anions, seguida de nitrosacdo diretamente no eluato. O limite de deteccdo utilizando a
polarografia com pulso diferencial na determinacdo do glifosato foi citado em 1,0 ug mL2 no
trabalho mais recente, sendo inadequado para a maioria das andlises de amostra real.

O principal metabdlito do glifosato, 0 AMPA, por ser uma amina primaria, ndo pode ser
nitrosado e, portanto, ndo é possivel determind-lo pela metodologia eletroanalitica citada;

porém, em muitos casos dificilmente sera uma séria negligéncia’s.

2.4. QUIMIOMETRIA

A quimiometria € uma area da quimica que se refere a aplicacdo da matematica, da
estatistica e de outros métodos que utilizam a logica formal, com o objetivo de planejar ou
selecionar os procedimentos de medidas experimentais 6timos e para fornecer a informacao
de maxima relevancia pela analise dos dados, a problemas de origem quimical1é,

Com a sofisticacéo crescente das técnicas instrumentais, impulsionada pela invaséo de
microprocessadores e microcomputadores no laboratério quimico, tornaram-se necessarios
tratamentos de dados mais complexos do ponto de vista matematico e estatistico, a fim de
relacionar os sinais obtidos (intensidades, por exemplo) com os resultados desejados

(concentragdes)tt’.

*Experimento realizado em laboratério pelo autor (2002).
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De todos os ramos da quimica classica, talvez a quimica analitica tenha sido a mais
afetada pelo desenvolvimento recente da instrumentag@o quimica associada a computadores.
Aplicages rotineiras de métodos quimiométricos afluem da literatura em quimica analitica,
mas apenas uma pequena fracdo desta literatura estd sendo dedicada ao campo da
eletroquimica e eletroanalitica. Embora o nimero de grupos que empregam métodos
quimiométricos em eletroquimica e eletroanalitica seja limitado, progressos tem sido

verificados!s,
2.4.1. PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL

Experimentos sdo executados frequentemente por pesquisadores em praticamente
todos os campos de pesquisa, para descobrir algo sobre um processo particular ou sobre o
sistema. Literalmente, um experimento é um teste. Um planejamento experimental é uma
série de testes pré-estabelecidos em que determinadas mudancas séo feitas nas variaveis de
entrada de um processo ou sistema, de tal modo que se possa observar e identificar 0s
fatores que modificaram a respostall®. A esséncia de um bom planejamento consiste em
projetar um experimento de maneira que ele seja capaz de fornecer exatamente o tipo de
informacdo que procuramos. Assim, a atividade estatistica mais importante ndo esta na
andlise de dados, e sim no planejamento dos experimentos em que estes dados devem ser
obtidos?20,

A extracdo de relevantes informacdes de dados quimicos € importante, mas é
igualmente importante a aplicacdo de planejamentos experimentais sensatos aos dados
obtidos, além disso, métodos de otimizagdo podem ser facilmente aplicados a problemas de
planejamentos experimentais?s,

Experimentos com planejamentos estatisticos sdo de alta eficiéncia desde que
fornecam uma quantidade fixa de informacdes com menos esfor¢o, além das informagdes
adicionais sobre interagdes!2l.

Metodologias aplicando planejamento experimental tém encontrado ampla aplicagéo
em muitas areas. De fato, pode se visualizar a experimentacdo como parte de um processo
cientifico e como uma das maneiras de descrever sobre como 0s sistemas e processos se

comportam?Le,
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2.4.2. PLANEJAMENTO FATORIAL

Um tipo particular de planejamento experimental, conhecido como planejamento
fatorial, € de grande utilidade em investigacBes preliminares quando se deseja saber se
determinados fatores tém ou ndo influéncia sobre a resposta desejada, e ndo se esta
preocupado ainda com uma descricdo muito rigorosa dessa influéncial?, Neste contexto,
chamamos de fatores, as variaveis de interesse; tempo de deposicéo e eletrélito de suporte
por exemplo e, chamamos de niveis as suas variacoes; por exemplo, 60 e 100 segundos,
niveis quantitativos para o fator tempo de deposi¢do e HCl e H2SO4 niveis qualitativos para o
fator eletrélito de suporte. No exemplo citado tem-se portanto, um planejamento fatorial com
dois fatores e dois niveis.

Um planejamento fatorial em que todas as variaveis sdo estudadas em apenas dois
niveis € o mais simples de todos os planejamentos. Havendo k fatores, o planejamento de
dois niveis ira requerer a realizacdo de 2 x 2 x ... x 2 = 2k ensaios diferentes, sendo chamado
por isso de fatorial 2k 120,

Quando o efeito de uma variavel depende do nivel de outra, pode-se dizer que as duas
variaveis interagem e é possivel calcular o valor do efeito de interacdo entre elas. Muitos
experimentos envolvem o estudo dos efeitos de dois ou mais fatores. Em geral,
planejamentos fatoriais s@o mais eficientes para este tipo de experimento. Atraves de um
planejamento fatorial, nds dizemos que em cada repeticdo do experimento, todas as
possiveis combinacgdes dos niveis de fatores sdo investigadas.

O efeito de um fator é definido como sendo a mudanca na resposta produzida no nivel
do outro fator. Este é freqientemente chamado de efeito principal, pois ele se refere aos
fatores primarios de interesse do experimento.

Em alguns experimentos, é possivel encontrar que a diferenca na resposta entre 0s
niveis de um fator ndo € igual a todos os niveis de outros fatores. Quando isto ocorre, h& uma
possivel interagdo entre os fatores!1e.

Informacdo sobre interacfes € uma pista importante na procura das condicdes 6timas,
desde que sua existéncia implique que o valor assumido por um dos fatores tenha influéncia
no efeito da resposta de outro fator. Com esta técnica, a experimentacdo evolui em estagios
pré-planejados e quando uma triagem prévia da investigacdo se completa, 0 aumento sobre
conhecimento do sistema permite executar um estudo mais detalhado e uma superficie de

resposta que descreve o problema pode ser obtida2e.
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2.4.3. METODOLOGIA PARA SUPERFICIE DE RESPOSTA

A Metodologia para Superficie de Resposta (MSR) € uma técnica de otimizacdo
baseada no emprego de planejamentos fatoriais introduzida por G. E. P. Box na década de
1950 e que desde entdo tem sido usada com grande sucesso na modelagem de diversos
processos industriais!2o,

Uma superficie de resposta € um grafico que mostra 0 comportamento da resposta
como funcdo de dois ou mais fatores. A superficie de resposta oferece uma conveniente
maneira de visualizar como varios fatores afetam as medidas do sistema.

A colecdo de técnicas matematicas e estatisticas introduzida pela MSR € (til para o
desenvolvimento, aproveitamento e otimizagdo de processos. Ela também tem importante
aplicacdo no planejamento, desenvolvimento e formulagdo de novos produtos, assim como
no aperfeicoamento de produtos existentes que tenham sido planejados. As mais extensivas
aplicagdes da MSR estdo no mundo industrial, particularmente em situagdes onde varias
variaveis de entrada potenciais influenciam algum desempenho da medida ou uma qualidade
caracteristica do produto ou processo!22,

O uso de quimiometria registra o planejamento experimental desejado que pode ser de
grande beneficio na otimizacéo e construcéo sistematica da superficie de respostal2s. 124,

Muitos sistemas exibem respostas que sdo fungdes ndo de um, mas de dois ou mais
fatores. A aplicacdo de modelos empiricos para o caso de dois fatores sdo 0s mais simples,
além de ser possivel mostra-los em um grafico em trés dimensdes'?2,

Em muitos casos um modelo de primeira ou de segunda ordem é usado. Em geral, 0
modelo de primeira ordem é representado pela seguinte equacao:

y = bo+ bixg + boxo + ... + bk
e 0 modelo de segunda ordem € representado pela equagéo abaixo:
K Kk
Y =Dy + Db+ D byx 4+ D byxix,
j=1 j=1 i<j

Para o caso particular de um modelo de segunda ordem completo para dois fatores, a

equacéo é representada da seguinte maneira:
yl = bO + blxl + b2x2 + b]] XIZ + bZZXE + blZ X1X2

E 0 modelo de segunda ordem completo para trés fatores, € representada da seguinte
maneira:

Y, = by +0X DX, +0,X, + by X2 +10,,X2 + bgXZ +D,X, X, + DX X + DX, X,

O modelo de segunda ordem é amplamente usado na metodologia para superficie de

resposta por varias razdes. Entre muitas, podem-se relacionar as seguintes:
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1. O modelo de segunda ordem é muito flexivel. Ele pode assumir uma variedade
ampla de formas funcionais.

2. Os valores dos coeficientes (b) sdo facilmente estimados.

3. Ha& uma consideravel experiéncia pratica que indicam que o modelo de segunda
ordem trabalha bem na resolucédo de problemas de superficie de resposta real'22,

Para obter os dados que devem ser empregados no modelo, os planejamentos
centrais multiplos (CCD - Central Composite Design) sdo muito convenientes para ajustar o

modelo polinomial completo de segunda ordem?16,
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Figura 9. (a) planejamento central multiplo para dois fatores (k=2 e a=+/2 )- (b)

planejamento central mdltiplo para trés fatores (k=3 e q:\/§ )
(Response surface Methodology, 1995)12,

O CCD, introduzido por Box e Wilson no inicio da década de 1950, sdo construcdes
sem o correspondente planejamento fatorial completo (niveis baixos e altos) e apresenta uma
grande sobreposicdo do planejamento estrela (Fig. 9.a) dando a ele uma forma esférica
(Fig. 9.b). O planejamento estrela é feito fora de duas combinacdes de tratamento axial nos
niveis baixo e alto para cada fator, mantendo todos os outros fixados nos pontos centrais,
acrescidos de um ponto unitario no nivel central para todos os fatorest?>.

A andlise estatistica do planejamento central multiplo € mais elaborada que as analises
de um planejamento fatorial. Por outro lado, o central mditiplo é um planejamento
especialmente eficiente, pois suas analises permitem detectar alguma impropriedade do
modelo que esta sendo testado (falta de ajuste). O CCD apresenta grande superioridade
sobre o planejamento fatorial para se estimar os parametros do modelo, proporciona o teste
para a variancia da estabilidade e além disso, 0 modelo de segunda ordem completo pode
ser ajustado com o numero de graus de liberdade fornecido pela combinagéo de tratamentos
do CCD1%,
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3. PARTE EXPERIMENTAL

3.1. OTIMIZACAO DA RESPOSTA VOLTAMETRICA

3.1.1. INSTRUMENTACAO

As medidas voltamétricas foram executadas em um analisador polarografico 757 VA
Computrace Stand (Metrohm® Ltd. CH-9101 Herisau Switzerland) operando com um eletrodo
de mercUrio de gota pendente (HMDE) como eletrodo de trabalho, um eletrodo de referéncia
Ag/AgCl e um eletrodo auxiliar de platina, como mostrado na figura 10.

\ - §
Eletrodo ‘ ' Eletrodo de
auxiliar { . referéncia

] % Eletrodo de
Agitador W - -7 jtrabalho (HMDE)

—

Figura 10. Célula voltamétrica do analisador polarografico 757 VA Computrace
Stand, destacando os trés eletrodos e o agitador ndo magnético.

A manipulacdo dos dados, 0 armazenamento e a saida para visualizacdo dos
resultados foram controlados pelo “software” VA Computrace 1.01%4, instalado a um
microcomputador pessoal (PC) que se conecta ao VA Computrace Stand através de uma
interface serial.

3.1.2. MATERIAIS

Todos os produtos e reagentes quimicos utilizados foram de qualidade analitica sem
nenhuma purificacdo adicional. O padrdo de glifosato de pureza 99,9% foi obtido da
Monsanto Co.%. O &cido cloridrico 37% foi adquirido da Merck®. O nitrito de sodio e o
sulfamato de amdnio foram comprados da Synth® e da Sigma®, respectivamente. A agua
ultrapura utilizada para o preparo de todas as solugdes foi desionizada pelo aparelho da
BAUMER® (Druckfester Mischbett- Wasservollentsalzer DI 800). O aparelho de Ultra-som
empregado no preparo das solucdes foi 0 THORNTON® — T7.
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3.1.3. PREPARACAO DAS SOLUCOES

A solucdo estoque de glifosato 1,0 mg mL? foi preparada com 0,1 g do herbicida,
diluido em baldo volumétrico de 100 mL com agua desionizada. O baldo foi colocado no
aparelho de ultra-som para dissolver o restante do glifosato. A solucédo € estavel por anos a
temperatura ambiente?s,

A solucdo de nitrito de sodio 10,0 mg mL! foi preparada com 0,25 g de NaNO diluido
em baldo volumétrico de 25,0 mL com &gua desionizada. A solucdo deve ser preparada
diariamente devido a sua facil oxidagéo.

A solucdo de sulfamato de aménio 0,10 g mL foi preparada com 10,0 g de NH4SOsNH.
em baldo volumétrico de 100,0 mL com agua desionizada. A solucéo é estavel por meses a

temperatura ambiente’s.
3.1.4. DERIVATIZACAO

A solucao padrdo de glifosato 5,0 mg mL, derivatizada, foi preparada da seguinte
maneira: foram transferidos com pipeta volumétrica 50,0 mL da solucdo estoque para um
baldo volumétrico de 100,0 mL. Adicionaram-se 20,0 mL de HCI 5,0 mol L-* e em seguida,
5,0mL de nitrito de sodio 10,0 mg mL™1. Esperou-se 15 minutos para que a reacdo de
nitrosacdo ocorresse completamente. Apds este tempo, adicionaram-se 5,0 mL de sulfamato
de aménio 0,10 g mL-* para consumir 0 excesso de nitrito de sodio. Completou-se o volume
com agua desionizada. A solucdo é estavel por aproximadamente dois meses a temperatura

ambiente.

3.1.5. PROCEDIMENTO PARA A OTIMIZACAO E TRATAMENTO
QUIMIOMETRICO

O seguinte procedimento foi executado em todos os experimentos realizados para a
otimizacdo da resposta voltamétrica: 10 mL do eletrélito de suporte foram transferidos para
uma célula voltamétrica e desoxigenado por borbulhamento com nitrogénio livre de oxigénio
por 300 segundos em uma primeira etapa e por 30 segundos nas etapas sucessivas; o fluxo
de nitrogénio foi entdo mantido fora da solugdo. Depois do tempo de equilibrio (10 s), uma
varredura catodica foi aplicada entre -0,5 e -0,9 volts. A adi¢do de 100 pL da solugdo da
nitrosamina do glifosato 5,0 mg mL1 foi realizada apds a execugdo do voltamograma do
branco. O instrumento foi programado para realizar trés varreduras em cada experimento,
sendo a média das correntes de pico méaxima no potencial de determinacdo do glifosato
anotadas, seja para o estudo dos niveis dos fatores a serem empregados no planejamento,
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seja para posterior tratamento quimiométrico. Cada ensaio, no planejamento fatorial, foi
realizado em triplicata e de maneira aleatoria.

A partir do “software” VA Computrace 1.0134, foram extraidos os resultados. O
“software” MatLab 5.3 foi utilizado para se encontrar os valores dos efeitos e coeficientes,
enguanto o “software” Statistica 5.0 foi utilizado para se obter a superficie de resposta.

3.1.6. PARAMETROS ELETROANALITICOS

A primeira etapa de um planejamento experimental € conhecer os fatores que
supostamente influenciam a resposta. Em analise voltamétrica, um fator que certamente
interferird na resposta € a natureza do eletrélito de suporte e/ou sua concentragdo. A escolha
de um eletrolito de suporte em voltametria exige uma sele¢do entre muitas solugdes, portanto
este fator ndo pode ser incluido, em um planejamento experimental, sem um prévio
conhecimento. O método qualitativo porém, é uma opgdo para selecionar bons eletrélitos a
serem incluidos em um planejamento experimental.

Para a situacdo em questdo, estudos anteriores realizados com nitrosaminas?1: 130-133,
mostraram ser 0 meio acido o melhor meio para andlise deste tipo de composto. Além disso,
estudos realizados por Friestad and Bronstad?. 73 nas décadas de 1970 e 1980 mostraram
ser 0 &cido cloridrico o0 melhor meio para se analisar o herbicida glifosato. Desta maneira, 0
eletrolito de suporte escolhido para ser incluido no planejamento fatorial deste estudo foi 0
acido cloridrico sendo porém, avaliado no planejamento, qual a melhor concentracdo do
mesmo, para se obter a melhor resposta.

Os parametros instrumentais a serem empregados no planejamento foram também
escolhidos baseando-se em estudos recentes?”.2830, Entretanto, 0s niveis para a maioria dos
fatores escolhidos foram estudados previamente antes da execucdo do planejamento,

conforme item 3.1.5.

3.1.7. VOLTAMETRIA COM ONDA QUADRADA

Normalmente, a voltametria com onda quadrada, é sugerida para analitos eletroativos
que apresentem reacgdo redox reversivel no eletrodo. Entretanto, como ja foi apresentado, a
nitrosamina do herbicida glifosato apresenta reacdo redox irreversivel (Fig. 8) e, além de ndo
poder ser analisada por voltametria de redissolucdo adsortiva (AdSV), ndo desfrutard de
todas as vantagens da SWV. No entanto, ndo se exclui a possibilidade do estudo desta
técnica para andlise de espécies eletroativas com reacao redox irreversivel, além disso, um
estudo realizado Souza e colaboradores, (1999)7, mostrou ser viavel a anélise do herbicida
glifosato por SWV.
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Figura 11. Pardmetros voltamétricos da SWV escolhidos para serem estudos no
planejamento fatorial.

Os parametros disponibilizados pelo “software” VA Computrace 1.0134, selecionados
para um estudo prévio dos niveis a serem utilizados no planejamento fatorial, foram o
incremento de voltagem (volts), a freqiiéncia (Hz) e a amplitude (volts), conforme figura 11.

O parametro incremento do tempo de voltagem (s) é exatamente o inverso da
freqliéncia, enquanto a velocidade de varredura é o resultado do produto entre o incremento
de voltagem e a freqiiéncia.

A &rea da gota de mercurio a ser formada (mm?2) e a concentragdo do eletrélito de
suporte (mol L) também foram escolhidos como pardmetros a serem analisados no
planejamento fatorial, enquanto os parédmetros tempo de purga inicial, tempo de purga
adicional e tempo de equilibrio, foram fixados em 300, 30 e 15 segundos, respectivamente.

O planejamento fatorial completo para a voltametria com onda quadrada incluiu,

portanto, cinco fatores com dois niveis para cada fator, logo, um planejamento 25.

3.1.8. VOLTAMETRIA COM PULSO DIFERENCIAL

Na literatura, ndo h& registro da utilizacdo da voltametria com pulso diferencial na
determinacéo do herbicida glifosato, porém a utilizagdo da polarografia utilizando a varredura
com pulso diferencial ja foi divulgada?0.73,

Os parametros disponibilizados pelo “software” VA Computrace!34, selecionados para
um estudo prévio dos niveis a serem utilizados no planejamento fatorial, foram o incremento
de voltagem (volts), a amplitude do pulso (volts), o tempo de pulso (S) e o incremento do
tempo de voltagem (s), conforme figura 12. A velocidade de varredura € o resultado da

divisdo entre o incremento de voltagem e o tempo de incremento de voltagem.
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Figura 12. Parmetros voltamétricos da DPV escolhidos para serem estudos no
planejamento fatorial.

A concentracdo do eletrolito de suporte (mol L) foi incluida também neste
planejamento, enquanto a &rea da gota de mercdrio foi fixado no valor otimizado para a SWV.
Os parametros tempo de purga inicial, tempo de purga adicional e tempo de equilibrio, foram
fixados em 300, 30 e 15 segundos, respectivamente.

O planejamento fatorial completo para a voltametria com pulso diferencial incluiu,

portanto, cinco fatores com dois niveis para cada fator, logo, um planejamento 25.

3.2. APLICACAO DA TECNICA OTIMIZADA

3.2.1. INSTRUMENTACAO

Colunas cromatograficas 500 X 25 mm com valvula de teflon, centrifuga Excelsa
Baby Il — Modelo 206-R, bomba de vacuo, triturador de vegetais FRITSH® — pulverisette 14,
potenciémetro Procyon® — PHD10, com eletrodo de vidro ANALION®-620V, agitador de mesa
CERTOMAT® MO, bomba peristaltica Gilson® — Minipuls 3, peneira de 80 mesh e analisador
polarografico 757 VA Computrace Stand (Metrohm® Ltd. CH-9101 Herisau Switzerland).

3.2.2. MATERIAIS

Papel de filtro QUANTY® - JP42-Faixa Azul (poros = 8 um), 1a de vidro da Reagen®,
resina trocadora de anions fortemente basica Aldrich® Dowex 1-X8 -100 (chloride form),
resina trocadora de cétions fortemente acida Sigma® Dowex 50W X8 -200 (hydrogen form).

Os reagentes utilizados nesta etapa foram o hidroxido de potassio obtido da

Carlo Erba®, o cloreto de metileno ou diclorometano, obtido da ECIBRA®, o &cido cloridrico
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Merck® 97%, o carvdo ativo da Nuclear®, dgua desionizada obtida no deionizador da
BAUMER®, além daqueles utilizados na etapa de derivatizacéo do glifosato.

3.2.3. LINEARIDADE

Além das diversas vantagens que um método analitico quantitativo deve possuir, tais
como simplicidade, facilidade de execucdo, baixo custo, precisdo (repetitividade e
reprodutibilidade), seletividade e sensibilidade, existe uma propriedade que é inerente a uma
metodologia analitica quantitativa: a linearidade. Um método analitico que ndo responde a
uma funcdo de calibracdo linear ou néo linear quando estudado com padrdes puros ndo pode
ser empregado na quantificacdo de uma certa espécie em estudo. Portanto, um estudo da
linearidade do método analitico proposto foi realizado tanto para a voltametria com onda
quadrada quanto para a voltametria com pulso diferencial nas condi¢bes otimizadas, tendo
como objetivo deixar 0 método apto a ser utilizado em uma andlise quimica real do herbicida
glifosato.

Para o estudo da linearidade utilizaram-se 0s parametros otimizados para cada técnica
e elaborou-se uma solugdo para o eletrélito de suporte a ser usada como o branco, contendo
acido cloridrico na concentracdo otimizada, além de nitrito de sodio 6,0 x 10 mol L1 e
sulfamato de amdnio 4,0 x 10-2 mol L.

Escolheram-se duas faixas de estudo, a primeira definida entre 0,01 a 1,0 pg mL1 e
outra entre 1,0 a 100 pg mL e partiu-se de solucdes padrao de glifosato derivatizadas com
concentracfes de 10 ug mL1 e 500 pg mL?, respectivamente. Todas as andlises foram

executadas ap6s a medida do branco.
3.2.4. LIMITES DE DETECCAO E QUANTIFICACAO

O limite de deteccdo normalmente é determinado apenas para estabelecer o limite
inferior a faixa de operacao pratica do método. O uso mais importante do limite de detecgéo €
mostrar quando a performance do método se torna insuficiente para uma determinacéo
aceitavel. O ideal, entretanto, é que as medi¢Oes quantitativas ndo sejam feitas nessa regiéo,
mas realizadas em uma regido em que a resposta seja mais estavel e que responda a
linearidade. O limite que garante a faixa de operacdo pratica do método é chamado de limite
de quantificag&o.

A determinacdo destes limites foi realizada segundo Morrison et al. (1980)1%5,

Utilizaram-se os parametros otimizados para cada técnica e elaborou-se uma solugao para o
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eletrdlito de suporte a ser usada como o branco, contendo &cido cloridrico na concentracdo
otimizada, além de nitrito de sddio 6,0 x 10-3 mol L e sulfamato de amdnio 4,0 x 102 mol L1,

Fizeram-se dez repetices do branco, livre de qualquer residuo de glifosato, para cada
técnica otimizada, sendo que apds cada medida a célula era retirada, lavada e em seguida
era novamente adicionado um novo volume do branco. Coletou-se o valor da corrente obtida
no potencial de meia onda do glifosato em cada medida.

Sobre os valores das dez repeti¢cdes, calculou-se o desvio padrdo. O valor do desvio
padrao multiplicado por trés e em seguida por dez, quando adicionados, separadamente, na
equacdo linear da curva analitica, substituindo o termo y da equacdo, fornecem as

concentracdes dos limites de deteccéo e de quantificacdo, respectivamente.
3.2.5. TRATAMENTO DAS RESINAS E PREPARACAO DA COLUNA

A resina de troca anidnica Dowex 1-X 8 na forma cloreto foi convertida a hidroxido com
a adicdo de um excesso de KOH 1,0 mol L. A resina imersa na solugdo alcalina foi deixada
por uma noite em frasco plastico. Apos este tempo a pasta fluida foi transferida para um filtro
de vidro sinterizado onde foi lavada com agua desionizada até a completa neutralizagdo. A
pasta fluida foi estocada com agua para posterior utilizacéo.

A resina de troca catidnica foi utilizada sem nenhum tratamento prévio.

Resina +— }—- L3 de vidro

———
(o] 0 o) g8
{#]
e Q
=t Bomba Frasco

Peristiltica coletor

Figura 13. Sistema de coluna e bomba peristaltica, utilizado na limpeza e pré-
concentrag&o do herbicida na resina de troca anidnica.

A coluna foi preparada utilizando 20 mL da resina de troca anibnica e a Ia de vidro foi

utilizada como suporte e também no topo da resina para evitar turbilhonamento.
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Para controlar a vaz&o de saida do eluato no sistema cromatogréfico utilizou-se uma

bomba peristaltica, como mostrado nas figuras 13 e 14.

Figura 14. Colunas cromatograficas dispostas no laboratorio.

3.2.6. ORIGEM E PREPARACAO DAS AMOSTRAS

As amostras foram coletadas no campo experimental Prof. Diogo Alves de Mello, do
Centro de Ciéncias Agréarias da Universidade Federal de Vigcosa, onde havia um historico da
utilizacdo do herbicida glifosato. Foram coletados a parte aérea das forrageiras e o solo do
mesmo local, sendo escolhido cinco pontos em cada uma das duas regides distintas.

As amostras de solo e forrageiras foram secas ao ar, trituradas, misturadas e
quarteadas. Para a amostra de forrageira utilizou-se o triturador de vegetais, enquanto que
para a amostra de solo, utilizou-se um gral para quebrar as maiores estruturas, e peneirando-
se 0 mesmo em uma peneira de 80 mesh.

Uma amostra de agua foi coletada na lagoa préxima ao campo experimental.

As amostras de vegetal foram fortificadas com 50 pL da solugéo estoque (1,0 mg mL2)
do glifosato para 25 g de amostra, antes da extracao.

As amostras de solo foram fortificadas com 500 pL da solu¢éo estoque do glifosato
para 50,0 g de amostra, antes da extracao.

A amostra de agua foi fortificada com 50 pL da solucdo estoque para 500 mL de

amostra.

3.2.6.1. Amostra de Referéncia Preparada

Trés amostras de &gua desionizada foram preparadas com uma concentracdo
conhecida do herbicida para o estudo da fragéo a ser coletada com o analito.
As amostras foram preparadas transferindo 1,0 mL da solu¢do estoque de glifosato

para um bal&o volumétrico de 100 mL, completando o volume com agua desionizada.




Parte Experimental 40

O pH da amostra foi elevado até 10 com o objetivo de retirar todos os hidrogénios
ionizaveis da molécula, tornando-a carregada negativamente e potencialmente capaz de ser
retida na resina de troca anionica. Em seguida, todo o volume da amostra foi transferido para

a coluna, onde percolou a resina a uma vazao controlada em 1,5 mL min-1,

3.2.6.2. Agua

Foram transferidos 500 mL da amostra de agua para um frasco de plastico onde se
elevou o pH para 10 com soluc¢do de KOH 5,0 mol L1,
Adicionou-se a amostra em seguida na coluna para percolar a resina a uma vazéo de

1,5 mL min.

3.2.6.3. Vegetais

Transferiram-se 25,0 g de amostra de forrageira para um frasco de Erlenmeyer de
500 mL, adicionaram-se ao frasco 200 mL de agua e 80 mL de diclorometano. O frasco foi
levado para o agitador de mesa, onde foi agitado por 10,0 min a uma velocidade de 200 rpm.
Todo o volume foi transferido aos frascos da centrifuga e foram centrifugados a uma
velocidade de 4000 rpm durante 20 min.

O sobrenadante foi filtrado por suc¢do em filtro de filtracdo lenta e em seguida
transferido para um copo de Becker de 500 mL contendo 30 g de resina trocadora de cation.
O béquer foi levado para um banho de ultra-som por 10 min e em seguida a mistura foi
filtrada por succdo através do papel de filtro. A resina foi lavada com 200 mL de &gua
desionizada e o pH do filtrado ajustado com auxilio de um pHmetro para 10 com solugéo de
KOH 5,0 mol L.

Adicionou-se a amostra em seguida na coluna para percolar a resina a uma vazao de

1,5 mL min-L.

3.2.6.4. Solo

Transferiram-se 50 g de solo homogeneizado e 125 mL de KOH 0,2 mol L para um
frasco de erlenmeyer de 250 mL e fechou-se com rolha de borracha. Agitou-se
mecanicamente no agitador de mesa por 15 min. O volume foi transferido completamente
para os frascos da centrifuga e centrifugou-se por 20 min a 4000 rpm e em seguida
transferiu-se o sobrenadante para um frasco de plastico. Um adicional de 125 mL de KOH 0,2
mol L2 foi colocado no frasco da centrifuga com o solo centrifugado. Misturou-se com bast&o
de vidro o solo com a solucdo e transferiu para o erlenmeyer de 250 mL e agitou-se

novamente por 15 min. A mistura foi centrifugada e em seguida o sobrenadante foi transferido
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a primeira por¢do extraida. O volume coletado foi filtrado por suc¢do com papel de filtro e o
volume completado com agua desionizada para 400 mL. Este volume foi percolado pela

coluna a uma vazéo de 1,5 mL min-,
3.2.7. COLETA DO GLIFOSATO E DERIVATIZACAO

Apos todo volume da amostra ser percolado, passaram-se 50 mL de solucdo de KOH
0,25 mol L1 e apds a passagem deste volume, passaram-se 50 mL de dgua. Descartaram-se
todos os volumes anteriores e eluiu-se a coluna com 80 mL de HCl 1,0 mol L1 a uma vazéo
de 1,0 mLmin. Durante a eluicdo houve formacdo de bolhas e para diminuir este
inconveniente, empurrou-se, com auxilio de um bastao de vidro, um chumago de I de vidro
sobre a resina.

Os volumes foram coletados na seguinte sequéncia: 20,0 mL; 40,0 mL; 20,0 mL. Os
volumes de 20 mL foram coletados apenas para controle enquanto o volume de 40 mL
continha o analito.

Aos volumes de 20 mL foram adicionados 2 mL de HCI concentrado, enquanto que
para 0 volume de 40 mL adicionaram-se 4 mL.

Foram adicionadas aos volumes de 20 e 40 mL as massas de 0,25 g e 0,5 g de carvao
ativado respectivamente. Aguardaram-se 5 min e em seguida filtraram-se as misturas por
succdo com o papel de filtro. Os filtrados de 20 e 40 mL foram transferidos para os bal6es
volumétricos de 25 e 50 ml respectivamente onde se executou a etapa de derivatizacao.

A derivatizacao foi executada da seguinte maneira: adicionou-se 1,0 mL de nitrito de
sodio 10,0 mg mL1 a amostra. Esperou-se 15 minutos para que a reacdo de nitrosacao
ocorresse completamente. Apds este tempo, adicionou-se 1,0 mL de sulfamato de aménio
0,10 g mL-! para eliminar o excesso de nitrito de sodio. Completou-se 0 volume com agua
desionizada.

Os volumes de nitrito de sédio e sulfamato de amonio foram aumentados quando a

concentracdo de glifosato utilizada foi superior a 100 pug mL-1.
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4, RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. OTIMIZACAO DA RESPOSTA VOLTAMETRICA

4.1.1. VOLTAMETRIA COM ONDA QUADRADA

4.1.1.1. Estudo dos Parametros Voltamétricos

Os parémetros escolhidos para o estudo foram o incremento de voltagem - VS (volt), a
freqliéncia - Fr (Hz) e a amplitude - A (volt). O estudo foi realizado fixando um valor pré-
estabelecido para dois fatores e variando-se 0s valores para o fator em estudo.

Os estudos realizados com os pardmetros voltamétricos para a varredura com onda

quadrada apresentaram os resultados mostrados nas figuras 15, 16 e 17.
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Figura 15. Estudo do parametro incremento de voltagem (VS) na SWV, com 0s
parametros A e Fr fixados em 0,05 volt e 50 hertz, respectivamente.

De acordo com a figura 15, 0 aumento no valor do incremento de voltagem (VS)
contribui para 0 aumento na resposta voltamétrica, no entanto a partir do incremento 0,03 volt
0 pico perde a simetria, além disso, o valor da corrente para valores acima de 0,05 volt
diminui, portanto, para evitar qualquer perda de simetria, os niveis escolhidos para o fator

incremento de voltagem (VS), foram 0,01 e 0,02 volts.
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Figura 16. Estudo do pardmetro amplitude (A) na SWV, com os parametros VS e
Fr fixados em 0,01 volt e 50 hertz, respectivamente.

O aumento da amplitude (A), de acordo com a figura 16, mostrou ter grande influéncia
sobre 0 aumento da corrente; no entanto, para valores acima de 0,10 volt ha deslocamento
no potencial de pico para valores mais positivos e além disso, para valores acima de 0,15 volt
ndo ha aparecimento de pico. Portanto, os niveis escolhidos para o estudo para este fator
foram 0,05 e 0,1 volt.
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Figura 17. Estudo do parametro freqiiéncia (Fr) na SWV, com os pardmetros VS
e A fixados em 0,01 volt e 0,05 volt, respectivamente.

Na figura 17 a freqiiéncia (Fr) mostrou ser diretamente proporcional ao aumento da
corrente, no entanto, para valores acima de 90 Hz ocorre uma incompatibilidade instrumental
com o0s melhores niveis escolhidos para os outros fatores (A e VS), sendo assim, 0s niveis

escolhidos para este fator foram 50 e 90 Hertz.
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4.1.1.2. Planejamento Fatorial — Triagem dos Fatores

A tabela 8 mostra os fatores escolhidos e seus respectivos niveis.
Um planejamento fatorial completo (Tab.9) foi executado tendo como principal objetivo
a realizacdo de uma triagem dos fatores que apresentam infuéncia sobre a resposta

voltamétrica na varredura com onda quadrada, que sera otimizada.

Tabela 8. Fatores e niveis escolhidos para o planejamento fatorial para a SWV

Fatores Niveis "
Incremento de voltagem - VS (V) 0,01 0,02
Amplitude - A (V) 0,05 0,10
Frequéncia - Fr (Hz) 50 90
Concentracdo do eletrdlito - H (mol L) 0,5 1,0
Area da gota - G (mm?) 0,27 0,60

Tabela 9. Planejamento fatorial completo e respectivas respostas para a SWV

Experimento* VS A Fatlgrres H G Resposta X
01 - - - - - 179.73
02 + - - - - 186,73
03 - + - - - 203,27
04 + + - - - 298,97
05 - - + 201,83
06 + - + 262,43
07 - + + 277,97
08 + + + - 324,10
09 - - - + 177,70
10 + - + 224,16
11 - + + 234,87
12 + + - + 283,29
13 - - + + 207,38
14 + - + + 303,17
15 - + + + 294,00
16 + + + + - 378,40
17 - - - - + 286,10
18 + - - + 369,10
19 - + - + 406,14
20 + + - + 509,07
21 - - + + 417,80
29 + - + + 448,87
23 - + + + 529,57
24 + + + - + 655,77
25 - - - + + 354,33
2 + - + + 399,73
27 - + + + 415,70
28 + + - + + 587,10
29 - - + + + 460,87
30 + - + + + 473,67
31 - + + + + 584,33
32 + + + + + 656,50




Resultados e Discussao

46

Os dados referentes a tabela 9 foram processados pelo “software” MatLab, onde se

realizaram os calculos para obter os efeitos das variaveis (Apéndice Al). Para o calculo dos

erros dos efeitos foi utilizado o “software” Microsoft Excel XP (Apéndice Al.1).

Tabela 10. Efeitos e erros para os fatores estudados no planejamento fatorial para

aSWv
Estimativa dos efeitos + erro padréo Relagéo t*
Média 362,27+ 2,20 164,30
Principais*
VS 70,59 + 4,41 16,00
A 105,34 + 4,41 23,88
Fr 85,04 + 4,41 19,28
H 29,86 + 4,41 6,77
G 219,79 + 4,41 49,84
Interacdo 22 ordem*
VS x A 22,83+ 4,41 5,17
VS x Fr 4,45+ 441 -1,00
VS x H 1,51 +4.41 0,34
VSxG 10,03 + 4,41 2,27
A X Fr 10,24 + 4,41 2,32
AxH -1,19 £4,41 -0,27
AxG 36,37 + 4,41 8,25
Frx H 0,14 +4.41 0,03
FrxG 27,47 £ 4,41 6,23
HxG 8,87+ 4,41 2,01
Interagdo 32 ordem*
VSxAxFr -6,75 £4,41 -1,53
VSxAxH -0,83 +4,41 -0,20
VSxAxG 14,73 £ 4,41 3,34
VSxFrxH -1,37+£4,41 -0,31
VSxFrxG -15,61 = 4,41 -3,54
VSxHxG -6,69 + 4,41 -1,52
VSxFrxH 2,65+4.41 0,60
AXFrxG 430 +441 0,97
AxHxG -1,76 £ 4,41 -0,40
FrxHxG -8,024 + 4,41 -1,82
Interagdo 42 ordem*
VSxAxFrxH -3,25+4,41 -0,74
VSxAxFrxG 7,82 + 4,41 1,77
VSxAxHxG 9,62 + 4,41 2,18
VSxFrxHxG -11,52 £ 4,41 -2,61
AxFrxHxG -2,79 £ 4,41 -0,63
Interag&o 52 ordem*
VSXAXFIXHXG -14,48 £ 4,41 -3,28

*QOs efeitos destacados foram significativos pelo teste t.

*Hiab = t, . = 1,998 (com v = 64 e a = 0,05).
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De acordo com os resultados mostrados na tabela 10, todos os efeitos principais foram
significativamente positivos, mostrando que os fatores escolhidos interferem diretamente na

resposta voltamétrica, nos niveis estudados.
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Figura 18. Representacdo grafica dos efeitos de segunda ordem.

A figura 18 mostra a representacdo grafica dos efeitos de intera¢do de segunda ordem
significativos destacados na tabela 10. A interacdo VSXA mostrada na figura 18, menciona
que ao variar os niveis do fator amplitude (A) para o maior valor, dentro do nivel negativo do
fator incremento de voltagem (VS) a média das respostas € menor que a mesma varia¢do
dos niveis de A, dentro do nivel positivo de VS. Certamente este aumento na resposta,
quando se deslocam os dois fatores para niveis positivos, ocorre devido ao aumento total no
valor do pulso aplicado o que contribui para a polarizagao brusca do eletrodo e por uma troca
efetiva de elétrons com as moléculas do glifosato.

A interacdo AxFr mostrada na figura 18, faz referéncia a maior média das respostas
quando se desloca o fator freqtiéncia (Fr) para 0 maior valor de seus niveis, dentro do nivel
positivo do fator A, que a média obtida desta mesma varia¢do dentro do nivel negativo deste
ultimo fator. Este aumento na resposta provavelmente se deve ao aumento na polarizagao do
eletrodo com a diminuicdo entre os tempos de leitura da corrente, no entanto, o tempo
necessario para que a corrente capacitiva diminua ndo é suficiente e a corrente interpretada é
a combinacao entre as correntes faradaica e capacitiva, 0 que contribui para 0 aumento na

resposta, porém, diminui a simetria do pico, que € algo indesejado.
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A éarea da gota (G) foi o fator estatisticamente mais importante, seja entre 0s efeitos
principais, onde apresentou o maior valor, seja nas interagdes de segunda, terceira, quarta e
quinta ordem, onde esteve presente na maioria das interag0es significativas. As interac6es
VSXG, AXG, FrxG e HxG destacam a importancia da &rea da gota para efetivar as reacdes de
reducdo da nitrosamina do glifosato com maior eficiéncia. Em todas estas interacdes, o
aumento na area do eletrodo, dentro do nivel positivo dos outros fatores em questéo,
apresentou uma resposta média maior que a média obtida no nivel mais baixo destes
mesmos fatores. Entretanto, um maior aumento na area da gota contribui ndo sé para o
aumento da corrente faradaica, mas também para 0 aumento da corrente capacitiva e
portanto, se a area for aumentada ainda mais, espera-se uma queda na resposta.

A interacdo negativa VSxFrxG, destaca a incompatibilidade do aumento da velocidade
de varredura com o aumento na polarizacdo em uma gota com grande area, nos niveis
estudados. Certamente, apesar do aumento na velocidade de varredura, ndo ocorre uma boa
transferéncia de elétrons na superficie do eletrodo, devido possivelmente ao aumento na
densidade de corrente (capacitiva e faradaica) e portanto, na sobrevoltagem. Esta mesma
discussdo pode ser transferida para as interagdes VSxFrxHXG e VSXAXFrxHxG.

Tendo em vista todas as discussdes, o fator area da gota (G) foi fixado em seu valor
méximo devido & impossibilidade instrumental de se fazer um estudo para valores ainda
maiores, sendo este 0 mesmo valor de maior magnitude utilizado no planejamento. O fator
frequéncia (Fr) foi fixado em um valor médio entre o nivel mais alto e o mais baixo, portanto,
70 Hz, devido a sua influéncia negativa sobre a simetria dos picos para o valor de 90 Hz.
Portanto, os fatores escolhidos para o planejamento para a superficie de resposta foram o
incremento de voltagem, a amplitude e a concentragéo do eletrolito de suporte.
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4.1.1.3. Metodologia para a Superficie de Resposta

Para a elaboracao do planejamento CCD, os niveis -1 e +1 foram 0s mesmos utilizados
no planejamento fatorial, ja os outros niveis (Tab. 11) foram calculados a partir da equacao:

Xi—X
s
2

Onde Z é o valor codificado do planejamento CCD, Xi o valor procurado para o nivel,

X 0 valor médio entre os niveis 1 e -1, que € o proprio valor para o nivel 0 e AX é o valor da
diferenca entre o nivel 1 e -1.

O planejamento multiplo central (com a =1,682) foi construido (Tab.12) utilizando trés
variaveis: Incremento de voltagem (VS), amplitude (A) e concentracdo do eletrélito de
suporte — HCI (H).

Tabela 11. Fatores e niveis escolhidos para o planejamento CCD para a SWV

Niveis
Fatores -1,682 -1 0 1 1,682
VS (V) 0,0066 0,01 0,015 0,02 0,023
A (V) 0,033 0,05 0,075 0,1 0,117
-1,6* -1 0 1 1,8*
H (mol L1) 0,35 0,5 0,75 1 1,2

*Valores calculados de maneira a se adaptar a um volume inteiro.

Tabela 12. Resultado do Planejamento CCD com k=3, para a SWV
Ensaio VS (X)) A(X2) H(Xs) VS (V) A(V) H(molL?) Resposta

01 -1 -1 -1 001 005 0,5 294.10
02 1 -1 -1 0,02 0,05 0,5 350,30
03 -1 1 -1 0,01 0,1 0,5 398,10
04 1 1 -1 0,02 0,1 0,5 506,00
05 -1 -1 1 0,01 0,05 1,0 294,00
06 1 -1 1 0,02 0,05 1,0 380,10
07 -1 1 1 0,02 0,1 1,0 500,35
08 1 1 1 0,02 0,1 1,0 540,00
09 -1,682 0 0 0,0066 0,075 0,75 337,30
10 1,682 0 0 0,023 0,075 0,75 477,50
11 0 -1,682 0 0,015 0,033 0,75 236,30
12 0 1,682 0 0,015 0,117 0,75 484,70
13 0 0 -1,6 0,015 0,075 0,35 392,80
14 0 0 1,8 0,015 0,075 1,2 445,40
15 0 0 0 0,015 0,075 0,75 441,70
16 0 0 0 0,015 0,075 0,75 400,17
17 0 0 0 0,015 0,075 0,75 413,70
18 0 0 0 0,015 0,075 0,75 429,10
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A andlise de variéncia (ANOVA) foi significativa para a regressao, enquanto a falta de
ajuste ndo, o que garante um modelo de segunda ordem bem ajustado para o planejamento
proposto (Tab. 13).

Tabela 13. ANOVA do planejamento CCD, para a SWV

SQ GL QM F Fab
Regressdo 9 12028,96 29,6498 *(3,39)
Residuos 325,6090 8  405,7012
Falta de ajuste  2264,4430 5  452,8886 1,3847 **(9,01)
Erro puro 981,1665 3 327,0555
Total 17
% da variancia explicada 97,0893

% Maxima da variancia explicavel 99,1201
*[Ftab = Fos=3,39 a=0,05
*Feb = Fg 3= 9,01

Os coeficientes do modelo (Apéndice A2) e seus erros (Apéndice A2.1) foram

determinados utilizando o “software” MatLab 5.3. e sdo apresentados na tabela 14.

Tabela 14. Coeficientes e erros para 0 modelo da superficie de resposta para a

SWV
Coeficientes + Erro* Relacdo t **ttab
bo 420,87 +9,0150 46,685 3,18
by 38,50 +4,89 7,8685
b2 76,42 £ 4,89 15,619
b3 18,31 + 4,90 3,7371
b11 -1,82 £ 5,09 -0,357
b2 -18,40 £ 5,09 -3,615
b33 1,34 + 4,97 0,2695
b1 0,65 * 6,40 0,1017
b13 -4,79 £ 6,40 -0,749
D23 13,32 + 6,40 2,0832

** Qs coeficientes em destaque foram significativos pelo teste t
*ttab com 3 graus de liberdade e 5% de probabilidade

A equacdo do modelo ajustada para os coeficientes significativos (Apéndice A2.2) e
seus respectivos erros sao apresentados abaixo.

7=420,45+38,50X, + 76,42 X, +18,48 X, — 18,32 X2
+5,65 +4,89 +4,89 +4,87 +4,89

De acordo com o modelo obtido para a voltametria com onda quadrada, o fator
amplitude se destaca com dois termos, sendo portanto o fator de maior impacto sobre a
resposta voltamétrica. A superficie de resposta ndo pode ser obtida diretamente do modelo,
pois 0 mesmo apresenta trés fatores independentes e um fator dependente, neste caso fixou-
se um dos fatores independentes em dois valores, um correspondendo ao nivel mais alto do
planejamento e outro ao nivel mais baixo e obtiveram-se portanto, duas superficies de

resposta para cada fator fixado.




Resultados e Discusséo 51

4.1.1.4. Superficie de Resposta - SWV

Quando se fixou o valor do incremento de voltagem (VS) em seu nivel mais baixo do

planejamento obteve-se o seguinte modelo:
2 =355,69+ 76,42x, +18,48x, - 18,32x5

A superficie de resposta do modelo € apresentada na figura 19.

X, =-1,682
I 460
[ 360
[ 260
[ 160

Z
30 > o X, - Valor codificado para VS (V)
X, - Valores codificados para A (V)

X; - Valores codificados para H (mol I."]

Figura 19. Superficie de resposta com incremento de voltagem fixo em -1,682.

Quando se fixou o valor do incremento de voltagem (VS) em seu nivel mais alto do
planejamento obteve-se o seguinte modelo:

2 =48521+76,42x, +18,48x, - 18,325
A superficie de resposta do modelo € apresentada na figura 20.

%, =1682
B 00
I 500
1400
300

X4 - Valor eodificado para VS (V)
¥; - Valores codificados para A (V)

X5-Valores codificados para H (mol L")

Figura 20. Superficie de resposta com incremento de voltagem fixo em +1,682.
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Quando se fixou o valor da amplitude (A) em seu nivel mais baixo do planejamento

obteve-se o seguinte modelo:
z=240,08+38,50x, +18,48x;

A superficie de resposta do modelo € apresentada na figura 21.
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X, - Valores codificados para H (mol L")

Figura 21. Superficie de resposta com a amplitude fixa em -1,682.

Quando se fixou o valor da amplitude (A) em seu nivel mais alto do planejamento

obteve-se 0 seguinte modelo:
z=497,16+38,50x, +18,48x,4

A superficie de resposta do modelo € apresentada na figura 22.
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Figura 22. Superficie de resposta com a amplitude fixa em +1,682.
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Quando se fixou o valor da concentragdo do eletrdlito de suporte (H) em seu nivel mais
baixo do planejamento obteve-se o0 seguinte modelo:

7 =390,88+38,50x, +76,42X, - 18,32X

A superficie de resposta do modelo € apresentada na figura 23.
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Figura 23. Superficie de resposta com o eletrélito de suporte fixo em -1,6.

Quando se fixou o valor da concentracdo do eletrolito de suporte (H) em seu nivel mais
alto do planejamento obteve-se 0 seguinte modelo:
7 =453,71+38,50x, + 76,42x, - 18,323

A superficie de resposta do modelo é apresentada na figura 24.
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Figura 24. Superficie de resposta com o eletrélito de suporte fixo em +1,8.
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Os resultados da superficie de resposta mostram que os fatores utilizados no
planejamento séo potencialmente capazes de aumentar a resposta voltamétrica quando estes
sdo aumentados na faixa estudada. Infelizmente, o fator amplitude e incremento de voltagem
nao sdo instrumentalmente viaveis de serem aumentados para valores maiores que aqueles
estudados, devido ao aparecimento de picos largos ou assimétricos. O fator que apresentou
grande influéncia sobre a resposta foi a amplitude, que mostrou uma modificacdo brusca em
sua superficie de resposta quando seu nivel foi trocado do nivel mais baixo para 0 mais alto
dos valores codificados na superficie de resposta (Fig. 21 e 22).

Para todos os modelos, ao nivel mais alto dos valores codificados na superficie de
resposta, a maior corrente prevista foi praticamente a mesma, mostrando que o modelo foi

bem ajustado e que o0s parametros nao se interagem neste nivel do estudo.

Tabela 15. Parametros otimizados para a analise do herbicida glifosato por
voltametria com onda quadrada

Parametros Valores 6timos Corrente estimada*
Potencial Inicial 05V 600 nA
Potencial Final -1,05V
Incremento de voltagem 0,025V
Amplitude 0,125V Corrente observada*
Frequéncia 70 Hz 593,72 nA
Velocidade de varredura 1,752 Vst
Area da gota 0,60 mm2
[HC] 1,25 mol L1 *Erro relativo: -1,06 %

A tabela 15 apresenta os parametros otimizados para o aparelho em estudo nas
condi¢des de trabalho em que foram executados, alem do erro relativo referente as correntes
estimada e observada nas mesmas condi¢cdes estabelecidas. Tal erro mostra 0 quanto o
modelo matematico foi bem ajustado ao sistema voltamétrico e o quanto foi valiosa a
contribuicdo deste modelo para o0 aumento da corrente para uma mesma concentragdo da

nitrosamina do glifosato (5,0 pug mL2) na célula voltamétrica.

4.1.2. VOLTAMETRIA COM PULSO DIFERENCIAL

4.1.2.1. Estudo dos Parametros Voltamétricos

Escolheu-se os parametros incremento de voltagem-VS (volts), amplitude do pulso-
AP (volts), tempo de pulso- TP (s) e tempo do incremento de voltagem- VT (s). O estudo foi
realizado fixando um valor pré-estabelecido (Tab.16) para os fatores ndo observados e
variando-se os valores para o fator em estudo. A area da gota foi fixado em seu valor

maximo, conforme resultado da otimizacao realizada para a SWV.
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Os estudos realizados com os parametros voltamétricos para a varredura com pulso

diferencial apresentaram os resultados mostrados nas figuras 25, 26, 27 e 28.
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Figura 25. Estudo do parametro incremento de voltagem (VS) para a DPV, com
os pardmetros AP, TP e VT fixados em 0,05 volt, 0,05 s e 0,50 s,
respectivamente.

De acordo com o grafico mostrado na figura 25, 0 aumento no valor do incremento de
voltagem (VS) contribui para 0 aumento na resposta voltamétrica, no entanto a partir do
incremento 0,03 volt o pico perde a simetria, além disso, o valor da corrente para valores
acima de 0,07 volt diminui, portanto, para evitar qualquer perda de simetria, 0s niveis

escolhidos para o fator incremento de voltagem (VS) foram 0,01 e 0,02 volts.
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Figura 26. Estudo do pardmetro amplitude do pulso (AP) para a DPV, com 0s
parametros VS, TP e VT fixados em 0,01 volt, 0,05 s e 0,50 s,
respectivamente.

O aumento da amplitude do pulso (AP), de acordo com o grafico mostrado na figura 26,
mostrou ser responsavel, até certo valor, para 0 aumento da corrente; no entanto, para

valores acima de 0,20 volt ha deslocamento no potencial de meia onda para valores mais
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positivos e acima de 0,25 volt ndo ha aparecimento de pico. Portanto, os niveis escolhidos
para o estudo do fator amplitude do pulso (AP) foram 0,10 e 0,15 volt.
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Figura 27. Estudo do parametro tempo de pulso (TP) para a DPV, com o0s
parametros VS, AP e VT fixados em 0,01 volt, 0,05 volt e 0,50 s,
respectivamente.

O tempo de pulso (TP), como mostra a figura 27, mostrou ser inverso ao aumento da
corrente, 0 que destaca a importancia de uma varredura rapida. Para este parametro o pico
desaparece para valores acima de 0,15 s e ndo ha pico com 0,005 s e nem para valores
abaixo deste. Os valores escolhidos para este fator foram 0,01 e 0,03 s.
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Figura 28. Estudo do pardmetro tempo do incremento de voltagem (VT) para a
DPV, com os pardmetros VS, AP e TP fixados em 0,01 volt, 0,05 volt
e 0,05 s, respectivamente.

O tempo do incremento de voltagem (VT), como mostra a figura 28, mostrou também
ser inverso ao aumento da corrente, 0 que destaca novamente a importancia de uma
varredura rapida. Para este parametro o pico desaparece para valores acima de 7,0 s e ndo
ha pico com 0,05 s e nem para valores abaixo deste. Os valores escolhidos para este fator
foram0,1e0,5s.
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4.1.2.2. Planejamento Fatorial — Triagem dos Fatores

A tabela 16 mostra os fatores escolhidos e seus respectivos niveis.
Um planejamento fatorial completo (Tab.17) foi executado tendo como principal
objetivo a realizagdo de uma triagem dos fatores que apresentam influéncia sobre a resposta

voltamétrica na varredura com pulso diferencial, que seré otimizada.

Tabela 16. Fatores e niveis escolhidos para o planejamento fatorial para a DPV

Fatores Niveis "
Incremento de voltagem - VS (V) 0,01 0,02
Amplitude do pulso - AP (V) 0,10 0,15
Tempo do pulso - TP (s) 0,01 0,03
Tempo do incremento de voltagem - VT (s) 0,1 0,5
Concentracao do eletrdlito - H (mol L-1) 1,0 15

Tabela 17. Planejamento fatorial completo e respectivas respostas para a DPV

. Fatores v
Experimento* VS AP TP VT H Resposta X
01 - - - - - 273.23
02 + - - - - 328,40
03 - + - - - 399,77
04 + + - - - 473,93
05 - - + - - 191,37
06 + - + 196,10
07 - + + 232,33
08 + + + - 292,03
09 - - - + 220,20
10 + - + 266,87
11 - + + 382,07
12 + + - + 480,27
13 - - + + 189,00
14 + - + + 206,37
15 - + + + 283,17
16 + + + + - 319,10
17 . - - - + 286,87
18 + - - + 360,37
19 - + - + 404,70
20 + + - + 474,07
21 - - + + 199,63
29 + - + + 219,20
23 - + + + 240,27
24 + + + - + 261,20
25 - - - + + 273,23
26 + - + + 267,10
27 - + + + 429,20
28 + + - + + 496,63
29 - - + + + 183,97
30 + - + + + 213,07
31 - + + + + 268,03
32 + + + + + 321,30
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Os dados referentes as respostas, foram processados pelo “software” MatLab, onde se

realizaram célculos para a obtencéo dos efeitos das varidveis (Apéndice Al). Os resultados

sa0 mostrados na tabela 18.

Tabela 18. Efeitos e erros para do planejamento fatorial para a DPV

Estimativa dos efeitos + erro padréo Relacdo t*
Média 301,03 £ 4,07 73,95
Principais*

VS 44,93 + 8,14 5,52
AP 117,70 + 8,14 14,46
TP -125,05 + 8,14 -15,36
VT -2,12+£8,14 -0,26
H 10,29 + 8,14 1,26
Interagéo 22 ordem*

VSxAP 14,94 £ 8,14 1,83
VSXTP -14,86 £ 8,14 -1,82
VSXVT -2,206 £ 8,14 -0,27
VSxH -4,06 £+ 8,14 -0,50
APXTP -40,35 + 8,14 -4,96
APXVT 27,30 + 8,14 3,35
APxH -6,20 £ 8,14 -0,76
TPxXVT 21,10+ 8,14 2,59
TPxH -10,64 £ 8,14 -1,31
VTxH 2,90 + 8,14 0,35
Interagéo 32 ordem*

VSxAPxTP -2,56 + 8,14 -0,31
VSxAPxVT 6,04 + 8,14 0,74
VSxAPxH -3,07£8,14 -0,38
VSxTPxVT 6,05+ 8,14 0,74
VSxTPxH 4,70 + 8,14 0,58
VSxVTxH -2,76 + 8,14 -0,34
APxTPxVT -4,84 + 8,14 -0,59
APxTPxH -2,41 £8,14 -0,29
APxVTxH 5,65+8,14 0,69
TPxVTxH -5,36 £8,14 -0,66
Interacdo 42 ordem*

VSxAPxTPx -7,74 £ 8,14 -0,95
VSxAPxTPx -2,93 +£ 8,14 -0,36
VSxAPxVTx 6,52 + 8,14 0,80
VSxTPxVTx 9,38 +£8,14 1,15
APXTPxVTx -0,69 + 8,14 -0,08
Interacdo 52 ordem*

VSXAPXTPXVTxH 0,88 8,14 0,11

*Os efeitos destacados foram significativos pelo teste t.

*tab = t, = 1,998 (com v = 64 e a = 0,05)
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De acordo com os resultados, o efeito da média e os efeitos principais, incremento de
voltagem e amplitude do pulso, foram significativamente positivos, j& o efeito principal tempo
de pulso foi 0 mais importante e significativamente negativo, isto confirma o resultado
mostrado na figura 27. Os efeitos principais dos fatores tempo do incremento de voltagem e

concentracdo do eletrdlito de suporte ndo foram estatisticamente significativos, nos niveis

estudados.
TP(-)
4004
VT(+ vie)
VT(+)
VT(-
2 ()
<, 300+ )
3 TP(-) VT(-)
k= VT(+)
VT(-
200 VI ¥
15 TPH)
APXTP APXVT TPXVT
1 0 1 1 0 1 1 0 1
AP AP TP

Figura 29. Representacao grafica dos efeitos de segunda ordem.

As Unicas interagdes que mostraram serem estatisticamente significativas foram as
interagdes de segunda ordem.

Na figura 29, a interacdo APXTP indica que a variagdo nos niveis do fator tempo de
pulso (TP) dentro do nivel negativo do fator amplitude do pulso € menor em mdédulo, que a
mesma variacao dentro do nivel positivo do fator AP. Além disso, como o fator TP apresentou
maior valor nas respostas quando estudado em seu nivel negativo, o efeito total € negativo, o
que confirma sua grande influéncia mesmo interagindo com o fator AP, que teve efeito
principal positivo. Este aumento na resposta dentro dos niveis estudados, provavelmente é
devido a alta polarizacdo do eletrodo e do curto tempo em que esta polarizagdo € mantida
constante no patamar do pulso. Desta maneira, com a alta polarizacdo ha uma troca de
elétrons efetiva na superficie do eletrodo e o curto tempo do pulso, certamente diminui a
influéncia da corrente capacitiva, garantindo uma maior eficiéncia na leitura da corrente
faradaica.

Pode-se inferir através da interagdo APXVT mostrada na figura 29, que os niveis do
fator tempo do incremento de voltagem (VT) quando estudados dentro do nivel negativo do
fator AP, produziram uma variagéo entre as respostas com valor negativo e maior em modulo,

que a mesma variacdo dentro do nivel positivo do fator AP, que por sua vez apresentou uma
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variacdo positiva entre as respostas. Isto mostra que ha um antagonismo nos niveis
negativos destes fatores. Uma analise criteriosa desta interagdo indica que o nivel positivo do
fator VT dentro do nivel negativo do fator AP, contribui para uma queda na corrente, ao
contrario, 0 mesmo fator VT em seu nivel positivo contribui para 0 aumento da corrente
dentro nivel positivo do fator AP. Provavelmente, dentro dos niveis estudados, para uma
maior polariza¢do dos pulsos um maior tempo no incremento de voltagem é necessario, ou
seja, uma maior tempo entre a aplicacdo destes pulsos, que estaria intrinsecamente ligado
com as cargas de camada duplas produzidas com a polarizacéo.

A interagdo TPXVT mostrada na figura 29, indica que a variagéo dos niveis do fator VT
dentro do nivel negativo do fator TP, apresenta um valor negativo e maior em maddulo, que o
valor da mesma variacdo do fator VT dentro do nivel positivo do fator TP. Além disso, o valor
desta Gltima variacdo € positivo, ou seja, o fator VT, estando em seu nivel positivo auxilia no
aumento da resposta quando estudado no nivel positivo do fator TP, ao contrario, 0 mesmo
fator VT, estando em seu nivel positivo e estudado no nivel negativo do fator TP contribui
para a queda na resposta. Entretanto, os dois fatores, estudados em seus niveis negativos,
tiveram grande contribuicdo para 0 aumento da resposta. A concluséo sobre esta discusséo,
dentro dos niveis estudados, € que quando se trabalha com um baixo tempo no patamar do
pulso, o tempo do incremento de voltagem também deve ser curto; da mesma maneira,
quando se aumenta o valor do tempo do pulso, os melhores resultados se observardo para
valores do tempo do incremento de voltagem para valores mais altos, ou seja, estes dois
fatores trabalham em sintonia e contribuem efetivamente para 0 aumento da resposta.

O fator tempo do incremento de voltagem, por nédo ter apresentado efeito principal
significativo e ter apresentado interagdo de segunda ordem positiva e mais significativa com a
amplitude do pulso que com o tempo de pulso, sera fixado em seu valor maximo no
planejamento.

O fator concentracdo do eletrélito de suporte ndo apresentou nem efeito principal, nem
interacOes significativas, e para estudos posteriores sera fixado em seu nivel mais baixo
tendo em vista a economia de reagente.

Os fatores escolhidos portanto, para a metodologia de superficie de resposta foram o

incremento de voltagem, a amplitude do pulso e tempo de pulso.
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4.1.2.3. Metodologia para a Superficie de Resposta

Para a elaboracdo do planejamento CCD para a DPV, os fatores incremento de
voltagem (VS), amplitude do pulso (AP) e tempo de pulso (TP) foram escolhidos. Para o fator
incremento de voltagem (VS) o nivel -1 escolhido para o planejamento CCD foi igual ao nivel
mais alto do planejamento fatorial, enquanto que para o nivel +1 foi escolhido um valor maior,
igual a 0,025 volt, com o objetivo de ampliar o0 estudo deste fator para valores mais altos. Os
niveis -1 e +1 para o fator amplitude do pulso (AP) foram os mesmos utilizados no
planejamento fatorial. J& para o fator tempo de pulso, o valor para o nivel +1 foi diminuido de
0,03 s (planejamento fatorial) para 0,015 s, tendo em vista 0 estudo da diminuicdo deste
tempo, visto que seu efeito foi significativo e negativo. Todos os outros niveis (Tab.19) foram
calculados tendo como base os niveis -1 e +1 de cada fator, a partir da equacéo apresentada
no item 4.1.1.3.

A tabela 20 mostra o planejamento mdltiplo central (com a =1,682) construido para 0s

trés fatores nas condi¢fes descritas.

Tabela 19. Fatores e niveis escolhidos para o planejamento CCD para a DPV

Niveis
Fatores 1682 1 0 1 1682
VS (V) 00183 0020 00225 0025 0.0267
AP (V) 0083 0100 0125 0,150 0.167
TP (5) 00083 0010 00125 0,015 0,0167

Tabela 20. Resultado do Planejamento CCD com k=3 e a =1,682 para a DPV
Ensaio VS (X)) AP (X2) TP (X3) VS (V) AP (V) TP(s) Resposta

01 -1 -1 -1 0,020 0,100 0,010 287,0
02 1 -1 -1 0,025 0,100 0,010 286,8
03 -1 1 -1 0,020 0,150 0,010 481,0
04 1 1 -1 0,025 0,150 0,010 491,0
05 -1 -1 1 0,020 0,100 0,015 255,4
06 1 -1 1 0,025 0,100 0,015 263,9
07 -1 1 1 0,025 0,150 0,015 4271
08 1 1 1 0,025 0,150 0,015 440,0
09 -1,682 0 0 0,0183 0,125 0,0125 344,4
10 1,682 0 0 0,0267 0,125 0,0125 360,0
11 0 -1,682 0 0,0225 0,083 0,0125 234,84
12 0 1,682 0 0,0225 0,167 0,0125 530,19
13 0 0 -1,682 0,0225 0,125 0,0083 408,1
14 0 0 1,682 0,0225 0,125 0,0167 328,1
15 0 0 0 0,0225 0,125 0,0125 368,0
16 0 0 0 0,0225 0,125 0,0125 365,2
17 0 0 0 0,0225 0,125 0,0125 367,4
18 0 0 0 0,0225 0,125 0,0125 367,5
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A analise de varidncia (ANOVA) mostra que a regressdo e a falta de ajuste foram

significativos para o planejamento (Tab. 21).

Tabela 21. ANOVA do planejamento CCD para a DPV

SQ QM F Ftab
Regressdo 13436,77 663,6722  *(3,39)
Residuos 161,9688 20,2461
Falta de ajuste  157,3213 31,4643 20,3107  **(9,01)
Erro puro 4,6475 1,5492
Total
% da variancia explicada 99,8662
% Maxima da variancia explicavel 99,9962

#Fieb = Fo = 3,3
sFeb = Fy 3= 9,01

Os coeficientes do modelo (Apéndice A2) e seus erros (Apéndice A2.1) foram

determinados utilizando o “software” MatLab e estéo apresentados na tabela 22.

Tabela 22. Coeficientes e erros para 0 modelo para a superficie de resposta para a

DPV

Coeficientes + Erro Relacdo t *ttab
bo 367,08 £ 0,62 592,06 3,18
b1 4,21 + 0,34 12,38
1) 90,99 + 0,34 267,62
b3 -21,52+ 0,34 -63,30

b11 -5,48 £ 0,35 -15,66

b2o 5,23+ 0,35 14,94

b33 0,14 £ 0,35 0,40

b1o 1,82 + 0,44 4,14

b1s 1,45 + 0,44 3,29

b23 -6,30 £ 0,44 -14,32

*ttab com 3 graus de liberdade e 5% de probabilidade

A equacgdo do modelo ajustada para os coeficientes significativos (Apéndice A2.2) e

seus respectivos erros sao mostrados abaixo.

2=367,23+4,20%, +90,99X, —21,52%; — 5,51x +5,20%2 +1,82XX, +1,45X,X; — 6,30X,X,
+0,49 +0,34 +0,34 +0,34 +0,34

+0,34 +0,44 +0,44 +0,44

A equagdo do modelo para a voltametria com pulso diferencial destaca o grande

numero de coeficientes significativos e a presenca de dois coeficientes de segunda ordem, ao

contrario do modelo para a voltametria com onda quadrada. A superficie do modelo n&o pode

ser obtida diretamente devido a presenca de trés fatores independentes e do fator

dependente, desta maneira, fixou-se um dos fatores independentes em dois valores, um

correspondendo ao nivel mais alto do planejamento e outro ao nivel mais baixo e obtiveram-

se portanto, duas superficies de resposta para cada fator fixado.
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4.1.2.4. Superficie de Resposta - DPV

Quando se fixou o valor do incremento de voltagem em seu nivel mais baixo do

planejamento obteve-se o seguinte modelo:
72 =344,58 +87,92X, —23,96X; +5,20%5 —6,30X,X;

A superficie de resposta do modelo é apresentada na figura 30.

X, =-15682
I 500
I 500
400
]300
B 200

"
e g+ ¥4 -Valor codificado para VS (V)
Ha b7 X3 -Valores codificados para AP (V)
X3-Valores codificados para TP (s)

Figura 30. Superficie de resposta com incremento de voltagem fixo em -1,682.

Quando se fixou o valor do incremento de voltagem em seu nivel mais alto do

planejamento obteve-se o seguinte modelo:
2=358,71+94,06x, —19,08X, + 5,205 —6,30X,X,

A superficie de resposta do modelo € apresentada na figura 31.

X,=1,682
I 600
[ 500
] 400
1 300
B 200

‘r

v X, - Valor codificado para VS (V)
“@ X, - Valores codificados para AP (V)
X; - Valores codificados para TP (s)

Figura 31. Superficie de resposta com incremento de voltagem fixo em +1,682.
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Quando se fixou o valor da amplitude em seu nivel mais baixo do planejamento obteve-

se 0 seguinte modelo:
z=198,60+1,13x; —10,92x,4 —5,51xf +1,45%,X,

A superficie de resposta do modelo é apresentada na figura 32.

X, =-1,682
B 220
B 210
[ 200
[ ]190
[ 180
]
[ 160

?“0 v Ch X, - Valores codificados para VS (V)
24 X, - Valor codificado para AP (V)
X; - Valores codificados para TP (s)

Figura 32. Superficie de resposta com a amplitude do pulso fixa em -1,682.

Quando se fixou o valor da amplitude em seu nivel mais alto do planejamento obteve-

se 0 seguinte modelo:
2=504,69+7,27x, —32,12X; —5,51%% +1,45X,X,

A superficie de resposta do modelo € apresentada na figura 33.

X, =1,682
B 567
[ 532
[] 497
[] 462
[ 427

?,‘“ \:"a X, - Valores codificados para VS (V)
X, - Valor codificado para AP (V)
X; - Valores codificados para TP (s)

Figura 33. Superficie de resposta com a amplitude do pulso fixa em +1,682.
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Quando se fixou o valor do tempo de pulso em seu nivel mais baixo do planejamento
obteve-se 0 seguinte modelo:

2=403,43+1,76X, +101,60%, —5,51x% +5,20X; +1,82X,X,

A superficie de resposta do modelo é apresentada na figura 34.

X, = -1,682

- 25‘ N
e @
e X, - Valores codificados para VS (V)
iR ‘39 X, - Valores codificados para AP (V)

X; - Valor codificado para TP (s)

Figura 34. Superficie de resposta com o tempo de pulso fixo em -1,682.
Quando se fixou o valor do tempo de pulso em seu nivel mais alto do planejamento
obteve-se 0 seguinte modelo:
2=331,04+6,64x, +80,39x, —5,51x +5,205 +1,82X,X,

A superficie de resposta do modelo é apresentada na figura 35.

550 X5 =1,682
500 [ 500
As0 5 450
- I:I 350
6—_—5 3: ]300
|:| 250
- 200

‘o
AR

e

2 e w X, - Valores codificados para VS (V)

X, - Valores codificados para AP (V)
X; - Valor codificado para TP (s)

Figura 35. Superficie de resposta com o tempo de pulso fixo em +1,682.
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Os resultados da superficie de resposta mostram que os fatores utilizados no
planejamento sdo potencialmente capazes de aumentar a resposta voltamétrica nos niveis
estudados.

O fator tempo de pulso mostrou em todas as superficies que ao ser usado no nivel
mais baixo dos valores codificados na superficie de resposta, contribui para a maior resposta
voltamétrica. O fator incremento de voltagem, de acordo com as superficies, ndo apresentou
grande influéncia sobre a resposta quando estudado em seus niveis baixo e alto dos valores
codificados na superficie de resposta (Fig. 30 e 31). Entretanto, quando o fator amplitude do
pulso foi fixado em seu nivel mais alto (Fig. 33), o fator incremento de voltagem, em seu nivel
mais alto apresentou uma leve queda, ao contrario da brusca queda observada na figura 32.
Portanto, o valor 6timo codificado escolhido para o fator incremento de voltagem foi 1,5.

A amplitude do pulso, em todas as superficies, mostrou que deve ser usada em seu

nivel mais alto dos valores codificados para se obter a melhor resposta.

Tabela 23. Parametros otimizados para a analise do herbicida glifosato por
voltametria com pulso diferencial

Parametros Valores 6timos Corrente estimada
Potencial Inicial -0,50 Volt 600 nA
Potencial Final -0,10 Volt
Incremento de Voltagem 0,026 Volt
Amplitude do Pulso 0,175 Volt Corrente observada
Tempo de Pulso 0,0075 seg. 623,90 nA
Tempo do Incremento de Voltagem 0,5 seg.
Velocidade de Varredura 0,052 Vst
Area da Gota 0,60 mmz
[HCI] 1,0 mol Lt Erro relativo: 3,98 %

A tabela 23 apresenta os parametros otimizados para o aparelho em estudo nas
condicdes de trabalho em que foram executados, além do erro relativo referente as correntes
estimada e observada nas mesmas condiges estabelecidas. Assim como ocorreu para a
voltametria com onda quadrada, tal erro mostra 0 quanto o modelo matemético foi bem
ajustado ao sistema voltamétrico e o quanto foi valiosa a contribuicdo deste modelo para o
aumento da corrente para uma mesma concentragdo da nitrosamina do glifosato

(5,0 pg mL-1) na célula voltamétrica.
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4.2. APLICACAO DA TECNICA OTIMIZADA

4.2.1. LINEARIDADE

As condi¢Bes voltamétricas empregadas para 0 estudo da linearidade para as
voltametrias com onda quadrada e pulso diferencial estdo descritas nas tabelas 15 e 23,

respectivamente.

4.2.1.1. Linearidade da Voltametria com Onda Quadrada

A metodologia para a determinacdo do glifosato utilizando a voltametria com onda
quadrada foi estudada em duas porcdes de linearidade (Fig. 36 e 37), uma entre 0,05 g mL1
a 1,75 ug mL? e outra entre 1,0 ug mL1 a 100,0 ug mL-1. Os voltamogramas obtidos para
concentracles abaixo de 1,0 ug mL1, apresentaram-se mais largos que aqueles obtidos para
concentracdes acima deste valor. O potencial de meia onda para o glifosato, utilizando os

parametros otimizados para a SWV (Tab. 15) foi de - 0,70 Volt.
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Figura 36. Curva analitica linear para a determinacdo do herbicida glifosato por
SWV, na faixa de 0,05 pug mLta 1,75 pg mL-L.
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Figura 37. Curva analitica linear para a determinacdo do herbicida glifosato por
SWV, na faixa de 1,0 pg mL* a 100,0 pg mL.
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4.2.1.2. Linearidade da Voltametria com Pulso Diferencial

Como para a SWV, a metodologia para a determinacdo do glifosato utilizando a
voltametria com pulso diferencial foi estudada em duas por¢des de linearidade (Fig. 38 e 39),
uma entre 0,01 ugmLt a 1,75 ugmLt e outra entre 4,0 ugmL? a 100,0 pg mL1. Os
voltamogramas obtidos foram bastante simétricos para toda a faixa de concentracdo
estudada. O potencial de meia onda para o glifosato, utilizando os parametros otimizados
para a DPV (Tab. 23) foram de 0,65 Volt para concentragdes abaixo de 1,0 ug L e de -
0,70 Volt para concentracdes acima deste valor, ou seja, h& um deslocamento para
potenciais mais positivos quando se trabalha em concentragdes muito baixa deste herbicida.
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Figura 38. Curva analitica linear para a determinacdo do herbicida glifosato por
DPV, na faixa de 0,01 pg mL*a 1,75 pg mL2.
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Figura 39. Curva analitica linear para a determinacdo do herbicida glifosato por
DPV, na faixa de 4,0 ug mL1a 100,0 pug mLL,
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4.2.2. LIMITES DE DETECCAO E QUANTIFICACAO

A tabela 24 destaca as regides de nao deteccdo, detec¢éo e de quantificacdo obtidas a
partir do desvio padrdo (o), calculado sobre os valores dos potenciais medidos através das

dez repeticdes.

Tabela 24. Estimativas das regides de deteccdo e quantificacéo

Sinal analitico Interpretacao
<30 Sinal confunde com ruido
3callo Regido de deteccdo
>100 Regiéo de quantificacdo

Os valores dos limites de deteccdo e de quantificacdo foram obtidas respectivamente,
substituindo o valor dos produtos 3 ¢ e 10 o (item 3.2.4) na equagcdo linear da curva analitica

para baixas concentracdes determinadas para cada técnica.

Tabela 25. Limites de deteccéo e quantificacdo na analise do glifosato

Técnica Concentracdo ug L1
LD LQ

SWv 12 60,0

DPV 22,0 53,8

Os resultados apresentados na tabela 25 mostram que a metodologia sugerida para
uma maior sensibilidade é a voltametria com onda quadrada, enquanto a melhor para a
quantificacdo € voltametria com pulso diferencial. A voltametria com pulso diferencial
apresentou voltamogramas mais simétricos que a voltametria com onda quadrada,
principalmente a baixas concentracdes, apesar de oferecer um limite de deteccdo menor.
Entretanto, as duas técnicas mostraram-se viaveis para a determinacdo da nitrosamina do
glifosato e de certa maneira, mais viaveis que as cromatografias liquida e gasosa, que
apresentam custo e morosidade muito superior e um limite de deteccdo, para a grande
maioria das metodologias citadas (Tab. 5, 6 e 7), na mesma ordem de grandeza ou inferior as
metodologias voltamétricas otimizadas neste trabalho.

Na tabela 26 sdo apresentados os limites de deteccdo de algumas técnicas
voltamétricas para simples comparacdo. Observa-se que, de maneira geral, o limite de
deteccdo mais baixo esperado para as técnicas SWV e DPV, sem redissolugdo, estad na
ordem de 1x10¢ mol L1. Normalmente porém, técnicas de redissolu¢do adsortiva (AdSV) séo
empregadas a sistemas reversiveis com varreduras com pulso diferencial (DPAdSV) elou

onda quadrada (SWAdSV) encontrando-se limites na ordem de 1022 mol L%, 0 que nao foi




Resultados e Discussao 70

possivel de se obter para as analises voltamétricas otimizadas, empregas na determinag&o
da nimensulida e da rifamicina. A determinac¢do de N-nitrosaminas empregando CLAE com
detector eletroquimico (DE) baseado na varredura com onda quadrada, encontrou uma
sensibilidade na ordem de 107 mol L, que esta na ordem das analises realizadas com o
glifosato empregando a polarografia com pulso diferencial (DPP), embora um dos trabalhos
referenciados (Ref. 20) ndo tenha atingindo alta sensibilidade.

Este trabalho, obteve excelentes resultados, chegando a um limite de detecgdo, tanto

para a SWV quanto para a DPV na ordem minima divulgada pela literatura.

Tabela 26. Sensibilidades de algumas técnicas voltamétricas

Técnica voltamétrica LD (mol L?) Analito Referéncia
DPV e SWV ~103a~10% Geral 114 e 143
AdSV ~107a~ 1012 Geral 143 e 144
DPAdSV 1,33 x10° Nimensulida 28

DPAdSV 3,11 x 108 Rifamicina 27

SWAdSV 1,23x 10 Rifamicina 27

CLAE-DE (SWV) 6,0 x 107 N-nitrosaminas 133

SWV 455x 1038 Picloram 145

DPP 1,24 x 106 Glifosato 20

DPP 5,91 x 107 Glifosato 73

SWv 7,10 x 108 Glifosato Este trabalho
DPV 13,0 x 108 Glifosato Este trabalho

4.2.3. ANALISE DAS AMOSTRAS

A técnica escolhida para a analise das amostras foi a voltametria com pulso diferencial
com as condi¢des descritas na tabela 23, tendo em vista os resultados apresentados nos
itens 4.2.1e4.2.2.

4.2.3.1. Amostra Referéncia Preparada

A amostra referéncia preparada, ap6s ser percolada pela resina, foi coletada em trés
aliquotas: 20,0 mL, 40,0 mL e 20,0 mL, nesta ordem. Receberam, em seguida, o tratamento
com carvdo ativado e a aliquota de 40,0 mL foi transferido para baldo de 50 mL e as de
20,0 mL para baldes de 25 mL, onde receberam o tratamento de derivatizagéo.

Dez mililitros de cada volume foram transferidos para a célula voltamétrica para serem
analisados.

Apenas na aliquota de 40,0 mL foi encontrado o herbicida. E neste caso, para
quantifica-lo, adicionaram-se 500 pL do padrdo do glifosato de concentracdo igual a
100 pg mL1, ou seja, executou-se 0 método analitico quantitativo de adi¢do de padrdes.
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Os resultados para as trés repeticbes das amostras estdo dispostos nas
figuras 40,41,42.

4.0+

324

Amostra 1
Y=A+B*X
A= 1891
B= 0,099
R= 0,997

SD= 0,057

[glifosato] pug mL

Figura 40. Analise por adi¢do de padrdo da amostra referéncia 1.

Amostra 2
Y=A+B*X
A= 1888
B= 0,001
R= 0,999
SD= 0,034
5 10 15

[glifosato] ug mL1

Figura 41. Analise por adicdo de padrdo da amostra referéncia 2
324

244

Amostra 3
Y=A+B*X
A= 1798
B= 10,0999
R= 0,999
SsD= 0,028

T T T T T T T T T 1
-20 -15 -10 -5 0 5 10 15

[glifosato] pg mL
Figura 42. Analise por adicdo de padrdo da amostra referéncia 3

A concentracdo prevista a ser encontrada na célula era de 20,0 pgmL! e a
concentracdo média encontrada foi de 19,28 + 1,345 ug mLL. Portanto, uma recuperacao de
96,4% com um erro relativo de -3,6%, 0 que garante um sistema de limpeza e pré-

concentracao bastante confiavel e eficiente.
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4.2.3.2. Agua

Em nenhuma amostra de agua natural foi encontrado o herbicida, porém o glifosato foi
encontrado na amostra de agua natural fortificada, além disso, como era de se esperar,
apenas nas aliquotas transferidas para o baldo de 50 mL foi encontrado o herbicida. E neste
caso, para quantifica-lo, adicionaram-se 100 L do padréo do glifosato de concentragdo igual
a 100 pg mL2. Os resultados para as duas repeticdes das amostras estdo dispostos nas

figuras 43 e 44.

750 4
600

450 4

i (nA)

300 Agual

Y=A+B*X
1]02 ng mL'l A= 147,340
150 B= 144,264
] R = 0,999
SD= 7,493
r T T T T T T T T T T T 1
08 0.0 0.8 16 24 32 4.0

[glifosato] pug mLl

Figura 43. Analise por adi¢do de padrdo da amostra de agua natural 1.

625

500
< 3754
<
250 - Agua?2
Y=A+B*X
1 A= 119438
0919 pg ML= e 4 B= 129,954
R= 0,998
SD= 12,804
T T T T T T T T T T T 1
-0.8 0.0 0.8 1.6 24 32 40

[glifosato] ug mL

Figura 44. Andlise por adi¢do de padrdo da amostra de &gua natural 2.

A concentracdo prevista para a amostra de agua natural fortificada, na célula, era de
1,0 ug mL1 e a concentracdo média encontrada foi de 0,97 + 0,07 pg mLL. Portanto, uma

recuperacao de 97,0% com um erro relativo de -3,0%.

4.2.3.3. Vegetais

As amostras de forrageira foram nomeadas de acordo com o local onde foram

coletadas, ou seja, aquelas que estavam na regido proxima as palmeiras receberam o nome




Resultados e Discussao 73

de VPA e aquelas que foram coletadas proximas ao cafezal, receberam o nome de VCF. As
amostras fortificadas foram nomeadas de VPAF e VCFF.

O glifosato foi encontrado novamente, apenas na amostra da aliquota de 50,0 mL. Os
resultados sé&o mostrados nas figuras 45, 46, 47 e 48.

900

675+

Zé‘ 450 -
= VPA
1 Y=A+B*X
1955 ugmLt g5 | A= 310,773
B= 158,979
R= 0,999
SD = 10,699

16 08 00 08 16 2.4 32 40
[glifosato] pg mL

Figura 45. Analise por adi¢do de padrdo da amostra de forrageira VPA.

1000 4
800

600

i (nA)

VPAF
Y=A+B*X
A= 550,396
200 4 B = 147,304
R= 0,999
SD = 6,156
r T T T T T T T T T T T T T T 1

-4 -3 2 1 0 1 2 3 4
[glifosato] pug mL

3,736 ugmLt

Figura 46. Analise por adicdo de padrdo da amostra de forrageira VPA
fortificada.

800

600

i (nA)

400
VCF
Y=A+B*X
A= 171,999
B= 144914
R= 0,999
SD= 9457

-1 0 1 2 3 4 5
[glifosato] ug mL

1,187 g mLL

Figura 47. Andlise por adi¢do de padrdo da amostra de forrageira VCF.
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1000

800+

600

i (nA)

4004 VCFF

Y=A+B*X
A= 368,698
B= 135822
R= 0,999
SD= 6,459

r — T T 1 T T | — T T T 1
-3 -2 -1 0 1 2 3 4

2714 pgmLt

[glifosato] ug mLt

Figura 48. Andlise por adicdo de padrdo da amostra de forrageira VCF
fortificada.

As amostras de forrageiras, sem fortificagdo, estdo contaminadas. As amostras
fortificadas ndo podem ser avaliadas quanto a recuperacéo, devido a presenca do glifosato
na amostra natural, no entanto, seus valores estdo coerentes com o esperado. Se
subtrairmos da concentracdo encontrada na amostra fortificada o valor esperado da
recuperacao, chegaremos a um valor proximo ao valor encontrado na amostra natural.

As concentracbes de glifosato nas amostras VPA e VCF sdo de 391ugg?! e
2,37 g g1, respectivamente.

4.2.3.4. Solo

As amostras de solo foram nomeadas de acordo com o local onde foram coletadas.
Aquelas que estavam na regido préxima as palmeiras receberam o nome de SPA e aquelas
que foram coletadas proximas a regido ao cafezal, receberam o nome de SCF. As amostras

fortificadas foram nomeadas de SPAF e SCFF.

O glifosato foi encontrado novamente, apenas na amostra da aliquota de 50,0 mL. Os
resultados s@o mostrados nas figuras 49, 50, 51 e 52.

750 4

600
=3 450
=
300+ SPA
| Y=A+B*X
418 ug mL-l A= 413932
1504 B= 99,027
R=0,9%
SD= 15,768
T T T T T — T
-4 -3 2 -1 0 1 2 3

[glifosato] pg mL

Figura 49. Analise por adi¢do de padrdo da amostra de solo SPA.
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3.0+

2.5
2.0
2
= 154
¢ SPAF
104 Y=A+B*X
1508 pgmLt ] A= 1339
05 ] B= 0,089
‘ R= 0,998
SD= 0,042
T T T T — T T T 1
-15 -10 -5 0 5 10 15

[glifosato] ug mLt

Figura 50. Andlise por adi¢do de padrdo da amostra de solo SPA fortificado.

800+

600

SCF
Y=A+B*X
A= 469,902
B= 77,799
R= 0,999

)
—ftr—T T T7° "1 "1 * 1 Yt *rr1 * 1 "1 1

[glifosato] pg mLL
Figura 51. Andlise por adi¢do de padrdo da amostra de solo SCF.
3.0+

25

SCFF
Y=A+B*X
A= 1430
B= 0086
R= 0998
SD= 0035
5 1 15

[glifosato] pg mL

Figura 52. Andlise por adi¢do de padrdo da amostra de solo SCF fortificado.

As amostras de solos, sem fortificacdo, estdo contaminadas. As amostras fortificadas
ndo podem ser avaliadas quanto a recuperacéo, devido a presenca do glifosato na amostra
natural, no entanto, seus valores estdo coerentes com o esperado. Se subtrairmos da
concentracdo encontrada na amostra fortificada o valor esperado da recuperacéo,

chegaremos a um valor préximo ao valor encontrado na amostra natural.
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As concentragbes de glifosato nas amostras SPA e SCF sdo de 8,36 ugg! e
12,08 ug g1, respectivamente.
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5. CONCLUSOES

Os resultados obtidos com o estudo dos pardmetros voltamétricos na determinagéo do

herbicida glifosato, pelas voltametrias com onda quadrada e pulso diferencial, indicam que:

1.

A utilizagdo de planejamentos experimentais como ferramenta quimiométrica, tendo
como objetivo a otimiza¢do dos parametros, foi potencialmente efetivo na melhoria
da resposta e, como conseqléncia, no aumento da sensibilidade da técnica
eletroanalitica;

Alguns parametros se interagem, sejam sinergicamente, sejam antagonicamente;

Tanto a voltametria com onda quadrada quanto a voltametria com pulso diferencial
podem ser aplicadas na anélise do herbicida glifosato em solo, 4gua e vegetais,
sendo que a técnica com pulso diferencial produziu picos mais simétricos e
apresentou um limite de quantificagdo menor que a com onda quadrada;

A curva analitica do glifosato é linear em uma ampla faixa de concentracéo;

A sensibilidade da técnica aumentou, ficando na ordem de pg L1, comparavel a
sensibilidade cromatografica;

As etapas de limpeza, pré-concentracdo e derivatizacdo sdo mais simples e
rapidas que as equivalentes, para a andlise cromatografica;

Os custos da instrumentacdo e reagentes sdo relativamente inferiores aos das
cromatografias gasosa ou liquida de alta eficiéncia.




Conclusdes 79

5.1. RECOMENDACOES FUTURAS

Tendo em vista os resultados do estudo, recomendam-se 0s seguintes trabalhos:
1. Avalidacdo do método;

2. Um estudo de planejamento com misturas para encontrar a melhor solugdo
extratora do glifosato em solos;

3. Asubstituicdo do eletrodo de mercUrio, por outro, como o de carbono.

4. O estudo de uma reacdo de derivatizacdo para a analise voltamétrica do AMPA.
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A. APENDICE

Al- CALCULO DOS EFEITOS

Os coeficientes de contraste para o fatorial 25 (Tab. Al1.1) foram convertidos a matriz
[X] (32 x 32) conforme tabela Al.2. A matriz [X] foi transposta [X] (32 X 32) e multiplicada
pela matriz de respostas [Y] (32 x 1), que sdo os resultados obtidos pelos experimentos do
planejamento para a SWV e DPV, que estdo nas tabelas 9 e 18, respectivamente. A matriz
obtida [A] (32 x 1) teve seu primeiro termo dividido por 32 (2°) e os termos restantes dividido
por 16 (251). Obtiveram-se portanto, as matrizes dos efeitos para os planejamentos da SWV e

da DPV quando utilizado as respostas de cada experimento.

Tabela Al.1. Planejamento fatorial 25

1 2 3 4 5
+ -
- +
+ + -
+
+ - +
+ +
+ + + -
- - +
+ - +
- + +
+ + - +
+ +
+ - + +
+ + +
+ + + + -
- - - +
+ - +
- + +
+ + - +
+ +
+ - + +
+ + +
+ + + - +
- - + +
+ - + +
- + - + +
+ + - + +
+ + +
+ - + + +
+ + + +
+ + + + +
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Tabela Al.2. Matriz dos coeficientes de contraste para um fatorial 25

31
2345

30

1345

29
1245

28
1235

27
1234

26
345

25
245

24
235

23
234

22
145

21
135

20
134

19
125

18
124

17
123

11 12 13 14 15 16
24 25 34 3 45

23

10
15

12345

14

13

101 -1

-1

101 -1

-1

-1
-1

1
1

-1
-1

1

1 -1 -1

-1

-1
-1

-1
-1

-1
-1
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Al.1. CALCULO DOS ERROS DOS EFEITOS

Cada ensaio para os dois planejamentos fatoriais (SWV e DPV) foram realizados trés
vezes e por isso fornece uma estimativa da variancia com dois graus de liberdade. Em um
caso como este, em que o ndmero de repetiches € 0 mesmo em todos oS ensaios, a
estimativa da variancia experimental é simplesmente a média aritmética das variéncias
observadas nos ensaios individuais. No caso geral, se cada ensaio for repetido n; vezes e
houver m ensaios diferentes, a estimativa conjunta da variancia experimental sera dada por

Vit Vot tV,

Onde v;=n;-1 é o nimero de graus de liberdade de s?, a estimativa da variancia do i-

ésimo ensaio.

Cada um dos efeitos calculados nas equacdes € uma combinacéo linear de 32 valores
?i, com coeficientes a; iguais a +1/2 ou -1/2. Se admitirmos que, gracas a autenticidade das

repeticbes e a aleatoriedade da ordem de realizagdo dos ensaios, esses valores s&o

independentes e também de mesma variancia 05, podemos aplicar a equacao,

o, =Y a’c;, com a’ =1/4, para calcular a variancia de um efeito:
i

: 4 L , ,
V(efeito) = st , onde N € igual a 64, nimero total de ensaios.
O erro padrdo de um efeito é calculado por,
: 4 e
s(efeito) = ,/st . O erro da média é calculado como sendo metade deste valor.

Para saber se os efeitos sdo significativamente diferentes de zero, empregou-se o
teste t. O valor da relacdo t € igual ao valor do efeito dividido pelo seu erro. Os valores
encontrados, quando maiores que o nivel de confianga do teste, indicam a significancia do

efeito.

A2. CALCULO DOS COEFICIENTES

A partir do planejamento CCD (Tab. A2.1), obtém-se a matriz de coeficientes de
contrastes [X], conforme tabela A2.2.

O algoritmo utilizado para o célculo dos coeficientes foi: b = [(X’X)]XX’Y. Onde [X]
(10x18) € a transposta da matriz [X] (18x10) e [Y] (18x1) é a matriz de resposta para cada

planejamento, encontrada nas tabelas 12 e 21 para os planejamentos das SWV e DPV,




Apéndice 95

respectivamente. O termo [(X'X)]1, € a matriz inversa do produto das matrizes [X] e [X]. O

resultado obtido é a matriz [b] (10x1), que contém os coeficientes do modelo.

Tabela A2.1. Planejamento CCD

1 2 3
101 A1
1 10041
-1 1 -1
1 1 -
1011
1 1001
-1 1 1
1 1 1
-a 0 0
a 0 0
0 -a O
0 o 0
0 0 -a
0 0 a
0 0 0
0 0 0
0 0 0
0 0 0

Tabela A2.2. Coeficientes de contraste para o planejamento CCD
Média 1 2 3 11 22 33 12

T N =
N
w
N
w

N
e N aE a a a a

1

Q
l>(-

=]

o*a

.
22

24
COO0OO R RPRREPRRERERERLRE

a
X

-0
o*a

T T T N T SN
COoocoocoocococoaQagar bk, AR, AR, A
cCcoocoocoocoaQ door kA bk A Nn
CoocoaQ dOO0O0O R EE AL LA
OO0 o000 o0oco0oo0ookrRr LALAr,rE, LA,
= = I = R i N e Wi N e W o S S LI S I SN TN
OCOo0oO0OO0O0O0O0OO0COoOORRFE LU LL LR,

O O O O O o o o
O O O o o o
o O O o

A2.1. CALCULO DOS ERROS DOS COEFICIENTES

Os erros dos coeficientes foram determinados através da raiz quadrada do produto dos

termos da diagonal da matriz [X'X], multiplicada pela varidncia das repeticbes no ponto
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central do planejamento ‘var(rep)’, ou seja: \/ diag [(X'X)"]var(rep) . A diagonal da matriz [X'X]1

é uma matriz 10x1.

Para saber se os coeficientes sdo significativamente diferentes de zero, empregou-se 0
teste t. O valor da relagdo t € igual ao valor do coeficiente dividido pelo seu erro. Os valores
encontrados, quando maiores que o nivel de confianca do teste, indicam a significancia do

efeito.
A2.2. AJUSTE DOS COEFICIENTES SIGNIFICATIVOS

Os coeficientes significativos podem ser recalculados para serem ajustados mais
corretamente ao modelo, para isto, basta eliminar na matriz de coeficientes de contraste
(Tab.A2.2) os termos que ndo foram significativos e realizar, novamente os célculos dos
coeficientes e erros. Note que a matriz de resposta [Y], permanece a mesma.
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