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RESUMO

DETERMINAGAO DE TIOCOMPOSTOS POR
VOLTAMETRIA E COULOMETRIA EM MATRIZES SALINAS

Autor: Joselito Trevisan
Orientador: Prof. Dr. Paulo Cicero do Nascimento
Universidade Federal de Santa Maria/RS

O Laboratério de Apoio a Clinicas de Hemodialise — LACHEM vem ha anos
investigando o comportamento de varias espécies em matrizes salinas como os sais
para hemodialise. No presente trabalho, a determinacdo de cinco tiocompostos
relacionados a defensivos agricolas foi investigada através de métodos
eletroanaliticos em meios salinos, tomando-se por base as forcas ibnicas presentes
nos concentrados salinos utilizados em hemodialise e agua do mar. Os tiocompostos
estudados foram as tiotriazinas ametrina, desmetrina, prometrina e terbutrina que
pertencem a uma classe de herbicidas e a ETU (Etilenotiourea) que € um produto de
degradacgado da classe dos EBDCs (Etilenobisditiocarbamatos). A alta persisténcia
das tiotriazinas no meio ambiente e os altos indices de produtos de degradacao dos
EBDCs que sdo aplicados nas lavouras como defensivos agricolas, foram as
principais razbes para escolha destas espécies. Além disso, outra razdo muito
importante € o fato da legislagdo brasileira ainda nao exigir o controle de
agroquimicos para os fluidos utilizados em hemodialise, talvez pelo pequeno numero
de metodologias para esse fim.

O comportamento eletroquimico destas espécies foi investigado através da
Voltametria, Amperometria e Coulometria em amostras aquosas de diferentes forcas
ibnicas. A pré-concentracdo dos analitos em colunas e a difusdo através de
membranas de teflon simulando o processo de hemodialise foram também
investigadas neste trabalho.

Com a Coulometria de potencial constante comparou-se o comportamento
eletroquimico dos agroquimicos em relagao a eletrodos de carbono vitreo reticulado
(CVR) com eletrodeposi¢cado de Hg e com eletrodo de cobre apds eletrodeposicéo de

Hg, em um sistema off line. Em sistema on line, uma célula eletroquimica foi
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construida para a determinacdo das espécies utilizando como eletrodo de trabalho
um fio de cobre com Hg eletrodepositado.

A pré-concentragdo dos analitos em colunas de Poliestireno (PS) foi uma
alternativa para determinar os agroquimicos por Coulometria, considerando que
através desta técnica somente foi possivel detectar concentragdes na faixa de mg L™
de ETU e tiotriazinas utilizando eletrodos de mercurio construidos com grandes
areas superficiais que produzem melhores rendimentos na eletrélise. Neste trabalho
rendimentos de eletrélise inferiores a 100% foram adotados visando diminuir o
tempo de analise.

Para medidas amperométricas, investigou-se um sistema on line com eletrodo
de CVR na determinacao de tiotriazinas. Este sistema de detecgcdo permitiu analises
com alta sensibilidade e rapidez. Curvas analiticas com concentra¢des a partir de 1
ug L™ foram obtidas utilizando este sistema.

Em medidas por voltametria foram utilizados eletrodos de Hg (HMDE) e Au
para a determinacao de tiotriazinas e ETU em concentracdes a partir de 2 ug L.

Neste trabalho, também foi investigada a difusdo de ETU através de
membranas de teflon, simulando o processo de hemodialise, onde a célula de
difusdo é dividida em duas partes, o caminho de fluxo e do contra fluxo por onde
circulam as solugbdes doadoras (solugdes salinas com diferentes forgas ibnicas) e a
solugdo absorvente. O objetivo deste estudo foi avaliar a influéncia do meio salino na
difusdo das espécies através da membrana de teflon. No processo de hemodialise,
as membranas utilizadas apresentam permeabilidade muito maior do que o teflon de
modo que este material foi escolhido como indicador de uma situagao limite. O meio
salino foi responsavel por incrementos na difusdo do analito através do teflon de
1,5% a 2,5% em relagdo a agua pura. Contudo, diferengas significativas nas taxas
de difusdo para meios salinos com as forgas ibnicas investigadas (correspondentes
aos fluidos de hemodialise e agua do mar) ndo foram observadas.

O presente trabalho discute os resultados obtidos nos sistemas eletroquimicos,
comparando as determinacdes dos analitos com os diferentes eletrodos utilizados

em amostras aquosas e salinas com diferentes forgas ibnicas.
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ABSTRACT

DETERMINATION OF THIOCOMPOUNDS BY VOLTAMMETRY AND
COULOMETRY IN SALINE MATRICES

Author: Joselito Trevisan
Adviser: Prof. Dr. Paulo Cicero do Nascimento

University Federal of Santa Maria

The Laboratory of Support to Hemodialysis Clinics (LACHEM) has been
investigating for many years the behaviour of many species in saline matrices as
hemodialysis salts. In this work, the determination of the five thiocompounds related
to agricultural defensives was investigated through electrochemical techniques in
saline medium, based on the ionic forces present in saline concentrates used in
Hemodialysis also in the sea water. The thiocompounds studied were thiotriazines
ametryn, desmetryn, prometryn and terbutryn, which belong to the class of herbicides
and the Ethylenethiourea (ETU), which is a degradation product in the class of
Ethylenebisdithiocarbamate (EBDC). The high persistence of the triazines in the
environment and the high levels of EBDC degradation products applied in crops as
defensives, were the principal reason why these species were chosen. Moreover,
another important reason is the fact the Brazilian legislation still do not requires the
control of agrochemicals for fluids used in hemodialysis, perhaps for the small
number of methodologies existent for this case.

The electrochemical behaviour of these species was investigated by
Voltammetry, Amperometry and Coulometry in aqueous samples of different ionic
strenght. The preconcentration of analytes in columns and the diffusion through of
the membranes of Teflon simulating the hemodialysis process were also investigated
in this work.

Constant-potential coulometry was used to compare the electrochemical
behaviour of agrochemicals in relation to carbon vitreous reticulated (CVR)
electrodes with Hg electrodeposition as well as with copper electrode after Hg

electrodeposition, in an off line system. In an on line system, an electrochemical cell
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was built to determine these species by using a copper wire with Hg electrodeposited
as a working electrode.

The analytes preconcentration in columns of polystyrene (PS) was an
alternative for the determination of the agrochemicals by coulometry, considering that
through this technique was only possible to detect concentrations in levels of the mg
L™ of ETU and thiotriazines, utilizing mercury electrodes built with large superficial
areas which produce the best results in electrolysis. In this work, electrolysis results
lower than 100% were adopted to reduce the analysis time.

For the amperometrics measure, an on-line system with CVR electrode was
investigated in the determination of triazines. This system allowed the analysis with a
high sensibility and fast. Analytical curves with concentrations from 1 ug L were
gotten using this system.

In measures by Voltammetry were utilized Hg electrodes (HMDE) and Au to
determine triazines and ETU in concentrations from 2 pg L™.

In this work, the ETU diffusion as also investigated through Teflon membranes,
simulating the hemodialysis process. In this process, the diffusion cell is divided in
two parts, the flow and the counterflow paths, where circulate the donor solution
(saline solutions with different ionic strenght) and the adsorbent solution. The aim of
this work was to evaluate the influence of saline medium in the diffusion of those
species through the Teflon membrane. In the process of hemodialysis, the
membranes utilized presented a bigger permeability than the Teflon’s, in a way that
this material was chosen as an indicator in a limit situation. The saline medium was
responsible for increments of 1,5 to 2,5% in the analyte diffusion through of Teflon, in
relation to pure water. However, significative differences in the diffusion taxes for
saline medium with the ionic strenght investigated (corresponding to the
hemodialysis fluids and sea water) were not observed.

This work discusses the results obtained in electrochemical systems, comparing
the analytes determinations to different electrodes utilized in aqueous and saline

samples with different ionic strenght.
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ENFOQUE

Este trabalho propbée uma metodologia para a determinagao eletroquimica de
Tiotriazinas e ETU que sao substancias com enxofre na sua estrutura molecular. As
tiotriazinas fazem parte de uma classe de herbicidas utilizados intensamente na
agricultura como pré e pds-emergentes no combate a ervas daninhas. Estas
substancias sdo consideradas toxicas e muito estaveis em solugdes aquosas, em
funcdo disso tornam-se persistentes no meio ambiente podendo contaminar
mananciais, rios e mares. A ETU também é um contaminante em potencial e &
considerado o principal produto de degradagdo dos EBDCs, que se decompdem
principalmente pela acdo da umidade e de altas temperaturas. Este composto é de
baixa toxicidade aguda, mas, demonstra ser um agente carcinogénico e também
produz efeitos mutagénicos com exposig¢ao continua.

No presente trabalho, a determinagdo de compostos da classe das tiotriazinas
e um produto de degradacao dos EBDCs (ETU) foi investigada. As metodologias de
andlises estudadas foram a Amperometria, Coulometria, Voltametria e
Espectrofotometria Molecular e a matriz escolhida foram os fluidos relacionados a
Hemodialise porque sdo matrizes salinas pouco estudadas e relevantes tanto sob o

ponto de vista analitico quanto clinico.



1- INTRODUGAO

Os herbicidas s&o substancias de grande importancia utilizados na agricultura
para o combate as ervas daninhas. Consequentemente, as doses aplicadas no solo
podem se acumular e contaminar também mananciais de aguas como rios, agudes e
aguas subterraneas. As tiotriazinas formam uma classe de herbicida muito usado, e
tém as mesmas caracteristicas da maioria dos pesticidas em relacdo aos seus
efeitos no meio ambiente. A ETU que € um produto de degradagdo dos EBDCs
também foi estudada por ser considerada um contaminante em potencial.

As aguas utilizadas no processo de hemodialise devem ser adequadamente
tratadas a fim de ter a minima contaminagao bacteriana possivel, e reduzido ao
minimo possivel a presenca de qualquer substancia ou elemento quimico
contaminante, de modo que se obtenha agua de alta pureza, que, posteriormente
combinada a uma solugdo concentrada de glicose e eletrélitos, constitua uma
solugcado adequada para a hemodialise.

Os fluidos de hemodiadlise sao compostos por concentrados salinos
adicionados a agua de didlise com a finalidade de garantir o equilibrio osmético
durante as sessdes de hemodialise a que os pacientes se submetem. A saude dos
pacientes com insuficiéncia renal depende diretamente da qualidade da agua que
esta sendo usada no tratamento dialitico, por isso se faz necessaria uma
metodologia eficiente para analise no controle desses contaminantes.

No presente trabalho investigou-se a determinagdo Voltamétrica,
Amperométrica e Coulométrica de ETU e das tiotriazinas, ametrina (2-etilamina-4-
isopropilamina-6-metiltio-1,3,5-triazina), desmetrina (2-isopropilamina-4-metilamina-
6-metiltio-1,3,5-triazina), prometrina (2,4-bis(isopropilamina)-6-metiltio-1,3,5-triazina)
e terbutrina (2-ter-butilamina-4-etilamina-6-metiltio-1,3,5-triazina) em solug¢des
aquosas salinas com forca ibnica variando de 0,01 (agua pura) a 4,20 (concentrado
salino para hemodialise), utilizando eletrodos de Hg, Au, (CVR), fio de cobre com Hg

eletrodepositado e também uma placa de CVR com Hg eletrodepositado.



Para melhorar a sensibilidade do sistema foi investigada a pré-concentragao
das espécies em pré-colunas cromatograficas, para isso foi escolhida a fase
estacionaria mais adequada. Nesse estudo investigou-se também a difusdo de ETU
através de uma membrana de teflon, sendo que os monitoramentos foram feitos por

Espectrofotometria UV/Vis.



2- REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 A quimica dos compostos de Enxofre e os seres vivos

Compostos de enxofre estdo presentes no sabor e no odor caracteristico de
muitos alimentos [1] mesmo estando em baixas concentracdes, a niveis de tragos.
Por outro lado, o enxofre € encontrado também em formas téxicas, constituindo
alguns grupos de herbicidas e fungicidas, que aplicados no meio ambiente em
concentracdes consideraveis podem trazer sérios riscos a saude humana. Os
compostos contendo enxofre mais utilizados podem ser classificados de acordo com
sua organizagao estrutural em tiolcarbamatos, tiotriazinas e ETU pertencente ao
grupo dos EBDCs. A aplicacdo descontrolada destes defensivos agricolas leva a
saturacdo nas lavouras e consequentemente serda maior a possibilidade de
contaminagdo do meio ambiente com estes praguicidas. As chuvas e os ventos
conduzem as pequenas particulas dos herbicidas para os rios que por sua vez
fornecem agua para o consumo humano.

Neste trabalho foi estudado o comportamento de tiotriazinas e ETU frente a

algumas técnicas eletroanaliticas.

2.2 Tiotriazinas e ETU em meios aquosos

Os praguicidas sao usualmente aplicados na forma de spray, para solug¢des
aquosas ou suspensoes [2]. As solugdes aquosas sao simplesmente diluidas em
agua conforme sua solubilidade ou necessidade de aplicagdo, enquanto que, nas
suspensdes o ingrediente ativo é frequentemente dissolvido com algum tipo de
solvente organico que é emulsificado na agua. As aplicagbes convencionais (spray)
normalmente utilizam 10 L ou mais do fluido (herbicida diluido) por hectare, de
acordo com a diluicdo os volumes de herbicida podem ser classificados conforme a
tabela 01.



Tabela 01: Classificagao dos volumes de herbicidas aplicados nas lavouras

Classificagdo dos volumes Aplicagao (L/ha) Carreado
Ultra baixo 1-5 ar

Muito baixo >10 ar

Baixo 150 ar

Médio 350 agualar
Alto > 900 agua

Os herbicidas triazinicos sao normalmente utilizados como defensivos pré-
emergentes na agricultura, aplicados diretamente no solo [3, 4]. A degradagao e o
caminho metabdlico destes herbicidas sdo ainda muito investigados [5, 6] devido a
sua toxicidade para o meio ambiente e também para os seres humanos que estao
com uma atividade ocupacional.

Para a determinagdao destas substincias em solucbes aquosas utilizam-se
normalmente métodos cromatograficos hifenados CG-EM/CG/IC (Cromatografia
gasosa acoplado a Espectrometria de Massa ou lonizagdo em Chama) [7, 8], CLAE-
UV e deteccdo ADD (Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia com detecgdo Ultra
Violeta com Arranjo de Diodo) [9, 10, 11, 12], Eletroanaliticos [13, 14, 15],
Fluorescéncia [16, 17, 18].

Pacakova e colaboradores [19] determinaram 18 espécies de tiotriazinas e
derivados, utilizando deteccao amperométrica e UV/Vis. Entre a tiotriazinas estdo a
ametrina, desmetrina, prometrina e terbutrina presentes em amostras aquosas,
separadas por uma coluna C18 fase estacionaria e eluidos (fase moével) com uma
solucdo de dihidrogenofosfato de sédio 0,01 mol L™, 70% (v/v) metanol, pH= 6,8. A
posicdo e intensidade da banda de absor¢ao dependem do pH da solugdo e da
natureza dos substituintes nas posicdes 2, 4 e 6. A absorcdo maxima do espectro
localiza-se entre A= 217 nm e A= 230 nm, podendo ocorrer deslocamentos. A
deteccdo espectrofotométrica empregada em A= 225 nm, apresenta bons
coeficientes de correlacéo linear para as tiotriazinas, utilizando concentragbes de
0,05 a 0,1 mg L™ das substancias testes injetadas no sistema CLAE. A deteccéo
eletroquimica péde também ser usada a partir de suas oxidacdées num Eletrodo de
Carbono Vitreo Reticulado. Os amperogramas foram medidos em uma fase movel

ideal e produzidos em um potencial E o= +1,10 V. Os limites de detecgéo



encontrados sdo de 50 - 100 ng. A deteccdo amperomeétrica nao tem a mesma
sensibilidade da deteccdo UV, mas, € mais seletiva, 0 que pode ser uma grande
vantagem na analise de produtos de degradacéo de tiotriazinas em matrizes mais
complexas.

Herbicidas triazinicos, como simazina e atrazina, representam, um dos maiores
grupos de poluentes aquaticos devido a sua alta solubilidade em agua. Foram feitos
estudos de degradagédo destes herbicidas em agua do mar de acordo com as
revisbes [20, 21] que também citam a presenga de tiotriazinas e ETU nestas
matrizes salinas.

Bester e Colaboradores [22] detectaram a presenca de prometrina e outras
triazinas em amostra de agua do mar. A persisténcia destes herbicidas e a alta
solubilidade destes compostos em agua tém uma consideravel contaminagdo nos
ecossistemas marinhos. O estudo proposto por Bester detectou a presenca destes
herbicidas na faixa de 1000 ng L™, concentracdes capazes de afetar o fito plancton
marinho. Bester et al [22], coletaram estas amostras salinas aquosas e
armazenaram em recipientes de 250 mL a — 20 °C, apds extracdo Soxhlet com
acetona por 6 horas. A quantificacdo foi obtida por Cromatografia Gasosa com
Detector de lonizacdo em Chama Alcalina (CG/DICA), utilizando coluna DB-5.

Limites de deteccdo (LD) de até 10 ng kg™ foram encontrados.



2.3 Herbicidas da classe das Tiotriazinas

As triazinas sao divididas em trés grupos (figura 01) perfeitamente
caracteristicos: clorotriazinas, metoxitriazinas e metiltiotriazinas [23, 24]. As
clorotriazinas, também denominadas de triazinas de 12 geracéo representadas pela
atrazina, simazina, propazina, terbutilazina, entre outras, sao sintetizadas a partir da
substituicdo de dois atomos de cloro do cloreto cianurico (2, 4, 6- tricloro-1, 3, 5
triazina) por radicais alquilamino. Por sua vez, as metoxitriazinas e as
metiltiotriazinas, também denominadas de triazinas de 22 geragao, s&o obtidas pela
introdugdo dos radicais metoxila e tiometila, respectivamente, como um terceiro
substituinte. Prometrona, terbumetrona, atratona, ametrina, prometrina, desmetrina,

simetrina e terbutrina, sdo alguns representantes das triazinas de 22 geragao.

Cl OCHj4 SCH4
N)\N NJ\N NJ\N
HoN N NH, HoN N NH, HoN N NH,
Clorotriazina Metoxitriazina Tiometiltriazina

Figura 01: Estrutura quimica das triazinas

Os herbicidas tiotriazinicos sao substancias cristalinas, geralmente pouco
soluveis em agua e muito soluveis em solventes organicos. A tabela 02 apresenta a

solubilidade de alguns herbicidas tiotriazinicos em agua [25].



Tabela 02: Coeficiente de solubilidade de herbicidas tiotriazinicos em agua.

Herbicida Solubilidade em agua (mg L)
Desmetrina 580

Ametrina 200

Prometrina 33

Terbutrina 22

A maior parte dos herbicidas baseada em nucleos simétricos de triazinas tem o
grupamento amino alquil substituidos nas posi¢cdes 4 e 6 e ainda, grupos cloro ou
metiltio na posigcdo 2. Estes compostos recebem a terminagéo etrin(a) [2] como os
produtos ametrina, desmetrina, prometrina, terbutrina, atrazina, simazina, propazina,
terbutilazina, cianazina e simetrina. Estes produtos sao obtidos a partir da estrutura
basica 2-metiltio-4,6-bis (etilamino)-1, 3, 5 triazina e comercializados com uma
variedade de denominacgdes [24].

As triazinas s&o herbicidas s6lidos com pureza superior a 80% do ingrediente
ativo, que estando em solugdo aquosa apresentam uma solubilidade que varia na
faixa de 5 a 600 mg L. A figura 02 apresenta a estrutura das tiotriazinas em que a
desmetrina € a mais soluvel com 580 mg L', em seguida a ametrina com
solubilidade em agua de até 200 mg L™, a prometrina com 33 mg L™ e por fim a

terbutrina com 22 mg L™ que é a menos soluvel.
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Figura 02: Estrutura molecular das tiotriazinas desmetrina, ametrina, prometrina e terbutrina.

Alguns herbicidas sdo usados como pré e pds-emergentes de acordo com a

necessidade para o controle de ervas daninhas. Este fato, faz com que os niveis de

tolerdncia dos herbicidas no meio ambiente cheguem ou atinjam seu limite com

maior rapidez, por isso € necessario observar alguns fatores antes da aplicagao,

como por exemplo, saber a provavel tolerancia de cada planta frente aos herbicidas

e n&o simplesmente aplicar tal defensivo por area plantada [24].



2.4 Etilenotiourea (ETU)

EBDCs sao uma outra classe de produtos agroquimicos largamente utilizados
como fungicidas no combate a enfermidades na agricultura, que se decompéem com
facilidade em Etilenotiourea na presenca de ar e agua. A ETU, figura 03, é
considerada um subproduto de degradacdo dos EBDCs, toxico para mamiferos,

plantas e outros organismos vivos [26].

H,C™ \
C——
w

—Z

Figura 03: Estrutura Molecular da ETU

Os EBDCs disponiveis no mercado sao derivados do acido ditiocarbamico, que
nao ocorre no estado livre e podem ser sintetizados a partir da reacido de
etilenodiamina com dissulfeto de carbono na presenga de solugéo alcalina do metal
desejado [27]. Estes derivados metalicos dos EBDCs s&o fungicidas empregados no
cultivo de varios produtos agricolas como macga, batata, tomate, alface, pepino,
espinafre, dentre outros. Eles também sao usados em outros setores, tais como
producao de plantas ornamentais, cereais, vinho, fumo e madeira contra fungos

parasitas especificos [28, 29].

Na figura 04, pode-se observar a estrutura dos derivados metalicos dos EBDCs
que sdo conhecidos comercialmente como Nabam, Maneb, Zineb e Mancozeb, onde
a principal variagao que se observa na estrutura quimica € o atomo metalico ligado a

parte organica.
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Figura 04: Estrutura dos EBDCs metalicos.

Maneb, representado na figura 04 é bastante usado no controle de doencgas de
tomate, batata, frutas e vegetais. Os efeitos toxicos dos EBDCs sédo geralmente

associados com Etilenotiourea, Isocianato e principais metabdlitos de sua hidrolise e

fotdlise.
O maior representante dos EBDCs é o Etilenobisditiocarbamato de Manganés

e Zinco, conhecido comercialmente como Mancozeb. Devido a sua baixa toxicidade
relativa e pequena resisténcia no meio ambiente o uso deste fungicida vem
aumentando e sendo aplicado em grandes quantidades.

A tabela 03 inclui os 16 fungicidas mais usados em magas, tendo 5 pontos na
escala de eficacia contra enfermidades numa série de 8, sendo que o potencial de

resisténcia de cada um foi avaliado em 3 pontos.
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Tabela 03: Grupo dos fungicidas classificados por eficacia e potencial de resisténcia a enfermidades.

Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4 Grupo 5 Grupo 6 Grupo 7

Captam Fenarimol Dinocap Mancozeb Benomyl Dodine  Myclobutanil
Ferbam Triademifon Sulfur Maneb Thiophanate

Thiram  Teriforine Metiram

Ziram

Colosio e colaboradores [30] desenvolveram um estudo indicando a exposi¢cao
de trabalhadores a presenca de Mancozeb. O estudo desenvolvido numa area rural
produtora de vinhos, onde foram coletadas amostras de urina dos trabalhadores que
de alguma forma teriam sido expostos ao pesticida.

Colosio et al encontraram valores expressivos de intoxicagdo por ETU nos
trabalhadores rurais devido a exposi¢ao continua destas pessoas a estes produtos e
principalmente pela caracteristica que os pesticidas tém de se acumularem nos
organismos Vivos.

Fitsanakis e colaboradores [31] estudaram o comportamento dos EBDCs
Maneb, Zineb e perceberam que a exposicido de seres humanos a estas substancias
poderia aumentar o risco de desenvolver o Mal de Parkinson, que é originado pela

auto-oxidagao do neurotransmissor Dopamina (DA) e alguns catecois metabdlitos.
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2.4.1 ETU produto de degradacao dos EBDCs

A Etilenotiourea ou 2-Imidazolidine, ou Mercaptoimidazolidine ou ainda 1,3
Etilenotiourea é a principal impureza [32] e produto de degradagao dos EBDCs que
se decompdem pela agdo da umidade, meio acido e também sofre influéncia pelas
altas temperaturas.

A ETU é uma substancia relativamente estavel e de alta solubilidade em agua,
em torno de 2 g L a 30 °C. A sua presenca como metabdlito &€ preocupante nas
areas onde os fungicidas EBDCs s&o aplicados, sendo considerado um

contaminante em potencial de aguas superficiais, de subsolo, rios e mares.

2.4.2 Toxicologia

A toxicidade esta relacionada na tabela 04 onde apresenta os niveis toxicos de
fungicidas em meios aquaticos que foram definidos considerando a toxicidade aguda
ou cronica[33] que é denominada de DL 50 a dose letal média que corresponde a
quantidade de pesticida capaz de causar a morte de 50% dos individuos que

participam de um ensaio de toxicidade aguda.

Tabela 04: Classificagdo da toxicidade aquatica

Niveis de toxicidade Toxicidade aguda
Aquatica (DLsp em mg L™
Extremamente toxico 0,1
Altamente téxico 1
Moderadamente toxico 1-10
Levemente tdxico 10-100

Praticamente nao téxico > 100
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VERHAAR et al. [34] dividem as classes toxicas dos fungicidas em 4 grupos

que indicam a toxicidade da substancia.

Grupo 1: Linha base de toxicidade de produtos quimicos, praticamente inertes, que
nao sao reativos e néo interagem com receptores especificos em um

organismo.

Grupo 2: Esse grupo compreende os produtos pouco inertes, que sao nao-reativos
quando considerando muitos efeitos intensos, mas sdo levemente mais

téxicos do que os fungicidas do grupo 1.

Grupo 3: Neste grupo os produtos quimicos s&o nao-seletivos e reagem com certas

estruturas quimicas encontradas em biomoléculas.

Grupo 4: Compreende especificamente os produtos quimicos que tem toxicidade

devido a interacdo especifica com certas moléculas receptoras.

A transformacéao dos produtos dos grupos 3 e 4 sao consideradas com atengao
especial porque estes compostos podem apresentar alto risco a saude. Por outro
lado, a transformag&o dos produtos dos grupos 1 e 2 representam pequeno risco
para organismos aquaticos. Estas substancias podem trazer prejuizos maiores
somente quando sdo muito persistentes em sedimentos. Apesar da baixa toxicidade
dos grupos 1 e 2 mesmo assim é necessario um controle de aplicagao destes
fungicidas.

Segundo Verhaar e colaboradores a ETU e os EBDCs de acordo com suas
caracteristicas fazem parte do grupo quatro da classificagao toxicologica.

A ETU é considerada uma substancia carcinogénica, imunotoxica e com efeitos
mutagénicos [35] e EBIS (sulfeto) causa paralisia periferal e disfuncdo tiroidal [36,
37], apesar da baixa toxicidade aguda (DL 50 em ratos na faixa de 545 a 1832 mg
kg™) [38, 39, 40].
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2.5 Toxicologia das Tiotriazinas

Quando uma substancia tdéxica entra num organismo mais rapidamente do que
pode ser eliminada, se acumulara até alcangar uma concentracdo toxica. Alguns
fatores anatémicos, fisioldgicos e bioquimicos [2] interagem para determinar como
as substancias se distribuem num organismo, com que rapidez, qual a rota é
metabolizada e qual o mecanismo de excrecao.

Os herbicidas 1, 3, 5 triazinicos sdo absorvidos pela via respiratéria, pelo trato
gastrintestinal e pela via dérmica, apresentando baixa toxicidade aguda em animais,
tabela 05.

Tabela 05: Toxicidade aguda (DL 50) de herbicidas triazinicos em ratos

Compostos DL 50 (mg kg™)
Via Oral Via Dérmica
Atrazina 2000 3000
Cianazina 330 1200
Prometrina Y4510 —
Desmetrina 1390 = eemee-
Ametrina 508 0 -
Terbutrina 2045 = -

Larini [41], relata estudos de toxicidade utilizando carneiros como cobaias,
observou que quando os animais eram submetidos a doses diarias de 1,4 mg kg” a
6 mg kg™’ de Simazina ocorre o hipotiroidismo e com doses mais elevadas (6 mg kg™
a 25 mg kg™, ocorre alteracdes distréficas e necréticas no epitélio germinal, danos
hepaticos e cerebrais.

Segundo Garcia [42], a toxicidade relativa dos herbicidas Dose Letal 50 (DL 50)
também é um fator importante de classificagdo. Desta forma, os herbicidas de

acordo com sua toxicidade podem ser classificados conforme a tabela 06.



15

Tabela 06: Classificagao dos herbicidas de acordo com sua toxicidade.

Toxicidade DL 50
Extremamente téxico 5—50 mg kg’
Muito téxico 50 — 500 mg kg™
Moderadamente toxico 500 — 5000 mg kg™
Ligeiramente toxico 5-15gkg”
Praticamente n&o toxico >15g kg

Aproximadamente 75% da superficie da terra é coberta por agua. Atualmente,
as areas urbanas do mundo dependem da superficie das aguas que é a principal
fonte de agua potavel, e as vezes, essas aguas superficiais sdo desperdigadas.
Quando niveis excessivos de herbicidas poluem a superficie das aguas, eles
geralmente representam um investimento perdido para o uso, bem como um
potencial limitante na utilizagdo dessas aguas.

Muitas vezes, inseticidas sao adicionados diretamente na superficie da agua na
tentativa de controlar mosquitos e outras pestes, mas, mesmo assim a principal fonte
de poluicdo tem sido provocada pelos herbicidas usados na agricultura.

O intervalo de tempo entre a aplicacdo do pesticida e a primeira chuva é
suficiente para que o efeito seja significante na quantificagdo do herbicida perdido na
superficie das aguas. Por exemplo, a aplicagao de triazinas [43] na lavoura e apés 1
hora de chuva forte resulta na perda de 17% do herbicida, conseqlentemente, os
rios serdo contaminados. Estes herbicidas s&o persistentes e capazes de
acumulagao bioldgica direta nos tecidos de carnivoros, peixes e passaros, podendo
causar até a morte. No organismo humano estes herbicidas trazem prejuizos ao
DNA [44], e sdo0 letais com concentragdes maiores que 1800 mg L.

A Comisséao Européia do Meio Ambiente tolera a presenga de até 0,1 pg L™ por
herbicida em agua para consumo humano [45]. As triazinas listadas como maiores

poluentes sdo a atrazina, simazina, cianazina, prometrina, terbutilazina e terbutrina.
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2.6 Persisténcia das Tiotriazinas no meio ambiente

A persisténcia das tiotriazinas no solo depende da sua estabilidade e
solubilidade em aguas. Se a substancia for volatil ou quimicamente instavel e soltuvel
em agua, é improvavel a sua persisténcia por muito tempo, apesar de que a
extensdo da persisténcia € consideravelmente influenciada pela temperatura, pelo
tipo e microbiologia do solo. Materiais volateis tém relativamente pequenas meias-
vidas em alguns solos, porque podem ser facilmente expulsos para a superficie e
eliminados por evaporagdao e também por foto decomposi¢gdo, enquanto que
materiais de baixa volatilidade podem se manter estaveis no solo por meses ou
anos, dependendo da sua concentracdo. A dificuldade das tiotriazinas se
degradarem deve-se ao fato destas substancias terem varios grupos estruturais na
molécula, exigindo diferentes enzimas catabodlitas que ndo sdo usualmente
encontradas em organismos de metabolismo simples.

A absorg¢ao e translocagédo das triazinas ocorrem de maneira geral de forma
bastante rapida. Em solugdo aquosa apresentam-se de duas formas: a primeira é
compreendida nos 30 minutos iniciais apds a aplicagcéo, e a segunda dentro de um
periodo de 24 horas. A razdo da absorcdo pelas raizes das plantas também,
aumenta em funcéo da temperatura e da concentracdo dos herbicidas, influenciando
diretamente na translocacao do herbicida até as folhas. Isto sugere que o fendbmeno
de acumulagdo é dependente do grau de solubilidade dos compostos lipidicos, por
exemplo, o uso de prometrina em soja. Em certas gramineas, tal como a aveia, que
nao assimilam a degradacao das triazinas, ha uma progressiva acumulagdo do
herbicida devido as sucessivas aplicagbes. Em espécies de plantas em que as
folhas sdo mais largas o acumulo ocorre nas margens das folhas, em seguida os
sintomas fitotoxicos comegam a aparecer. Salienta-se também que a absor¢ao do
herbicida esta relacionada a quantidade de agua que a planta absorve [44].

Os herbicidas 1, 3, 5 triazinicos sdo estaveis em meio neutro e no meio
levemente acido ou levemente alcalino. Sofrem decomposi¢cdo nos meios fortemente
alcalinos e acidos e também sob a acdo da luz ultravioleta. Os herbicidas triazinicos
sao considerados moderadamente persistentes no meio ambiente, decompondo-se
num periodo de um a oito meses. A degradacido ambiental destes compostos ocorre

fundamentalmente através de N-desalquilacdo em R, e R; e O-desmetilagdo no
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caso da Propazina, Atraton e Terbumeton. Assim, a degradacéo de terbutrina, em
meio aquatico, ha a formacao de N-deetil-terbutrina, N-deetil-hidroxiterbutrina, 2-
(terc-butilamino)-4-(etil-amino)-1, 3, 5-triazina e 2-(terc-butilamino)-4-amino-1, 3, 5-
triazina [37].

A revisao de Barr e Needham [46] representa esquematicamente o caminho
que os herbicidas percorrem no organismo humano, desde a exposi¢ao, absorgao,
excregdo e até mesmo uma possivel manifestacdo de doengas (figura 05). A
exposi¢cao humana as triazinas pode também estar associado ao desenvolvimento

de cancer ovariano [47].
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Figura 05: Representacdo esquematica do caminho de um agroquimico em humanos [46].
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2.7 Determinagao de Tiotriazinas e ETU em amostras aquosas

Varios métodos sao usados para a determinagdo de tiotriazinas como, por
exemplo, os métodos espectrofotométricos [48], a cromatografia gasosa [49, 50] e a
cromatografia liquida [51, 52, 53].

A CG mostra ter um grande potencial e € uma das técnicas analiticas mais
usadas na quantificacdo destas substancias. A seletividade e a sensibilidade desta
técnica sdo melhoradas quando as colunas e o sistema de detec¢do sdo adequados
a este tipo de compostos.

As tiotriazinas podem ser detectadas com detector de ionizacdo em chama,
mas, obtém-se melhor seletividade e sensibilidade quando se usa o detector de
fésforo-nitrogénio, uma vez que existem atomos de nitrogénio na molécula [54]. Os
limites de detecgdo obtidos por CG-DFN sdo de 5 ug L para amostras de solo.
Pode-se melhorar o sistema acoplando um espectrdbmetro de massas (EM) ao
cromatégrafo, para se obter vantagens na possibilidade de identificar triazinas e
seus produtos de degradagdo e determina-los com outros pesticidas
simultaneamente [55].

A CLAE possibilita a determinacdo de tiotriazinas e subprodutos polares a
apolares, sem o uso da derivatizacdo. Assim como a CG, a CLAE também precisa
de uma fase estacionaria adequada para a separagao de cada tipo de substancia.

A deteccao mais apropriada para este tipo de composto em CLAE € o detector
UV. A detecgéo na regido do UV é dependente do pH e da composig¢ao da solugao.
Apesar disso, a detecgao fotométrica no UV é bastante sensivel para as tiotriazinas
em 222 nm, podendo alcangar um limite de detecgéo da ordemde 1 n g L

Para a determinagcdo de ETU os métodos analiticos mais comumente
empregados sdo a cromatografia gasosa e a cromatografia liquida de alta eficiéncia,
sendo a CG a técnica mais utilizada [56-62]. A seletividade e a sensibilidade desta
técnica sdo melhoradas quando as colunas e o sistema de deteccdo sdo adequados
a este tipo de composto, onde a ETU pode ser detectada utilizando-se o detector de
fésforo-nitrogénio e o detector por de captura de elétrons. Pode-se, ainda, melhorar
o sistema de detecgdo acoplando-se um espectrdbmetro de massas, para obter
vantagens na identificagdo da ETU. Entretanto, devido a baixa volatilidade e

estabilidade térmica da ETU, a etapa de derivatizacdo torna-se necessaria, o que
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significa longos tempos de preparo da amostra e baixos valores de recuperacao,
principalmente em matrizes complexas [63, 64, 65, 66]. Desta forma, a CLAE
apresenta-se como uma alternativa atraente, pois, n&do € necessario o uso da
derivatizac&o; consequentemente, as analises serdo mais rapidas e, geralmente, o
solvente usado na extragao é também utilizado como fase mével.

Adicionalmente, como técnicas alternativas para a determinacdo de ETU sao
usadas a cromatografia eletrocinética capilar [67], a espectrofluorimetria [68, 69] e
métodos cinéticos [70] baseados em propriedades cataliticas ou inibitérias da ETU
em certas reacdes. Todavia estas técnicas oferecem uma baixa seletividade na
medida.

Apesar dos métodos cromatograficos serem mais amplamente utilizados na
determinacgao de produtos agroquimicos nas mais variadas matrizes, observa-se que
eles ndo sdo adequados para matrizes salinas devido tanto a alta polaridade da
matriz quanto a sobrecarga que ocorre nas colunas, obrigando a etapas de limpeza
das amostras antes das analises. Uma solugdo para este problema pode ser a
utilizacdo de métodos eletroanaliticos que sdo muito sensiveis e nao sofrem

interferéncias significativas de matrizes salinas.

2.8 Determinacao de Tiocompostos por Voltametria

Moléculas que contém um ou mais grupos tidis [71] originam em medidas
voltamétricas com o eletrodo de mercurio, ondas catddicas a partir da formacéo de
um composto pouco soluvel com o eletrodo. Uma etapa prévia envolvendo
geralmente a oxidagcdo do mercurio [72, 73] garante a formagao do composto a ser
reduzido durante a varredura catédica. Neste processo, o potencial no qual o
mercurio se oxida depende do analito presente na célula voltamétrica e o perfil da
onda catddica obtida depende do processo de adsorcdo dos analitos no eletrodo.
Em muitas situacgdes, dependendo do eletrdlito, do pH da solugdo e dos parametros
utilizados na voltametria uma pré-onda pode também aparecer na base da onda
principal. A reagdo anddica anterior a varredura catddica pode ser expressa pela

equacgao
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RSH + H® <« RSHg + H' +¢ (1)

onde, unica oxidagdo que se observa é a passagem de Hg0 a Hg" na superficie do

eletrodo de mercdurio.

Diferentemente, as espécies que apresentam grupos dissulfeto, como a cistina
e o0 acido ditiodimalico, formam diretamente uma onda de reducado catddica que
ocorre em potenciais bem negativos (< -1000 mV vs. Ag/AgCl), sem a prévia

oxidagao do mercurio no eletrodo:

RSSR + 26 + 2H* <  2RSH (2)

Estas reacbdes de reducdo dos grupos dissulfeto séo irreversiveis no eletrodo
de mercurio devido a cinética da reacdo associada ao processo de adsorgio. A pre-
onda observada na presencga dos grupos tiol também ocorre na presencga de grupos
dissulfeto e pode ser evitada com a adicao de agentes tensoativos tais como o Triton

X-100, gelatina e timol a célula voltamétrica.

O comportamento eletroquimico de moléculas organicas depende, de uma
maneira geral, da polarizabilidade de certas ligagdes na presenca do campo elétrico
gerado pelo eletrodo de trabalho. A adsorcao e outros fatores estruturais também
influenciam o comportamento eletroquimico. O potencial de meia-onda que pode ser
caracteristico para cada espécie, também depende diretamente da polaridade, da
natureza e de fatores estéricos (eletroatividade de grupo) que controlam a posigao
da molécula na superficie do eletrodo. Estes fatores sado relacionados com a
distribuicdo de ligacbes na molécula e o carater eletrofilico de certos grupos

presentes e podem conduzir as determinagdes simultaneas com boa seletividade.

As tiotriazinas como sao tiocompostos, apresentam um comportamento
voltamétrico complexo de compostos heterociclicos contendo nitrogénio, devido ao
fato de que alguns deles formam ondas cataliticas de hidrogénio em adi¢ao ao tipo
normal da onda de redugdo. As ondas cataliticas sao atribuidas a descarga de

hidrogénio e as variagdes dependem das condi¢gdes usadas no trabalho. A altura e a



22

forma dessa onda dependem de alguns fatores como o pH e concentracdo do
analito. A onda catalitica difere da onda de redugdo normal em que a altura
produzida é consideravelmente maior do que a corrente de difusdo.

Os compostos organicos como as tiotriazinas tém grupos eletro redutiveis em
sua composicao, o que permite sua analise por voltametria em potenciais em torno
de -1000 mV [74, 75, 76, 77]. Os métodos voltamétricos mais sensiveis sdo a
Voltametria de Pulso Diferencial (VPD) e a Voltametria de Onda Quadrada (VOQ),
capazes de determinar concentracdes na faixa de pg L. Para melhorar a
sensibilidade podem-se combinar estas técnicas com a pré-concentragdo na
superficie do eletrodo para o composto a ser determinado, como no caso da
voltametria adsortiva de redissolucao catédica (VARC), que foi a técnica empregada
devido a boa capacidade de adsorcdo dos analitos na superficie do eletrodo de

mercurio em meios aquosos e salinos [78].
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2.9 Determinacao de ETU por Voltametria

Apesar dos métodos voltamétricos apresentarem uma alta sensibilidade para a
determinacéao de tiocompostos [79-84], encontra-se um numero reduzido de citagcdes
envolvendo a determinagdo de ETU e outros produtos de degradagcéo dos EBDCs
por voltametria e polarografia.

Vanderberg e Johnson [85] descreveram o comportamento voltamétrico da
ETU no eletrodo de ouro com disco rotatério (Au-EDR) em meio alcalino.

De acordo com os autores, a resposta voltamétrica no eletrodo foi fortemente
influenciada pela adsor¢ao da ETU, onde o sinal resultante é devido a sua adsorc¢ao,
oxidagao e formacao de 6xidos na superficie do eletrodo de ouro.

Até onde sabemos existem poucas descricbes na literatura envolvendo a
determinacao voltamétrica de ETU utilizando o eletrodo de mercurio. No entanto,
Carvalho e colaboradores [86] investigaram o comportamento voltamétrico da ETU
em amostras aquosas utilizando como eletrodo de trabalho um eletrodo de mercurio
de gota pendente (HMDE) e como eletrdlito suporte uma solugéo tampao borato pH=
9,0. Os autores observaram E;ic,= +0,02 V para ETU, encontrando valores de LD a
niveis de ug L.

Vanderberg e colaboradores [87] desenvolveram um sistema de detecgao
amperomeétrico on line e off line para Tiouréia utilizando eletrodo de ouro em meio
alcalino. A Tiouréia foi detectada por eletrodo de ouro [88] e também €& um dos
representantes principais na escolha para estudos envolvendo compostos orgéanicos
com enxofre na estrutura molecular [89]. Os experimentos de Vanderberg foram
desenvolvidos em meio a uma solugdo de NaOH 0,1 mol L™, utilizada como eletrdlito
e desoxigenada com Nitrogénio (99,99% de pureza) antes dos ensaios analiticos.
Previamente as andlises, o eletrodo de ouro (EDR) é polido com alumina 0,05 ym e
lavado com abundancia com agua ultra pura. A atividade superficial dos eletrodos de
ouro pode ser restaurada pelo polimento com alumina que foi o procedimento
escolhido, ou ainda, através da transferéncia de uma solugcdo eletrolitica nova
seguida por multiplos ciclos entre os limites iniciais das ondas catddicas (E < -0,90
V) e anddica (E > +0,20 V) para evitar o desprendimento de H; e O,

respectivamente.
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Dorge e Yee [90] desenvolveram um método de analise com detecgao
amperomeétrica utilizando eletrodo de ouro, que foi preparado com polimento manual
prévio usando um fino abrasivo. A restauracado da superficie do eletrodo de trabalho
apés polimento, foi feita variando potenciais e tempos por aproximadamente 30
minutos. O trabalho de Doerge e Yee determina at¢é 5 pug L' de ETU por
amperometria, em amostras aquosas sem preparo prévio, comparando O0s
resultados obtidos com amperometria que usa como eletrodo de trabalho um
eletrodo de ouro com Hg eletrodepositado [91].

Ngoviwatchai e Johnson [92] selecionaram trés classes de herbicidas contendo
enxofre para serem separados por cromatografia e determinados por amperometria.
O eletrodo de ouro utilizado na deteccdo amperométrica foi pré condicionado por
polimento com alumina (particula com 0,3 ym de didmetro) e lavado com agua em
abundancia. O potencial aplicado no eletrodo de trabalho foi ciclado na solucéo teste
até as curvas corrente-potencial serem reproduziveis. A caracterizagao do detector
amperomeétrico de pulso (DAP) foi determinada usando um sistema de analise de
injegdo em fluxo (AIF) construido para o sistema cromatografico para eluigéo
isocratica da coluna C18. O método proposto pelos pesquisadores separa 8
herbicidas contendo S em uma coluna C18 fase reversa com 50% (v/v) acetonitrila
em tampéo acetato (pH= 5,0) como fase movel, obtendo limites de detecgcédo de até
100 ng mL"™".

2.10 Determinacgao on line de Tiotriazinas utilizando método amperométrico de

deteccao

A Amperometria € uma técnica eletroquimica que mede as diferencas de
corrente (i) do sistema, geradas pela aplicagdo de um potencial fixo em funcdo da
concentracido de analitos existentes na célula amperométrica.

A intensidade da corrente de eletrélise do sistema depende n&o sé do potencial
eletrolitico como também da concentracdo das substancias eletroativas presentes
em uma solugdo. Assim, sob condi¢gdes controladas, a medida da intensidade da

corrente de eletrdlise permite avaliar a concentracido da solucéo.
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O sistema Amperomeétrico utiliza normalmente 3 eletrodos: um de referéncia de
Ag/AgCl, um contra eletrodo de Platina e um eletrodo de trabalho de carbono vitreo
reticulado.

A Amperometria utiliza eletrodos de carbono a mais de 40 anos devido a
vantagens do sistema como, por exemplo, a baixa corrente residual em meio aquoso
[93, 94], e em meio organico [95, 96]. A alta sensibilidade destes compostos €&
descrito por Kamau na revisdo [97]. Os resultados eletroquimicos de um sistema
amperométrico dependem da reprodutibilidade do método e também sdo muito
influenciados pela preparacao do eletrodo de trabalho [98-105].

O primeiro eletrodo de carbono foi preparado por Yamada e Sato [106] em
1962, mas, s6 em 1965 foi aplicado como eletrodo de trabalho em ensaios
eletroquimicos por Zittel e Miller [94]. A partir dai, inUmeros trabalhos foram
desenvolvidos utilizando a versatilidade das técnicas eletroquimicas e a
sensibilidade dos eletrodos de carbono vitreo como detector.

Farninnejad e colaboradores [107] determinaram triazinas e derivados
utilizando o método amperométrico com eletrodo de carbono vitreo como detector
em meio ndo aquoso. O método consiste previamente na limpeza e polimento do
eletrodo de carbono. O polimento é feito com Alumina em p6 com o mesmo tamanho
de particula 5 minutos antes dos ensaios eletroquimicos. Em seguida o eletrodo
deve ser lavado duas vezes com agua destilada e subsequentemente escaneado
por 8 vezes na faixa de E= -1,20 V a E= -2,80 V em 0,10 mol L' NaHCO3, para
condicionar o eletrodo.

Para evitar a reducdo de O, na superficie do eletrodo de trabalho quando
estiver aplicando potenciais muito negativos, as solu¢des teste devem ser
desoxigenadas através do borbulhamento direto com argdnio purificado.

Os resultados sao obtidos ao aplicar potenciais em E= -1,00 V ; E= +2,00 V.
Conforme a corrente (i) vai decrescendo e o tempo aumentando, os sinais
amperomeétricos vao sendo formados. A cada intervalo de analise o eletrodo €&

devidamente limpo.
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2.11 Coulometria

A Coulometria é uma técnica analitica que se baseia na Lei de Faraday que
relaciona a quantidade de eletricidade com o numero de moles que se reduzem, ou

oxidam, quando ha passagem de corrente através de uma célula eletroquimica:

[idt = Q = nFN

Sendo Q o numero de coulombs consumidos na redugao, ou oxidagao, de N
moles da espécie em questao, i a intensidade da corrente em ampéres, e t o tempo
em segundos.

A lei de Faraday foi usada primeiramente para determinar a quantidade de
eletricidade a partir das transformagdes quimicas produzidas pela corrente. No
entanto, pode também aplicar-se de modo inverso, determinando a quantidade da
substancia a partir da medi¢cao da quantidade de eletricidade envolvida, o que da
origem ao aparecimento da Coulometria, método utilizado pela primeira vez em
1940.

O método coulométrico, podem ser usado em duas técnicas diferentes. Na
primeira mantém-se o potencial do eletrodo de trabalho num valor pré determinado,
até que a intensidade da corrente se anule, o que indica o final da reacao: trata-se
da coulometria de potencial constante ou controlado. A quantidade total de
eletricidade consumida durante a eletrdlise é determinada por um aparelho chamado
Coulémetro, ou por integracéo da curva corrente-tempo.

A segunda técnica usa um valor constante para a intensidade da corrente,
dando-se a reacdo por terminada quando da indicacdo do ponto final de um
indicador convenientemente escolhido. A quantidade de eletricidade necessaria para
atingir o ponto final pode calcular-se facilmente a partir do valor de intensidade de

corrente e do tempo de passagem através da solugao:

Esta técnica € denominada coulometria a corrente controlada.
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A Coulometria de potencial constante € um método absoluto de analise que se
baseia na quantidade de eletricidade (Coulombs) necessaria para a conversao de
aproximadamente 100% de uma substancia por eletrélise (oxidagado ou reducgéo). A
Coulometria como as outras técnicas eletroquimicas utiliza um eletrodo de referéncia
normalmente de Ag/AgCl, um contra eletrodo de grafite e um eletrodo de trabalho
que pode ser de Hg, Au.

Gunawardena e colaboradores [108] estudaram a cinética de nucleacao
eletroquimica de Hg na superficie do carbono vitreo, para solu¢des de nitrato de Hg
em solugao aquosa de KNO3. Os autores utilizaram um eletrodo de carbono vitreo
com area superficial de 0,32 cm?, e uma solugdo de 0,03 mol L' Hga(NOs), em meio
KNOs 1 mol L™ para a eletrodeposicao.

Paralelamente a este trabalho, Serruya et al [109] também estudaram o
comportamento cinético do Hg na superficie do carbono vitreo. A eletrodeposicao de
Hg foi realizada com uma solugdo contendo 0,01 mol dm™ de nitrato de Hg | e II, em
uma solugdo de KNOg3 utilizada como eletrolito suporte, acidificada com algumas
gotas de HNO3 para evitar a hidrélise de Hg,*? em Hg. O eletrodo de trabalho é um
disco de carbono vitreo, polido com alumina com particulas menores que 0,05 pm e
limpo com ultra-som antes dos experimentos. A eletrodeposi¢édo ocorre ao aplicar
um potencial dentre o eletrodo de trabalho e o de referéncia (Ag/AgCl), para que,
rapidamente a superficie do carbono seja recoberta por uma fina camada de
mercurio. Outros pesquisadores presentes na literatura [110, 111, 112] também
estudaram o comportamento cinético do Hg em superficies de carbono.

Skopalova e co-autores [113] estudaram o comportamento de reducao
eletroquimico da prometrina. A reducdo coulométrica da tiotriazina foi realizada em
meio &cido (H,SO, 0,05 mol L', tamp&o Britton Robinson pH= 3,6 e 3,9) contendo
de 10 — 50% (v/v) de metanol em um potencial constante de acordo com o limite da
corrente de difusdo para o pH a solugdo (-1,10 V, -1,20 V e -1,50 V). Os gases
residuais resultantes das medidas coulométricas da redugdo da prometrina foram
determinados por cromatografia gasosa.

Em outro experimento Skopalova e Kotoucek [114] avaliaram o comportamento
de seis herbicidas triazinicos (atrazina, terbutilazina, desmetrina, prometrina,
terbutrina e metoprotrina), utilizando a coulometria de potencial constante que mede
o numero de elétrons trocados durante o processo de reducdo do analito na

superficie do eletrodo de trabalho. A tiotriazina foi reduzida em solugdo tampéo
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Britton-Robinson pH= 3,9 com 10% (v/v) metanol em um potencial de E pico=-1,25 V,

por uma hora de eletrdlise.

2.12 Métodos Espectrofotométricos

A Espectrofotometria na regido UV-Vis do espectro eletromagnético € uma das
técnicas analiticas mais empregadas, em fungao de robustez, custo relativamente
baixo e grande numero de aplicagbes desenvolvidas. Consultando o banco de dados
do "Analytical Abstracts", verifica-se mais de 40.000 ocorréncias relacionadas a
Espectrofotometria Molecular. Os procedimentos envolvem medidas diretas de
espéecies que absorvem radiagao, medidas apds derivacdo quimica e acoplamento a
diversas técnicas ou processos, como cromatografia, eletroforese e analises em
fluxo. Além disso, € também uma importante ferramenta para determinacado de
parametros fisico-quimicos, tais como constantes de equilibrio e de velocidade de

reacoes.

Berg e colaboradores [115] em seus estudos determinaram triazinas e alguns
de seus metabdlitos simultaneamente em amostras aquosas. Os herbicidas
triazinicos atrazina, simazina, terbutilazina, propazina, prometrina e seus metabdlitos
sdo quantificados simultaneamente em concentragdes de 3 g L' a 1500 Mg L. As
triazinas foram separadas por CLAE utilizando uma coluna ODS (Ultracarb 5, 150 x
4,6 mm; Phenomenex, torrance, CA). A separagao utilizou um gradiente de eluigéo
em um fluxo de 0,9 mL min™". As condicdes iniciais foram 15% de acetonitrila e 85%
tampéao (KH2PO4 — 0,001 mol L™, pH= 7,0) isocratico, por uma hora, seguido por um
gradiente linear de 70% de acetonitrila por 32 minutos. A absorbancia do sistema é
medida continuamente na faixa de A= 200 nm a A= 356 nm por detecgao
espectrofotométrica UV/Vis com arranjo de diodo seguindo a separagéo do soluto na
coluna CLAE. Os picos da tiotriazinas sdo quantificados em seu ponto de maior
absorbancia espectral, em A= 221 nm. Os resultados espectrofotométricos sao

comparados com CG acoplada a EM.
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Battista et al [116], desenvolveram um sistema de extragcdo e isolamento de
triazinas em amostras de agua e vegetais. As amostras de agua sao filtradas para
remover os sedimentos suspensos, se necessario. Em seguida, as substancias
organicas da amostra sdo adsorvidas numa coluna Carbopack sob um fluxo de 3 a 4
mL min”. A eluicdo da coluna cromatografica é feita com 5 mL de acetonitrila
passados a um fluxo de 1,5 mL min” por dessorcdo dos herbicidas e para a
deteccgao espectrofotométrica em A= 220 nm, encontrando limites de detecgao de até
10 ng L™ para o método proposto.

Dorfler e seu grupo de pesquisa [117] encontraram niveis de contaminacao de
terbutrina menores que 0,1 ug L' em amostras de aguas superficiais. As amostras
sao analisadas por um sistema CLAE composto por uma coluna Lichrospher 100
RP-8, 5 ym, 250 x 4 mm (Merck), fluxo 1 mL min™ a fase mével metanol : agua
(35:35) foi utilizada no sistema. A deteccao espectrofotométrica UV/Vis do sistema
foi fixa em seu ponto de maior absorgao espectral A= 220 nm para a tiotriazina.

Na literatura  existem poucas publicacdes de  determinacdes
espectrofotométricas UV/Vis para ETU em meios aquosos, mas, € possivel
determinar essa substancia em alguns tipos de alimentos como améndoas [118] e
tomates [119]. Em tomates, por exemplo, apds o preparo prévio da amostra os
analitos sdo eluidos com um fluxo de 1 mL min™'. As medidas quantitativas do pico
das areas CL — UV foram feitas em A= 232 nm (ETU, EU) e A= 280 nm para Maneb.
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2.13 Pré concentracao de espécies

A pré-concentragao de espécies utilizando resinas poliméricas tem sido uma
alternativa para analises de substancias que se apresentam em solugdes com
baixissimas concentragbes. A grande variedade de fases estacionarias disponiveis
no mercado permite escolher a mais adequada ao tipo de analito para que se
obtenha o maximo de eficiéncia possivel [120, 121, 122].

Buccheit e Witzenbacher [123] compararam a eficiéncia de extragao entre o co-
polimero etilvinilbenzeno-divinilbenzeno e a Extracdo Fase Sodlida (EFS) classica
com coluna C18. Os pesquisadores perceberam que as colunas C18 tradicionais, as
vezes, nao sao muito apropriadas para extragdo de contaminantes altamente
polares em grandes volumes de amostras, por isso, a alternativa do copolimero
proposto. As colunas com os polimeros teste sdo lavadas com metanol e agua,
respectivamente. Para as fases estacionarias condicionadas, sao passadas
amostras de agua sob um fluxo de 5 mL min™. A eluicdo é procedida em duas
bateladas, cada uma com 3 mL de uma mistura de metanol-acetato de etila (1:1,
v/v), sob vacuo. O excesso de solvente é evaporado e o residuo dissolvido em 1 mL
da mistura acetonitrila e acetato de amdnio (20:80, v/v) e filtrado para ser injetado no
sistema CLAE e determinado por Espectrofotometria Molecular com detector com
arranjo de diodo em A= 220 nm. As tiotriazinas prometrina e terbutrina fazem parte
dos 33 herbicidas separados por CLAE utilizando os polimeros em teste, onde,
segundo os autores o polimero proposto apresentou melhores rendimentos que a
coluna C18, que nao recupera quantitativamente substancias polares como a
Deisopropilatrazina.

Martinez et al [124] desenvolveram um método empregando EFS para a pré-
concentracdo simultdnea de trés dos herbicidas mais usados e sete produtos de
degradacgdo. Os herbicidas atrazina, terbutrina, clorotoluron e seus metabdlitos
foram separados por CLAE e quantificados por EM-DAD.

A etapa de pré-concentragdo compara a eficiéncia da coluna C18 com outros
polimeros, para isso, os autores avaliaram o comportamento do copolimero
poly(divinilbenzeno co-N-vinilpirrolidone) que exibe caracteristicas de retengao
hidrofilica e lipofilica; e também um polimero hidrofébico de estireno divinilbenzeno

(Lichrolut EN). O condicionamento do polimero é feito com 5 mL de metanol, 5 mL
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de acetato de etila, 5 mL de agua, respectivamente. As amostras (250 mL) sao
passadas pela coluna sob um fluxo de 7 mL min™" e os analitos retidos s&o eluidos
com 5 mL de metanol e 5 mL de acetato de etila. A fase organica é evaporada em
rota vapor a uma temperatura de 45 a 50 'C, sendo o residuo dissolvido em uma
solugdo contendo 500 p L de acetonitrila em tampao fosfato 0,005 mol L', pH= 7,2
(50:50, v/v).

Os autores consideraram os resultados satisfatorios para o polimero Lichrolut
EN que pode ser usado na pré-concentracdo de analitos de diferentes polaridades
permitindo determinar atrazina, terbutrina, clorotoluron em niveis de concentracao de
0,1 ug L.

A determinacédo de Clorotriazinas, Metiltiotriazinas e Metoxitriazinas utilizando
EFS em amostras aquosas, foi estudada por Dopico et al [125], que comparam a
eficiéncia de 2 polimeros Carbograph e Polymeric frente aos analitos. As colunas
Carbograph e a resina polimérica a base de poliestireno-divinilbenzeno sao
condicionadas para posterior quantificagao por EM-UV/Vis em A= 220 nm.

Comparando as resinas em teste, os autores perceberam que os 2 polimeros
podem ser utilizados na pré-concentracdo, com excelentes resultados, porém, o
polimero Carbograph apresentou melhor repetibilidade.

Na literatura encontram-se outros trabalhos que também envolvem a pré-
concentracdo de tiotriazinas e triazinas [126-130], envolvendo a utilizagdo de

colunas C18, micro extragao e extracao liquido-liquido.
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2.14. Matrizes Salinas

As matrizes salinas como a agua do mar e o concentrado salino utilizado no
processo de hemodidlise, com salinidades em torno de 3,5% e 30%,
respectivamente, sao consideradas matrizes de alta complexidade e pouco
estudadas, apesar da grande importancia da investigagao do assunto.

Solugbes com altas concentragdes salinas, modificam a solubilidade de
compostos agroquimicos através do efeito “salting-out”, tornando essas substancias
mais suscetiveis a mudancas de meio em fungdo de uma forga idbnica menor no
meio aquoso na auséncia de sais.

A hemodialise € um importante método de depuracao extra-renal capaz de
remover eficientemente uma série de produtos finais do metabolismo, como
catabdlitos nitrogenados, que ndo sado adequadamente eliminados pela urina em
pacientes com insuficiéncia renal avangada [131, 132, 133]. Ela também é&
importante para remover adequadamente o excesso de potassio, agua e sal que se
acumulam facilmente nestes pacientes, o que poderia determinar sua morte. Além
disso, a hemodialise possibilita a correcdo da acidose metabdlica habitual no
paciente com insuficiéncia renal, transferindo bicarbonato da solugcao de dialise para
0 sangue do paciente.

A hemodiadlise permite manter vivos pacientes com insuficiéncia renal aguda
enquanto recuperam a sua fungao renal inicial, o que ocorre em mais de 80% dos
casos. Além disto, também manter vivos prolongadamente pacientes com
insuficiéncia renal crénica avangada, seja como método definitivo de tratamento ou
até a realizagao de transplante renal [134].

A saude de pessoas que sofrem de insuficiéncia renal esta diretamente ligada
a possibilidade de purificagdo do sangue em sessdes de hemodialise (figura 06),
onde por processos de difusdo através de membranas semipermeaveis, devem ser
eliminados os metabdlitos que o organismo produziu, n&o necessita e ndo consegue
eliminar através dos rins. Seja qual for o tipo de processo ao qual o paciente deva se
submeter - hemodialise, didlise peritoneal ou hemofiltracdo - ha a necessidade do
uso de solugdes de didlise, que sao preparadas pela dissolucdo de sais e outras
substancias em grandes volumes de agua. Como o volume da solugdo de dialise

necessario em cada sessao é muito grande, cerca de 360 L por semana, e ainda, no
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caso da insuficiéncia renal cronica, € um procedimento de rotina, a qualidade da
agua utilizada no seu preparo é fundamental para a saude dos pacientes que se

submetem ao tratamento [135].
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Figura 06: Esquema representativo do sistema de hemodialise.

Fluidos de didlise (FD) ou solugdo dialitica sdo denominagbes dadas a
solugdes de concentrado quimico diluido em agua tratada de dialise. Concentrados
quimicos sao solugdes comerciais de concentrados salinos que séo fornecidas as
clinicas em embalagens de aproximadamente 4 L e s&o diluidas nos 120 L de agua

utilizados a cada sessao de dialise.

A agua que chega as clinicas de hemodialise pode ser proveniente de estacdes
de tratamento ou de pogos artesianos. Seja qual for a sua origem, a agua deve ser
tratada diretamente nas clinicas, pelo uso de filtros associados a resinas de troca
ibnica ou unidades de osmose-reversa [136]. O controle de qualidade da agua
utilizada pelos centros de hemodialise deve ocorrer mensalmente com relagdo a

microorganismos e endotoxinas e semestralmente com relagcdo a contaminantes
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quimicos para garantir a auséncia de contaminantes organicos e inorganicos que

sao capazes de atravessar as membranas de hemodialise.

No tratamento da agua, por troca idGnica, s&o eliminados, basicamente os
eletrdlitos, cations e anions. A eliminacdo de microorganismos e substancias
moleculares deve ocorrer pela passagem da agua através de filtros de areia e
carvao. Na osmose-reversa, tanto ions como moléculas e microorganismos sao
eliminados da mesma forma, pois neste caso, € a agua que atravessa as
membranas do sistema. Entretanto, para os dois sistemas, além dos riscos de
saturacao de filtros e resinas e degeneracdo de membranas, existem limites para a
eliminacao do material dissolvido na agua, que é estabelecido em fungdo da sua
natureza e tamanho.

A manutencao de pacientes em hemodialise, sem complicagcdes provenientes
de contaminacgdes do dialisato, depende da qualidade do tratamento da agua e da
integridade das membranas do hemodialisador, uma vez que apenas estas
membranas semipermeaveis sao as interfaces entre o sangue do paciente e o fluido
de dialise.

Dentre os tipos de substancias que podem atravessar os sistemas de filtros,
troca-ibnica ou osmose-reversa, podem ser incluidos os agrotéxicos, cujo uso em
larga escala € indiscutivel. Estas substancias atingem fontes de agua potavel como
mananciais, rios e lengois freaticos, podendo chegar aos sistemas municipais de
tratamento, e também as clinicas de hemodialise trazendo riscos aos pacientes
submetidos ao tratamento hemodialitico. Mesmo quando isto ocorre em pequena
escala, o problema é consideravelmente grande devido a elevada toxicidade destas
substancias associada a total dependéncia que a saude do nefropata apresenta em
relacdo a qualidade da agua [137, 138, 139, 140].

Apesar de ser uma pratica estabelecida ha mais de vinte anos, a hemodialise,
€ ainda tema de discusséo principalmente em fungdo da qualidade da agua e
capacidade de filtracdo das membranas dos hemodialisadores, com relacdo a
passagem dos solutos tanto do sangue para a solugédo de dialise quanto desta para

0 sangue.



3- MATERIAIS E METODOS

3.1 Instrumentagao

- Voltametria:

646 VA Processor (Metrohm)
675 VA Sample Changer (Metrohm)
Eletrodo de Referéncia — Ag/AgCI/KCI 3 mol L™
Contra eletrodo — Platina
Eletrodos de trabalho:
- eletrodo de mercurio de gota pendente, modo HMDE.

- eletrodo de ouro (superficie: 0,32 cm?).

- Coulometria:

EG&G
Princeton Applied Research
Coulémetro Digital
Modelo 179
Eletrodo de Referéncia: Ag/AgCI/KCI 3 mol L™
Contra eletrodo: Grafite
Eletrodos de trabalho:
- Fio de cobre (pureza: 99,99%) com Hg eletrodepositado
- Carbono vitreo Reticulado (CVR) com Hg eletrodepositado.

Porosidade: 30 poros por polegada linear.



36

- Potenciostato:

EG&G
Potenciostato/Galvanostato
Modelo 173. Modelo 175.
Eletrodo de referéncia: Ag/AgCI/KCI 3 mol L™
Contra eletrodo: prata
Eletrodo de trabalho:
- CVR com Hg eletrodepositado.

- Interface Amperométrica:

Durante este trabalho foi construida (ndo por este autor) uma interface

adaptada ao potenciostato EG&G, modelo 173.

Descrigao geral:

O registrador possui duas entradas analdgicas projetadas para leitura dos
sinais do potenciostato (tens&o e corrente). A leitura proveniente do potenciostato
€ digitalizada e transferida continuamente para o computador através da interface
serial RS-232, onde o software de aquisicdo de dados do computador mostra a
leitura na tela através de tabela e grafico e gera como saida uma planilha do Excel

com os dados.

Entradas analdgicas

O potenciostato possui duas saidas analdgicas, uma proporcional a tensao
aplicada e a outra proporcional a corrente medida. A saida proporcional a tenséo

varia entre -5,00 V a +5,00 V. A saida proporcional a corrente medida varia entre -
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1,00 V e +1,00 V. A corrente indicada depende da escala de corrente selecionada

no potenciostato.

Os circuitos de entrada de tensdo e entrada de corrente do registrador
utilizam amplificadores operacionais TLC2274 da Texas Instruments, com as
seguintes caracteristicas:

« Saida Rail-to-Rail, possibilitando uma ampla faixa dindmica operando com fonte
de alimentacdo unica, sendo uma o6tima opcao para interfaceamento com o
conversor analogico-digital (ADC).

« Baixo ruido e alta impedancia de entrada;

« Baixo offset de entrada caracteristica desejavel em circuitos de instrumentacao.

O circuito utilizado em ambas as entradas estd demonstrado abaixo. O
circuito possui dois estagios amplificadores: um amplificador inversor para dar
ganho e offset e um segundo estagio para inversao do sinal.

A tensao Vref é de 5,00 V, proveniente do circuito de referéncia de tensao de
precisdo baseado no REF02, da Texas Instruments, com as seguintes
caracteristicas:

« Tensdo de saida de +5,00 V + 0,2% max.;
« Excelente estabilidade com a temperatura;
« Excelente regulagao e baixo ruido.
Para maior precisdo, esta referéncia de tensdo é a mesma utilizada no

circuito conversor analégico-digital.

Todos os resistores utilizados sdo de precisao (1%).
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Os dois circuitos de entrada analdgica (tensdo e corrente) foram projetados

para interfaceamento com o conversor analégico-digital (ADC).

Circuito de tensao: entrada -5,00 V a +5,00 V, saida 0,25V a 4,75 V.
Circuito de corrente: entrada -1,00 V a +1,00 V, saida 0,25V a 4,75 V.
Conversor Analogico-Digital (ADC).

As saidas dos 2 circuitos de entrada analdgica vao para as entradas
analdgicas do microcontrolador PIC16F877, da Microchip, passando pelo
conversor analdgico-digital (ADC) de 10 bits.

O software implementado no microcontrolador aplica ainda uma filtragem

digital nos sinais antes de enviar para o computador, minimizando o ruido.

Interface serial RS-232

O microcontrolador possui um protocolo de comunicacédo implementado para

interfaceamento com o software do PC através de interface serial RS-232.

Software ndo comercial desenvolvido no laboratério

O software do computador comunica-se com o registrador através da porta
serial RS-232 e recebe os dados digitais das leituras analégicas. Os dados sao
apresentados na tela em forma de tabela e grafico. O software gera
posteriormente como saida uma tabela do Excel contendo todos os dados
registrados.

O software do computador possui ainda uma rotina de auto-calibragdo via

software, dispensando quaisquer ajustes no circuito do registrador.
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- Espectrofotometria Molecular:

Hewlett Packard 8453 (Hewlett Packard, Waldbronn, Germany) com

sistema de detecg¢ado arranjo de diodos.

- Outros equipamentos:

- Bomba peristaltica IPC (Ismatec. Suica)

- Ultra-som (Sonorex, RK 510 H. Berlim)

- Sistema de purificacdo de agua Milli Q (resistividade 18,2 MQcm™). Franca.
- Agitador Magnético. (Heidolph. Alemanha)

- Balanca Analitica com quatro casas de preciséo. (Sartorius. Alemanha)

- Computador

- pHmetro. (Digimed. Brasil)
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3.2 Reagentes e Solucgoes

3.2.1 Reagentes

- Agua purificada em um sistema Milli-Q (resistividade de 18,2 M Q cm’
1) utilizada para o preparo de todas as solucgoes.

- Todos os reagentes utilizados foram produtos de qualidade para analise.

- Padrées dos herbicidas: Ametrina, Desmetrina, Prometrina, Terbutrina -
Sigma-Aldrich, Alemanha (especificagbes apéndice 1). Utilizado no preparo da
solucao padrao estoque.

- Cloreto de Sdédio P. A. Marca: Merck. Utilizado no preparo de solugdes com
mesma forga ibnica que os sais para hemodialise.

- Acetonitrila, HPLC/Spectro, Marca: Tedia. Utilizado no condicionamento dos
substratos e como eluente na etapa de pré-concentracdo dos pesticidas em preé-
colunas.

- Acetato de Sodio Anidro P.A. Marca: Merck.

- Etilenotiourea (especificagcdes vide apéndice 1).

3.2.2 Preparo das solugoes padroes

As solugdes estoque dos herbicidas ametrina, desmetrina, prometrina e
terbutrina foram preparadas dissolvendo-se os padrdes (Sigma-Aldrich, Alemanha)
em agua. Estas solugbes tiveram diferentes concentragbes devido as suas

diferentes solubilidades, tabela 07.
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A solugao estoque de ETU foi preparada dissolvendo o padrao.

Tabela 07: Concentragdes das solugbes padrdes estoque das tiotriazinas e ETU.

Pesticidas Solugao Padrao estoque (mg L)
Ametrina 50

Desmetrina 70

Prometrina 20

Terbutrina 20

ETU 100

As solugbes estoque dos pesticidas foram mantidas sob refrigeragao, sendo
retiradas somente no momento de preparo das solugdes de trabalho utilizadas

diariamente nos ensaios. A cada 30 dias foram feitas novas solugdes estoque.

3.2.3 Eletrélitos utilizados na Voltametria

Os ensaios Voltamétricos foram realizados para confirmar os resultados
obtidos na Coulometria e também para comparar com a Espectrofotometria
UV/Vis.

Para a escolha de um eletrdlito suporte ideal foram testadas varias
substancias de grau analitico em meios acido, neutro e alcalino. Os eletrdlitos
suporte utilizados em meio acido (pH = 2,5) foram solugées de HCIO4, HNO3, HCI,
solugdo tampao Britton-Robinson [141] e KCI, com concentragdes de 0,1 mol L™.
Em meio neutro foram testadas as solucdes de KNO3; e NH4CI 0,1 mol L (pH=
7,0), enquanto que em meio alcalino (pH= 10,0) utilizaram-se solu¢gées de NaOH,
NH4CI, NH3/NH4Cl e KCI.

A determinagdo dos pesticidas por Voltametria foi realizada apdés o

desaeramento com Nitrogénio (99,9%) do eletrdlito suporte (HCI; pH= 2,5).
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3.2.4 Solugao de H,SO,

Para as determinagdes Voltamétricas de ETU e tiotriazinas utilizando um
eletrodo de ouro como eletrodo de trabalho foi necessario um condicionamento
prévio da superficie de contato, que consiste na ciclagem do sistema por 50 vezes
a uma velocidade de varredura de 500 mV s™ em uma solucdo de H,SO4 1 mol L™

aplicando potencias de 0V a +1,50 V.

3.2.5 Eletrélitos utilizados na Coulometria

Previamente a realizagao dos ensaios Coulométricos foi escolhido o eletrdlito
ideal para a determinacao dos herbicidas. Para as analises em batelada utilizando
como eletrodo de trabalho um fio de cobre com Hg eletrodepositado o melhor
eletrdlito foi uma solugéo de HCIO4 (pH= 4,0). Para as analises em fluxo utilizando
o0 mesmo eletrodo de trabalho péde-se utilizar como eletrélito solugdes acidas de
HCIO,4 (pH= 4,0) ou uma solugado tampao Britton Robinson (pH= 2,5) e ainda em

meio alcalino podem ser utilizada solugdo de NH3/NH4CI (pH= 9,0).

3.2.6 Solugao Tampao Britton Robinson

A solugdo tampado Britton Robinson utilizada nas determinagdes
Coulométricas é constituida por 0,25 L de &cido acético 0,04 mol L™, 0,25 L de
acido ortofosforico 0,04 mol L™, 0,25 L acido bérico 0,04 mol L' e 0,25 L de NaOH
0,2 mol L™,
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3.2.7 ‘Solucao de Hg para eletrodeposicao

A eletrodeposicao de Hg em superficies de fios de cobre ou placa de CVR foi
realizada aplicando um potencial de -0,90 V, em meio a uma solugdo de HgCl,
(0,01 mol L") e KNO3 (1 mol L™, acidificado com HNOs para evitar a hidrdlise.

3.2.8 Eletrdlitos utilizados na Amperometria

Os ensaios amperométricos on-line com as tiotriazinas utilizaram como
eletrélito suporte uma solugdo de CH3COONa 1 x 10° mol L™ ou ainda uma
solugéo de ACN(40%)/H20(60%) (v/v).

3.2.9 Composicao dos Fluidos de Hemodialise

As solugdes estoque dos fluidos de dialise sdo compostas por K* (78,2 mg L
Y, Ca®* (14 mg L"), Mg** (26,7 mg L"), Na* (3197 mg L"), CI (3748 mg L™),
CH3COOH (302,5 mg L"), NaHCO3 (294,1 mg L") e CgH1206 (1000 mg L™"). Estes
fluidos séo fabricados e comercialmente vendidos como concentrados salinos com
as marcas Salbego (Porto Alegre/RS) e RT (Rio de Janeiro). Antes do uso, os
concentrados salinos (cerca de 4 L) sao diluidos a 120 L para utilizagdo em

hemodialise. A forga ibnica do concentrado salino situa-se em torno de 4,20.

3.2.10 Fases solidas utilizadas na confecgdo de colunas para pré-

concentragao dos herbicidas

Colunas comerciais de Cyano (polar-fase normal), SAX (aniénica), C18 (fase
reversa) e colunas confeccionadas utilizando como fase estacionaria substratos de
teflon, polietileno e poliestireno (vide apéndice 2) foram utilizadas nos ensaios de

pré-concentracao.
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3.2.11 Forga l6nica

A partir do salino (u= 4,20) foram feitas solu¢gées com 0,01 < y < 4,20.

3.3 Determinagao Voltamétrica

3.3.1 Determinacao Voltamétrica de tiotriazinas em meio alcalino utilizando

eletrodo de ouro

Determinacdes voltamétricas de tiotriazinas em meio alcalino utilizam como
eletrolito suporte uma solugdo de NaOH 0,1 mol L™ e um eletrodo de ouro com
superficie de contato de 0,32 cm? como eletrodo de trabalho. Para a detecgdo das
tiotriazinas ametrina, desmetrina, prometrina e terbutrina foi determinado como
tempo ideal de pré-concentragdo 60 s aplicando um potencial em -1,60 V. O

intervalo de varredura foi de -1,60 a +1,10 V.

3.3.1.1 Efeito do tempo de pré-concentragao

O efeito do tempo de pré-concentracdo para as tiotriazinas foi avaliado
utilizando como eletrodo de trabalho um eletrodo de ouro, onde tempos de pré-
concentracdo variaram num intervalo de 15 a 120 s. Utilizando na célula uma
concentracdo de 50 pg L™ das tiotriazinas os tempos de pré-concentracéo de 15,
30, 60, 90 s e 120 s foram testados.

3.3.1.2 Efeito do potencial de pré-concentragao

O estudo para escolher o potencial de pré-concentragcao para os herbicidas
foi realizado variando potenciais de -1,00 V a -2,00 V. Para determinar o potencial
ideal de pré-concentracdo foram adicionados 50 pug L™ dos herbicidas & célula

Voltamétrica e aplicados potenciais para a pré-concentragdgo em -1,00, -1,30, -
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1,60, -1,80 V e -2,00 V. Aplicando potenciais mais negativos como em -2,00 V
observou-se o desprendimento de H; na superficie do eletrodo, impossibilitando
as analises, enquanto que, em potenciais menos negativos como em -1,00 V a

formagéao do sinal voltamétrico ficou prejudicada.

3.3.1.3 Efeito da velocidade de varredura

As avaliagbes das velocidades de varredura linear foram feitas apos a
determinacao do tempo e do potencial ideal de pré-concentracao, para isso, uma
determinada massa da tiotriazina foi adicionada a célula voltamétrica de maneira a
formar uma solucdo com 50 pg L' do herbicida, variando as velocidades de

varredurade 6,6 mVs'a60mVs’.

3.3.2 Determinagao voltamétrica de ETU em meio aquoso utilizando eletrodo

de ouro

As determinagcbes de ETU em meio acido utilizando como eletrodo de
trabalho um eletrodo de ouro, foram feitas com 10 mL de uma solugédo de H,SO,4
0,1 mol L™ como eletrdlito suporte, desaerado com nitrogénio por 10 minutos. Para
a pré-concentragdo do analito aplicou-se um potencial de +0,90 V deve ser
aplicado durante 30 s antes da varredura de potenciais no intervalo de +0,90 V a
+1,50 V.

3.3.2.1 Efeito do tempo de pré-concentragao

A ETU tal como as tiotriazinas foi investigada utilizando como eletrodo de
trabalho um eletrodo de ouro. Para avaliar o efeito do tempo de pré-concentragao
foram adicionados a célula voltamétrica quantidades de ETU de maneira a formar
uma solugao com 50 pg L™ de concentracdo variando os tempos num intervalo de
15a90s.
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3.3.3 Determinacao Voltamétrica de tiotriazinas em meio aquoso utilizando

eletrodo de Hg

Para a determinagao voltamétrica de tiotriazinas em meio aquoso utilizando
eletrodo de Hg no modo HMDE, adotou-se um procedimento que consistiu em
adicionar 10 y L de uma solugao de HNO3 50% a célula contendo 10 mL de agua.
O desaeramento da solugao foi feito através do borbulhamento de nitrogénio por
10 minutos. Para a obtengdo dos voltamogramas os analitos foram pré-
concentrados em -0,80 V (vs. Ag/AgCl), com um tempo de pré-concentragao ideal
de 30 s e intervalo de varredura de -0,80 V a -1,15 V (vs. Ag/AgCl).

3.4 Determinacdo Amperométrica on line de tiotriazinas utilizando eletrodo
de Carbono Vitreo Reticulado (CVR)

Utilizou-se um sistema amperométrico on-line (figura 07) para a quantificagao
de ametrina, desmetrina, prometrina e terbutrina em agua, acetato de sédio 1 x 10
® mol L' e em uma mistura de acetonitrila e agua (ACN/H,0) na proporgéo 40:60
(v/v). A determinacdo amperométrica on-line destes herbicidas foi realizada com o
auxilio de uma bomba peristaltica que impulsionou os fluidos pelo sistema
passando por uma alga de amostragem de 20 u L onde estava o analito que foi
carreado até o eletrodo de trabalho (CVR) para a detecgdo em +1,78 V. A vazao
de 1 mL min™ foi escolhida para o sistema. Conforme o sistema descrito, foram

quantificadas em ACN e Acetato de sddio como eletrdlito suporte.
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A: N2

B: Eletrolito suporte

C: Bomba peristaltica

D: Célula de deteccéo (CVR)

E: Interface/Computador/Registrador
F: Descarte

Figura 07: Sistema amperométrico on line
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3.5 Determinagao Coulométrica

3.5.1 Determinacao Coulométrica off line de tiotriazinas utilizando fio de

cobre com Hg eletrodepositado em meio alcalino

A determinacédo coulométrica (E constante) off line de tiotriazinas em meio
alcalino utilizou como eletrodo de trabalho um fio de cobre espiralado com Hg
eletrodepositado superficialmente. O eletrodo de referéncia foi de Ag/AgCl e o
contra eletrodo de grafite. A detecg¢ao destes herbicidas foi realizada aplicando um
potencial constante em -1,05 V em meio a uma solugédo de NH3/NH4Cl (pH= 9,0),

sob leve agitagao durante 3 minutos de eletrdlise.

3.5.2 Determinacao Coulométrica off line de tiotriazinas utilizando fio de

cobre com Hg eletrodepositado em meio acido

A determinagao Coulométrica off line de tiotriazinas em meio acido utilizou as
mesmas condicdes experimentais do item 3.5.1, porém, o eletrdlito suporte foi

uma solugao tampao Britton Robinson (pH= 4,0).

3.5.3 Determinacdao Coulométrica de Tiotriazinas e ETU em meio fortemente

salino

A determinacéo off line de tiotriazinas e ETU no presente trabalho, em meio
fortemente salino como os sais para hemodialise utiliza como eletrodo de trabalho
um fio de cobre espiralado com Hg eletrodepositado e para a determinagcédo das

espécies aplica-se um potencial em -1,05 V durante 3 minutos, sob leve agitagao.
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3.5.4 Determinacao Coulométrica off line de tiotriazinas e ETU utilizando

uma placa de carbono vitreo com Hg eletrodepositado

A determinacao Coulométrica de tiotriazinas e ETU utilizou como eletrodo de
trabalho uma placa de carbono vitreo reticulado (area superficial 5.5 cm?) com Hg
eletrodepositado. A qualidade do filme de Hg formado superficialmente permite a
deteccao de ETU e tiotriazinas ao aplicar um potencial em -1,05 V, em meio a uma
solugdo tampédo Britton Robinson (pH= 4,3). O eletrodo de referéncia foi de

Ag/AgCl e o contra eletrodo de grafite.

3.5.5 Determinacao Coulométrica on line de tiotriazinas utilizando fio de

cobre com Hg eletrodepositado

A determinacdo Coulométrica on-line de tiotriazinas no método proposto
utilizou como eletrodo de trabalho um fio de cobre com Hg eletrodepositado com
50 cm de comprimento, espiralado de tal forma que se encaixava dentro de duas
ponteiras grandes (1 mL) de micropipetas do tipo Eppendorf, onde também
estavam dispostos os contatos dos eletrodos de referéncia e auxiliar, formando a
célula coulométrica, figura 08. A reag&o ocorreu em meios acidos ou alcalinos ao
aplicar um potencial em -0,85 V e -0,95 V, respectivamente.

O eletrodo de trabalho foi preparado previamente e condicionado, para isso,
a eletrodeposicao on line foi feita aplicando um potencial em -0,90 V durante 30 s
ao fluir uma solucdo de HgCl, 0,01 mol L pela célula coulométrica. Apds a
eletrodeposicédo, o eletrodo de trabalho foi limpo com um forte fluxo de uma
solucado de HNO3 50% sendo em seguida lavado com agua ultra pura do sistema
Milli Q.
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Fluxo

1- Eletrodo de referéncia: Ag/AgCI
2- Eletrodo auxiliar: grafite
3- Eletrodo de trabalho: fio de cobre com Hg eletrodepositado (pureza: 99,99%;

diametro: 1 mm).

Figura 08: Célula Coulométrica para determinagées on line.

A figura abaixo representa o sistema coulométrico on line utilizado neste

trabalho.

A: N2

. Eletrdlito suporte

: Bomba peristaltica

: Célula de deteccéo

. Coulémetro/Registrador
F: Descarte

B
C
D
E

Registrai

E—

a Descarte

Figura 09: Sistema Coulométrico on line.
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3.5.6 Determinagcao Coulométrica on line de tiotriazinas em meio acido

A determinagdo coulométrica on line de tiotriazinas em meio acido utilizou
uma solugdo tampéao Britton Robinson ou HCIO4 (pH= 4,0) aplicando um potencial
constante em -0,95 V, com um fluxo ideal de 0,5 mL min” e com um tempo de

eletrolise de 3 minutos.

3.5.7 Determinagdo Coulométrica on line de tiotriazinas em meio alcalino

A determinacdo Coulométrica on line em meio alcalino utilizou como eletrdlito
uma solucdo de NH3/NH4Cl pH= 9,0 e foi realizada apés o procedimento de
eletrodeposi¢cao de Hg e condicionamento do eletrodo de trabalho. As tiotriazinas
so eletroativas e em meio alcalino s&o detectadas em E o= -0,85 V.

3.5.8 Eletrodeposicao de Hg

As eletrodeposicdes off line em fios de cobre ou CVR utilizaram uma solugao
0,01 mol L' de HgCl, em solugdo de 1 mol L™ KNOs, acidificado posteriormente
com HNOsj;. A eletrodeposicdo ocorre ao colocar os eletrodos (de trabalho,
referéncia e auxiliar) na solugdo de HgCl, sob forte agitagdo para favorecer o
transporte de massa da solugdo para o eletrodo, o meio acido garante a nao
deposigao de produtos indesejaveis sobre a superficie do eletrodo. Aplicando um
potencial em -0,90 V, rapidamente a superficie do fio de cobre ou CVR é recoberta

por Hg, formando uma fina camada.
3.6 Pré-concentragao dos analitos em fase soélida
A pré-concentracdo dos analitos em fase sodlida foi feita em pré-colunas

comerciais (SAX, Cyano, C 18) e empacotadas (PE, PS, PTFE), de acordo com o

esquema da figura 10.
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Figura 10: Pré-coluna utilizada na pré-concentragao dos analitos.

3.6.1 Condicionamento das colunas investigadas

Antes de cada procedimento de pré-concentragdo as colunas investigadas
foram submetidas ao processo de condicionamento, que consistiu na lavagem do
substrato com o auxilio de uma bomba peristaltica forgando a passagem de 30 mL
de agua pelo sistema, sob fluxo de 5 mL min™. Em seguida foram passados 13 mL
de ACN pelo substrato, com uma vazdo de 1 mL min™ e por fim 30 mL de agua

ultra pura com a mesma vazao.

3.6.2 Pré-concentragdao de Tiotriazinas e ETU em colunas de Poliestireno

com deteccao Espectrofotométrica UV/Vis

A pré-concentragdo de tiotriazinas e ETU em 0,6 g de Poliestireno apos
condicionamento prévio (ver item 3.6.1) utilizou uma bomba peristaltica para
carrear os fluidos com uma vazdo de 1 mL min” que podem ser meios aquosos ou
salinos (fluido para hemodialise, fluido salino com concentrag&o igual a agua do

mar, concentrado salino). O sistema de pré-concentragcdo consistiu na passagem
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de 25 mL dos fluidos contaminados com os pesticidas aquosos ou salinos pela
coluna de PS, sendo eluidos com 3 mL de ACN para determinagao das tiotriazinas

em A=290 nm e de ETU em A= 292 nm, utilizando um fluxo de 1 mL min™".

3.7 Curvas analiticas

3.7.1 Construgcao das curvas analiticas para tiotriazinas e ETU em meios

aquosos apos pré-concentragao em colunas de PS

As curvas analiticas para tiotriazinas e ETU em meios aquosos apds a pré-
concentracdo em colunas de PS foram construidas a partir de concentragdes de 5
ug L", com leituras em 290 nm (Amax.). Para isso, concentragdes de 5, 10, 20, 30,
40 pg L foram utilizadas na confecgdo das curvas analiticas para as tiotriazinas
ametrina, desmetrina, prometrina, terbutrina e de ETU que foram preparadas
previamente em baldes volumétricos de 50 mL a partir da diluicdo de uma aliquota

da solucdo estoque de cada espécie.

3.7.2 Construgao das curvas analiticas para tiotriazinas e ETU em meios

salinos apos pré-concentragao em colunas de PS

As curvas analiticas para tiotriazinas e ETU em meios salinos com forgas
idbnicas variando de 0,01 a 4,20 foram construidas com amostras de 25 mL do
meio salino contaminadas com as espécies de maneira a formar solugdes com 1,
3, 5, 10, 20 ug L. Estas solucdes foram carreadas pela coluna de PS e os
analitos retidos no polimero foram eluidos com 3 mL de ACN e determinados em
A=290 nm.
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3.7.3 Limites de detecgao (LD)

De acordo com Schwedt et al [142], o limite de detec¢ao (LD) em medidas
por voltametria DC (corrente direta) pode ser calculado pela expresséao classica (B,
+ 3og)) onde B, é determinado pela variagdo média da linha base do voltamograma
medido em sua maxima sensibilidade durante um certo intervalo de tempo
(geralmente 30 s) e og € 0 desvio padréo desta medida. No presente trabalho este
calculo do limite de deteccao foi adaptado a técnica voltamétrica utilizada. Para
tanto, a variagdo da corrente da linha base foi monitorada em uma janela de
potencial de + 0,05 V em torno do potencial de pico. As correntes foram medidas
em cada janela de potencial em quatro pontos anteriores ao potencial escolhido (-
0,05 V) e em quatro pontos posteriores a este (+0,05 V). Para estas medidas,
foram preparadas 10 solugdes do eletrdlito suporte para a realizagdo de
determinacdes independentes. Como o limite de deteccdo ndo depende do analito
(tiotriazinas), o monitoramento da oscilagdo das linhas de base permitiu o calculo
do limite de deteccado para as quatro tiotriazinas simultaneamente. Isto significa
que todos os analitos deveriam apresentar o mesmo limite de detecgao, ja que o
eletrdlito suporte era sempre o mesmo. No entanto, observou-se que as
sensibilidades ndo eram iguais para os quatro analitos; para uma mesma
concentracao molar, a ametrina mostrava um sinal ligeiramente maior do que as
outras espécies. Desta forma, resolveu-se introduzir, neste trabalho, uma fragéao
do menor pico determinavel para cada espécie no calculo do limite de detec¢ao. O
procedimento adotado foi dividir por 3 a corrente de pico do menor pico
determinavel de cada espécie e calcular a média aritmética entre esta corrente e
aquela obtida pela oscilagdo da linha de base no potencial de pico. A corrente
média obtida para cada espécie foi entdo utilizada no calculo dos limites de
deteccdo. Os potenciais utilizados para o monitoramento da corrente foram (-0,96,
-0,97, -0,98, -0,99, -1,0, -1,01, -1,02, -1,03, -1,04 V) e o limite de detecgao
convertido a valores de concentragdo. A tabela 08 mostra os valores obtidos para

os limites de detecgao calculados segundo o procedimento descrito.
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Tabela 08: Valores de limite de detecgao para as tiotriazinas em solugéo aquosa

Herbicidas LD (ug L™
Ametrina 2,23
Desmetrina 2,60
Prometrina 2,24
Terbutrina 2,40

Como se pode observar na tabela 08 os valores de LD calculados séao
proximos, mas ndo necessariamente iguais, embora tenham sido calculados para

0 mesmo eletralito.

3.8 Difusao

A figura 11 apresenta a célula de difusdo e pode ser observada pela vista
lateral que mostra a célula em duas partes que ao se encaixarem serao separadas
por uma membrana de PTFE, formando dois caminhos por onde fluirdo as

solugdes doadora e aceptora.

«— — — — — ——

Saida I I Entrada
' ' Solucéo aceptora

Solugdo aceptora

Entrada Saida
Solucao doadora Solugao doadora

Vista Lateral

Figura 11: Célula de difusdo para ETU utilizando membrana de PTFE.



4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Coulometria, Amperometria e Voltametria.

A Coulometria, a Amperometria e a Voltametria sao técnicas eletroquimicas
de analise que se baseiam na reagdo de oxidacdo ou redugdo que ocorre na
superficie do eletrodo de trabalho, com fluxo de corrente, onde a energia elétrica
aplicada no sistema é convertida em energia quimica.

A Coulometria de potencial constante é considerada um método absoluto de
analise que utiliza eletrodos com grandes areas superficiais, proporcionando um
consumo total (100%) da substéncia que esta sendo analisada. A area superficial
esta relacionada com o tempo de eletrélise, ou seja, quanto maior a superficie de
contato do eletrodo, menor sera o tempo de eletrdlise.

A Amperometria e a Voltametria [143] sdo técnicas que tem o mesmo
principio eletroquimico da Coulometria, porém, utilizam eletrodos de trabalho com
pequena area superficial, minimizando as interferéncias e analisando uma
pequena aliquota de aproximadamente 0,5% do analito.

A Amperometria normalmente utiliza eletrodos de CVR ou um filme de Hg
sobre a superficie do eletrodo de carbono, que também proporciona excelente
reprodutibilidade nas determinacdes ao aplicar um determinado potencial que ira

gerar a corrente de interesse no sistema.
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4.2 Voltametria

4.2.1 Tiotriazinas e o eletrodo de mercurio

A quantificagédo das tiotriazinas ametrina, desmetrina, prometrina e terbutrina
foram investigadas, através de suas reagdes no eletrodo de mercurio. Com
relagdo ao mecanismo responsavel pelo sinal de corrente obtido por voltametria
nao existe ainda um consenso entre as abordagens encontradas na literatura
[144], embora parega claro que um processo envolvendo quatro elétrons na
reducao da ligagcdo C—N no anel aromatico, seja uma etapa comum a classe das
1, 3, 5-triazinas [145]. Por outro lado, a presengca de um atomo de enxofre nas
tiotriazinas indica também uma possibilidade de reacdo no eletrodo de mercurio
devido a conhecida afinidade entre estas duas espécies. No presente trabalho,
diversos parametros foram investigados visando a detec¢do com especiagao ou
nao das tiotriazinas estudadas.

As tiotriazinas foram determinadas num potencial proximo a -1,00 V
mostrando-se detectaveis em pH &cido, tendo a melhor relacdo entre sinal de
corrente e concentracdo em valores de pH inferiores a 3,5 embora o sinal
caracteristico da reducao seja também observado em valores de pH até 7,0. A
detecgcdo das tiotriazinas mostrou-se possivel através de varias técnicas
voltamétricas. Porém, devido a necessidade de determinar concentracbes muito
baixas, a Voltametria Adsortiva de Redissolu¢gdo Catddica (VARC) foi investigada
detalhadamente com relacdo a uma série de pardmetros experimentais. Na
determinagao das tiotriazinas através desta técnica, a etapa de adsorcdo dos
analitos na superficie do eletrodo de mercurio € fundamental para se obter uma
relagdo entre a concentracdo dos analitos e o sinal voltamétrico que permita
calibrar adequadamente o sistema.

Os parametros experimentais descritos a seguir tém influéncia no processo
de adsorgdo dos analitos no eletrodo e foram investigados considerando suas

influéncias sobre o sinal obtido para concentragées de tiotriazinas até 5 ug L.
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4.2.1.1 Eletrélito suporte

Ensaios voltamétricos utilizando o eletrodo de mercurio no modo HMDE
foram realizados com eletrélitos acidos, neutros e alcalinos, formando um sistema
tampao ou ndo. Como eletrdlitos acidos, foram investigados os acidos sulfurico,
acido cloridrico e acido perclérico. Como eletrdlito neutro foi investigada solugao
aquosa de nitrato de potassio e como alcalina o tamp&do amonia-cloreto de
amoénio. Além destes, a mistura tampé&o de Britton-Robinson também foi utilizada.

Dentre os eletrélitos investigados, o pH presente na célula voltamétrica foi o
fator determinante para a qualidade do sinal obtido. Contudo, uma solugcdo de
acido cloridrico (HCI) 0,1 mol L (pH= 2,5) mostrou-se mais adequada a
determinacado das tiotriazinas porque os efeitos de adsor¢do dos analitos na
superficie da célula voltamétrica e principalmente, no corpo do capilar foram
minimizados na presenca deste eletrdlito. Nitrato de potassio ndo se mostrou
adequado as determinacgdes, tanto pelo pH da solugdo quanto pela corrente da
linha base que ficou cerca de 10 nA acima daquelas observadas com os outros
eletrolitos. O tamp&o Britton-Robinson foi também estudado, sendo que alguns
trabalhos na literatura reportam a utilizacdo desta solugdo na analise de produtos
agroquimicos por métodos eletroquimicos [113, 114]. Novamente neste caso, os
efeitos de adsorgdo dos analitos no material da célula eletroquimica nao
mostraram qualquer vantagem na utilizagdo desta solugdo. O tamp&o amodnia-
cloreto de aménio mostrou-se adequado as determinacdes, porém, a presenca de
pequenas quantidades de zinco como contaminante, frequentemente encontrado
nestas solugdes, produziam interferéncias na determinagao das tiotriazinas, ja que
a faixa de potenciais utilizada coincide com a faixa de descarga dos ions zinco no

eletrodo de mercurio.
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4.2.1.2 Tamanho da gota no HMDE

A gota de mercurio tem sua dimensdo minima definida pelo didmetro do
capilar e maxima pela tensao superficial da solugdo onde se realiza a analise
[146]. Entre estes limites, o tamanho da gota é controlado pelo equipamento de
medidas voltamétricas. Neste trabalho, observou-se que a capacidade de
adsor¢cdo dos analitos € consideravel, ndo s6 no material do eletrodo como
também nas superficies de vidro da célula voltamétrica, principalmente na base do
capilar onde a gota de mercurio se forma e fica suspensa durante as medidas.
Este ultimo aspecto foi responsavel por um efeito de memdria observado em
determinagdes sucessivas de qualquer uma das quatro tiotriazinas investigadas.
Se de um lado o efeito de memoaria obrigava a uma série de cuidados de limpeza
do material, de outro, era benéfico com relacdo a sensibilidade do método, uma
vez que, a técnica usada baseia-se inicialmente na adsor¢do do analito na
superficie do eletrodo. A afinidade dos analitos com o mercurio do eletrodo € bem
maior do que com o material de vidro e este aspecto motivou a investigagdo da
influéncia do tamanho da gota de mercurio na sensibilidade e robustez do método.

Na figura 12, o perfil das curvas nao indica um processo de saturacéo da
superficie do eletrodo pelos analitos, uma vez que, a declividade das curvas
permaneceu constante. Por outro lado, o aumento no tamanho da gota de
mercurio ndo foi acompanhado por uma elevacdo da linha base indicando que
uma corrente maior esta predominantemente associada a um processo adsorgao-
reducao dos analitos na superficie do eletrodo.

Para concentragbées dos analitos na faixa de 100 ug L™ ou menores, o risco
de saturacao da superficie do eletrodo € muito pequeno mesmo para intervalos
maiores de pré-concentracdo no eletrodo, independentemente do tamanho de
gota selecionado. Contudo, neste trabalho, utilizou-se a maior superficie de
eletrodo possivel (A= 0,60 mm?), porque o efeito de memdria observado em
determinagdes sucessivas foi menor nestas condi¢cdes devido provavelmente a um

deslocamento mais eficiente do analito adsorvido na base do capilar.
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Figura 12: Altura do sinal voltamétrico da ametrina em fungdo do tamanho da gota de
mercurio. (1) ametrina, (2) desmetrina, (3) prometrina, (4) terbutrina. (E pico= -

1,00 V. tyecone.= 30 s). Concentragdo: 1,25 mg L™

A figura 13 representa o comportamento da ametrina (concentragéo: 1,25 mg
L™") utilizando diferentes tamanhos de gota de mercurio no eletrodo de trabalho.
Os gréaficos da figura 13 ilustram a determinacdo dos herbicidas com
concentragbes crescentes na presenca de agua (A), nos fluidos de dialise (B) e
nos concentrados salinos (C). E possivel observar um aumento na corrente até
atingir a saturagcdo no HMDE, tornando-se praticamente constante, mesmo com o

aumento da concentragédo dos herbicidas.
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Figura 13: Saturagcdo no eletrodo de mercurio, utilizando diferentes concentragbes de

ametrina e tamanhos de gota. Velocidade de varredura: 16,6 mV s

Na figura 13-C observa-se a auséncia da curva 1 presente nas figuras A e B,
enquanto que na curva 2 o sinal eletroquimico péde ser observado a partir de 750
ug L. Na presenca do concentrado salino, a adsorcdo dos analitos fica
prejudicada conforme se observa pelos valores de corrente, e ainda para o menor

tamanho de gota n&o se obteve sinal voltamétrico (curva 1).
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4.2.1.3 Intervalos de pré-concentragao

Seis tempos de pré-concentragdo no eletrodo de mercurio (15, 30, 60, 90,
180 e 360 s) foram escolhidos para avaliar o perfil do sinal frente a uma
concentracdo fixa dos analitos (50 pg L), utilizando o tamanho maximo da gota
de merctrio (0,60 mm?). De acordo com a tabela 09, um tempo de pré-
concentracdo de 15 s mostrou-se adequado para garantir o maior sinal para a
concentracéo de 50 nug L™, devido provavelmente ao rapido processo de adsorgado
nas condi¢gdes estudadas. Contudo, optou-se por utilizar um tempo de pré-
concentragdo maior (30 s) a fim de minimizar o efeito de memdéria gerado pela
adsorcao dos analitos na base do capilar. Intervalos superiores a 30 s levaram a
uma pequena diminuicao do sinal (exceto para a terbutrina). O tempo de 30 s foi
utilizado como tempo de pré-concentracéo ideal neste trabalho, ja que tempos de
pré-concentragao com 60, 90, 180 ou 360 s produzem sinais caracteristicos com

intensidade idéntica.

Tabela 09: Comportamento voltamétrico para diferentes tempos de pré-concentragdo em funcgao da
corrente (nNA). (E pico= -1,00 V). Concentragéo: 50 ug L.

Herbicida Tempo de pré-concentragcao
15s 30s 60 s
Ametrina 17,0 16,8 16,8
Desmetrina 17,9 18,0 17,6
Prometrina 15,4 16,4 15,4

Terbutrina 15,4 17,8 17,8
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4.2.1.4 Potencial de pré-concentragao

Potenciais do eletrodo de mercurio negativos em relacdo ao eletrodo de
prata/cloreto de prata, mostraram-se em uma larga faixa, adequados a pré-
concentracdo dos analitos na superficie do eletrodo. Como potenciais de pré-
concentracao foram testados potenciais em intervalos de 0,10 V a partir de 0 V até
a regidao do potencial de pico (-1,00 V). Os valores de corrente para uma
concentracdo fixa dos analitos indicam que o processo de pré-concentragdo no
eletrodo é governado de forma mais predominante pela afinidade entre a estrutura
do analito e o eletrodo, do que pela carga liquida presente na superficie do
eletrodo. Em meio acido, a presenga dos grupos tidis parece criar condigdes
otimas a adsorcdo, diminuindo consequentemente a importancia do potencial de
pré-concentragao. Potenciais em torno de -0,80 V mostraram-se adequados para
0 inicio da varredura de redissolugao catddica e para o potencial de pré-
concentracdo na determinagao das quatro espécies investigadas. A figura 14 é a

determinagao voltamétrica tipica de ametrina em agua.
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Figura 14: Sinal voltamétrico tipico de ametrina em agua. (E pico= -1,00 V; tyreconc.= 30 8).
Concentragdo: 50 ug L". Tamanho da gota: 0,60 mm?Z. Velocidade de varredura:
16,6 mVs™.
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4.2.1.5 Amplitude do pulso

A varredura dos potenciais na voltametria de redissolugao catodica utilizada
foi realizada com a aplicagéo de pulso normal e o perfil do sinal foi avaliado frente
a varias amplitudes de pulso escolhidas. Na voltametria de pulso um aumento na
amplitude dos pulsos esta relacionado, a uma elevacao do sinal, porém, com um
consequente alargamento na forma deste sinal. Este ultimo aspecto é
especialmente desfavoravel na analise de varios constituintes numa mistura.

Amplitudes de pulso de 0,01; 0,05; 0,10 e 0,25 V foram utilizadas durante as
varreduras de potencial a fim de avaliar o perfil do sinal obtido. Observou-se para
solugdes de 125 pug L™ das tiotriazinas que a amplitude de 0,05 V aplicada aos
pulsos, corresponde ao melhor compromisso entre largura e altura dos sinais.
Amplitudes maiores do que 0,05 V levaram a sinais maiores, porém pouco
definidos e de resolugdo mais dificil devido ao alargamento do sinal e a forma da
linha base. Para concentragdes menores este efeito € ainda mais intenso.
Amplitudes menores do que 0,05 V produziram sinais mais estreitos, porém
proporcionalmente menores o que prejudica a sensibilidade do método. Para as
quatro tiotriazinas estudadas, o comportamento foi semelhante em relacédo a
amplitude do pulso aplicado e na figura 15 pode-se observar a evolugdo do sinal
em funcdo do pulso aplicado para a ametrina na concentragéo de 125 ug L' A
forma da curva indica que a relagdo nao é perfeitamente linear e tende a um valor
limite com o aumento da amplitude do pulso, sugerindo que aumentos na
amplitude superiores a 0,25 V tendem a ter pouca ou nenhuma influéncia sobre a

altura do sinal.
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Figura 15: Corrente x amplitude do pulso aplicado na determinacao de ametrina por VARC.
E pico= -1 100 V. tpré-conc.= 30 s.
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4.2.1.6 Curvas analiticas

Embora neste trabalho ndo tenha sido possivel uma especiagao entre as
quatro tiotriazinas investigadas, devido provavelmente as suas semelhangas
estruturais, as curvas analiticas nao mostraram exatamente as mesmas
declividades, porém apresentam coeficientes de correlagao linear a partir de 0,98

entre os pontos conforme a tabela abaixo.

Tabela 10: Valores de coeficiente de correlagao linear para as tiotriazinas em solugdo aquosa.

Herbicidas r

Ametrina 0,9904
Desmetrina 0,9976
Prometrina 0,9863
Terbutrina 0,9898

r: valores de r calculado para 5 repeticdes

Este fato contribui para a aceitacdo de um modelo onde 0 mesmo processo
eletrédico que ocorre entre -0,80 V a -1,15 V é responsavel pelo sinal voltamétrico
em torno de -1,00 V, porém condicionado pela etapa de adsorcdo, que parece nao
se dar exatamente da mesma forma para os quatro analitos, ou seja, as diferencas
estruturais ndo sdo suficientemente grandes para produzir potenciais de pico
significativamente diferentes. Esta caracteristica ndo aparece da mesma forma
para todas as tiotriazinas investigadas e uma diferenciagdo pela cinética no
eletrodo poderia ser uma alternativa para a especiagao, embora nao tenha sido
investigada neste trabalho. Conforme se observa na figura 16 as diferencas entre
as declividades s&do bastante pequenas, o que permite a utilizacdo de uma

declividade média para a quantificagcao das quatro tiotriazinas sem especiacao.
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Figura 16: Curvas analiticas para determinagédo de tiotriazinas por VARC; (1) ametrina, (2)

desmetrina, (3) prometrina e (4) terbutrina.(E pico=-1,00 V, tyre.conc.= 30 ).

As curvas analiticas apresentadas na figura 16 mostram o comportamento
das tiotriazinas ametrina, desmetrina, prometrina e terbutrina frente ao eletrodo de
Hg. Comparando a estrutura molecular das tiotriazinas (figura 02) com as curvas
analiticas (figura 16), percebe-se que os radicais 1 e 2 da estrutura das tiotriazinas

€ que determinam a sensibilidade de cada espécie.

4.2.1.7 Comportamento voltamétrico das tiotriazinas em solugdes salinas

A determinagao de tiotriazinas em concentragbes da ordem de mg L™ por
voltametria ndo é afetada diretamente pela presenca de sais na solugdo em
analise. Contudo, observa-se uma gradual elevacdo na linha de base dos
voltamogramas a medida que a concentragdo salina aumenta. Este fato é
esperado porque a corrente residual tem, nas impurezas contidas nos sais, um de
seus principais componentes.

Na determinacdo de tiotriazinas em solugcdes de didlise, a quantidade
esperada de herbicidas deve ser muito pequena considerando que tanto a agua

quanto o concentrado salino, utilizados no preparo destas solucdes, devem ser
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solucdes de alta pureza. Adicionalmente, devido ao sério risco que contaminantes,
mesmo em baixas concentragdes, representam para os pacientes de hemodialise,
a sensibilidade do método para determinar estes contaminantes parece ser uma
de suas caracteristicas mais importantes. Neste sentido, a determinagao direta
das tiotriazinas em solug¢des salinas fica prejudicada pelo gradual aumento da
linha de base em fungdo do aumento na concentragao salina. Observou-se que,
linhas de base da ordem de 2,5 nA a 8 nA sao adequadas a determinacdo das
tiotriazinas na faixa de poucos pg L. Linhas de base superiores a 10 nA
prejudicam a interpretagdo do sinal voltamétrico das tiotriazinas em baixas
concentracdes, enquanto que linhas de base superiores a 20 nA praticamente
inviabilizam a analise.

Outro aspecto importante na determinacado voltamétrica de tiotriazinas em
solugdes salinas € a interferéncia dos ions zinco presentes nas solucdes. O
potencial de descarga do zinco no eletrodo de mercurio situa-se bem proximo ao
das tiotriazinas para muitos eletrolitos acidos e € bem conhecida a ubiquidade
deste elemento, principalmente como contaminante de solugdes salinas [147].

Na figura 17, pode-se observar o perfil das linhas de base para
voltamogramas obtidos com o eletrdlito (HCI) na presenga de diferentes
quantidades da solucao salina utilizada na hemodialise. Apenas para a solugédo do
eletrélito obtém-se uma linha de base com valores de corrente entre 2,5 e 8 nA
(curva 1). Nas outras situagdes, onde volumes diferentes da solugéo salina foram
adicionados a célula voltamétrica (curvas 2-4), observa-se uma elevagao na linha
de base até a adicdo de 15 mL da solucdo salina em 20 mL de célula. Volumes

maiores parecem nao incrementar ainda mais a linha de base.
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Figura 17: Perfil das linhas de base no meio salino. (1) 5 mL do FD, (2) 10 mL do FD, (3) 15
mL do FD, (4) 20 mL do FD. Volume da solugéo na célula voltamétrica: 20 mL

Desta forma, considerando apenas a relacao sinal/linha de base, observa-se
que a analise direta das tiotriazinas nos fluidos de dialise poderia ser realizada
para baixas concentracdes de analito (10 < pg L) em no maximo 5 mL da
amostra salina e 15 mL de eletrdlito suporte na célula voltamétrica. A analise de
volumes maiores de amostra implica numa elevacado da linha de base com o
consequente encobrimento de sinais menores relacionados as concentragoes
mais baixas das tiotriazinas. Por outro lado, observa-se que a solucido salina,
presente na célula voltamétrica, parece ter influéncia sobre a adsor¢dao dos
analitos no eletrodo de mercurio. A tabela 11 mostra os valores de corrente de
pico obtidos na determinacdo de diferentes concentragcdes de ametrina em
presenca de diferentes volumes da solucdo salina de hemodialise, adicionada a
célula voltamétrica. Observa-se que, para todos os volumes de amostra salina o
aumento da corrente nao é proporcional as concentragcdes do analito. Desta forma,
embora a presenga de sais seja desejavel em muitas medidas voltamétricas, nas
condicdes deste trabalho os sais tém uma influéncia até certo ponto toleravel

sobre a linha de base, porém geram uma interferéncia negativa no processo de
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adsorg¢ao, inviabilizando a quantificacédo de baixas concentra¢des (10 ug L' até
500 pg L™). Este comportamento verifica-se também para as outras tiotriazinas

investigadas.

Tabela 11: Valores de corrente para diferentes concentragdes de ametrina na presenga de
diferentes volumes de fluidos de dialise (FD) na célula voltamétrica. Tamanho da

gota: 0,60 mm?. t pré-concentragdo: 30S.

Volume FD (mL) Ametrina (ug L™ i (NA)
5,0 25 10,5
5,0 100 11,2
10,0 25 11,1
10,0 300 12,8
15,0 100 11,9
15,0 225 12,6
20,0 100 12,6
20,0 225 13,0

Devido a adsorcao que ocorre saturando a superficie do eletrodo de mercurio
a corrente obtida com os sinais voltamétricos mostra nao ser linear a concentragao

dos herbicidas.

4.2.1.8 Interferéncias em meio salino

Embora um meio condutor (como o meio salino) seja sempre requerido para
medidas voltamétricas, deve-se considerar a possibilidade de contaminacao
oriunda do préprio meio salino. Os fluidos de didlise apresentam uma composi¢cao
conhecida e definida quanto as espécies majoritarias e, como ocorre em qualquer
solugdo, apresentam também algumas espécies presentes em nivel de tragos,
como contaminantes. O Laboratério de Apoio as Clinicas de Hemodialise
(LACHEM) da UFSM ja estuda ha bastante tempo o perfil da agua de didlise e
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mais recentemente o perfil de qualidade dos fluidos de dialise. Até o momento foi
possivel observar que a contaminacgao dos fluidos de dialise com relacdo a metais
esta diretamente relacionada a ubiquidade destas espécies e também a
composicdo dos materiais que contém estes fluidos, devido, em muitos casos, a
extracdo dos metais a partir dos recipientes. Dentre os possiveis contaminantes, o
zinco € o mais importante no contexto deste trabalho porque é muito freqliente em
aguas e principalmente porque apresenta um sinal voltamétrico semelhante ao
das tiotriazinas estudadas. O zinco € pré-concentrado no eletrodo de mercurio no
potencial de -0,80 V e apresenta um potencial de pico em torno de -1,00 V, tal
como ocorre com as tiotriazinas. Desta forma, a presenca de zinco livre pode
ocasionar um resultado falso positivo em relacéo as tiotriazinas. Adicionalmente, o
zinco apresenta também uma solubilidade razoavel na acetonitrila fazendo com
que o simples processo de extracdo nao elimine o problema.

A adicdao de EDTA a célula voltamétrica conforme ilustra a tabela 12, foi
investigada visando minimizar ou mesmo eliminar a possivel interferéncia do
zinco, sem, contudo, alterar significativamente a linha de base, ja que para a
determinacado de pequenas concentragdes de tiotriazinas € importante uma linha
de base com baixas correntes conforme ja foi discutido anteriormente.

Visando contornar o problema da contaminagao de Zn, avaliou-se a relacao
entre a concentragdo de EDTA adicionada a célula e a maxima concentragédo de
Zn mascarada pelo EDTA.

Na tabela 12, pode-se observar a coluna referente a concentracéo de Zn que
indica a concentragao maxima sem o aparecimento do sinal voltamétrico de Zn na

presenca da quantidade correspondente de EDTA.
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Tabela 12: Concentracdo de EDTA minima necessaria para a supressao do sinal de Zn.

Zn EDTA

ug L mg L’ mol L™
30 2,23 599 x 10°
40 4,46 11,98 x 10°°
50 14,87 14,87 x 10°

Como se verifica na tabela 12 a relagdo entre EDTA e Zn n&o é linear, ou

seja, para concentragdes maiores de Zn na amostra a concentragdo de EDTA

aumenta significativamente. Contudo como a concentragdo de Zn em agua de

dialise situa-se abaixo de 50 ug L™ a adicdo de quantidades moderadas de EDTA

contorna o problema.

4.2.1.9 Estudos de adi¢cao e recuperacao de ametrina em amostras reais

Os estudos de adicdo e recuperagao de ametrina foram feitos de acordo com

a tabela 13 que apresenta as porcentagens obtidas na recuperagao de ametrina

em algumas amostras comerciais com y= 4,20.

Tabela 13: Ensaios de adicdo e recuperagédo de ametrina em amostras reais (U= 4,20).

Produto Fabricante Ametrina Ametrina Recuperacgao
Adicionada Detectada (%)
(g L) (Mg L)
FD Salbego 100 98 98,0
FD Salbego 25 24 96,0
FD RT 80 78 97,5
FD RT 50 49 98,0

RT: Rio de Janeiro/RJ.
Salbego: Porto Alegre/ RS
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4.2.2 Determinacgao de ETU utilizando eletrodo de Hg

Para a determinagdo voltamétrica de ETU utilizando como eletrodo de
trabalho um eletrodo de Hg, atuando no modo HMDE foram feitos ensaios com
eletrolitos em meios acidos, neutro e alcalinos. Como eletrélitos acidos foram
utilizados H,SO4 0,1 mol L™, HCI 0,1 mol L™ e H3BO3 0,1 mol L™". Como eletrdlitos
alcalinos foi investigado NaOH pH= 8,0 e tamp&o borato 0,1 mol L™ pH= 8,0. Para
pH= 7,0 foi utilizada uma solugcédo aquosa de KCI.

Apesar de existirem poucas publicacdes na literatura sobre a determinacéao
de ETU com eletrodo de Hg, Laurence e Iverson [148] sugerem o mecanismo de
reagao anddica que ocorre com o grupo funcional tiocarbonila que apresenta uma
reacao de complexacgéo especifica com a superficie do eletrodo de Hg, conforme o

esquema abaixo.
He® + 2ETU __, Hg(ETU)L?* + 2¢

No presente trabalho tal como na investigacdo de Carvalho et al [86], a ETU
foi determinada em meio alcalino utilizando como eletrélito suporte uma solugao

tampéao borato (pH= 8,0), com um E .= +0,03 V.

4.2.2.1 Potencial de pré-concentragao

Para a determinacdo de ETU foi estudada uma faixa de potencial de pré-
concentracéo de +0,20 a -0,60 V, onde em E= +0,10 V foi possivel observar a
corrente maxima para o analito, melhorando consideravelmente a sensibilidade
nas medidas voltamétricas. Para potenciais de pré-concentragao proximos a +0,10
V, como em +0,20 V, o analito tem um comportamento semelhante, mas de
acordo com o afastamento no sentido de potenciais negativos, a corrente gerada
pela espécie eletroativa comeca a diminuir indicando a dependéncia do sinal da

ETU em relacdo ao potencial de pré-concentracio.
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Os ensaios para escolha do potencial ideal de pré-concentragao para ETU
foram realizados utilizando uma concentracdo fixa de 50 yg L' de ETU, variando

apenas os potenciais de pré-concentragao no sistema dentro da faixa estudada.

4.2.2.2 Tempo de pré-concentragao

O tempo de pré-concentracdo também foi um fator determinante para as
medidas de ETU, por isso, foram testados diferentes tempos de pré-concentracéo
com 30, 60, 90, 120, 240 e 360 s.

Em meio a uma solucédo tampao borato pH= 8,0 foram avaliados os tempos
de pré-concentragao escolhidos, onde foi possivel observar que 60 s de pré-
concentracdo foram suficientes para se obter o sinal maximo para o analito.
Tempos de pré-concentracdo de 30 s produzem sinais voltamétricos de menor
intensidade, enquanto que tempos de pré-concentracao de 90, 120, 240 e 360 s
produzem sinais semelhantes em intensidade, por isso optou-se em utilizar um

tempo de pré-concentragao de 60 s por produzir analises mais rapidas.

4.2.2.3 Limite de Detecgao

A determinacédo de ETU utilizando como eletrodo de trabalho um eletrodo de
Hg em meio a solugédo tampdo borato pH= 8,0 foi realizada em E .= +0,03 V.
Para isso, utilizou-se também um potencial de pré-concentragcdo em +0,10 V e um
tempo de pré-concentragao de 60 s foi necessario para a determinagao do analito.
Sendo assim, o método proposto determinou ETU na faixa de concentragcao de 10
Mg L"a 100 Mg L™, com coeficiente de correlagao linear de 0,9903, obtendo um LD
de 1,3 ug L.
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4.2.3 Determinacgao Voltamétrica de tiotriazinas utilizando eletrodo de ouro

A determinacdo de tiotriazinas por voltametria utilizou como eletrodo de
trabalho um eletrodo de ouro com 0,32 cm? de area superficial no modo rotatdrio,
com uma velocidade de 1000 rpm. A deteccao dos herbicidas foi realizada em
meio alcalino com solugdo de NaOH 0,1 mol L'1, aplicando um potencial, varrendo
uma faixa de E= -1,60 V a E= +1,10 V utilizando uma velocidade de varredura de
16,6 mV s, onde a corrente maxima do sinal voltamétrico para o sistema foi
obtida em E o= +1,05 V, conforme a figura 18 que apresenta também a linha de
base do sistema. Em pH acido e neutro os herbicidas ndo apresentaram sinal

eletroquimico.

10

i (UA) 7-

e~

T T T T T T T
0,70 0,80 090 1,00 120 1,30 140 E (V)

Figura 18: Sinal voltamétrico caracteristico das tiotriazinas (E ,ic,= +1,05 V) utilizando eletrodo de
ouro com 0,32 cm? de superficie. Eletrdlito: NaOH 0,1 mol L. t pré-concentragao= 60 8. E pre.
concentragéo= -1 160 V.

4.2.3.1 Potencial de pré-concentragao

A pré-concentracdo de espécies na superficie do eletrodo de ouro em
potenciais muito negativos como em E= -2,00 V favorecem o desprendimento de

H,, impossibilitando as analises. Neste trabalho, foram investigados os potenciais
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para a pré-concentracado de -1,00; -1,30; -1,60; -1,80 V e -2,00 V. Frente a estes
potenciais as tiotriazinas apresentaram melhor comportamento em -1,60 V onde
nao sofreram com a influéncia do meio de analise, permitindo a pré-concentracao

dos analitos.

4.2.3.2 Velocidade de Varredura

Para determinar a velocidade de varredura ideal para o sistema foram
investigadas as velocidades de 6,6 mV s, 16,6 mV s”, 33,3 mV s’ e 60 mV s™.
Adicionando quantidades crescentes na célula voltamétrica utilizando as diferentes
velocidades de varredura, pode-se perceber que com 16,6 mV s™ as tiotriazinas
atingem seu ponto maximo de corrente, enquanto que, velocidades superiores ou
inferiores a esse valor a intensidade do sinal diminui ou até mesmo desaparece.
De acordo com a tabela 14 que relaciona as velocidades estudadas com a
intensidade do sinal voltamétrico obtido com o eletrodo de ouro, observa-se que a
velocidade de varredura de 16,6 mV s produz o sinal com maior intensidade,
enquanto que velocidades maiores como 33,3 e 60 mV s o sinal eletroquimico
diminui ou foi deslocado para valores de potencial de pico de reducédo fora da faixa
de trabalho.

Tabela 14: Velocidade de varredura em fung&o da corrente (uA). Eletrodo de ouro. t prs-concentragio™

60 S. E prs-concentragao= -1,60 V. Concentragdo de ametrina: 50 ug L

Velocidade de varredura (mV s™) i (WA)
6,6 4,8
16,6 6,5
33,3 5,3

60,0
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4.2.3.3 Tempo de pré-concentragao

O tempo de pré-concentragdo na determinagao voltamétrica de tiotriazinas
utilizando eletrodo de ouro foi um fator determinante nas quantificagdes. No
presente trabalho foi investigado tempos de pré-concentragao para as tiotriazinas
de 15, 30, 60, 90 e 120 s. De acordo com os ensaios, um tempo de pré-
concentracido de 60 s foi suficiente para a pré-concentragdo dos analitos. A tabela
15 relaciona a variagao dos tempos de pré-concentracdo com as correntes obtidas
no sistema. Conforme a tabela, os tempos de pré-concentragdo superiores ou
inferiores a 60 s apresentam valores de corrente com menor intensidade.
Utilizando um tempo de pré-concentracdo de 60 s obtém-se a corrente maxima
para este sistema de 5,30 pA. Neste caso, os tempos de pré-concentracio
maiores que 60 s deveriam produzir correntes com maior intensidade, isto n&o
acontece devido provavelmente a saturacado da superficie de contato do eletrodo
de trabalho.

Tabela 15: Tempos de pré-concentragéo x corrente (UA). E pico= +1,05 V. E pré-concentragao= -1,60 V.
Eletrolito: NaOH 0,1 mol L. Massa de ametrina na célula: 0,10 Mg. Velocidade de

varredura: 16,6 mV s’

Tempo de pré-concentragao (s) Corrente (uA)
15 3,80
30 4,00
60 5,30
90 4,80
120 4,90

4.2.3.4 Limite de Detecgao

O limite de deteccdo para a determinacido voltamétrica das tiotriazinas

estudadas encontrado foi de 15 pug L™ em meio alcalino NaOH 0,1 mol L.
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4.2.4 Determinagao de ETU utilizando eletrodo de ouro

A determinagéo voltamétrica de ETU utilizando um eletrodo de ouro como
detector foi feita varrendo uma faixa de potenciais +0,90 V a +1,50 V com uma
velocidade de varredura de 16,6 mV s™', em meio acido (H,SO4 0,5 mol L™).

As curvas analiticas para ETU foram construidas com concentracdes de 25
ug L', 50 pug L, 75 pg L7, 100 pug L™, 125 ug L™ e 150 ug L™, encontrando
coeficiente de correlacao linear de 0,9893 para uma reta com sete pontos. O limite
de detecgéao calculado para o sistema foi de 5 ug L.

A figura 19 apresenta o voltamograma tipico da detec¢cao de ETU com sua
respectiva linha de base em meio acido, utilizando como eletrodo de trabalho um
eletrodo de ouro no modo estatico. A intensidade maxima do sinal foi registrada
em E pico=+1,20 V.

i (HA)

7 -

| | | |
+0,90 +1,20 +1,50 +1,80 E (V)

Figura 19: Sinal voltamétrico de ETU em meio acido utilizando eletrodo de ouro no modo estatico.
Concentragdo de ETU: 25 pg L. E o= +1,20 V.
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4.2.4.1 Tempo de pré-concentragao

O tempo de pré-concentracdo escolhido para o sistema foi determinado
variando os tempos entre 15 s e 90 s, utilizando concentragdes fixas de 50 ug L
de ETU. A tabela 16 relaciona os tempos de pré-concentragado investigados em
funcao da corrente obtida. De acordo com a tabela, o tempo de pré-concentragao
de 60 s se mostrou suficiente para produzir um sinal com maior intensidade que os

outros tempos de pré-concentracao estudados.

Tabela 16: Tempo de pré-concentracao ideal para o sistema voltamétrico. Eletrodo de ouro no

modo estatico. Eletrdlito: H,SO, 0,5 mol L. Concentragéo de ETU: 50 ug L

T pré-concentragéao (s) i (WA)
15 2,4
30 5,8
60 6,6
75 6,1
90 6,2

Na literatura existem alguns trabalhos [87, 90, 92] que relatam a
determinacao de ETU e compostos com enxofre utilizando eletrodo de ouro como
detector, em meio aquoso. No presente trabalho, tal como na literatura,
previamente as anadlises, o eletrodo de trabalho (ouro) foi submetido a um
tratamento de superficie através do polimento manual com alumina, seguido de
uma ciclagem, aplicando potenciais de E= 0 V a E= +1,50 V, em meio acido.
Segundo a revisdo de Johnson e seus colaboradores [149] este procedimento
garante a ativagdo da area de contato do eletrodo permitindo determinar baixas
concentracdes de analito, eliminando a possibilidade de atenuagao na reatividade

da superficie do eletrodo de ouro.



4.3 Amperometria

4.3.1 Determinagdo amperomeétrica on-line de Tiotriazinas utilizando CVR

como eletrodo de trabalho

As determinagdes amperométricas produzem sinais transientes, porém
utilizando a interface produzida neste trabalho (item 3.1) os sinais amperométricos
puderam ser registrados através de sua area, uma vez que, a velocidade de
aquisicdo de dados da interface permite obter do sinal transiente uma area
mensuravel e proporcional a concentragdo. Esta abordagem assemelha-se em
parte a Coulometria, uma vez que, a corrente gerada € integrada num certo tempo
embora o sinal corresponda a uma fracdo muito pequena do total do analito
presente na amostra (< 0,5%) em virtude da pequena area do eletrodo e do tempo
de residéncia do analito no sistema de medida. A utilizagdo da interface resultou
numa medida com alta sensibilidade, onde puderam ser determinadas
concentragdes na faixa de 1 ug L.

A determinagdo amperométrica on-line de tiotriazinas utilizou como eletrodo
de trabalho um eletrodo de CVR com uma drea superficial de contato de 0,32 cm?,
onde os herbicidas sao detectados aplicando um potencial em +1,78 V, utilizando
como eletrdlito uma solugdo acida pH= 5,0 ou uma solucdo tampéao acetato de
sédio 1 X 10° mol L™ (pH= 5,7) ou ainda ACN (40%)/H-0(60%) v/v (pH= 5,5).
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Tabela 17: Comportamento da desmetrina utilizando o método amperométrico de deteccdo com
eletrodo de carbono vitreo reticulado em meio a solugdo tampéao acetato de sédio. E
detecgéoz + 1;78 V.

N° de pontos da curva Faixa de concentragdo (ug L") Correlaco linear (r)

3 1a20 0,9999
4 1a35 0,9814
) 1a50 0,9584
6 1a75 0,9758
7 1a100 0,9863
8 1a 150 0,9916

A tabela 17 apresenta os coeficientes de correlacdo linear obtidos para os
pontos da curva analitica construida para a desmetrina no sistema amperométrico
on line utilizando como eletrodo de trabalho um eletrodo de CVR e uma faixa de
concentracdo de 1 ug L™ a 150 ug L™ em meio a uma solugdo tamp&o acetato de
sédio como eletrolito. Os dados da tabela correspondem a figura 20, onde os
amperogramas foram obtidos em solugdes 1, 5, 20, 35, 50, 75, 100 e 150 pg L' de
desmetrina utilizando tempos de integracdo de 30 s. A determinagao
amperométrica on line das tiotriazinas utilizando como eletrdlito uma solugao
tamp&o acetato de sédio 1 x 10° mol L™ foi realizada aplicando um potencial em
+1,78 V, sendo que a corrente gerada no sistema foi proporcional a concentragao
das espécies formando os amperogramas a partir de correntes de linha de base
de 8 nA, como mostra a figura abaixo que apresenta os sinais amperométricos

com adigdes crescentes de desmetrina.
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Figura 20: Sinal amperométrico on line de desmetrina utilizando como eletrélito uma solugéo
tampao de acetato de sédio 1 x 10° mol L. Adigéo de 1, 5, 20, 35, 50, 75, 100 e 150
Mg L". Eletrodo de Trabalho: CVR. Edeteceao= *+1,78 V. Fluxo do sistema: 1 mL min™".
rs= 0,9916.

A pesquisa de Zapardiel et al [150] sobre a determinagdo em fluxo de
tiotriazinas em amostras aquosas, tal como no presente trabalho, utilizou eletrodo
de CVR como sensor devido a boa estabilidade e reprodutibilidade que sao
obtidos com tratamento prévio do eletrodo de trabalho através de um polimento
com alumina em po6 de baixa granulosidade, seguido de uma lavagem com agua
ultra pura. Este procedimento faz com que a superficie do eletrodo de carbono
figue ativada melhorando a transferéncia de elétrons [151], permitindo medidas em
fluxo com boa sensibilidade, determinando concentracdes com até 1 ug L™ das
especies.

A determinacado de tiotriazinas no sistema on line proposto neste trabalho,
que utilizou como eletrdlito uma solugédo de ACN(40%)/H20(60%) (v/v) forma uma
onda proxima ao sinal amperométrico caracteristico dos herbicidas que se originou
pela dispersao do analito entre a ACN e a solugdo aquosa. Esta onda vai se
intensificando a partir de concentragbes de 50 ug L™ das espécies no meio de
analise, onde a figura 21 ilustra a determinagdo de desmetrina nestas condic¢des.

A construcdo da curva analitica para o sistema obteve coeficiente de correlagao
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linear para sete pontos de r= 0,9938, tomando-se por base o tempo de integracao
de 10 a 20 s.

60 T

50

Corrente (nA)

40
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Figura 21: Sinal amperométrico de desmetrina utilizando como eletrélito uma solugdo de ACN
(40%)/H,0(60%) (v/v). Adigdo de 1, 5, 20, 35, 50, 75, 100 e 150 ug L. Eletrodo de
Trabalho: CVR. Egetecgao= +1,78 V. Fluxo do sistema: 1 mL min™.

Pacakova et al [19], tal como neste trabalho, avaliaram o comportamento
eletroquimico de algumas tiotriazinas entre elas ametrina, desmetrina, prometrina
e terbutrina. O sistema desenvolvido pelos pesquisadores utilizou como detector
eletrodo de carbono que é geralmente usado como detector cromatografico em
matrizes mais complexas devido a sua boa seletividade. Os autores propdem um
método de detecgdo amperométrico para os herbicidas tiotriazinicos, utilizando

uma faixa de potencial em torno de +1,70 V a +2,00 V, em meio de acetonitrila.

A determinagcdo on line de tiotriazinas empregando como eletrélito uma
solugédo aquosa acida de HNO3; pH= 5,0 n&o sofre tanto a influéncia do meio de
analise se for comparado a determinagao dos herbicidas utilizando como eletrdlito
ACN ou acetato de sédio. A figura 22 apresenta os amperogramas obtidos na

construgdo da curva analitica da desmetrina nestas condigdes gerando sinais com
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6tima formagao e correlagao linear de r= 0,9989 entre os pontos, na faixa de
concentracdo de 20 pg L™ a 150 pug L', porém com sensibilidade inferior aos
outros dois meios utilizados ACN (40%)/H,O(60%) (v/v), solugdo tampédo de

acetato de sodio 1 x 10° mol L™).
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Figura 22: Sinal amperométrico caracteristico da desmetrina em meio aquoso. Adicao de 20, 50,
100 e 150 pg L. Eletrodo de Trabalho: CRV. Edeteccio= +1,78 V. Fluxo do sistema: 1
mL min™". r;= 0,9991; r,= 0,9989. Eletrdlito: Solugéo de HNO; (pH= 5,0).

No presente trabalho, foi descrito o sistema amperométrico on line utilizando
como eletrodo de trabalho um eletrodo de carbono para a determinacdo de
tiotriazinas em amostras aquosas onde foram empregados como eletrélitos uma
solucdo de Acetato de Sodio 1 x 10° mol L™ ou ACN/H,O ou ainda uma solugéo
de HNOs; (pH= 5,0). Os herbicidas foram quantificados utilizando os diferentes
eletrdlitos estudados, onde tiveram um comportamento semelhante em relagao ao
eletrodo de CVR, porém os eletrdlitos Acetato de Sdédio 1 x 10° mol L' e
ACN/H,0 apresentaram melhor sensibilidade.

Os ensaios em amostras salinas como o concentrado salino para
hemodidlise (u= 4,20) e agua do mar (u= 0,60) foram realizados utilizando o

mesmo sistema. A partir destes meios salinos foram feitos ensaios com forgcas
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ibnicas menores, onde nao foi possivel quantificar as tiotriazinas
independentemente da forga ibnica da solugédo devido ao aumento progressivo da
linha de base que inicia no momento que o eletrdlito (solugdo salina) passa pela
superficie do eletrodo de CVR, conduzindo a uma redugao progressiva dos sinais

amperomeétricos caracteristicos das tiotriazinas.
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4.4 Coulometria

4.4.1 Determinacao de tiotriazinas por Coulometria

No presente estudo, as tiotriazinas foram determinadas por Coulometria de
Potencial Constante utilizando como eletrodo de trabalho um fio de cobre e uma
placa de CVR com Hg eletrodepositado. A deteccao destes herbicidas foi feita em
potenciais negativos E o= -1,05 V e E ;0= -1,15 V, onde ocorre a redugéo em
meio acido em solugao tampao Britton Robinson ou HCIO,4 (pH= 4,0).

Skopalova e Kotoucek [114] estudaram o comportamento Coulométrico de
seis triazinas no eletrodo de Hg (atrazina, terbutilazina, desmetrina, prometrina,
terbutrina e metoprotrina). Os pesquisadores utilizaram a Coulometria de Potencial
Constante para investigar o numero de elétrons trocados durante o processo de
redugao para trés compostos: desmetrina, metoprotrina e atrazina (c= 5 x 10™ mol
L™). O processo de reducdo da metoprotrina e da atrazina foi feito durante uma
hora de eletrélise em uma solugéo 0,05 mol L™ com 10% (v/v) de metanol em um
potencial de E pico= -1,1 V e E o= -1,15 V, respectivamente. A desmetrina foi
reduzida em uma solugdo tampao Britton Robinson (pH= 3,9) com 10% (v/v) de
metanol em um potencial de -1,25 V, durante uma hora. O numero de elétrons
calculados através das cargas foi em média quatro, para os trés herbicidas.

Na pesquisa de Skopalova e Kotoucek [114], tal como no presente trabalho
foi utilizada a Coulometria de potencial constante para avaliar o comportamento de
algumas tiotriazinas frente ao eletrodo de mercurio, com grande area de contato
em meio a uma solugao tampéao acida. Ao aplicar potenciais negativos em torno
de E= -1,10 V, os herbicidas sao reduzidos eletroquimicamente na superficie do
eletrodo de trabalho e o sinal coulométrico pode ser observado a partir de
concentragdes de 5 x 10“ mol L™". O método de Skopalova e Kotoucek utilizou
longos tempos de eletrdlise, diferentemente do presente trabalho que optou por
rapidas eletrélises em consequéncia ha uma redugdo nos rendimentos

coulométricos.
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4.4.2 Determinacao Coulomeétrica off line de Tiotriazinas utilizando como

eletrodo de trabalho um fio de cobre com Hg eletrodepositado

Com a Coulometria de Potencial constante foi possivel determinar pequenas
quantidades de herbicidas da classe das tiotriazinas em meio acido e alcalino,
utilizando como eletrodo de trabalho um fio de cobre com 50 cm de comprimento,
espiralado, com Hg eletrodepositado na superficie, sendo o eletrodo de referéncia
de Ag/AgCI e o contra eletrodo de grafite.

A determinacgao off line destes compostos tiotriazinicos em meio alcalino foi
feita utilizando como eletrdlito uma solugao de NH3/NH4Cl pH= 9,0. A Ametrina é
eletroquimicamente ativa e foi quantificada no potencial de -1,050 V durante 3
minutos de eletrolise, sob leve agitagdo. Normalmente, as medidas coulométricas
nao requerem calibracdo porque esta medida € absoluta. No entanto, longos
tempos de eletrélise estdo associados a estas medidas para a descarga completa
do analito. No presente trabalho, optou-se por tempos de eletrélise mais curtos e
com consequente redugao nos rendimentos das eletrolises, mas com a vantagem
de analises mais rapidas. Nestes casos, a quantificacido deve ser feita de forma
relativa com a utilizagcdo de curvas analiticas. A calibragdo do sistema é feita
individualmente para cada padréao do analito considerando a carga gerada durante
a eletrolise e a carga correspondente ao branco (eletrélito). Nestas condi¢des
experimentais foi possivel construir uma curva analitica para ametrina a partir de
uma massa minima de 2,5 x 10* g presente em 50 mL de eletrdlito na célula
coulomeétrica, considerando rendimentos de eletrélise em torno de 15%, conforme
a tabela 18. Desta forma, para cada padrdo do analito as cargas obtidas pela
eletrdlise parcial durante 3 minutos sdo descontados da carga do branco
(eletrélise por 3 minutos da solugéo do eletrélito). A carga resultante corresponde
a quantidade em Coulombs necessaria ao processo eletrodico de parte da
quantidade total do analito (eletrolise parcial durante 3 minutos). Esta carga foi
relacionada neste trabalho, a um valor percentual de rendimento de eletrélise nas
condicdes utilizadas, sendo assim, o ponto 1 na tabela 19 corresponde a eletrélise
completa de 4,335 x 10° g (17,34% de 2,5 x 10 g).
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Os calculos dos rendimentos de eletrdlise foram feitos baseando-se na Lei
de Faraday, onde 1 Mol da substancia eletrolisada corresponde a 96.485 C.
Sendo assim, com a carga gerada na eletrélise é possivel saber a massa da
substancia que foi eletrolisada. Desta maneira, relaciona-se o valor da massa
adicionada a 100% de rendimento e a massa eletrolisada tera seu valor em
percentual indicando o rendimento (%) da eletrdlise.

As curvas analiticas (dados na tabela 18) que podem ser obtidas neste
sistema s&o tragados pela relagdo entre a carga liquida em cada determinagéo e a
concentracio total do analito. Desta maneira, a determinacédo de tiotriazinas por
Coulometria no presente trabalho apresentou boa correlagao linear entre os quatro
pontos da curva analitica construida. Apesar de existir uma variagdo de 12% a
17% entre os rendimentos. Os calculos para a correlacao linear entre os pontos da
curva analitica foram feitos utilizando a massa eletrolisada de ametrina em relagao
a carga gerada na eletrdlise, mas, calculando a correlagéo linear entre a carga
gerada pela eletrélise em fungcdo da massa adicionada, percebe-se que os valores
de r para trés pontos da curva sao praticamente os mesmos. Desta forma, pode-
se dizer que a variagao entre os rendimentos ndo chega a ser expressiva porque

nao altera a linearidade entre a relagdo massa eletrolisada em 3 minutos x carga.

Tabela 18: Determinacao coulométrica off line de ametrina em meio alcalino (pH= 9,0) com
eletrodo de Hg. Correlagao linear para 3 pontos da curva analitica r;= 0,9999 e para 4

pontos da curva, r,= 0,9825. E .= -1,05 V. Eletrdlise: 3 minutos.

N° de pontos da curva Massa inicial (g)  Carga (C) Rendimento (%)
1 2,5x10™ 0,0209 16,87
2 5,0x 10™ 0,0298 14,12
3 7,5x 10" 0,0385 16,11
4 1,0x 107 0,0562 12,51

De acordo com a tabela 19 as tiotriazinas também foram determinadas na
presenca de solugdes acidas como, por exemplo, uma solugdo tampao Britton

Robinson pH= 4,0. Este eletrdlito suporte foi o0 meio mais adequado para a
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determinagao off line das tiotriazinas em meio acido. Aplicando-se um potencial
em -1,05 V foi possivel construir uma curva analitica com massa inicial de 2,5 x
10* g do herbicida, obtendo-se rendimentos de eletrdlise de 10% a 17% e
correlagao linear de r= 0,9927. Quando sao aplicados potenciais negativos a partir
de E= -0,30 V em eletrodos de Hg em meios muito &cidos (pH= 2,0) o
desprendimento de H;, na superficie do eletrodo impossibilita a determinacao das

especies.

Tabela 19: Cargas geradas durante as eletrélises na determinagao off line de ametrina em meio a
solugao tampéao Britton Robinson (pH= 4,0). r;= 0,9895; r,= 0,9927.

N° de pontos Massa inicial (g) Q (C) branco Q (C)ametrina  Rendimento

1 2,5x10™ 1,393 x 10 3,233 x 10 17,34%
2 5,0x 10 2,478 x 102 5558 x 1072 14,51%
3 7,5x10™ 3,141 x 107 6,963 x 1072 12,00%
4 1,0x 103 3,109 x 1072 7,750 x 1072 10,93%

Skopalova e colaboradores [113] desenvolveram um método de deteccao
eletroquimica utilizando a Polarografia e a Coulometria de Potencial Constante
com eletrodo de Hg. Segundo os autores, as determinagbes Coulométricas das
tiotriazinas desmetrina, terbutrina e prometrina ocorrem em solugdes acidas de
H,SO4 (0,05 mol L'1) pH= 3,9 e tampao Britton Robinson pH= 3,6; aplicando
potenciais negativos em -1,10 V e -1,20 V para a redugédo eletroquimica dos
herbicidas na superficie do eletrodo de trabalho. Os pesquisadores utilizaram
diferentes tempos de reacao para determinar a eletrélise completa das tiotriazinas
para o sistema proposto, onde os produtos finais da reacdo coulométrica foram

identificados por CLAE-EM em concentracdes de 5 x 10 mol L™.

A determinacao off line de tiotriazinas proposta por Skopalova e
colaboradores [113] como no atual trabalho foi feita aplicando potenciais negativos
para a deteccdo e quantificacdo dos herbicidas. O meio acido de pH 3,0 a 5,5,
segundo os pesquisadores favorece a determinagado coulométrica das tiotriazinas

na superficie do eletrodo de mercurio, promovendo longas eletrélises de até 285
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minutos, obtendo rendimentos proximos a 100% no sistema. Quando séao
utilizados valores de pH maiores que 5,5 os sinais coulométricos obtidos pelo
sistema s&o de menor intensidade.

Ao contrario de Skopalova et al., no presente trabalho optou-se por
eletrdlises curtas, em fungcao disso os rendimentos sdo menores também, porém,

o sistema apresenta 6tima correlagao linear entre os pontos da curva analitica.

4.4.2.1 Tempo de eletrélise

O eletrodo de trabalho utilizado neste sistema coulométrico foi construido a
partir de um fio de cobre com 50 cm de comprimento, espiralado, que foi
submetido previamente ao processo de eletrodeposi¢céo de Hg (item 3.5.8) para os
ensaios eletroquimicos.

O tempo de eletrélise na Coulometria esta diretamente relacionado com a
concentracido das espécies no meio de analise e com a superficie do eletrodo de
trabalho.

Os dados apresentados na tabela 20 utilizaram a mesma massa de ametrina
em todos os ensaios no sistema Coulométrico, porém, o tempo de eletrdlise foi
aumentado gradativamente até 16,5 minutos, onde o sistema proposto atingiu seu

maximo com rendimentos de até 99,42%.



91

Tabela 20: Relagao entre o tempo de eletrdlise e rendimento. Massa de ametrina: 5 x 10" g.

Tempo de eletrolise (min.) Rendimento (%)
3,0 28,23
10,0 49,64
13,0 66,81
14,0 72,64
16,0 86,43
16,5 99,42

Para a determinacdo das tiotriazinas utilizando como eletrodo de trabalho
uma placa de CVR com Hg eletrodepositado também se optou por eletrélises mais
rapidas (tempo: 3 min.), no entanto, o sistema apresentou rendimentos em torno
de 4% na deteccdo dos herbicidas (vide tabela 22), enquanto que o sistema que
utilizou um fio de cobre com Hg eletrodepositado apresentou rendimentos de

aproximadamente 28% para o mesmo tempo de eletrdlise.

4.4.2.2 Area superficial do eletrodo de trabalho

A superficie do eletrodo de trabalho influencia diretamente na eficiéncia
(rendimento) da eletrdlise, onde eletrodos com areas superficiais maiores facilitam
o contato com o analito produzindo melhores rendimentos nas eletrdlises, se
comparado a eletrodos de menor area superficial.

Conforme os resultados apresentados na tabela 21, a massa do analito e o
tempo de eletrdlise sdo mantidos constantes no sistema coulométrico proposto
que testou 3 tamanhos (areas superficiais) diferentes de eletrodos de trabalho (fios
de cobre com Hg eletrodepositado). De acordo com a tabela pode-se perceber
que com o aumento da area superficial do eletrodo, os rendimentos também
aumentam claramente. O eletrodo de trabalho com 50 cm de comprimento
mostrou-se mais eficiente nas determinacdes e por isso foi escolhido como

superficie ideal para o método proposto neste estudo.
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Tabela 21: Relagdo entre a superficie do eletrodo de trabalho e o rendimento na eletrélise,

utilizando massa constante de 5 x 10™ g de ametrina. Tempo de eletrélise: 3 min.

Compr. do eletrodo (cm) Rendimento (%)
20 15,37
30 17,51
50 29,30

Fazendo uma projecdo em relagédo ao tamanho do eletrodo observa-se que
somente para comprimentos da ordem de 150 cm os rendimentos de eletrdlise se
aproximariam de 100%. Contudo, esta alternativa nado foi investigada devido a

dificuldade pratica de acomodar o eletrodo nos suportes utilizados.

4.4.2.3 Eletrodeposicao

O procedimento de eletrodeposic¢ao foi feito de acordo com o item 3.5.8 do
presente trabalho. Eventualmente pode ocorrer a formacdo de substancias
escuras [152] sobre a superficie do eletrodo de trabalho podendo ser removidas
com uma solugéo de HNO3 50% e em seguida lavada com agua ultra pura.

A deposicdo de Hg metélico sobre fios de Ag ou Cu sem aplicacédo de
potencial € também uma alternativa para a construgéo destes eletrodos, que se
mostram eficientes nas determinagdes eletroquimicas, porém, a eletrodeposicao
proporciona superficies mais uniformes e adequadas ao sistema Coulométrico.

De acordo com Gunawardena et al [108] o processo de nucleagao
eletroquimica do mercurio sobre a superficie do eletrodo de trabalho, é
praticamente instantaneo, formando camadas uniformes de mercurio estaveis a

aplicagao de potenciais.
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4.4.3 Determinacdao Coulométrica off line de Tiotriazinas e ETU, utilizando

como eletrodo de trabalho uma placa CVR com eletrodeposicao de Hg

A determinacéo off line das tiotriazinas em estudo e de ETU foi realizada em
meio a solugdo tampao Britton Robinson (pH= 4,3), utilizando como eletrodo de
trabalho uma placa CVR com Hg eletrodepositado com 5,5 cm? de area
superficial.

Se compararmos os resultados da tabela 22 que utiliza um eletrodo de CVR
com Hg eletrodepositado com os resultados da tabela 18 que utiliza como eletrodo
de trabalho um fio de cobre também com Hg eletrodepositado para a
determinacao de tiotriazinas, percebe-se que a massa minima detectada com o
eletrodo de CVR foi o dobro (5,0 x 10* g) e também produz rendimentos menores,
comprometendo a correlacio linear entre os pontos na faixa de concentracido de
10 mg L' a 40 mg L™, mostrando com isso que o eletrodo de cobre com Hg
eletrodepositado apresenta um desempenho melhor na determinagao dos analitos
do que o CVR.

Tabela 22: Determinacdo Coulométrica off line de desmetrina utilizando como eletrodo de trabalho

uma placa de CVR com Hg eletrodepositado.

N° de pontos Massa (g) Branco Q (C) DesmetrinaQ (C) Rend. (%)
da curva
1 5,0 x 10™ 5,843 x 10% 6,062 x 107 0,96
2 7,5x10™ 9,015x 102 1,046 x 10™ 4,25
3 1,0x 1073 1,104 x 10" 1,286 x 10™ 4,02
4 2,0x 107 1,110x 10" 4,526 x 10™ 37,76
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A ETU tal como as tiotriazinas sdo detectadas em E .= -1,05 V em meio
acido. A determinacao off line de ETU utilizando como eletrodo de trabalho uma
placa de CVR com Hg eletrodepositado produz altos rendimentos na eletrolise,
conforme a tabela 23, onde a curva analitica para ETU foi construida com uma
faixa de concentracdo de 0,5 mg L' a 10 mg L. De acordo com os dados da
tabela os rendimentos ndo sdo muito constantes, alterando com isso o
comportamento linear da ETU frente ao eletrodo de CVR com Hg

eletrodepositado, obtendo valores de r para trés pontos da curva analitica de 0,93.

Tabela 23: Determinacao off line de ETU em solugédo tampé&o Britton Robinson (pH= 4,3) utilizando
uma placa de CVR com mercurio eletrodepositado (r;= 0,93; r,= 0,96). Tempo de

eletrélise: 3 minutos.

N° de pontos Massa(g) Branco Q (C) ETU Q (C) Rend. (%)
1 2,5x10° 6,922 x 10 7,899 x 107 41,37
2 7,5x10™ 6,771 x 107 1,365 x 107" 72,83
3 1,0x 103 5,920 x 10 1,582 x 10" 41,92
4 2,0x 107 4,719 x 102 4274x 10" 80,51

A revisdo de Van der Linden e Diecker [93] salienta que os eletrodos de CVR
de boa qualidade tém superficies mais planas, proporcionando melhor
reprodutibilidade nas determinagbes das espécies. De acordo com os
pesquisadores, observou-se também no atual trabalho que as eletrodeposicdes de
Hg em placas de CVR sao uniformes, porém com o eletrodo de cobre com Hg
eletrodepositado utilizado no presente trabalho, os resultados foram melhores do
que aqueles com CVR, considerando os rendimentos na eletrélise e a massa

minima detectavel.
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4.4.4 Determinacgao off line de Tiotriazinas e ETU em meio salino utilizando

como eletrodo de trabalho um fio de cobre com eletrodeposicao de Hg

A determinacgéo off line de Tiotriazinas e ETU em meio acido e altamente
salino como as solugdes para hemodialise, foi feita utilizando como eletrodo de
trabalho um fio de cobre com 50 cm de comprimento com eletrodeposi¢cao de Hg,
aplicando um potencial constante em -1,05 V durante 3 minutos de eletrélise, sob
forte agitacdo. Nestas condi¢cdes experimentais a desmetrina péde ser medida no
sistema Coulométrico obtendo bons rendimentos e também uma boa correlagao
linear entre os pontos.

A tabela 24 relaciona os resultados obtidos para a curva analitica da
desmetrina numa faixa de concentracdo de 3,84 mg L™ a 7,69 mg L™ (Tempo de

eletrolise= 3 minutos).

Tabela 24: Determinacgéo off line de desmetrina em meio salino (u= 4,20), utilizando como eletrodo

de trabalho um fio de cobre com Hg eletrodepositado. Eletrolise: 3 minutos.

N° de pontos Massa(g) Branco Q (C) Desmetrina Q (C) Rend.(%)
1 2,50 x 10™ 2,853x 107  3,019x 10 14,67
2 3,75 x 10™ 1,619x 10" 2,154 x 10™ 31,54
3 5,00 x 10™ 1,208 x 107" 1,794 x 10™ 25,91

Observou-se que o comportamento eletroquimico das tiotriazinas e da ETU
sao semelhantes porque os analitos sao reduzidos na superficie do eletrodo de
trabalho, porém, a ETU exige uma massa maior para a sua deteccdo (5 x 10 g)
neste sistema, de acordo com a tabela 25. Para os métodos coulométricos os
rendimentos registrados podem ser considerados baixos, apesar disso 0os ensaios
analiticos sdo reprodutiveis com Desvio Padrdo DP= 0,07%, gerando boa
correlagdo linear entre os pontos na faixa de concentracéo de 7,69 mg L™ a 30,76

mg L™, conforme a tabela abaixo.
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Tabela 25: Determinagéo off line de ETU em meio salino (u= 4,20), utilizando como eletrodo de

trabalho um fio de cobre com Hg eletrodepositado. r;= 0,9989; r,= 0,9396.

N° de pontos Massa(g) Branco Q (C) ETU Q (C) Rend. (%)
1 5,0 x 10™ 1,250 x 10 1,286 x 10" 0,76
2 7,5x10™ 1,278 x 10™ 1,463 x 107 2,61
3 1,5x 107 4,044 x 10™ 4588 x 10" 3,83
4 2,0x 107 1,723 x 10™ 3,280x 107 8,24

Os ensaios coulométricos utilizando como eletrodo de trabalho uma placa
CVR com eletrodeposicdo de Hg sobre sua superficie, ndao favoreceram a
deteccao das tiotriazinas em estudo e de ETU no meio salino. Quando o eletrodo
entra em contato com o concentrado salino sua superficie rapidamente comeca a
escurecer impossibilitando a determinacédo das espécies.

Este fendmeno foi também observado por Méndez et al. [153], que
estudaram o comportamento eletroquimico da tiotriazina Menazon em meio acido
(pH= 4,8). O estudo coulométrico utilizou um eletrodo de Hg como eletrodo de
trabalho aplicando um potencial em -1,10 V, onde os produtos de redugao foram
detectados. Os autores observaram também a formacao de um filme escuro sobre
a superficie de Hg, possivelmente devido a presenga de substancias eletroativas
na solugdo que reagiram com o Hg, tornando as analises coulométricas pouco
reprodutiveis com relacdo ao numero de elétrons envolvidos.

Considerando que a coulometria € uma técnica que utiliza eletrodos com
grandes areas superficiais onde a amostra é eletrolisada 100% e onde sao
necessarios longos tempos de eletrélise para a quantificagdo, investigamos
tempos mais curtos com rendimentos inferiores a 100%. Observou-se como
principal desvantagem a determinagdo das espécies somente em concentragdes
mais altas (mg L'). Como alternativa a esse problema utilizou-se a pré-
concentracdo das espécies em colunas condicionadas com adsorventes
adequados.

Comparativamente, ndo considerando o processo de pré-concentracio, a

amperometria que analisa cerca de 0,5% da amostra apresentou uma
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sensibilidade muito mais alta do que a coulometria cujo sinal provém de uma
quantidade muito maior de amostra. Esta aparente contradigao esta relacionada a
influéncia da linha de base no sinal analitico, principalmente considerando
solugcdes com baixas forcas idnicas. No caso dos meios salinos a amperometria

nao se mostrou adequada conforme ja descrito no item 4.3.1.

4.4.5 Determinacgao on line de tiotriazinas

As tiotriazinas sdo determinadas por Coulometria de potencial constante no
sistema on-line ao aplicar um potencial em -0,95 V para as determinagdes em
meio acido e em -0,85 V para as determinagbées em meio alcalino, onde os
herbicidas sao reduzidos na superficie de mercurio do eletrodo de trabalho.

Os fatos observados na literatura também foram vistos aqui, os analitos que
foram determinados no sistema off line também foram determinados no sistema on
line mudando apenas o potencial. Isto pode estar relacionado ao processo de
oxidacao dos analitos no eletrodo.

Antes dos ensaios coulométricos, o eletrodo de trabalho deve ser
previamente preparado, para isso, a eletrodeposicdo on line foi realizada
aplicando um potencial em -0,90 V ao fluir pela célula coulométrica uma solugéo
de HgCl; 0,01 mol L™ que pode ser reaproveitada para novas eletrodeposigoes.
Apoés a eletrodeposicdo on line foi feita a remogao de uma eventual camada de
substancias escuras que se formam na superficie do eletrodo de trabalho. Esta
limpeza utilizou um fluxo de 5 mL min™ de uma solugdo de HNO3; 50% e em
seguida o sistema era lavado com agua ultra pura Milli Q.

A determinacdo coulométrica on-line de ametrina em meio acido foi feita
utilizando uma solugao tampao Britton Robinson ou HCIO4 com pH= 2,5 aplicando
um potencial constante em -0,95 V. As curvas analiticas foram construidas a partir
de uma massa minima de 25 ug. Considerando que apenas 30% desta massa foi
eletrolisada, as curvas foram construidas partindo de uma massa minima de 8,3

Mg, com adi¢cdes crescentes desta mesma quantidade para os cinco pontos da
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curva analitica. Neste sistema foi utilizado um tempo de eletrdlise de 3 minutos e
um fluxo de 0,5 mL min™' onde o analito foi determinado obtendo correlagao linear
de r=0,73; r=0,77; r= 0,80 para os cinco pontos da curva analitica. A correlagao
linear entre os pontos da curva ficou prejudicada em razdo das diferengas nos
rendimentos de eletrolise entre os ensaios eletroquimicos e também pela
influéncia do sistema on line. Em fungao disso, se compararmos com o sistema off
line, utilizando as mesmas condi¢gdes experimentais onde as diferengas nos
rendimentos das eletrdlises sdo menores e consequentemente os coeficientes de
correlacao indica um comportamento mais linear. As curvas analiticas no sistema
off line foram construidas partindo de uma massa minima de 250 ug, ou seja, uma
massa 10 vezes maior do que no sistema on line, apesar disso, percebe-se que no
sistema off line o comportamento do herbicida frente ao eletrodo de mercurio é
mais estavel.

A determinagdo coulométrica on line de ametrina em E o= -0,85 V em meio
alcalino utilizou como eletrélito suporte uma solugao de NH3/NH,4CI (pH= 9,0) e foi
realizada apds a eletrodeposicdo de Hg sobre o fio de cobre, desta maneira, foi
possivel construir uma curva analitica utilizando no primeiro ponto uma massa
minima detectavel de 25 ug do herbicida. A tabela 26 relaciona o comportamento
on line da ametrina em meio alcalino que mostrou ser bastante semelhante ao
sistema off line. Porém, observa-se que as determinagdes da tiotriazina em meio
alcalino necessitam de 360 s para obter rendimentos com eletrdlises totais de
97,49% do analito, enquanto que no sistema off line rendimentos de 98,01%
podem ser alcangados com 300 s de eletrdlise. A correlagao linear entre os pontos
da curva analitica ficou prejudicada tanto no sistema on line quanto no sistema off
line devido a variagdo nos rendimentos de eletrdlise entre os ensaios

coulométricos.
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Tabela 26: Determinagéo on line de ametrina em meio alcalino, utilizando um fio de cobre com Hg

eletrodepositado como eletrodo de trabalho. Massa de ametrina: 50 ug.

Tempo de eletrdlise (s) Rendimento na eletrolise (%)
600 84,82
360 97,49
300 73,51
240 56,16
120 29,21

Na revisdo de Rucki [154] sao citados os principais detectores eletroquimicos
para sistemas em fluxo que se destacam por sua sensibilidade e pelos baixos
custos, em fungao disso, eletrodos sélidos de carbono, platina, ouro e filme de
mercurio foram indicados como importantes por terem caracteristicas de baixo
custo e sensibilidade.

Tal como no trabalho de Rucki o maior problema com eletrodos soélidos com
filmes de mercurio € a nao reprodutibilidade da superficie do eletrodo causada
pela adsorcido das substancias e pela formacéo de 6xidos superficiais, que devem
ser removidos através de um procedimento de renovacao superficial do eletrodo
de trabalho. De acordo com a revisdo, os detectores coulométricos requerem
grandes areas superficiais de eletrodos, exigindo uma célula adequada para que o
sistema, apesar das dificuldades do fluxo, aproxime-se o maximo possivel de

100% de eletrdlise das espécies eletroativas presentes em solugao.
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4.5 Pré-concentracao de Tiotriazinas e ETU em fase sélida

A pré-concentragao de tiotriazinas e ETU em pré-colunas foi uma alternativa
para melhorar a sensibilidade dos métodos de analise. Tanto os métodos
utilizados neste trabalho (eletroquimicos) quanto outras metodologias encontradas
na literatura ndo apresentam em muitos casos sensibilidade adequada. Para isso,
foram investigadas trés fases estacionarias comercialmente disponiveis e
amplamente utilizadas e trés tipos de colunas empacotadas produzidas neste
trabalho com fases estacionarias de Teflon (PTFE), Polietileno (PE) e Poliestireno
(PS). As fases estacionarias comerciais utilizadas foram C 18, SAX (Strong Anion
Exchanger) e Cyano. Estas fases foram escolhidas em fun¢do de suas estruturas
e polaridades [155]. A fase C 18 caracteriza-se por ser apolar e por ser composta
por grupos alquilicos com uma cadeia de 18 carbonos que adsorvem substancias
pouco polares como os analitos em estudo. A SAX é utilizada na determinacgao de
compostos idnicos e devido a sua estrutura pode ser considerada anibnica. A
utilizagado da coluna SAX com grupo funcional com sais de quaternario de amoénio
caracteriza a coluna como anidnica e € normalmente utilizada na determinacao de
anions. A Cyano é considerada catidnica e também pode ser empregada na
determinacao de espécies levemente polares devido ao seu grupo funcional que
esta quimicamente ligado a silica. Estas trés fases correspondem a uma ampla
faixa de polaridade e foram escolhidas porque os analitos embora ndo sejam
substancias polares, as determinacdes neste trabalho foram feitas em meios com
uma ampla variacdo de forgas idnicas. Juntamente com as fases comerciais, as
fases com polimeros ndo modificados anteriormente indicadas foram utilizadas
como suporte para a pré-concentragao de tiotriazinas e ETU a partir de solucdes
com diferentes forgas ibnicas (0 < py < 4,2). O PTFE & um polimero com
propriedades apolares e o seu monémero é composto por 4 atomos de fluor sendo
que cada atomo tem 3 pares de elétrons disponiveis para interagir com o analito
fazendo com que o PTFE tenha também propriedades polares, enquanto o PE
também considerado apolar e interage com as espécies apenas com a dupla

ligacdo. O PS é considerado um substrato com caracteristicas apolares e é
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formado a partir da copolimerizagao do estireno com o divinilbenzeno. Em fungao
da sua estrutura as espécies sdo mais ou menos fracamente adsorvidas pelo
polimero [156].

A polaridade da fase estacionaria e a polaridade do meio s&o fatores
importantes no processo de adsorcdo dos analitos em substratos soélidos. As
polaridades das fases estacionarias sdo de dificil quantificagdo enquanto que as
polaridades dos meios podem ser relacionadas a grandezas conhecidas como a
forga ibnica e as constantes dielétricas () dos solventes. Desta forma, investigou-
se neste trabalho a solubilidade das tiotriazinas em dois grupos de solventes. No
grupo 1 foram investigados os solventes de baixa polaridade como hexano (e=
1,89), tetraclorometano (e= 2,24), benzeno (e= 2,28), cloroformio (e= 4,81),
acetato de etila (e= 6,02), tetrahidrofurano (e= 7,58) e diclorometano (e= 8,93).
No grupo 2, os solventes mais polares como n-pentanol (e= 13,90), n-butanol (e=
17,80), acetona (e= 20,56), etanol (e= 24,55), metanol (e= 32,66), acetonitrila (e=
35,90) e agua (e= 78,30). A solubilidade das tiotriazinas foi maior nos solventes do
grupo 2 do que no grupo 1, de modo que a solubilidade seguiu aproximadamente
a polaridade dos solventes até a ACN, onde foi observada a maior solubilidade.
Substituindo os solventes organicos por agua observou-se um forte decréscimo na
solubilidade da espécie, sugerindo que a polaridade do solvente condiciona a
solubilidade do analito até um certo limite. Relativamente as fases estacionarias,
pode-se inferir que o processo de adsor¢ao depende da polaridade das fases e da
forca ibnica ou das constantes dielétricas dos solventes. Contudo, a forma mais
simples de avaliar a eficiéncia das fases estacionarias num dado meio ainda é
empirica em funcéo da falta de dados cientificos para este fim. Considerando que
o foco deste trabalho trata da determinacao de baixas concentragbes de algumas
espécies organicas em matrizes salinas, o processo de extracdo em fase sdlida foi
investigado em meios com baixa forga idnica (agua + analito) e meios com alta
forca ibnica tendo como limite a forga ibnica presente nos concentrados salinos

utilizados em hemodialise.
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4.5.1 Avaliagcao das fases estacionarias

Como caracteristicas desejaveis para uma fase estacionaria utilizada para
pré-concentragdo pode-se indicar parametros como a capacidade de adsorcéo,
facilidade de eluigcdo, reuso, custo, fator de pré-concentracdo alcancado e
seletividade. Para avaliacdo destes fatores utilizou-se no presente trabalho a
medida espectrofotométrica para a obtencdo dos sinais. Esta escolha esta
relacionada a simplicidade da medida e ao fato dos analitos apresentarem bandas
de absorg¢ao na regiao de comprimentos de onda de 220 a 290 nm. Comparando
os espectros das solugdes antes da pré-concentracao (solugao original) e apés a
eluicdo (solugéo pré-concentrada), observou-se para todas as fases estacionarias
utilizadas deslocamentos significativos nos comprimentos de onda de maxima
absorcdo. Contudo, este efeito ndo interferiu no processo de avaliagdo das
colunas. A etapa de pré-concentracdo pode também ser associada com as
técnicas eletroquimicas de detecgao investigadas neste trabalho levando em conta
sempre a influéncia dos eluentes na medida realizada.

Capacidade de adsorcao- considerando a natureza dos analitos (espécies
organicas de baixa polaridade) observou-se para todas a fases estacionarias um
comportamento relativamente uniforme, ou seja, todas as fases adsorveram os
analitos em alguma extensdo a partir de meios com baixa polaridade até meios
muito polares. Conforme o esperado, a adsorgao foi mais intensa para os analitos
presentes em solugdes salinas do que para os analitos misturados a agua pura.
Este comportamento explica-se pelo efeito salting out presente nas solugdes que
afetou também a difusdo dos analitos através de membranas conforme sera
tratado adiante.

Eluicdo- no processo de eluicdo do analito quando o principal objetivo é a pré-
concentracdo para melhorar a sensibilidade, deve-se investigar eluentes que
retirem da coluna a totalidade do analito de forma rapida no menor volume
possivel, uma vez que o fator de pré-concentracdo alcancado € a razao entre o
volume da solugao original e o volume eluido. Neste sentido, diversos solventes

de baixa polaridade foram investigados como eluentes. Solventes como
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cloroférmio, ciclohexano, tetrahidrofurano, toluol e xilol embora sejam de baixa
polaridade n&o se mostraram adequados a presente investigacdo porque suas
absortividades molares sao elevadas na regido entre 220 e 290 nm utilizada nas
determinagdes das tiotriazinas e ETU. Esses solventes poderiam ser investigados
por outras técnicas considerando em cada caso os valores de linha base. Metanol
e etanol embora mostrem alguma absor¢cdo na regido do sinal dos analitos,
permitem a determinacdo espectrofotométrica das espécies. Contudo, suas
capacidades de eluicdo ndo se mostraram adequadas, porque a eluicdo dos
analitos nao foi total para todas as colunas testadas. O solvente mais adequado
em todos os casos foi a ACN porque além de eluir de forma rapida e completa os
analitos apresentam absortividades molares elevadas somente para comprimentos
de onda abaixo de 195 nm e, portanto fora da faixa utilizada para as tiotriazinas e
ETU. Adicionalmente, ACN pode também ser utilizada como meio na
determinacdo de tiotriazinas por Voltametria Adsortiva, conforme trabalho
anteriormente publicado [78].

Reuso- para investigar o reuso das colunas adotou-se como critério a intensidade
do analito apds sucessivas eluicdes. A partir de uma diminui¢cdo de 20% do sinal
considerou-se a coluna inadequada para novas utilizagdes. A performance das
colunas vao se modificando a partir da interacdo prolongada do eluente que é
variavel entre os diferentes tipos de colunas e a partir da adsorcéo irreversivel dos
analitos nos substratos, o que também acarreta em reducao do sinal analitico.
Custos- existe uma diferenga de custo significativo entre as colunas adquiridas
comercialmente e aquelas manufaturadas no laboratério a partir dos polimeros
utilizados. A coluna manufaturada tem um custo de 10 a 20 vezes inferior ao custo
das colunas comerciais.

Fator de pré-concentracéo- o fator de pré-concentragao para tiotriazinas e ETU foi
avaliado com ACN como eluente. Trés mililitros de ACN foram suficientes para
extrair totalmente os analitos de todas as fases testadas e ainda obter um volume
adequado para as medidas espectrofotométricas em cubetas convencionais
(caminho optico 1 cm). A eluicdo dos analitos foi avaliada comparando os

espectros obtidos para uma mesma massa de analito antes e depois da etapa de
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pré-concentracao das espécies. Em todos esses ensaios, solugdes contendo uma
massa fixa de analito em volumes de 25, 50, 75 e 100 mL foram investigadas em
relagdo a extracdo dos analitos nas fases solidas. Em todos os casos um volume
de 3 mL de ACN foi utilizado para eluicdo. Somente com as colunas preenchidas
com PS fatores de pré-concentragao maiores do que 30 foram obtidos. Com as
demais colunas fatores menores do que 10 foram obtidos. Considerando todos os
parametros citados anteriormente o PS foi o substrato mais adequado a

determinacao de tiotriazinas e ETU.

4.5.2 Rendimento na extragcdo de tiotriazinas e ETU com diferentes

substratos solidos

O rendimento na extracdo de tiotriazinas e ETU a partir dos diferentes
extratos solidos investigados neste trabalho foi definido através da diferenca entre
os espectros das solugdes com os analitos utilizadas antes e depois da passagem
pelo polimero. Sendo assim, para definir o rendimento nas extragdes, empregou-
se volumes com 25 mL de maneira a formar solu¢gdes com concentragao de 50 ug
L™ dos analitos que foram passadas pela coluna e o sinal espectrofotométrico foi
monitorado antes e depois da passagem pelo substrato. Esta diferenga espectral
corresponde ao rendimento (%) obtido nas extragées sem a utilizagdo de eluente.
Neste meio aquoso, as tiotriazinas e ETU foram determinadas em A= 225 e 230
nm, respectivamente, onde a forma dos espectros ndo foi alterada

independentemente da forga ibnica do meio.

4.5.3 Determinacao de ETU e tiotriazinas em solugbées salinas apos preé-

concentragcao em colunas de PS

A tabela 27 apresenta as FE estudadas, comparando os rendimentos obtidos
nas pré-concentragdes que foram feitas com a passagem de 25 mL das solugdes

com diferentes forgas idnicas contaminadas com os analitos com concentragao
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conhecida e eluidos com 3 mL de ACN para posterior deteccao
espectrofotométrica. Os melhores rendimentos foram obtidos pelo sistema de pré-
concentracdo utilizando FE compostas por C 18, PTFE e PS, conforme a tabela.
As colunas com substrato C 18 e PTFE apresentaram bons rendimentos na pré-
concentragéao (> 70%), porém, o PS apresentou o melhor rendimento (préximo a
100%). Além disso, entre os substratos avaliados o PS permitiu 0 maior numero
de anadlises, onde somente ao término de 50 procedimentos o polimero nao
adsorvia mais os analitos com a mesma intensidade, devido provavelmente ao
longo tempo de contato com o eluente (ACN) utilizado. Por este motivo, entre os
polimeros estudados, o PS foi escolhido como a melhor FE para o sistema, sendo
que, foi capaz de reter os analitos a partir de concentragdes da ordem de 1ug L™
A forga ibnica nao foi o fator determinante no processo de adsorgdo. Como se
observa, (tabela 27) para forgas ibnicas variando amplamente rendimentos
semelhantes foram obtidos para cada coluna. Com relagdo aos substratos SAX e
Cyano, devido a polaridade destes e a baixa polaridade dos analitos, os menores
rendimentos foram observados inclusive a partir dos meios com as forgas ibnicas

mais altas.
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Tabela 27: Rendimentos (%) obtidos através da pré-concentracdo de tiotriazinas nas fases
estacionarias estudadas com diferentes forgas idnicas. Concentracdo da solugao

original: 10 ug L. Volume de amostra: 25 mL. Fator de pré-concentragao: 8,33.

Fase Estacionaria Extracdo Rendimentos (%)
p=0,01 p=0,64 p=2,10 p=4,20
C18 79,0 79,5 79,7 80,0
PE 59,5 60,0 61,0 61,0
PS 94,0 95,0 96,0 96,0
PTFE 71,9 72,3 72,8 73,0
SAX 17,0 17,8 17,8 18,0
Cyano 55,9 56,7 56,9 57,0

Antes de cada pré-concentracdo as colunas foram submetidas a um
processo de condicionamento que consistia em lavar o polimero com o auxilio de
uma bomba peristaltica forcando a passagem de 30 mL de agua ultra pura, sob
um fluxo de 5,0 mL min™”. Em seguida, a FE era lavada com 13 mL de ACN, sob
um fluxo de 1,0 mL min™ e por fim utilizando um fluxo de 5,0 mL min” foram
passados mais 30 mL de agua, concluindo assim o condicionamento dos sistemas
de pré-concentragao.

Plasencia e colaboradores [126] relatam a pré-concentragcdo de tiotriazinas
em colunas de PS. Neste trabalho os pesquisadores utilizaram este substrato para
pré-concentrar espécies organicas presentes em amostras aquosas para
subsequente quantificacdo. No presente trabalho foi possivel pré-concentrar
solugbes com até 1 ug L' de ametrina, enquanto que o trabalho proposto por
Plasencia et al pré-concentrou solugdes do herbicida a partir de 16 pg L7,

utilizando o mesmo polimero para a pré concentragao.
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4.5.4 PS como substrato para pré-concentracao de ametrina e ETU

Considerando que o PS apresentou melhores resultados no processo de
extracdo dos analitos a partir dos meios com as diferentes polaridades
investigadas, avaliou-se a influéncia do fluxo no sistema de pré-concentragao.
Fluxos entre 3,0 e 0,8 mL min" foram utilizados nos processos de pré-
concentragéo e eluicdo. A forma mais conveniente para a avaliagdo deste fator foi
a analise do espectro da solugéo antes e apds a passagem pela coluna. Optou-se
por uma avaliagado do espectro no lugar de um unico comprimento de onda para
que eventuais deslocamentos de bandas pudessem ser observados. Para fluxos
de 3,0 a 1,2 mL min™' os espectros obtidos para solugdo antes e apds a passagem
pela coluna ndo mostraram variagdes significativas de modo que uma baixa
eficiéncia na adsorg¢ao ocorreu nestas condigdes. Estes resultados foram similares
para ametrina e ETU a partir de meios com forcas ibnicas variando entre 0,01 e
4,20. Para fluxos de 1,0 ou 0,8 mL min'1, a adsorgao dos analitos foi total de modo
que os espectros das solugdes que passaram pela coluna ndo mostraram
qualquer sinal caracteristico das espécies investigadas. A figura 23 apresenta os
espectros de solugdes 30 g L' de ametrina apés a passagem por colunas de PS
com fluxos de 3,0; 1,8: 1,2 e 1,0 mL min™ (curvas A - D, respectivamente). Para
ETU comportamento semelhante foi observado. Comparando os espectros
mostrados na figura 23 com os espectros das solug¢des originais (sem a passagem
pela coluna de PS) pode-se calcular rendimentos de retengdo na coluna inferiores
a 5% para os fluxos de 3,0 e 1,8 mL min™'. Para o fluxo de 1,2 mL min™" a diferenca
entre os espectros indica rendimentos melhores, porém somente para fluxos de 1
mL min” observou-se a supressdo completa dos espectros dos analitos apds a

passagem pela coluna de PS.
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A: fluxo de 3,0 mL min."!
A B: fluxo de 1,8 mL min.!
C: fluxo de 1,2 mL min.
0,20 D: fluxo de 1,0 mL min."
0,10
0,05+
0,01 C
D
T T T T T
280 290 300 310 320 A(nm)

Figura 23: Espectros obtidos com diferentes fluxos investigados para extracdo de ametrina.

Concentragédo: 30 ug L™. Volume: 25 mL.

Considerando que a aplicacdo mais importante da determinacdo das
tiotriazinas ou ETU relaciona-se a quantificacdo em meios de alta forga i6nica e
dentre estes os mais relevantes sao os concentrados salinos para hemodialise,
aplicou-se a metodologia a quantificagcdo destas espécies em solugdes artificiais
de concentrados salinos. Desta forma, solugdes com a forga ibnica maxima (U=
4,20) foram contaminadas com quantidades variaveis de ETU ou ametrina e a
seguir estas espécies foram quantificadas por espectrofometria apods pré-
concentragdo nas colunas de PS. Para estes ensaios solu¢des salinas de volumes
crescentes (25 a 100 mL) foram adicionadas de 0,1 ou 1 pg de ametrina ou ETU
formando solugdes com concentragdes entre 1,0 ug L' e 40 Mg L. Estas solugdes
passaram pela coluna de PS e a seguir os analitos (separadamente) foram eluidos
com 3 mL de ACN. A figura 24 mostra os espectros obtidos para a solugao de 100
mL adicionada de 0,1 ug de ametrina formando uma solugéo de 1 ug L. A curva
A mostra o espectro da solugcdo antes do processo de pré-concentracdo e a curva

B apds a eluicdo. Neste caso, um fator de pré-concentragao de 33,3 vezes pode
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ser calculado e os valores de absorvancia estdo de acordo com o fator indicado.

Para ETU comportamento semelhante foi observado.

A
03 — B
02 L
01 +
A
- N
[ [ [ [ [
270 280 290 300 310 A (nm)

Figura 24: Espectros de ametrina em solugéo salina com fator de pré-concentracdo de 33 vezes.
Curva A: espectro sem a pré-concentragdo. Curva B: espectro apés a pré-

concentragao. Concentragdo da amostra A: 1 ug L.
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4.5.5 Curvas Analiticas para tiotriazinas e ETU

4.5.5.1 Tiotriazinas em meio aquoso (u= 0,01) sem pré-concentragao

As curvas analiticas para as tiotriazinas em meio aquoso (sem a adi¢gao dos
sais, u= 0,01) foram construidas no comprimento de onda de absorvancia maxima
(A= 225 nm). A figura 25 registra cinco espectros referentes as solugbes de 5, 10,
20, 30 e 40 pg L™ de ametrina. A sensibilidade do método espectrofotométrico
permite a obtencdo de curvas analiticas com bons coeficientes de correlagao
linear (r > 0,99) para concentragdes de 5 ug L”. Considerando as curvas
apresentadas na figura 25 a curva analitica (inser¢do) ilustra a boa linearidade
obtida.

A
5 A=225nm
0,15 |
4
0,10 3
A 2
0,05
1
0,157
0,124
T T T
20 30 40 ugL-
0,087 Concentragéo
0,06 —
0,04 —
0,02+
I I I i i I
200 210 220 240 260 280 A(nm)

Figura 25: Espectros da curva analitica de ametrina em meio aquoso com padrdes de 5, 10, 20, 30,

40 ug L. (Curva de 1 a 5, respectivamente).
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4.5.5.2 ETU em meio aquoso (u= 0,01) sem pré-concentragao

A determinacao espectrofotométrica proposta neste sistema para ETU em
meio aquoso (u= 0,01) permitiu construir curvas analiticas em uma faixa de
concentracdo de 5 a 80 ug L™'. Em concentragdes iguais a 5 pg L™ o espectro da
ETU tem uma forma de banda que se estende de 210 nm a 230 nm (curva A da
figura 26), enquanto que, em concentracdes maiores, a partir de 40 pug L™ (curva
B) observa-se que o sinal espectrofotométrico da ETU passa a ter uma forma

espectral mais bem definida com absorvancia maxima em A= 230 nm.

A
B
0,30 —
0,20
0,10
A
0y03 n /\/\_’
I I I I
210 220 230 240 A (nm)

Figura 26: Espectro de ETU em meio aquoso (u= 0,01). Curva A: 5 ug L™. Curva B: 40 ug
L.

A curva analitica para a espécie foi construida com concentragdes de 5, 10,
20, 40 e 80 pg L' em meio aquoso em um comprimento de onda maximo de 230
nm, onde a ETU apresentou maior absorvancia. Desta forma, foi possivel obter

coeficientes de correlagao linear para os cinco pontos da curva de 0,9708.
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4.5.5.3 Tiotriazinas e ETU em meio salino (0,01 < p < 4,20) sem pré-

concentragao

As curvas analiticas para as tiotriazinas em meio salino foram feitas com
forgas i6nicas variando de 0,01 a 4,20. Nenhuma diferenga importante foi
observada nos sinais de absorvancia em relagao as diferentes forgas idnicas das
solucdes. Além disso, foi possivel construir as curvas partindo de solugdes com
concentracdes de 1 ug L™ de ametrina. Na presenca de forcas idnicas maiores do
que 0,01 (meios salinos testados), concentragdes menores do que em agua pura
(u= 0,01) puderam ser determinadas por espectrofotometria. Em relacdo aos
valores de Amax (225 nm para ametrina e 230 nm para ETU) ndo foram observadas
variagdes em funcao da forga ibnica do meio. A figura 27 mostra os espectros de
ametrina em meio a uma solugao salina com y= 4,20 onde as curvas 1 a 5
representam os padrdes da tiotriazina com concentragcdes na faixa de 100 a 500
ng L7, respectivamente. Neste meio a faixa linear para a determinagdo de

ametrina varia de 1 a 500 pg L™
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Figura 27: Espectros de ametrina em meio salino (u= 4,20) utilizando padrées de 100, 200, 300,
400, 500 pg L. (Curva 1 a 5, respectivamente). A= 225 nm. rs= 0,9970.
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A construcao das curvas analiticas para ETU no meio salino também foi feita
utilizando diferentes forgas ibnicas e tal como para as tiotriazinas néo se observou
mudanc¢a no comportamento das espécies em relacdo ao meio salino. O espectro
da ETU apresentou absortividade molar maxima em A= 230 nm. A figura 28
apresenta cinco espectros de ETU no meio salino com p= 4,20, utilizando
concentracdes de 50, 100, 200, 300 e 400 pg L™ para os espectros de 1 a 5,
respectivamente. Para a faixa de concentragdo de 50 ug L' a 400 Mg L' a
calibragdo mostrou ser linear onde coeficientes de correlagdo linear para cinco
pontos da curva de rs= 0,9932 foram obtidos. Para concentragdes mais baixas na
faixa de 5 a 80 pg L™ a calibragdo ainda mostrou-se linear, obtendo-se, no

entanto, um coeficiente de correlagao de 0,9619.

0,8

0,2

T T T T T T
210 220 230 240 250 260 A(nm)

Figura 28: Espectros de ETU no meio salino (u= 4,20) com concentragdes de 50, 100, 200, 300 e
400 ug L’ para os pontos de 1 a 5, respectivamente. A= 230 nm. rs= 0,9932.
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4.5.5.4 Tiotriazinas e ETU em meios com 0,01 < p < 4,20, apés pré-

concentragao em colunas de PS

A pré-concentracdo de tiotriazinas e ETU em colunas de PS foi realizada
apos condicionamento prévio do polimero (conforme descrito anteriormente). A
construcado das curvas analiticas para as tiotriazinas utilizaram amostras com 25
mL das solugdes salinas (com diferentes forgas ibnicas) contaminadas com
ametrina de maneira a formar solucdes com 1, 3, 5 ug L™ deste analito. Estas
solugdes foram passadas pela coluna de PS e o analito retido no polimero foi
eluido com 3 mL de ACN para subsequente determinacao por Espectrofotometria
Molecular UV/Vis. Nestas condi¢des, o fator de pré-concentracdo foi de 8,33. A
tabela 28 apresenta os coeficientes de correlagao linear para 3 e 4 pontos para

curvas analiticas com 3 ou 4 pontos apos o procedimento de pré-concentragao.

Tabela 28: Pré-concentragao de ametrina em colunas de PS utilizando meio salino com p= 4,20.

Adeteccao= 290 nm. Fator de pré-concentragdo: 8,33. Volume de amostra: 25 mL.

Antes da pré-concentracio ApOs a pré-concentracao

1 pg L™ 8,3 ug L™
3ug L’ 24,9 ug L™
5ug L 41,5 g L™
7 ug L™ 58,1 ug L™

Comparando as medidas em meio aquoso (u= 0,01) figura 25 e meio salino
(u= 4,20) figura 27, observa-se no segundo um comportamento Gaussiano mais
tipico. A forgca ibnica do meio salino favorece a adsorgéao dos analitos na coluna de
PS. O espectro dos analitos gerado ap6s a pré-concentragdo sofre um
deslocamento de 225 nm para 290 nm. A figura 29 apresenta os espectros
utilizados na construgao da curva analitica para ametrina em solugdes salinas com
forca idnica 4,20 apos pré-concentracdo em colunas de PS. Para concentracdes

iniciais de 1, 3, e 5 ug L (curvas A a C) ap06s a pré-concentragao a solugao do



115

eluido passa a ter as concentracdes de 8,3; 24,9 e 41,5 ug L™ que podem ser
observadas nos espectros de A a C da figura 29. O coeficiente de correlagéo

linear para os trés pontos da curva foi 0,9922.

0,3
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Figura 29: Espectros de ametrina no meio salino, pré-concentrada em coluna de PS.
Concentragbes de 8,3 pg L™, 24,9 ug L' e 41,5 ug L para as curvas A, B e C,

respectivamente. Ageteccao= 290 nm. rs= 0,9922.

Os mesmos ensaios espectrofotométricos foram realizados para ETU, que

mostrou um comportamento semelhante ao da ametrina conforme a tabela 29.

Tabela 29: Pré-concentragdo de ETU em colunas de PS utilizando meio salino com p= 4,20.

Adeteccao= 295 nm. Fator de pré-concentragdo: 8,33. Volume de amostra: 25 mL

Antes da pré-concentracio Apods a pré-concentragao
1 g L™ 8.3 ug L’
3ug L’ 249 pg L™
5ug L’ 415pug L™

A curva analitica para ETU apresentou boa correlagao linear (0,9661) para

trés pontos, na mesma faixa de concentragdo utilizada para ametrina. Os
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espectros foram obtidos apds a pré-concentracdo e podem ser observados na
figura 30. Da mesma forma que para a ametrina com a ETU observou-se também
um deslocamento do comprimento de onda maximo de 230 nm para 295 nm. Se
compararmos os espectros de ETU com a ametrina nas mesmas condi¢cbes de
pré-concentragcdo do sistema percebe-se valores de absorvancia levemente
superiores para ETU, porém a ametrina mostra espectros mais bem definidos em
concentracdes baixas. Observou-se também que mesmo existindo uma diferenga

no Amax. da ametrina em relagéo a ETU, nao foi investigada a especiagao.

Para o calculo LD adotou-se o mesmo procedimento utilizado para ametrina

e o valor obtido foi de 0,113 pg L™

0,4

0,3

0,2

0,17

T T T T T T T
290 295 300 305 310 315 320 A(nm)

Figura 30: Espectros de ETU no meio salino, pré-concentrado em coluna de PS, utilizando padrdes
de8,3ugL”, 249 ugL" 41,5 ug L™ Ageteccao= 295 nm.

Neste trabalho investigou-se a determinagao de ETU e ametrina em solugdes
salinas com forga idnica igual ao concentrado salino para hemodialise (u= 4,20) e
forcas ibnicas menores. Dentre as forgas ibnicas investigadas utilizou-se y= 0,68
que corresponde a forga ibnica da agua do mar e a metade e a quarta parte desse

valor. Nestes ensaios observou-se que o comportamento dos analitos frente ao
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processo de pré-concentracdo e a determinacdo espectrofotométrica néao

apresentou variagdes significativas.

A revisao de Biziuk e colaboradores [21] sobre a determinacao de herbicidas
em amostras aquosas e salinas (agua do mar) salientam a eficiéncia da
Espectrofotometria UV/Vis na deteccdo de herbicidas incluindo as tiotriazinas,
devido ao fato destas substancias fazerem parte de um dos maiores grupos de
poluentes aquaticos e serem soluveis em agua. Os pesquisadores de acordo com
o presente trabalho, fazem uso de colunas de PS devido a sua capacidade de pré-
concentragdo para determinacdo das espécies, ja que estes analitos sao

encontrados em amostras aquosas normalmente em baixas concentragdes.

Martinez et al [124] desenvolveram um método para determinagdo de
herbicidas em amostras aquosas utilizando a extracdo fase sodlida com varios
polimeros para comparar a eficiéncia na pré-concentracdo e a extragcdo dos
analitos, para isso, os autores selecionaram resinas com Silica, C 18 e PS. A pré-
concentracdo e determinacdo das espécies com PS proposta pelos
pesquisadores, tal como no presente trabalho, mostrou-se adequada para os
analitos investigados. A revisdo de Balinova [157], também estudou o
comportamento de polimeros na pré-concentracdo em fluxo de tiotriazinas em
amostras aquosas. Antes do procedimento de pré-concentragao das espécies, 0s
polimeros investigados foram previamente condicionados com a fase movel mais
adequada para cada substrato utilizando as condicdes ideais de fluxo para o
sistema. Balinova apresenta o PS como uma alternativa as colunas C18 para a
adsorgao de compostos pouco polares como os analitos em estudo no presente
trabalho. Nos ensaios comparativos de pré-concentracéo utilizando colunas C18 e
PS, Balinova encontrou valores de LD baixos para os substratos, porém, segundo
a autora o PS também oferece a vantagem de ser mais eficiente diante de

matrizes aquosas mais complexas.
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4.6 Difusao de analitos através de membranas

No presente trabalho foi investigada a difusdo de ETU através de
membranas em meio salino. Considerando que uma membrana pode ser definida
como uma barreira seletiva entre duas fases através da qual a matéria pode ser
transportada de uma fase a outra, analitos como aqueles investigados neste
trabalho podem ter seus processos de difusdo condicionados tanto pelas
membranas quanto pelo meio onde eles se encontram. No contexto do presente
trabalho, processos de difusdao importantes sido aqueles relacionados a
hemodidlise onde as membranas sdo normalmente fabricadas a base de
polissulfonas ou celulose e idealmente devem permitir apenas a depuragao das
toxinas que os rins ndo conseguiram eliminar. O transporte através de membranas
ocorre fundamentalmente devido a trés fatores que podem atuar isoladamente ou
nao; a diferenca de concentragdo, a diferenca de potencial elétrico ou ainda a
diferenca de pressao. Além destes aspectos, a eficiéncia da dialise depende ainda
da presengca de adsorcdoes especificas de determinadas espécies sobre a
membrana e de interagdes hidrofébicas entre a membrana e a solugéo de dialise.
Embora, este ultimo aspecto ndo seja ainda bem entendido. Como se observa
existem muitos fatores que poderiam justificar a difusdo de espécies organicas e
derivados destas espécies através das membranas de hemodidlise com a
consequente contaminacao dos pacientes de forma predominantemente crénica.
No presente trabalho, ensaios preliminares da difusdo de ETU através de
membranas mostraram que a permeabilidade de materiais como polissulfonas e
celulose era muito alta de modo que membranas com permeabilidade mais baixa
como o PTFE tornam-se mais adequadas ao estudo da influéncia da forca ibnica
do meio na permeacéo dos analitos. A membrana de PTFE foi escolhida para o
estudo considerando que se as espécies passam pela estrutura de PTFE
passariam com maior facilidade pelas membranas de hemodialise devido a sua
estrutura. Desta forma, o PTFE foi tratado como uma situagao limite em relacéo a

difusao.
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4.6.1 Investigacao da difusao

Embora neste trabalho tenham sido investigados os comportamentos de
algumas tiotriazinas e ETU, para os estudos de difusdo a ETU foi o foco principal
considerando seu peso molecular menor e estrutura mais simples em comparag¢ao
as tiotriazinas. Previamente aos ensaios de difusdo investigou-se a vazao ideal
das solugbes para o sistema e foi possivel observar que utilizando vazbdes
menores ou iguais a 1 mL min.', as taxas de difusdo do analito foram
semelhantes, enquanto que ao utilizar vazées mais altas como 2 mL min.”, a taxa
de difusdo diminuiu porque diminuiu também o tempo de contato entre as
solucbes doadora e aceptora. De acordo com o monitoramento

' foi

espectrofotométrico do parametro investigado, a vaz&d&o de 1 mL min.
considerada mais adequada para o sistema por permitir no menor tempo possivel
a avaliagao da difusdo de ETU através da membrana de PTFE.

Os ensaios de difusdao foram realizados visando avaliar a difusdao das
espécies em meios salinos com forgas ibnicas variando de 0,01 a 4,20. Os
ensaios de difusdo originalmente foram realizados partindo de solu¢gdes de 5 mg L
' de ETU (solugdo doadora), onde nido foi possivel observar o sinal
espectrofotométrico caracteristico, entdo utilizou-se uma solugédo de 10 mg L
para observar se as espécies que passam pela membrana formam uma
concentracdo minima detectavel por espectrofotometria molecular. Nestas
condicdes o espectro da ETU pbde ser visualizado indicando a difusdo da espécie
pela membrana de PTFE através do monitoramento da solugdo aceptora do

sistema.
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4.6.2 Difusao de ETU através de membrana de PTFE em meios com

diferentes forgas ionicas

Neste sistema foi utilizado o mesmo fluxo para a solugado doadora e aceptora
de 1 mL min.”'. Em todos os casos recolheu-se uma aliquota das solugdes para
analise por espectrofotometria molecular. Pela comparagao dos espectros obtidos
foi possivel calcular as taxas de difusdo da espécie. Desta maneira, o processo de
difusdo ficou condicionado a dois tipos de difusdo, aquele sem a adigdo de sal (u=
0,01) e as determinagdes onde a forga ibnica variou de valores superiores a 0,01
até 4,20. Assim sendo, pode-se dividir em dois grupos, o primeiro onde a difusdo
em agua pura ndo ocorreu, enquanto que no segundo grupo independentemente
das forgas ibnicas taxas de difusao de 1,5 a 2,5% foram observadas. Na tabela 30
estdo apresentados os valores referentes a difusdo de ETU utilizando a maxima
forca idnica investigada (4,20), onde a diferenga de absorvancia entre os
espectros das solugdes doadora e aceptora esta representada na tabela abaixo
indicando a quantidade da espécie que passou pela membrana de PTFE.
Percentuais de difusdo encontrados para ETU estao representados na tabela no
sentido do contra fluxo das solugdes, sugerindo, desta forma, que os percentuais

de difusdo variaram de 1,5% a 2,5%.

Tabela 30: Difusdo de ETU em meio salino através de membrana de PTFE. Fluxo do sistema: 1 mL
min.". A getecgao= 230 nm. u= 4,20.

ETU (solugao doadora) ETU (solugao aceptora) Difusao
(Absorvancia) (Absorvancia) (%)
1,4648 1,4326 2,19
1,4280 1,4055 1,57

1,6399 1,5988 2,50




121

A partir de u= 0,16 observou-se que a porcentagem de difusdo ndo dependia
da forga ibnica do meio, indicando que tendo uma forga ibnica minima o efeito
salting out provoca a passagem do analito pouco polar através da membrana de
PTFE.

A solubilidade é inversamente proporcional ao coeficiente de atividade das
espécies organicas em solucao e conforme ja descrito neste trabalho a constante
dielétrica dos solventes mostrou forte influéncia na solubilidade dos analitos
organicos. Como um dos aspectos investigados neste trabalho foi a difusdo de
espécies organicas através de membranas, o efeito salting out gerado a partir de
solugcdes com diferentes solugdes salinas deve também ser avaliado. Este efeito é
também usado para facilitar a separacdo de compostos organicos em solugdes
aquosas.

A revisdo de Xie, Shiu e Mackay [158] compara a solubilidade de compostos
organicos em matrizes salinas (agua do mar natural e artificial). Segundo os
autores a presenca de eletrdlitos (sais) em solugdes aquosas modifica a
solubilidade e propriedades de compostos organicos em agua, promovendo o

efeito “salting out” que é definido pela equagao:

log (Y/Y0) = log (So/S) =Ks . Cs
onde

Yo e Y sao os coeficientes de atividade dos solutos organicos em agua e em
solugdes salinas, respectivamente, So e S sdo as solubilidades do soluto em agua
e solucdes salinas respectivamente, Ks é a constante salting out e Cs (mol L") é a
concentracido molar da solugao salina.

Embora neste trabalho ndo foi medido o valor desta constante, observa-se
que mesmo mudando a forga ibnica do meio num intervalo de 0,01 a 4,20 o
incremento da difusdo mostrava-se mais ou menos constante, ou seja, o0 meio néo
mostrou um incremento significativo da difusdo, embora tenha sido

significativamente maior do que o efeito salting out, porém, os valores da
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constante provavelmente nao discrimina entre as taxas de difusdo para o intervalo
de forca idnica investigado. O fenbmeno ocorre porque as espécies dissolvidas em
agua sao mais ordenadas e compressiveis, enquanto que, se estas espécies
estiverem presentes em solucdes fortemente salinas a alta forga iGnica do meio

“‘expulsa” para um meio de forga ibnica menor, promovendo o efeito “salting out”.



5 - SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Os métodos eletroanaliticos permitem investigar o comportamento de
espécies em diferentes meios salinos utilizando diferentes eletrodos de trabalho.
Em razdo disso, como sugestdo para trabalhos futuros pode-se investigar o
comportamento de novos eletrodos de trabalho com eletrodeposigao ou ndo de Hg
sobre a superficie do eletrodo em meios com diferentes forgas ibnicas. Além disso,
novas células eletroquimicas também poderao ser desenvolvidas com diferentes

formatos visando melhorar o tempo de analise para sistemas on line.



6 — CONCLUSOES

No presente trabalho utilizou-se trés técnicas eletroquimicas coulometria,
amperometria e voltametria para estudar e comparar o comportamento de
algumas tiotriazinas e também de um subproduto de degradacdo dos EBDCs
(ETU). Os eletrodos investigados tanto em medidas on line quanto off line foram
eletrodos de cobre modificado, eletrodo de CVR modificado ou n&o e eletrodos de
Hg e Au.

Os resultados obtidos com a coulometria mostraram-se pouco sensiveis,
tanto no sistema on line quanto no sistema off line, de acordo com a tabela 31.
Quando os analitos sdo quantificados no sistema on line proposto, o LD aumenta
de 5 mg L™ para 50 mg L™ se compararmos com o sistema off line nas mesmas
condicdes de analise. Neste sistema o LD foi 10 vezes maior que no sistema off
line, devido ao fluxo e ao fato do analito nao ter total contato com a superficie do
eletrodo de trabalho, gerando uma eletrolise parcial. Assim, o sistema em fluxo
proposto neste trabalho construido para determinacdo de tiotriazinas também
apresenta rendimentos pouco constantes na eletrdlise, comprometendo, desta
forma, a correlagado linear nos procedimentos de calibracdo. As determinagdes
foram feitas em meios acido (pH= 4,0) e alcalino (pH= 9,0) ndo se observando
diferencas significativas nos valores calculados de LD. A coulometria utiliza
eletrodos de trabalho com grandes &areas superficiais, mas apresenta uma
importante desvantagem na sensibilidade devido a altas cargas geradas pelos
eletrdlitos principalmente nos meios salinos investigados neste trabalho (fluidos
para hemodialise).

Os ensaios amperométricos utilizaram como eletrodo de trabalho um
eletrodo de CVR no sistema on line para a determinacao de tiotriazinas. O
comportamento amperométrico das tiotriazinas mostrou-se muito diferente do
comportamento coulométrico. A amperometria permite determinar baixas
quantidades dos analitos e utiliza eletrodos com pequenas areas superficiais,

minimizando as interferéncias dos eletrdlitos. O sistema amperométrico proposto
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apresentou melhor sensibilidade para as tiotriazinas onde foi possivel determinar
solugdes com concentracdes de até 1 ug L7 utilizando como eletrdlito uma
solucao acida ou ACN. Em meio salino nao foi possivel detectar as tiotriazinas em
estudo, devido ao aumento progressivo da linha de base, inviabilizando o sistema.

A voltametria utilizou eletrodo sélido (Au) e liquido (Hg) na determinagéo de
tiotriazinas e ETU em meios acido, alcalino com diferentes forcas ibnicas. O
sistema voltamétrico off line com eletrodo de Hg determinou os analitos em
concentragbes com até 1,3 nug L™" nas melhores condicdes do sistema, podendo
sofrer a interferéncia de Zn e também de alguns compostos organicos que
possam estar presentes no meio de analise. Comparando o comportamento dos
analitos em relagéo ao eletrodo de trabalho de Hg e de Au, percebe-se que de
acordo com a tabela 31 o LD encontrado no sistema que utilizou eletrodo de Au,
foi maior do que no sistema que utilizou o eletrodo de Hg.

Os trés sistemas mostraram diferengas expressivas nos LD, nem todos
foram adequados a solugdes com forgas iGnicas altas (amperometria) e com
relagdo aos tempos de analise as medidas coulométricas foram mais demoradas
(apesar do trabalho ter sido conduzido sem a conversdao completa dos analitos
nos eletrodos, tempo: 3 minutos).

Como uma alternativa para melhorar a sensibilidade do sistema investigou-
se a pré-concentracdo dos analitos em colunas de PS para posterior
determinacao utilizando as técnicas eletroquimicas citadas no presente trabalho.

Dentre as colunas investigadas neste trabalho aquela com PS foi o
adsorvente que apresentou os melhores rendimentos na extracdo das espécies
estudadas, além disso, a pré-coluna foi reutilizada por aproximadamente 50
procedimentos de pré-concentragcdo e extracdo, enquanto que outras colunas
comerciais sao descartaveis.

Em relagdo ao estudo de difusdo verificou-se que a difusdo de ETU proposta
neste trabalho através da membrana de PTFE ocorreu numa faixa de 1,5% a
2,5%. Estes indices sdo considerados relativamente altos, ja que, se esta

contaminagao estiver presente na agua utilizada na hemodialise passaria uma
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quantidade bem maior da espécie devido a estrutura da membrana de

hemodialise.



Tabela 31: Comparativo entre os resultados obtidos entre os métodos eletroanaliticos utilizados no presente trabalho.
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Técnica Eletrodo Sistema Meio Tempo de eletrdlise Analito LD
Coulometria Fio de cobre/Hg offline  acido/alcalino 3 minutos Tiotriazinas 5mg L
CVR/Hg offline  &cido 3 minutos Tiotriazinas 10mg L™
CVR/Hg off ine  &cido 3 minutos ETU 0,5mgL™”
Fio de cobre/Hg off line salino 3 minutos Tiotriazinas 3,8mglL’
Fio de cobre/Hg offline  salino 3 minutos ETU 76mglL’
Fio de cobre/Hg online  acido/alcalino 2 minutos Tiotriazinas 50 mg L™
Amperometria CVR online  acido/ACN 30 segundos  Tiotriazinas 1 ug L™
Voltametria Hg off line acido 1 minuto Tiotriazinas 2,2 ug L
Hg off line salino 1 minuto Tiotriazinas 10 ug L
Hg offline  alcalino 2 minutos ETU 1,3 ug L™
Au offline  alcalino 2 minutos Tiotriazinas 15 ug L
Au offline  &cido 2 minutos ETU 5ug L’
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8 - APENDICES
Apéndice 01

- Ametrina

2-etilamina-4-isopropilamina-6-metiltio-1,3,5-triazina
Pureza: 98,2%

Peso Molecular: 227,2 g

Sigma-Aldrich, Alemanha.

- Desmetrina

2-isopropilamina-4-metilamina-6-metiltio-1,3,5-triazina
Pureza: 98,1%

Peso Molecular: 213,1 g

Sigma-Aldrich, Alemanha.

- Prometrina

2-diisopropilamina-6-metiltio-1,3,5-triazina
Pureza: 99,7%

Peso Molecular: 241,2 g

Sigma-Aldrich, Alemanha.

- Terbutrina

2-t-butilamina-4-etilamina-6-metiltio-1,3,5-triazina
Pureza: 98,7%

Peso Molecular: 241,2 g

Sigma-Aldrich, Alemanha.

- Etilenotiourea (ETU)
Pureza: > 98%
Peso Molecular: 102,16 g
Marca: Merck.
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Apéndice 02

- SAX

Bond Elut Analytichem
500 mg

-C18

Bakerbond spe ™
500 mg

- Cyano

J. T. Baker spe
500 mg

- Polietileno (PE)

Marca: Aldrich

Granulometria: 25 um

Polyethylene, ultra high molecular weight surface-modified
500 mg

- Poliestireno (PS)

Marca: Aldrich
20-60 mesh polystyrene resin high surface area of 725 m?/g
500 mg

- Politetrafluoretileno (PTFE)

Marca: Alltech

T-PORT-F

Granulometria: 150-180 pm.
500 mg
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