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Resumo

O molinato é um herbicida selectivo da familia dos tiocarbamatos mundialmente
utilizado na eliminagdo selectiva de ervas daninhas que atacam a cultura de arroz. Devido
a sua aplicagio intensiva nos ultimos anos, ¢ frequentemente detectado em aguas
superficiais e subterrineas.

Este trabalho teve como objectivo desenvolver uma metodologia analitica
alternativa para o doseamento de molinato ao longo de um processo de biodegradagdo
efectuado por um consércio bacteriano. Para isso, fez-se o estudo do comportamento
electroquimico na zona da oxidago e da redugdo do molinato, utilizando-se um eléctrodo
de carbono vitreo e um eléctrodo de mercurio de gota suspensa, respectivamente.

O estudo da oxidacdo do molinato foi efectuado usando como electrdlito de
suporte meio de cultura e meio organico, acetonitrilo/perclorato de sodio (0,1 mol LY.

Utilizando meio de cultura, fez-se o estudo da influéncia do pH no pico de
oxidagdo deste pesticida, e dos processos que ocorrem no eléctrodo.

A reduciio do molinato num eléctrodo de mercirio foi efectuada utilizando-se
meio de cultura como electrdlito de suporte, optimizadas as condi¢des de andlise em
eléctrodo de mercirio e recorrendo a voltametria de onda quadrada, desenvolveu-se uma
metodologia analitica alternativa para o doseamento de molinato ao longo de um
processo de biodegradagdo efectuado por um cons()rcié bacteriano.

Os resultados obtidos por esta metodologia voltamétrica proposta foram
comparados com os obtidos pelo método de comparagio (HPLC) demonstrando-se néo

existirem diferengas significativas sob o ponto de vista estatistico.
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Abstract

Molinate is a selective thiocarbamate herbicide used worldwide for the selective
elimination of weed in rice cultures. Due to its intensive application in recent years, it is
frequently detected in superficial and underground waters.

The aim of this work was the development of an alternative analytical
methodology for the determination of molinate during a biodegradation process carried
out by a microbial consortium.

Electrochemical oxidation and reduction studies of molinate, using a glassy
carbon and an hanging mercury drop electrode, respectively, ware attending.

The oxidation study of molinate was performed using culture medium and organic
solution, acetonitrile/sodium perchlorate (0.1 mol L), as supporting electrolyte solution.

Using the culture medium, the effect of the pH on the oxidation peak of this
pesticide and the electrode processes were studied.

The reduction of molinate at the mercury electrode was carried out using culture
medium as supporting electrolyte. After the optimisation of experimental conditions an
alternative methodology was developed. It was applied for the determinations of molinate
during a biodegradation process carried out by a bacterium consortium.

The results obtained by this proposed voltammetric methodology were compared
with those supplied by another method (HPLC) showing no significant differences

concerning the statistic point of view.
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Résumé

Le molinate est un herbicide sélectif mondialement utilisé dans I’élimination des
herbes nuisibles qui attaquéﬁt les riziéres. Malheureusement comme cet herbiCi‘dév a été
intensément utilisé pendant ces derniéres années, il est facilement détecté dans les ‘eaux
superficielles et souterraines. -

Ce travail a eu comme objectif développer une méthodologie analy'tiQﬁe
alternative pour le dosage du molinate au long d"un processus de biodégradation effectué
par un organisme bactérien.

Dans ce travail on a fait ’étude du comportement electrochimique dans la zone de'
l'oxydation et de la réduction du molinate en utilisant une électrode en carbone ‘Vitfé, 'et.'
une électrode en mercure de goutte suspendue, respectivement.

L’étude de I'oxydation du molinate a été effectuée en utilisant comme electrolite
de support moyen de culture et moyen organique.

En utilisant le moyen de culture, on a fait I’étude de I'influence du pH dans le
maximum de I'oxydation de ce pesticide, et des processus qui surviennent sur Pélectrode.

La réduction du molinate dans une électrode de mercure a été effectuée en
utilisant le moyen de culture comme électrolyte de support.

En optimisant les conditions d’analyse dans une é€lectrode de mercure et ayant
recours 4 la voltametrie d’onde carrée, on a développé une méthodologie analytique
alternative pour le dosage du molinate au long d’un processus de biodégradation effectué
par un consortium bacterien.

_ Les résultats obtenus par cette méthodologie voltamétrique ont été comparé avec
ceux obtenus par la méthode de comparation (HPLC) et ils démontrent qu’il n’existe pas

de différence significatives du point de vue statistique.
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Capitulo 1

Introducio



Introdugéo

[y

Let’s get our priorities in perspective...We must
feed ourselves and protect ourselves against the
health hazards of the Word. To do that, we must
have agricultural chemicals. Without them, the
world population will starve.
Norman E. Borlaug
1970 Novel Peace Prize

1.1 — Consumo de pesticidas

Desde sempre o Homem se viu confrontado com pragas que afectavam e
destruiam as culturas. Os primeiros relatos que descrevem estas catéstrofes aparecem na
biblia (antigo testamento), datando dessa época o uso de produtos quimicos para
combater as pestes. Por exemplo, a primeira estratégia usada para eliminar ervas
daninhas, usando para esse efeito cinza e sal, data de 1200 A.C. Homero, o poeta grego,
em 1000 A.C. fez referéncia a aplicagdo de enxofre para o controlo de pestes. Os
romanos em 100 A.C. efectuavam o controlo de ratos, ratazanas e insectos com heléboro
(erva besteira). Na China, em pleno século X utilizava-se arsénio para o controlo de
insectos. No século XVII, na América do Sul, era aplicado rotenona para paralisar peixes.
Em 1860 solugdes de cloreto de merchrio eram utilizadas para eliminar minhocas
existentes no solo (Ware, 1994). Contudo, é no século XX, precisamente em 1930, que
comeca a era dos produtos quimicos orgnicos sintéticos, os denominados Pesticidas
(Younos et al., 1988).

Pesticida é o termo vulgarmente utilizado, para fazer referéncia ao grande nimero
de produtos quimicos (cerca de 45000) usados para eiiminar, controlar ou repelir
insectos, ervas daninhas (infestantes), roedores, fungos, caracois, dcaros, peixes, térmitas
etc (Younos et al., 1988).

O uso de pesticidas sintéticos no controlo de pragas iniciou-se ap6s a Segunda
Guerra Mundial. As quantidades usadas cresceram extraordinariamente desde entdo, de
tal forma que em 1991 foram utilizadas cerca de 700000 toneladas de pesticidas na
Europa, das quais mais de 90% em terras araveis (cereais, milho, beterraba sacarina,
batatas e vegetais) e culturas permanentes (vinhas, olivais € pomares) € os restantes 10%

foram usados em pastagens (M.A., 1995).
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De acordo com a Direc¢do Geral da Protecgdo das Culturas, DGPC, o consumo
total Pesticidas em Portugal no ano de 1998 foi de cerca 14000 toneladas, sendo as
substancias mais vendidas os fungicidas, seguindo-se os herbicidas e insecticidas
conforme se representa na figura 1.1. Em Portugal as zonas onde se nota uma situagdo
mais preocupante de sobre-exploragdo e abuso de pesticidas sdo aquelas onde a densidade
populacional ¢ mais elevada e onde se pratica agricultura intensiva, como € o caso do

Algarve Litoral, Ribatejo Oeste, Aveiro e Baixo Mondego (M.A., 2000).

Outros

Fungicidas
73%

Figura 1.1 — Venda dos principais pesticidas em Portugal em 1998 (M.A., 2000).

No que respeita & comparagfo com os restantes paises europeus quanto a
utilizagio de produtos fitofarmacéuticos, em 1996 Portugal encontrava-se préximo do
valor médio europeu, com valores de 3,15 kg/ha e 3,83 kg/ha respectivamente. Ha,
contudo, que salientar que os produtos fitofarmacéuticos, sdo sobretudo, utilizados nas
culturas horto-fruticolas, de grande representatividade a nivel nacional, assim como na
vinha e nos pomares, pelo que os valores médios aplicados sdo superiores aos paises onde
domina a cultura cerealifera. Este facto contribui para a observagéo de valores superiores
aos verificados na Alemanha e na Dinamarca, mas também nitidamente inferiores aos
paises que praticam horticultura em estufa como os paises de Benelux, conforme se pode
observar na figura 1.2 (M.A., 2000).
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Finlandia
Suécia
Irlanda
Austria
Espanha
Dinamarca

Alemanha

Paises

Reino Unido
Grécia

Itélia
Franca
Portugal
Holanda

Bélgica + Luxemburgo

g% % 8% 5 @ T 8
Consumo de pesticidas (kg/ ha)
Figura 1.2 — Consumo dos principais pesticidas efectuado nos quinze paises da Unido

Europeia por area agricola em 1996 (M.A., 2000).
1.2 — Destino dos pesticidas

Apbs a sua aplicagdo as culturas, a frac¢fo do pesticida que ¢ incorporada no solo
pode ser absorvido pelas plantas, biodegradado totalmente ou parcialmente por
microrganismos dando origem a novos compostos quimicos, ou ser lixiviado através do
subsolo e contaminar 4guas subterrdneas em determinados locais (Pepper et al., 1996).
Dependendo das propriedades quimicas do pesticidas, este poderd permanecer retido no
solo, adsorvido a argilas ou lama (M.A.R.N, 1995). Uma frac¢do destes compostos sera
perdida por volatilizagdo e/ou evaporagio contaminando a atmosfera, enﬁuanto que parte
sera transportada até as 4guas superficiais, por precipitagdo e/ou escorréncias, podendo
também sofrer fotodegradag@o.

A distribuicdo do pesticida por estes varios subsistemas depende das

caracteristicas geomorfolégicas do terreno, das condigdes atmosféricas, das praticas de
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aplicacio e das caracteristicas fisico-quimicas do pesticida (Pepper et al,, 1996). Na

figura 1.3 representa-se esquematicamente os possiveis destinos dos pesticidas.

TERRESTRE

ADSORCAO SOLO PDI;(C)ISI;IT_ACAO
SEDIMENTOS A VAGEGO
LIXIVIACAO\ BIOTOPO
ESCOAMENTO
EVAPORAZACAO

VOLATILIZACAQ

AQUATICO ATMOSFERICO
AGUA
SEDIMENTOS
BIOTOPO

AR

EVAPORACAO
VOLATILIZACAO >

PRECIPITACAO
LAVAGEM

Figura 1.3 — Transferéncia dos pesticidas no meio ambiente (IARN, 1998).

Os herbicidas, denominaggo atribuida aos pesticidas cuja especificidade € eliminar
ervas daninhas dos campos de cultivo, sdo largamente utilizados na agricultura, podendo
ser usados isoladamente ou associado a fertilizantes ou outros pesticidas.

Quanto ao espectro de acgdo, os herbicidas podem ser selectivos ou ndo
selectivos. Um herbicida é selectivo quando é toxico para algumas espécies € tem pouco
ou nenhum efeito para outras espécies similares, enquanto que um pesticida ndo selectivo
ndo actua contra um unico tipo de organismo, mas quando aplicado numa cultura elimina

toda a vegetagdo ai existente.
1.3 — O molinato
Os tiocarbamatos, sdo herbicidas sistémicos e selectivos, que contém enxofre €

derivam do 4&cido tiocarbamico. Estes compostos sdo utilizados para eliminar ervas

daninhas dos campos de cultivo apresentando elevadas pressdes de vapor e portanto
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tornam-se de facil volatilizagdo (Ware, 1994). Na tabela 1.1 apresenta-se a formula

estrutural do 4cido tiocarbamico e dos diversos compostos formados a partir deste acido.

Tabela 1.1 — Composi¢io e estrutura molecular dos tiocarbamatos (Ware, 1994).

Nome .
. Nome cientifico Estrutura molecular
comercial
Acido . I
Acido tiocarbimico HS—C—NH2
tiocarbamico
0
. I e i CH2CH(CH3)
Butilato S-etildiisobutiltiocarbamato CoHs5S—C—N.
\CH,CH(CH3)2
N u
Cicloato S-etilciclohexaetiltiocarbamato CoH5 —S —C— I‘II_O
C2Hs
0]
Molinato [S-etilo-N,N-hexametileno-tiocarbamato C2H58—g—NQ
/C2H5
Tiobencarbe | S-(4-clorofenilmetil)-dietiltiocarbamato Cl—-@—H2CS—C—N
N\
C2Hs
S-propildipropiltiocarbamato I /C3H7
Vernolato C3H7S—C—N
NC3Hy
0O
EPTC S-etildipropiltiocarbamato I
CoH5S—C—N(C3H7)2
0O
e | C2H5
Pebulato S-propilbutiletiltiocarbamato C3H7S—C—N
\C4H9
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O molinato, S-etilo-N,N-hexametileno-tiocarbamato, € um herbicida selectivo,
mundialmente utilizado na eliminagio de ervas daninhas (Imai et al, 1986a)
especialmente a milhd (Echinochloa sp., Digitaria sp. € Setaria sp.), que atacam a cultura
do arroz (Zeneca, 1999). Em Portugal, este pesticida € aplicado, isolado ou associado a
outros pesticidas, em formulagdes liquidas ou granulares (Bayer, 1995), nos vales dos
rios Vouga, Mondego, Tejo, Sado e Guadiana (Machado, 1997), sendo comercializado
por viarias empresas (Herbex, Sepec, R.P. Agro, Zeneca, Bayer, Sican e Aventis). Em
1999, foram aplicados cerca de 95733 Kg de molinato nos arrozais Portugueses
(http://www.min-agricultura.pt). Anualmente sdo aplicados na Califérnia cerca de 700
toneladas deste herbicida (Cochran et al., 1997).

Ap6s ser aplicado ao campo de cultivo, quando as plantas de arroz sdo ainda
pequenas e os campos de cultivo estdo cobertos por agua, o molinato é absorvido pela
raiz da infestante, alterando o metabolismo da erva daninha, interferindo na sintese dos
lipidos e proteinas, inibindo a sua respiragdo e a fotossintese (Zeneca, 1999), evitando a
germinagdo das sementes e o crescimento dos rebentos e levando a erva daninha & morte
(Ware, 1994). Na tabela 1.2 apresentam-se algumas caracteristicas fisicas e quimicas do

molinato.

Tabela 1.2 — Propriedades fisicas e quimicas do molinato (Tomlin, 1997).

Massa molecular (g mol™) 187.3

Massa voliimica (g cm™) 1,063 (20° C)

Solubilidade em 4gua (mg L) 800 (20° C)

Pressdo de vapor (mPa) 746 (25° C)

Constante de Henry (atm mol ' m®) 1,6x10°

Adsorgdo (Koc) 190

Bioacumulagdo (Kow ) 2,88

Ponto ebuli¢do (°C) 202 (P= 10 mm Hg)
Solventes mais adequados acetona, 2-propanol, metanol

acetonitrilo, etanol, benzeno
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Estudos efectuados demonstram que as principais formas de dissipagdo do
molinato, apés a sua aplicagdo ao campo de cultivo, ¢ maioritariamente sob a forma de
evaporagio (75 a 85 %), e em pequena escala, por fotolise (5 a 10 %), adsorgdo ao solo €
biodegradagdo (5 a 10 %) (Rajagopal et al., 1984; Mabury et al., 1996; Soderquist et al.,
1997).

Como foi referido, o molinato ¢ maioritariamente dissipado sob a forma de
evaporagio. Este fenémeno ocorre em grande escala devido as propriedades fisicas €
quimicas do molinato e também devido aos extensos leng6is de 4gua que cobrem os
arrozais, que facilitam imensamente a volatilizagdo deste pesticida.

Crosby e seus colaboradores em 1983 demonstraram que o molinato ndio absorve
significativamente energia correspondente a radiagéo ultravioleta, mas ¢ parcialmente
degradado por compostos que se formam na agua por ac¢do da luz solar.

Para além dos fenomenos de evaporagio e de fotodegradago, a concentragio de
molinato pode diminuir através de processos quimicos, envolvendo mecanismos de
hidrélise quimica e oxidagdo do enxofre, do anel azepino e do grupo etilo (Imay et al.,
1982). Estudos efectuados, indicam a presenca de sulfoxido de molinato, em &guas
tratadas com cloro. A presenga deste metabolito deve-se a reacgdo do molinato com o
cloro presente em dgua (Cochran et al., 1997).

Embora os xenobiéticos possam ser degradados por processos abi6ticos (fisicos e
quimicos) (Imay et al., 1986b), a biodegradagdo ¢ um processo na qual ocorre
transformagdo de compostos organicos por acgdo de organismos vivos, em cultura pura
ou em populagdes mistas (consorcios). A biodegradagio de um xenobidtico, em alguns
casos conduz & sua total mineralizagio, ou entdo a acumulagio de produtos
intermediarios e/ou polimerizagio com substdncias naturais (Molinari et al., 1992). A
biodegradagdo de um composto quimico depende da presenga de populagdes microbianas
com capacidade para o degradar, e das condigGes ambientais, tais como, concentragio de
oxigénio, pH, temperatura, da presenga de nutrientes, e ainda da biodisponibilidade do °
composto (Chapalamadugu et al., 1992).

Na literatura encontra-se descrito o isolamento de vérios tipos de microrganismos,
a partir de solos e 4guas contaminadas com molinato, com capacidade para degradar este

herbicida na presenga de outras fontes de carbono e de energia (co-metabolismo)
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(Carrasco et al., 1992). Alguns exemplos ‘de microrganismos que co-metabolizam o
molinato sdo, o fungo Fusarium sp. e principalmente as estirpes bacterianas
pertencentes aos géneros Streptomyces, Pseudomonas, Nocardia, Mycobacterium,
Arthrobacter, Flavobacterium, Bacillus, Actinobacillus, Moraxella (Imai et al., 1982;
Imai et al., 1986a; Imai et al., 1986b; Imai et al., 1986c, Molinari et al., 1992; Daffonchio
et al, 1996). A degradacdo biologica do molinato origina produtos intermedidrios
(metabolitos), tais como, sulfoxido de molinato, hidréxido de molinato e oxo-molinato
(Golovleva et al., 1981; Klysheva et al., 1980; Zyakun et al., 1983). Estes intermediarios
tém sido detectados em ambientes naturais ¢ em meios de cultura experimentais
(Carrasco et al., 1987, Carrasco et al., 1992, Ross et al., 1986).

Na figura 1.4 apresenta-se esquematicamente um mecanismo proposto de

mineraliza¢io do molinato no solo.

0)

H5C2g—E—NO<— Czﬂss—E—NO _— HOEHzCS—(i—NO
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HNO cszg—g—NO/O <H__ cszs—E—-NQ/O H HS—E—NQ
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OH 0 9
anel - HNU Cszs—H—NO%) CH3S—H—NO
| y

0
CH3——%—NOiOH , / g
TT~-m €Oy *

Figura 1.4 — Mecanismo proposto de mineralizagdo do molinato no solo (Rajagopal et al.,
1984).
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Actualmente existe uma preocupagdo crescente em torno da utilizagdio de
molinato. Embora este pesticida seja um composto pouco persistente no ambiente (Deuel
et al., 1978), apresentando tempos de semi vida de cerca de 12 dias (Mabury et al., 1996)
dependendo das condigdes de temperatura € de humidade do solo em que ¢ aplicado
(Thomas et al., 1980). No entanto, tem-se observado em vérios paises contaminagéo do
solo, rios, lagos, aquiferos e 4guas de abastecimento, com este pesticida e/ou com
produtos fitotoxicos, tais como, sulféxido de molinato, hidroxido de molinato, oxo-
molinato (Imay et al., 1988; Ross et al., 1986; Carrasco et al., 1992; Tsuda et al., 1998).
Esta contamina¢io deve-se essencialmente a utilizago excessiva deste herbicida,
moderada solubilidade em 4gua e fraca adsorgo ao solo (Mabury et al., 1996).

Anélises efectuadas em aguas superficiais, detectaram o pesticida, molinato, em
Espanha (80 ppb) (Carrasco et al., 1987), Australia (42 ppb) (Julli et al; 1995), Japdo (24
ppb), California (100 ppb), e no rio Mississippi e seus afluentes (0,15 a 2,6 ppb). Neste
rio também foi detectado um metabolito, 4-oxomolinato (0,2 a 1,65 ppb) (Mabury et al.,
1996). Estudos efectuados em solos da California detectaram molinato (15 ppb) a uma
profundidade de 20 cm da superficie (Mabury et al., 1996). Em 1996 foram efectuados
em Portugal estudos toxicolégicos em amostras de aguas recolhidas no rio Sado apds a
aplicagio de molinato nos campos de cultivo, tendo-se confirmado a presen¢a deste
herbicida nas 4guas do rio € o seu efeito toxico na vida aquatica (Cerejeira et al., 1998).

Todos os pesticidas sdo toxinas, pois o seu objectivo ¢ matar organismos no
entanto, nem todos os pesticidas sdo poluentes. Na realidade, um pesticida s se torna
poluente se aparecer em quantidades que ultrapassem o limite estabelecido por lei, quer
em 4guas subterrdneas, 4guas superficiais, adsorvido ao solo, acumulado na cadeia
alimentar ou como residuo num alimento (Pepper et al., 1996). No entanto, a utiliza¢io
massiva dos pesticidas implica riscos para a saude publica, efeitos adversos em espécies
ndio alvo e eventual contaminagdo do solo, da 4gua e atmosfera, j4 que se estima que
apenas cerca de 0,1 % do pesticida aplicado atinja efectivamente o seu alvo, o que’
significa a introdugdio, no meio ambiente de elevadas quantidades destes xenobioticos
(Younos et al., 1988).

A toxicidade dos pesticidas ¢ medida através do denominado LDso (Dose Letal

Mediana), que corresponde & dose administrada em mg de contaminante por kg de
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organismo em estudo, para a qual sobrevive metade da populagdo em estudo. De acordo
com os critérios da EPA (Environmental Protection Agency de U.S.A.), o grau de
toxicidade depende da via de introdugdio no organismo: oral, dérmica e inalagdo (tabela
1.3). Segundo estes critérios, o molinato apresenta a classificagio de 2 para
contamina¢des orais, sendo por isso muito toxico, ¢ moderadamente toxico quando

introduzido por via dérmica ou por inalagéo (Tomlin, 1997).

Tabela 1.3 — Classifica¢do de toxicidade de acordo com a EPA (Tomlin, 1997).

LDs, para os ratos (mg/ kg)
Classificagdo Classe Oral Dérmica Inalagio
Extremamente
. 1 <50 <200 <0,2
Téxico
Muito toxico 2 5-500 200-2000 0,2-2,0
Moderadamente
. 3 500-5000 2000-20000 2,0-20
Téxico
Pouco toxico 4 >5000 >20000 >20

Embora o molinato seja um xenobidtico moderadamente t6xico para a maioria dos
seres vivos, ¢ muito toxico para algumas espécies de peixes (Tjeerdema et al., 1988), ja
que existem relatos de morte massiva de peixes apos a aplicagdo deste tiocarbamato aos
campos de cultivo (Ross et al., 1986). Suspeita-se que este pesticida tenha efeitos
teratogénicos e neurotdxicos irreversiveis para a saude publica (Cohran et al., 1997).
Sintomas como nduseas, diarreia, dores abdominais, febre, fraqueza e conjuntivite sdo
atribuidos ao consumo de agua contaminada com este herbicida (Stevens et al., 1991).

Estudos epidemiologicos efectuados na Califérnia demonstram que a presenga
deste herbicida em 4guas contribui para a formagdo de compostos mutagénicos, poig
aumenta o potencial de formagdio de nitrosocarbamatos no corpo humano
(Chapalamadugu et al., 1992).

Estudos toxicologicos efectuados, demonstram ainda que o molinato ¢ facilmente
metabolizado pelas células do figado humano, produzindo sulféxido de molinato,

aumentando assim o potencial de formagdo de células cancerigenas (Jewell et al., 1999).
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Como ja foi referido, o molinato pode ser degradado por processos fisicos,
quimicos e bioldgicos, no entanto, estudos efectuados demonstram que os metabolitos
formados por estas vias sio muito toxicos para animais de sangue quente, sendo mais
toxicos e persistentes que o proprio pesticida que lhe deu origem, como € disso exemplo
o sulféxido de molinato (Tjeerdema et al., 1988).

Tendo em conta que o molinato é um potencial contaminante das &4guas
superficiais, aquiferos e solos, com a agravante de ser toxico formando por vias quimicas,
fisicas e biologicas metabolitos com um grau de toxicidade ainda maior, foi desenvolvido
por Nunes e seus colaboradores (2000), um projecto com a finalidade de descontaminar o
ambiente recorrendo a processos bioldgicos.

Com essa perspectiva foram colhidas amostras de solo e dgua provenientes de
uma fabrica Portuguesa produtora de molinato (Herbex), com a finalidade de isolar
microrganismos capazes de mineralizar este herbicida.

As amostras colhidas foram enriquecidas em meio de cultura com uma
concentragdo de 2,7x10° mol L! em molinato, sendo este tiocarbamato utilizado como
fonte unica de carbono e de energia. No final do periodo de enriquecimento do meio de
cultura, obteve-se uma cultura mista que se designou por consoércio 1. Efectuando-se o
crescimento deste consdrcio em meio sélido isolaram-se 45 estirpes bacterianas com
morfologias distintas.

De modo a reduzir o nimero de bactérias envolvidas na biodegradagdo do
molinato, efectuou-se um novo enriquecimento, mas neste caso, do consércio I em meio
de cultura com uma concentragiio de 4,0x10° mol L' em molinato, sendo este pesticida
utilizado como fonte unica de carbono, azoto e de energia. No final do periodo de
enriquecimento, obteve-se uma segunda cultura mista, que se designou por consorcio II.
A cultura em meio sdlido do consércio II apresentava unidades formadoras de colonias
com cinco morfologias coloniais distintas. Apos isolamento e purificagdo de cada uma
destas estirpes microbianas, procedeu-se a sua identificagdo. S6 quatro destas estirpeé
foram identificadas: Pseudomonas chlororaphis, Pseudomonas sp., Alcaligenes sp. ¢
Stenotrophomonas maltophilia. A estirpe ndo identificada pertence, provavelmente, a
um género novo do grupo das bactérias Gram positivas ou a uma nova espécie do género

Brevibacterium, tendo sido denominada de ON4. Juntando somente as cinco estirpes
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atras referidas, formou-se um novo consorcio capaz de mineralizar o molinato, que se
designou por consércio I11.

Na figura 1.5 pode-se observar as células do consorcio 11T ap6s ter sido efectuado
uma coloragdo de Gram, bem como as morfologias coloniais distintas dos constituintes

deste consércio quando cultivado em meio nutritivo solido.
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Figura 1.5 — a) Coloragdo Gram de um esfregaco do conséi III (microscopia optica
campo claro (1000x); b) Cultura em meio s6lido do consorcio I1II.

Durante este estudo, a quantificagdo do decréscimo da concentragdo de molinato
ao longo do processo de biodegradagdo foi efectuado usando a técnica de cromagrafia
liquida de elevada eficiéncia (HPLC) com um detector de ultravioleta e visivel com um
comprimento de onda de 210 nm (Correia et al., 2001). No entanto, esta técnica para além
de ser dispendiosa, laboriosa tem um tempo de analise que ronda os 20 minutos e tendo

em conta que foi necessério efectuar um grande numero de analises sentiu-se necessidade

de desenvolver uma metodologia analitica alternativa mais rdpida e sensivel para o

doseamento do molinato ao longo do processo de biodegradagéo.

A metodologia desenvolvida foi baseada em técnica voltamétricas, encontrando-se

o processo de estudo, experimental e a descri¢do detalhadas nesta dissertagédo.
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1.4 — Técnicas analiticas para o doseamento de molinato

Para o estudo dos processos de degradagdo, transformagdo e transporte de
pesticidas, ¢ essencial dispor de técnicas analiticas precisas para os niveis em que estes
micropoluentes surgem, no solo, aguas superficiais e aquiferos (Redondo et al., 1996). A
analise de degradagdo de um pesticida em amostras ambientais, é por vezes, dificil devido
as suas propriedades fisicas e quimicas e baixas concentragdes do pesticida bem como
dos produtos de degradagdo. No entanto, este estudo reveste-se de todo o interesse, pois
os produtos de degradagdio possuem muitas vezes actividades e tempos de semi-vida
diferentes do composto original, podendo além disso, e como ja foi referido, ser mais

toxico que o pesticida que lhe deu origem (Correia, 1997).

Os métodos mais usados na determinagiio de pesticidas envolvem técnicas de
separagio, nomeadamente, cromatografia gasosa (GC), e cromatografia liquida de
elevada eficiéncia (HPLC) (Tjeerdema et al., 1988, Puig et al., 1994; Aguillar et al,
1997; Ruiz et al., 1997b; Yarita et al., 1996).

Na literatura encontram-se referéncias ao uso da técnica de cromatografia gasosa
para a quantificagdo de molinato, tendo sido utilizado vérios detectores, tais como, 0
detector de azoto- fosforo (NPD), o detector de ionizagdo de chama (FID) (Ruiz et al.,
1997b), o detector de captura electrénica (ECD) e o detector de espectrometria de massa
(MS) (Aguillar et al., 1997). Existem também referéncias ao uso da cromatografia de fase
liquida com detecgdo por ultavioleta (UV) (Tjeerdema et al., 1988, Correia, 2001).

A maior parte destes métodos impdem preparacdo prévia de amostras, recorrendo
a extracgdes liquido-liquido, por exemplo, com acetato de etilo (Correia, 2001), ou
extracgdes solido-liquido utilizando adsorventes do tipo octadecil-silica (Cy3) (Redondo
et al., 1996). Recentemente foi proposta uma técnica baseada em extrac¢do com ﬂuido‘

super critico (SFE) (Yarita et al., 1996).

Estudos recentes tém apontado a viabilidade da utilizagio de ensaios

imunolégicos, como forma alternativa de andlise de pesticidas e seus metabolitos, devido
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ao seu caracter simples e pouco dispendioso. Estes métodos apresentam baixos limites de
deteccdo, correlacionando-se bem com os métodos de referéncia existentes (Gee et al.,

1988; Li et al., 1989).

Embora as técnicas cromatograficas apresentem bons limites de detecgdo e boa
reprodutividade, tém a desvantagem de serem dispendiosas, laboriosas e poluentes. Por
isso, tém surgido métodos alternativos para a quantificagdio de pesticidas, baseados em
técnicas voltamétricas, que para além de serem econdmicas, rapidas ¢ ndo poluentes,
podem ser usadas in situ.

Neste sentido surgem vérios trabalhos que referem a utilizagfo de eléctrodo de
carbono vitreo aplicado ao estudo do comportamento na zona da oxidagdo de vérios
pesticidas, nomeadamente, carbamatos.

Recentemente foi proposto um método analitico para dosear molinato em
formulagdes fitofarmacéuticas, utilizando este tipo de eléctrodo e recorrendo a
voltametria de onda quadrada, tendo-se verificado que este herbicida ¢
electroquimicamente activo com um potencial de oxidagdo a + 1,60 V, com um limite de
detecgdio de 8,7x10° mol L™ (Brett et al., 1997).

Existem também na literatura véarios exemplos do uso de eléctrodos de mercirio
no estudo de processos de redugdio de pesticidas € o seu doseamento em solos, aguas
superficiais, aquiferos e produtos agricolas, nomeadamente, pesticidas pertencentes a
familia das triazinas, organofosforados, organoclorados e pesticidas contendo o grupo
nitro com limites de detec¢do da ordem dos 1x10°® mol L', sendo muito mais baixo do
que nos casos anteriores (Garrido, 2000), no entanto néo existem na literatura referéncias

ao estudo da reducdo do molinato.

Associando as iniimeras vantagens das técnicas electroquimicas 4 necessidade de
desenvolver um método expedito de controlo do molinato ao longo do processo de’
biodegradagio, explorou-se a capacidade de oxidago e de redugdo do molinato usando
técnicas voltamétricas. Por este motivo apresentam-se a seguir, de um modo resumido,

algumas definigdes e conceitos relativos a esta metodologia analitica.
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1.5 — Técnicas voltamétricas

A voltametria é uma técnica usada como alternativa na andlise qualitativa e
quantitativa de qualquer composto quimico que seja electroactivo, isto €, que possa ser
oxidado e/ ou reduzido. Com esta técnica podem ser efectuados estudos fundamentais de
processos de oxidagdo e redugdo em varios electrolitos, processos de adsor¢do em
diferentes materiais, ¢ mecanismos de transferéncia electronica em superficies de
eléctrodos modificados quimicamente.

A voltametria ¢ uma técnica electroquimica em que a intensidade de corrente que
flui através de um eléctrodo é medida em fungfio do potencial aplicado a esse eléctrodo.

Os sistemas voltamétricos assentam na utilizagio de potenciostatos que servem
para controlar o potencial aplicado ao eléctrodo de trabalho € permitem a medigdo da
intensidade de corrente que se estabelece numa célula electroquimica constituida por trés

eléctrodos (figura 1.6).

e Eléctrodo de trabalho (WE), de 4rea superficial reduzida, onde ocorrem os

fenémenos electroquimicos que se pretendem estudar.

e Eléctrodo de referéncia (RE), usado para controlar com rigor o potencial imposto
a0 eléctrodo de trabatho. Habitualmente utiliza-se o eléctrodo saturado de

calomelanos ou o eléctrodo de AgCV/Ag, KCI1 3 mol L.

e Contra-eléctrodo ou eléctrodo auxiliar (SE), utilizado para completar o circuito

eléctrico por onde circula a intensidade de corrente resultante.

De entre todas as técnicas disponiveis, foi utilizada neste trabalho a voltametria
ciclica (CV), e a voltametria de onda quadradra (SWQ). De seguida serdo feitas

resumidamente algumas consideragdes tedricas sobre estas técnicas.
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PC

potencidstato

«—

i (t) medida

Figura 1.6 — Esquema genérico do controlo potenciostico existente numa célula

voltamétrica de trés eléctrodos. WE - eléctrodo de trabalho, RE — eléctrodo de referéncia,

SE — eléctrodo auxiliar, PC — computador pessoal.

1.5.1 — Voltametria ciclica

A voltametria ciclica é a técnica normalmente escolhida para se estudar

electroquimicamente um composto pela primeira vez. A partir do voltamograma tragado, .

facilmente se recolhem informagdes quantos aos potenciais em que ocorrem 0s processos

de transferéncia de electrdes, a identificagiio de fenémenos de adsorgdio, determinacio de

constantes de velocidade, estudo da reversibilidade da reacgfio redox e o nimero de

electrdes transferidos numa reacg¢éo.
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Na voltametria ciclica, o potencial varia linearmente entre os valores E; (potencial
inicial) e E¢ (potencial final), a uma velocidade de varrimento constante v (figura 1.7). Ao
ser atingida o valor Epay, a direcgdo do varrimento ¢ invertida para Emin € depois invertida

para Enay € assim sucessivamente.

En

Figura 1.7 — Esquema de aplicagdo de potenciais, com o tempo, em voltametria ciclica
sendo E; — potencial inicial, Ef — potencial final, Emax — potencial maximo. Emin —

potencial minimo. O sentido do varrimento inicial pode ser positivo ou negativo.

As reac¢Bes quimicas podem ser classificadas de reversiveis ou irreversiveis. Uma
reacgdo ¢ considerada reversivel quando o produto inicial de oxidagdo ou de redugdo
formado durante o varrimento é respectivamente reduzido ou oxidado no varrimento
inverso. Na figura 1.8 apresenta-se um voltamograma ciclico representativo de um
processo reversivel. Sendo (Ej,) o potencial de pico anédico, (E,c) 0 potencial de pico
catodico, (ip.) a intensidade da corrente de pico anddica e (ipc) a intensidade da corrente '
de pico catodica.

Na tabela 1.4 apresentam-se as condigdes necessrias para que um sistema

! electroquimico apresente comportamento reversivel.
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1 1 | L3I0

0.2 0.1 0 ~0.1 -0.2
n (E-E?)IV

Figura 1.8 — Voltamograma ciclico para uma reac¢io reversivel : (---) corresponde a

situagdo da queda de corrente observada depois do varrimento inverso.

Tabela 1.4 — Critérios para diagnosticar processos de transferéncia de carga reversiveis.

E, é independente de v

E -E =i9(mV)eéindependente de v
p.a p.C n
56,6
E -E =——(mV
‘ p p/2| n (mV)
i ocvl/2
p
i a
=
i
p,c

E,/2 (potencial do pico a meia altura), n (n° de electrdes).

v — velocidade de varrimento.

Da tabela anterior, verifica-se, que um dos critérios para a reversibilidade ¢ que

i seja igual i, Contudo, um aumento da velocidade de varrimento pode conduzir a uma
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diminuicio da corrente de pico catddica € o sistema parece irreversivel. Neste caso, a
extensio da irreversibilidade aumenta com o aumento da velocidade de varrimento,
verificando-se a0 mesmo tempo, uma diminui¢do da corrente de pico relativamente ao

caso reversivel e uma separagio crescente entre os picos anddicos e catédicos (figura

1.9).

E

Figura 1.9 — Voltamograma ciclico tipico de um processo totalmente irreversivel.
Num processo de transferéncia irreversivel, a separagdio dos picos pode ser tdo
grande que muitas vezes ndo se observa corrente no varrimento do potencial inverso. Na

tabela 1.5 indicam-se as condiges caracteristicas de um processo irreversivel.

Tabela 1.5 — Critérios para diagnosticar processos de transferéncia de carga irreversiveis.

Nio existe corrente no varrimento inverso

E, desloca - se na direcgdo catddica (mV) para um aumento de10 vezesde v

(4

1E -E 368 (mv)

D p/2| n

a - coeficiente de transferéncia para os processos de redugdo e de oxidagdo.

n, - nimero de electrdes envolvidos.

v — velocidade de varrimento.
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Para além de reacgdes reversiveis e irreversiveis, também podem ocorrer reacgOes
quase-reversiveis, que acontecem quando a velocidade relativa da transferéncia
electrénica comparada com a correspondente ao transporte de massa ¢ insuficiente para
manter o equilibrio de Nernst a superficie do eléctrodo, correspondendo a situagdo para a
qual a corrente ¢ controlada simultaneamente por difusdio e cinética de transferéncia da
carga. Na figura 1.10 apresentam-se os voltamogramas ciclicos tipicos para os trés casos

existentes. Os critérios de diagnostico para transferéncia de carga quase-reversivel

encontram-se resumidos na tabela 1.6.

P

-
b

M

P

Figura 1.10 — Representa¢o esquemdtica de voltamogramas ciclicos para sistemas: A -

reversivel; B — quase-reversivel; C — irreversivel.
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Tabela 1.6 — Critérios para diagnosticar processos de transferéncia de carga quase-

reversivel.

. '~ 7 1° . 2
li| aumenta com v'"*, mas nfio é directamente proporcional a v’

lp,a
i

=1 quando o= o= 0,5

p.c
|Epc- Epal aproxima-se de 59/n mV para baixos valores de v, mas aumenta a medida que
v aumenta

E, ¢ desloca-se no sentido negativo com o aumento dev

1.5.2 — Voltametria de onda quadrada

Na voltametria de onda quadrada existe, a capacidade de discriminagdo da
intensidade de corrente faradaica relativamente 3 intensidade da corrente capacitiva. O
potencial aplicado é equivalente a um duplo impulso sobreposto a uma rampa de
potencial crescente com o tempo. A intensidade de corrente registada é o resultado das
intensidades de correntes lidas para cada par de impulsos consecutivos, ou seja, € a soma
da intensidade gerada por um varrimento catédico com a intensidade gerada por
varrimento anddico. Desta forma aumenta-se a sensibilidade, ja que, o sinal é a soma de

duas intensidades (figura 1.11).

No desenvolvimento de métodos electroanaliticos para a determinagfio de pesticidas, € de
primordial importéncia a escolha do material do eléctrodo de trabalho, tendo em vista a
zona de potencial que é necesséria utilizar para a detecgdo destes compostos. Neste
trabalho foi utilizado um eléctrodo sélido e um eléctrodo de mercirio de gota suspensa,

dos quais serdo feitas referéncias teoricas.
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Figura 1.11 — Voltametria de onda quadrada. a) Esquema de aplicagdo de potenciais:

soma de uma escada e de uma onda quadrada, b) perfil voltamétrico de i vs. E.

1.5.3 — Eléctrodos solidos

Os eléctrodos solidos podem ser constituidos por diversos materiais: platina, ouro,
niquel, carbono, etc. No entanto, o eléctrodo de carbono vitreo, devido as suas
propriedades electrocataliticas, ¢ frequentemente o mais utilizado para monitorizar
reacgdes de oxidagio electroquimica. O intervalo de actividade electroquimica do
eléctrodo de carbono vitreo é dependente do electrélito de suporte e do estado da sua
superficie. No entanto é comum observar-se um intervalo de trabalho de cerca de 3 V,

direccionado na maior parte das vezes, para a zona da oxidagdo.
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1.5.4 — Eléctrodo de mercurio

Neste tipo de eléctrodos o mercirio encontra-se armazenado dentro de um
reservatorio fechado, mantido sob pressio de azoto. O fluxo de mercurio pelo capilar ¢
controlado através de um agulha de ago que se pode movimentar longitudinalmente
relativamente ao eixo do eléctrodo, obstruindo ou desobstruindo a passagem de mercirio
pelo capilar. O movimento da agulha € impulsionado por um diagrama que responde com
movimentos ascendentes ou descendentes ao disparo de uma electrovélvula, controlada
pelo sistema electroquimico. Este tipo de eléctrodo apresenta boa repetibilidade da area
de gota de mercurio e ¢ facilmente automatizavel. Na figura 1.12 apresenta-se um

esquema do eléctrodo de merciirio.

P

Figura 1.12 — Esquema do eléctrodo de mercirio multimodo: 1 — contacto eléctrico para

ligagio do eléctrodo ao equipamento electroquimico; 2 — depdsito de merctrio; 3 —
ligagiio do gas inerte (azoto) sob pressdo; 4 — diagrama que faz movimentar a agulha de
ago; 5 — agulha de ago que pode obstruir a passagem de mercurio pelo capilar; 6 — capilar

de vidro.
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Na andlise voltamétrica o transporte de massa da espécie electroactiva para a
superficie do eléctrodo pode ocorrer por trés mecanismos diferentes — difusdo, migragdo €
convecgdo sendo conveniente minimizar o efeito da migragdo e da convecgdo.

A minimizagdo da migragfio € conseguida através da adicdo a solugdo a analisar
de um electrélito de suporte, a minimizagdo do transporte de massa por convecgdo é
conseguida evitando a agitagdo da solugdo durante o ensaio voltamétrico.

Para além da difusdo é muito comum ocorrer processos controlados por adsor¢do
de compostos organicos na superficie do eléctrodo. Este efeito (adsorgéio) € no entanto
mais acentuado quando se utiliza o eléctrodo de mercirio de gota suspensa, pelo facto do
ensaio se realizar numa s6 gota de mercirio, podendo-se extender mesmo a espécies
metalicas.

Embora este fenomeno ainda ndo esteja muito bem estudado a nivel tedrico, ha
autores que defendem o fendmeno da adsor¢do como sendo o resultado da reacg¢do
electroquimica em que o produto formado permanece adsorvido no eléctrodo. Neste caso
o voltamograma formado em onda quadrada apresenta o denominado quase reversivel.

Na figura 1.13 apresenta-se um voltamograma representativo de uma situagdo

controlada por adsorgdo.

o)
&
v
tn

1 3 4 -E

N

Figura 1.13 - Representagdo esquemdtica de um voltamograma na auséncia (1) de

adsor¢do e na presenga (2) de adsorgdo.
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Parte experimental

2.1 - Introdugdo

Neste capitulo serd feita uma descri¢do detalhada dos materiais, reagentes,
equipamento e metodologias usadas ao longo do trabalho experimental desenvolvido.

Comega-se por descrever o procedimento experimental efectuado no estudo da
cinética da biodegradaciio do molinato. A biodegradagio foi realizada por um consdrcio
de cinco bactérias, designado por consércio III. Este consorcio foi incubado num meio
mineral no qual o pesticida era a tnica fonte de carbono, azoto e energia. De forma a
comprovar ¢ quantificar o decréscimo da concentragio de molinato, foram colhidas
amostras ao longo do tempo as quais foram analisadas por dois métodos analiticos
distintos: um método electroquimico desenvolvido neste estudo e outro, o método
cromatografico de comparagéo.

Assim, sio também descritas as condigdes analiticas estabelecidas quando se
utilizam técnicas voltamétricas de controlo do molinato. Indica-se de igual modo as
condicSes de operagio do método de comparagdo utilizado na avaliagdo da qualidade dos

resultados fornecidos pela metodologia proposta.

2.2 - Equipamento

Para esterilizagio do material de vidro usou-se um autoclave e uma estufa da
marca Selecta modelo 210.

As inoculacdes e crescimento de bactérias foram efectuadas numa incubadora
com agitagdo orbital da marca Gallenkamp.

O crescimento celular foi seguido por espectrofotometria. A densidade dptica das
amostras colhidas ao longo do processo de biodegradagdo foi medida num
espectrofotometro de ultravioleta marca Philips modelo PU8620. As amostras foram
colocadas em cuvetes de plastico.

Para centrifugar as amostras usaram-se centrifugas de diferentes capacidades de
acordo com o volume de amostra: para amostras de volume inferior a 2 mL usou-se uma

centrifuga de marca Eppendorf modelo 5410 e tubos tipo Eppendorf; para amostras de
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volume superior a 2 mL usou-se uma centrifuga da marca Beckman, modelo Avanti =
25,

As determinagdes voltamétricas foram efectuadas num potenciostato da marca
Ecochimie/Autolab, Holanda, modelo PSTAT 10 com sistema de aquisi¢do e tratamento
de dados GPES 3, acoplado a um sistema de eléctrodos da marca Metrohm, modelo
663VA ( figura 2.1).

Figura 2.1 — Equipamento usado nas determinagdes voltamétricas.

Para os ensaios voltamétricos foi usada uma célula de vidro (figura 2.2) com um
s6 compartimento onde € possivel fazer circular um gas inerte, neste caso azoto
(qualidade 5.1), de modo a desarejar as solugdes e evitar a interferéncia electroquimica do
oxigénio ai existente ou entdo com a fungdo unica de homogeneizar as solugdes. A célula
é constituida por trés eléctrodos da marca Metrohm:

a) eléctrodos de trabalho:
a;- carbono vitreo de 3 mm de didmetro (6.1204.000) (figura 2.3)
a,- mercurio de gota suspensa (6.1246.0200) (figura 2.4)

b) eléctrodo de referéncia de Ag / AgCl/ KCl (3 mol L) (6.0728.000)

¢) eléctrodo auxiliar de carbono vitreo de 2 mm de didmetro (6.1247.000)
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Figura 2.2 - Célula electroquimica.

Figura 2.3 — Eléctrodo de trabalho de carbono vitreo.
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Figura 2.4 — Eléctrodo de trabalho de gota de mercurio.

No inicio de cada determinag@o voltamétrica, a superficie do eléctrodo de trabalho
de carbono vitreo foi submetida a uma limpeza mecénica, realizando-se um polimento
numa camur¢a com alumina de 0,3 pm de granulometria, humedecida com é4gua, até se
obter uma superficie espelhada. Em seguida o eléctrodo foi lavado apenas com é4gua de
elevada pureza.

Apbs se ter efectuado a limpeza mecénica, o eléctrodo de carbono vitreo foi
condicionado electroquimicamente a um potencial negativo de -1,5 V durante 1 s
(Garrido, 2000). Quer a limpeza mecénica quer o condicionamento electroquimico foram
efectuados sempre, entre dois voltamogramas consecutivos. No caso do eléctrodo de
mercurio, entre dois voltamogramas consecutivos ocorria sempre a renovagdo da gota.

O merctrio utilizado no eléctrodo de trabalho foi cedido pelo laboratério da
Faculdade de Ciéncias da Universidade do Porto, depois de purificado através de uma
sequéncia de operagdes que envolveu sucessivamente uma filtragdo prévia do mercirio,
um tratamento quimico com 4cido nitrico 3 mol L™, lavagem com 4gua para remover o

excesso de acido nitrico, secagem do mercurio e destilagdo a pressdo constante.
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As medi¢des de pH foram realizadas num potenciometro da marca Metrohm
modelo 632, usando um eléctrodo de vidro combinado, da mesma marca.

Para facilitar a dissolugdo dos compostos, usou-se um banho de ultra-sons da
marca Crest.

As pesagens foram realizadas numa balanga analitica da marca Sartorius, modelo
BP211D, com precisdo de 0,00001 g.

No método de comparagdo usado no doseamento do molinato recorreu-se a um
cromatégrafo de fase liquida de alta eficiéncia (HPLC) marca Knauer, com um detector
de absorgdo de ultravioleta, de comprimento de onda varidvel, um injector de volume de
injeccdio de 20 pL e um registador-integrador da marca Merck-Hitachi, modelo D-2500.
A coluna usada foi da marca Merck, LichroCART 250-4, SupersphereR RP-18, com

tamanho de particulas de 4 wm, comprimento de 250 mm e didmetro 4 mm.
2.3 - Material de uso geral

O material de vidro utilizado era da classe A ou equivalente sendo, em alguns
casos, submetido a tratamento prévio por imersdo numa solugdo de 4cido nitrico (1:1) e
lavado posteriormente com dgua desionizada.

De modo a nfio permitir contaminagdes, o material de vidro usado em ensaios
microbiologicos foi esterilizado em autoclave ou em estufa.

Para medicdio rigorosa de volumes foram usadas pipetas de vidro graduadas de
classe A esterilizadas, de diferentes capacidades, e micropipetas de volume reguldvel da
marca Gilson, modelos, P100, P200, P1000, P5000 com capacidade maxima de 100, 200,
1000 e 5000 p.L, respectivamente.

2.4 - Preparacio de solugdes

Todas as solugdes foram preparadas com reagentes de qualidade p.a. ou
equivalente e com 4gua de elevada pureza, obtida a partir de sistemas do tipo Millipore

Mili-Q (condutividade <0,1pS cm™).
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As solugdes usadas em ensaios de microbiologia necessitaram de cuidados de

esterilizacdo e de assepsia.

O meio de cultura, era composto por 4 solugdes: solugdo de macronutrientes,
solugdo de micronutrientes, solu¢dio de cloreto de calcio e solugdo tampéo de fosfato.

A solugio denominada de macronutrientes foi preparada por dissolugéo de cloreto
de sodio, cloreto de magnésio e cloreto de ferro(II) em agua de elevada pureza de acordo

com as quantidades indicadas na tabela 2.1.

Tabela 2.1 - Constituigio de 1 litro de solugio de macronutrientes (Correia et al., 2001).

Massa (g)
NaCl 73,65
MgCl,.6H,0 23,35
FeCl,.4H,0 0,55

Para a solu¢do designada de micronutrientes pesaram-se diferentes massas de
varios sais (tabela 2.2), os quais foram dissolvidos em agua de elevada pureza na

presenga de 1,3 mL de 4cido cloridrico (25 %).

Tabela 2.2 - Constitui¢do de 1 litro de solu¢do de micronutrientes (Correia et al., 2001).

Massa (g)
ZnCl, 0,070
MnCL.4H,0 0,100
H;BO; 0,062
CaCl.6H,O 0,190
CuCL.2H,0 0,017
NiCl,.6H,0 0,024
NaMo00,4.2H,0 0,036
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A solucdo tampdo de fosfato foi obtida por mistura de 500 mL de solugdo aquosa
de diidrogenofosfato de potassio de concentragdo 0,365 mol L' com 500 mL de uma

solugdio aquosa de hidrogenofosfato de sédio 0,983 mol L até se obter um pH 7,4.

A solugdio de cloreto de calcio foi preparada dissolvendo 1,47 g deste composto

em 50 mL de 4gua destilada.

Para os ensaios de biodegradagdo as solugdes preparadas de macronutrientes,
micronutrientes, tampdo fosfato e cloreto de calcio foram esterilizadas em autoclave a
121°C, a pressdo de 1,20 bar durante 15 minutos ¢ mantidas a + 4°C num frigorifico.

A partir das solugdes anteriormente descritas preparou-se o meio de cultura

segundo as proporgdes indicadas na tabela 2.3.

Tabela 2.3 - Constituigfio de 1 litro de meio de cultura (Correia et al., 2001).

Volume (mL)
Agua destilada estéril 972
Cloreto de célcio 1
Macronutrientes 6
Micronutrientes 1
Tampéo fosfato 20

Para preparar um litro de meio de cultura com uma concentragdo em molinato de
1,0x10? mol L, adicionou-se 176 uL deste pesticida puro, usando uma ponta estéril e
uma micropipeta. Deixou-se 0 meio de cultura a agitar durante 18 horas, por forma a
solubilizar completamente o molinato. O meio de cultura contendo molinato foi mantido

no frigorifico a + 4°C até a sua utilizagdo.
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Para a realizacio de experiéncias de voltametria preparou-se uma solugéo 5,0x10?
mol L' de molinato em acetonitrilo, por pesagem rigorosa deste herbicida numa balanga
analitica. A utilizagiio do solvente orginico teve como objectivo garantir a dissolugéo
completa do molinato. Esta solugdo foi mantida ao abrigo da luz a + 4°C. Desta solug&o
foi medido um volume rigoroso, o qual foi adicionado a 25,00 mL de electrdlito de
suporte, colocado na célula electroquimica de modo a que a concentragio da solugdo
resultante, calculada rigorosamente, se aproximasse do valor pretendido para a técnica
utilizada.

Para os estudos do comportamento electroquimico do molinato em solugdes
aquosas usou-se meio de cultura como electrélito de suporte, fazendo variar o pH no
intervalo de 1,9 e 11,0 por adigdo de solugdo de dcido nitrico ou 4cido cloridrico a 25%
(v/v) e hidréxido de s6dio de concentragdo 1 mol L. A forca i6nica foi sempre ajustada a
0,3 mol L' (Garrido, 2000) por adicfo de nitrato de potéssio ou cloreto de potassio.

Nos ensaios em meio organico o acetonitrilo foi usado como solvente, € como

electrélito utilizou-se uma solugdo 0,1 mol L de perclorato de sédio em acetonitrilo.

2.5 — Procedimentos gerais das metodologias utilizadas
2.5.1 — Biodegradagéo do molinato

2.5.1.1 — Conservagdo do consoércio bacteriano III

De modo a garantir a preservagio do consércio bacteriano III, foram congeladas a
temperatura de ~80°C aliquotas de 500 pL de células bacterianas homogeneizadas em
glicerol a 15 % (v/v).

Sempre que foi necessirio procedeu-se ao descongelamento das células
bacterianas. Transferiu-se o contéudo de um tubo de criopreservagdo para 20 mL de meio
mineral com molinato (4x10° mol L™). A cultura foi incubada a temperatura de 30°C,
150 rpm , durante 5 dias. Apds este periodo de incubagdo transferiu-se para um meio de

cultura fresco (5% v/v de indculo). Este procedimento foi realizado por duas vezes de
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modo a garantir que o glicerol se fosse dissipando e ndo estivesse presente na ultima

cultura.
2.5.1.2 — Preparagdo da cultura de in6culo

Para a preparagdo da cultura de inéculo, o consércio III foi transferido para 30 mL
de meio de cultura (10% v/v de indculo) contendo molinato de concentragio 4x10°
mol L. Esta cultura foi preparada num frasco tipo Erlenmeyer de tampa roscada com

vedante de teflon, e incubada durante dois dias a 30°C e a 150 rpm.
2.5.1.3 — Estudo cinético da biodegradacéo do molinato

Transferiu-se 20 mL da cultura de inéculo para um erlenmeyer de 1 litro,
contendo 300 mL de meio cultura e molinato na concentrago 1,0x107 mol L. A cultura
foi incubada a 30°C e 150 rpm. Para estudar a cinética da biodegrada¢do do molinato,
colheram-se amostras no tempo inicial € de 2 em 2 horas durante 2 dias. Durante as 14
primeiras horas pipetaram-se 4 mL de amostras para tubos tipo Eppendorf tendo-se lido a
densidade 6ptica da cultura num espectrofotémetro de UV/visivel a um comprimento de
onda de 610 nm, sendo posteriormente a suspensdo de células centrifugada a 14000 rpm
(Eppendorf) durante 8 minutos. No final da centrifugagdo transferiu-se o sobrenadante
para um novo tubo Eppendorf devidamente identificado. Ap6és um periodo de incubagdo
de 14 horas, pipetaram-se 12 mL de amostra para um tubo de centrifuga tendo-se lido a
densidade 6ptica das amostras, sendo posteriormente a cultura centrifugada a 75600 g
(Beckman) durante 12 minutos, a uma temperatura de 4°C. Os sobrenadantes foram
guardados em frascos de plastico envoltos em parafilme ou em tubos tipo Eppendorf a
—~30°C até serem analisados por HPLC e por voltametria.

Como controlo abidtico, foi utilizado meio de cultura ndo inoculado, mas
preparado e incubado nas mesmas condi¢des. Deste controlo, foram retiradas 2 amostras,

uma no inicio da experiéncia (tempo zero), outra ao fim de 48 horas. Estas amostras
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foram centrifugadas a 14000 rpm durante 8 minutos. Os sobrenadantes foram guardados

em tubos tipo Eppendorfa —30°C até serem analisados por HPLC e voltametria.

2.5.2 — Voltametria ciclica

Os voltamogramas ciclicos realizados em eléctrodo de trabatho de carbono vitreo
para solugdes de molinato foram tragados para o intervalo de potenciais compreendido
entre 1,0 V e 2,0 V para solugdes aquosas e entre 1,00 V e 3,00 V em meio de
acetonitrilo, usando velocidades de varrimentos entre 20 mV s1a300mV s’

Os estudos de reducdio, no eléctrodo de mercurio, foram efectuados em solugdes
aquosas de molinato de concentragio 8,0x10”° mol L. O varrimento foi efectuado entre

- 0,700 V e — 0,150 V, fazendo variar as velocidades entre 20 mV sTe 600 mV s

2.5.3 — Voltametria de onda quadrada

Nas experiéncias efectuadas com eléctrodo de carbono vitreo, a voltametria de
onda quadrada foi aplicada com uma amplitude de impulso de 50 mV e incrementos de
1 mV. As curvas de calibragio foram obtidas sempre a uma frequéncia de 50 Hz
(Garrido, 2000). Nestas condigdes registaram-se os voltamogramas no intervalo de
potenciais compreendidos entre 1,00 V e 2,00 V para solugdes aquosas, e entre 1,00 V a
3,00 V para solugdes preparadas em acetonitrilo. Tragaram-se curvas de calibragdo
fazendo variar as concentragdes de molinato entre 5,0x104 mol L' e 9,5x10’4 mol L.

Usando eléctrodo de merctirio, procedeu-se a optimizagdo das condigdes
voltamétricas no que diz respeito a frequéncia, potenciais e tempos de deposicdo.

As curvas de calibracdo foram obtidas para solugdes aquosas de molinato de

concentra¢des variaveis entre 5,0x1 0° mol L € 9,0x10° mol L.
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2.5.4 - Método cromatografico de comparagao

Na quantificagdo do molinato pelo método de comparacdo (Correia, 2001), em
que se usa a cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) (Tjeerdema et al., 1988)
com detecgio por espectrofotometria de ultravioleta, comegou-se por preparar o eluente.
Para isso a agua destilada foi filtrada através de filtros de porosidade 0,45 pm (Schleicher
& Schuell). Um dado volume da 4gua filtrada foi adicionado ao metanol (Lichrolsolv) de
modo a obter uma mistura 20/80 (v/v). A solugdo resultante foi desgaseificada com hélio.
O caudal de eluente usado foi de 0,8 mL min’, para o qual a pressdo na coluna ndo
deveria ultrapassar os 350 bar.

Para tracar a curva de calibragdo em HPLC, preparou-se¢ uma solugdo de
concentragdo rigorosa 4,0x1 02 mol L' de molinato em meio de cultura. A partir da
solugdo anterior, prepararam-se solugdes diluidas de concentragdes entre 1,0x10° e
2,5x10° mol L'. O volume de padrio injectado foi de 20 upL e a deteccdo
espectrofotométrica foi efectuada a 210 nm. Entre 2 injecgdes consecutivas a seringa foi
lavada virias vezes com acetona e posteriormente com agua de elevada pureza.

As amostras a analisar foram descongeladas a temperatura ambiente, e injectadas
a partir da solugfio mais diluida para a mais concentrada. Dependendo da concentragdo do
pesticida na amostra original, foi necessario realizar diluicdes da amostra concentrada,

para a colocar na gama de concentragdes da curva de calibragdo utilizada em HPLC.

2.5.5 — Cinética de degradagdo de molinato

A velocidade especifica de crescimento do consércio bacteriano III, foi calculada
durante a fase de crescimento exponencial.

A velocidade de degradagio do molinato foi calculada a partir da equagéo (2.1),
sendo C a concentragdo de molinato, p a velocidade de crescimento especifica do
consércio 111, Y o rendimento biolégico em biomassa e Xo a concentragdo da biomassa no

tempo inicial.
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_dc_X.n
d Y @.1)

Integrando a equagdo 2.1 entre t = 0 ¢ t (C=C, para t=0), obtém-se a equagdo 2.2.
Esta expressio foi usada para ajustar os valores experimentais obtidos e a derivada de C

em relagio a t foi tratada de modo a obter a velocidade de degradagfio de molinato

dC
(==

Xo
C= CO —-‘*};“(6”r ——1) (22)

A degradacfio especifica do molinato foi determinada segundo a equagéo 2.3, em

que X é a concentragdo da biomassa no instante t.

L4

X dt (2.3)

A biomassa (mg L") foi calculada a partir da equagdio (2.1) determinada

laboratorialmente (Correia, 2001).

Biomassa (mg L") = 442,62 x D.O. 2.4)

2.6 — Reagentes

Acetona Merck
Acetonitrilo Merck
Acido bérico Riedel-de-Haen
Acido cloridrico Merck
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Acido nitrico

Alumina

Azoto

Cloreto de calcio

Cloreto de cobalto diidratado
Cloreto de cobre(Il) diidratado

Cloreto de Ferro (II)tetraidratado

Cloreto de Magnésio hexaidratado

Cloreto de Manganés tetraidratado
Cloreto de Niquel hexaidratado
Cloreto de potassio

Cloreto de Sadio
Cloreto de Zinco

Diidrogenofosfato de potassio
Etanol

Hidrogenofosfato de sédio
Hidréxido de s6dio

Metanol

Molibdato de sodio diidratado
Molinato

Molinato

Nitrato de potéssio

Perclorato de sodio

Merck

BDH Chemical Ltd.
Linde Sogés

Merck

Merck

Merck

Merck

Merck

Merck
Merck
Merck
Merck

Merck

Merck

Merck
Riedel-de-Haen
Merck

Merck

Merck

Herbex
Riedel-de-Haen
Merck

Fluka AG
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3.1 - Introdug@o

O objectivo do trabalho descrito neste capitulo foi estudar a capacidade
electroactiva do molinato de modo a avaliar a possibilidade de usar técnicas voltamétricas
para dosear o pesticida ao longo do processo de biodegradacdo, e apresentar assim um
método analitico alternativo, selectivo, sensivel, mais rapido, mais econémico, menos
poluente e possivel de se utilizar in sifu.

De facto, apesar de serem conhecidos alguns resultados da reaccdo de oxidagdo do
molinato em solugio aquosa num eléctrodo de carbono vitreo (Garrido, 1999), pretendeu-
se alargar o estudo investigando a influéncia da natureza do solvente e ainda o efeito de
‘variagdes no electrolito de suporte. Por outro lado, explorou-se a capacidade de redugdo
do pesticida, usando um eléctrodo de merctrio de gota suspensa. Compararam-s¢ 0S
sinais analiticos obtidos com diferentes técnicas voltamétricas de modo a seleccionar a

metodologia analitica mais eficiente a implementar no controlo do molinato.

3.2 - Oxidagdo do molinato em solugéo aquosa

3.2.1- Influéncia do pH

O estudo do comportamento electroquimico do molinato utilizando a voltametria
de onda quadrada, foi efectuado em solugdo aquosa para um intervalo de pH
compreendido entre 1,9 e 7,4 unidades. As solugdes tampdo eram constituidas por meio
de cultura, e o ajuste de pH e forga i6nica (I) foram efectuados adicionando é4cido nitrico
ou 4cido cloridrico e nitrato de potdssio ou cloreto de potassio, respectivamente. Como se
pode observar na figura 3.1 a evolugio do solvente (solugdo electrolitica) ocorre a
potenciais mais positivos quando se usa 4cido nitrico e nitrato de potassio, permitindo
deste modo observar um pico de oxidagdio mais bem definido, que ocorre a +1,63 V vs
AgClAg e ¢ independente do pH. Optou-se por se usar 4cido nitrico e nitrato de potdssio

para ajustar o pH e a forga i6nica, respectivamente.
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Observou-se ainda que para pH compreendido entre 3,0 ¢ 7,4 unidades o molinato
ndo é electroactivo em eléctrodo de carbono vitreo. Para pH menor que 3,0 o molinato
apresenta um pico de oxidagio cuja intensidade de corrente aumenta com a diminuigdo de
pH, apresentando um valor méaximo a pH 1,9 ( figura 3.2).

Na figura 3.3 esta representado, a titulo de exemplo, um voltamograma de onda

quadrada de molinato obtido em solugdo tampdo a pH 1,9 e forga iénica 0,3 mol L.

8.30E-04 ]

7.30E-04

H

6.30E-04 -

5.30E-04

4.30E-04

i (A)

3.30E-04 A

2.30E-04 A

1.30E-04 -

3.00E-05 + ,
1.00 1.20 1.40 1.60 1.80

T T

E (V) vs AgCl/Ag
Figura 3.1 - Voltamograma de onda quadrada da solugfo electrolitica a pH 1,9: A — meio
de cultura acidificado com HNO; e forga i6nica ajustada com KNO;3; B — meio de cultura

acidificado com HCl e forga i6nica ajustada com KC1.
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10.00 |
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X 400 -
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0.00 R e

10 20 30 40 50 60 7.0 80
pH

Figura 3.2 — Estudo da variagdo da intensidade da corrente de pico de oxidagdio com o pH
de uma solugfio de molinato de concentragdo 7,0x10* mol L' em meio de cultura, a

frequéncia de 50 Hz, amplitude 50 mV e incrementos de potencial de 1 mV.

6.30

5.30 -

i(x10° A)

4.30 -

3.30 T T T T T 1
130 140 150 160 170 180 1.90

E (V) vs AgCl/Ag

Figura 3.3 — Voltamograma de onda quadrada de uma solugdo de molinato de
concentragdo 5,0 mol L' em meio de cultura com pH 1,9 utilizando uma frequéncia de 50

Hz, amplitude 50 mV ¢ incrementos de potencial de 1 mV.
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3.2.2- Mecanismo de oxidagéo

Pard estudar o mecanismo de oxidagio do molinato em meio de cultura tragaram-
se voltamogramas ciclicos num eléctrodo de carbono vitreo para velocidades de
varrimento entre 20 e 250 mV s”'. Na figura 3.4 apresenta-se um voltamograma ciclico do
molinato observando-se um pico de oxidagdo a um potencial proximo de +1,63 V vs
AgClAg, ndo se obtendo o correspondente pico de redugdo no varrimento inverso. A
representagdo grafica da variagdo da intensidade de corrente de pico i, em fungdo de V2 ¢
uma recta que passa pela origem do referencial (figura 3.5), indicando que o processo é
controlado por difusio obtendo-se valores de Ep-Epp médios de 0,10 V. Na tabela 3.1
apresentam-se os valores de i, Ep obtidos a partir dos voltamogramas ciclicos tragados a

diferentes velocidades de varrimento.

1.80 1
1.60 -
1.40 -
1.20 A
1.00 -

0.80 -

i (x10* A)

0.60 -
0.40 -

0.20 -

0.00
1.0 1.20 1.40 1.60 1.80 2.00

E (V) vs AgCl/Ag

Figura 3.4 — Voltamograma ciclico de uma solugfio de molinato de concentragdo 2,0x107

e e e e i

mol L' em meio de cultura a pH 1,9 e for¢a i6nica 0,3 mol L, usando uma velocidade

de varrimento de 150 mV s
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4.00 -
- y = 2,21x10° x -3,36x107
< 300 R = 0,998
o 200 4
3
= 1.00 -
0.00 T T T 1
0 5 10 15 20

V1I2 (mV/s)1/2

Figura 3.5 — Grafico de i, vs v'"2 para uma solugfo de molinato de concentragdo 2,0x107

mol L' em meio de cultura de pH 1,9 e forga i6nica 0,3 mol L.

Tabela 3.1 - Dados de voltametria ciclica para uma solugiio de molinato de concentragio

2,0 mol L em meio de cultura com pH 1,9 e forga i6nica 0,3 mol L.

v(mVs) i, (x107A) E, (V) vs AgClVAg
20 0,84 1,68
50 1,55 1,68
100 2,26 1,60
200 3,20 1,63
250 3,35 1,63

Utilizando a voltametria de onda quadrada registaram-se os voltamogramas para
uma solugdo de molinato a pH 1,9 no varrimento directo(is) e inverso (i) € ainda a curva
correspondente a corrente total (i) (figura 3.6). Confirmou-se que a oxidagdo deste
composto corresponde a um processo irreversivel e representando i, em funcdo de w'?
obtém-se uma relagio linear (figura 3.7), indicando que as reacgdes de eléctrodo sdo

controladas por difusdo.
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1.40 7
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Figura 3.6 — Voltamograma de onda

(V) vs AgCl/Ag

quadrada de uma solugdo de molinato de

concentragio 7,0x10* mol L' em meio de cultura a pH 1,9 e for¢a i6nica de 0,3 mol L™,

utilizando uma frequéncia de 50 Hz, amplitude 50 mV e incremento de potencial de 1

mV.

2.50 -
2,00 y = 1,57x10%x +3,51x107
Z 150 R = 0,999
o
X 1.00
" 0.50 A
0.00 . . 1
0 5 10 15
w1/2 (HZ1IZ)

Figura 3.7 — Grafico de i, vs w'? para uma solugdo de molinato de concentragdo 7,0

mol L a pH 1,9 e forga i6nica 0,3 mol L.
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Todos estes resultados sugerem a ocorréncia de uma reacgdo de oxidagdo no
eléctrodo, a que se segue uma reacgdo quimica rapida em solucdo.
A fim de determinar o nimero de electrdes envolvidos na reacgdo de oxidagdo, tragaram-
se voltamogramas ciclicos para uma solugdo de tiocianato de ferro com igual
concentragdo & da solugdo de molinato, ambas preparadas em meio de cultura. Admitindo
que em condigdes experimentais idénticas as espécies apresentam coeficientes de difusdo
proximos, e conhecendo as caracteristicas reversiveis do tiocianato de ferro, em que o
processo de eléctrodo envolve 1 electrdo/ molécula, ¢ possivel a partir das equagdes (3.1)
e (3.2) proprias de um processo irreversivel, determinar o nimero de electrdes envolvido
na reacgdo de oxidagio do molinato. O resultado confirmou tratar-se de um processo que

envolve 1 electrdo / molécula de molinato.

i, = 2,99x105 n(ong )1‘2 ACD"y? 3.1)

lp

Ey-Epz=0,048 / o ng (3.2)
p~Ep

Os estudos electroquimicos realizados permitem verificar que o mecanismo de
oxidagdo do molinato em meio de cultura, envolve um electrdo e o pH nio influencia o
potencial de pico. Os resultados estdo de acordo com o mecanismo proposto na literatura

(Garrido, 2000), em que se obtém como produto final um dimero ( esquema 3.1).

+ | +

o) o) o)
I
C2H5$—g—©_'_¢_> CoHsS —g—NQ —C2H5S- + S_C_NO

CoH5—S~—S—C2Hj5

Esquema 3.1 — Mecanismo de oxidagdo do molinato em meio de cultura num eléctrodo

de carbono vitreo (Garrido, 2000).
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3.2.3- Curva de calibrag¢do

Atendendo a que o sinal analitico € exaltado em voltametria de onda quadrada,
usou-se esta técnica para tracar as curvas de calibragdo. As condi¢Ses optimas de andlise,
ou seja a melhor razdo sinal/ruido para a solugdo de molinato em meio de cultura com pH
1,9 ajustado com &cido nitrico, e for¢a idnica 0,3 mol L™ conseguidas com nitrato de
potéssio foram: frequéncia 50 Hz, amplitude 50 mV, incremento de potencial de 1 mV
correspondendo a velocidade de 50 mV st

Estas condi¢des foram usadas para estabelecer as curvas de calibrago a partir dos

voltamogramas obtidos para solugdes de molinato de concentragdes compreendidas entre
4,0x10™ € 9,5x10™* mol L™ (figura 3.8).

8.30 -

7.30

6.30 -

i (X10% A)

5.30 4

4.30 |

3.30 T T T T T —
130 140 150 160 170 180 190

£ (V) vs AgCl/Ag

Figura 3.8 - Voltamogramas de onda quadrada de solugSes aquosas de molinato a pH 1,9:
A - 4,0x10%; B — 5,0x10%; C — 6,0x10%; D — 7,0x10™; E — 8,0x10; F- 9,0x10% ¢ G -
9,5x10™ mol L, utilizando-se uma frequéncia de 50 Hz, amplitude 50 mV e incremento

de potencial de 1 mV.
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O intervalo estreito de concentragdes utilizado deve-se ao facto de o pesticida ser
fortemente adsorvido & superficie do eléctrodo provocando o envenenamento deste e
dificultando a obtengfio de reprodutibilidade. A figura 3.9 apresenta a curva de calibragéo
correspondente aos voltamogramas obtidos, sendo o coeficiente de correlagdo de 0,999.
Na tabela 3.2 sdo apresentados os valores médios e os erros associados ao declive ¢
ordenada na origem para as rectas de calibragdo, com um intervalo de confianga de 95%.
Com esta metodologia determinou-se o limite de detecgdo, tendo-se obtido o valor de

5,67x10° mol L' (Miller et al., 2000).

2009 =2 .2%10? conc. - 3.6x10°
150 R =0.999
o
% 1.00
0.50 l I ‘

4.0 5.0 6.0 7.0 8.0 90 10.0

Concentragdo de molinato (x104 mol L")

Figura 3.9 — Curva de calibragdo para solugdes aquosas de molinato a pH 1,9.

Tabela 3.2 — Equagio da recta de calibragdo e respectivo declive e ordenada na origem.

Equacdo da recta Declive Ordenada na origem
bt tg, (mol L) atty
2,2x107x - 3,6x10° 2,2x107 + 0,2x10™ -3,6x10°+ 0,6x10°

b— declive; sy — erro associado ao declive; a — ordenada na origem; s, — erro associado a

ordenada na origem.
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3.3- Oxidaggo do molinato em meio orginico

O reduzido sinal analitico obtido na oxidagdo do molinato em solugdo aquosa, nas
condi¢bes experimentais anteriormente descritas, levou a alargar o estudo do
comportamento electroquimico do molinato em solvente orgénico, acetonitrilo,
permitindo assim estender o intervalo de varrimento de potencial até valores mais

positivos (+3,00 V).

3.3.1- Estudo do comportamento electroquimico em acetonitrilo

A figura 3.10 apresenta um conjunto de voltamogramas ciclicos para uma solugdo
2,1x10'3m01 L de molinato em acetonitrilo/NaClO4 (0,1 mol L") obtidos num eléctrodo
de carbono vitreo, a diferentes velocidades de varrimento. Como se pode observar
existem trés picos de oxidagdo mal definidos, irreversiveis, a potenciais proximos de
+1,81 V, +1,96 Ve + 2,28 V vs AgCl/Ag, que se deslocam para valores mais positivos
com o aumento da velocidade de varrimento. Na tabela 3.3 apresentam-se os dados
recolhidos a partir da figura 3.10. Atendendo & forma dos voltamogramas usaram-se 0s
dados relativos ao 2° pico de oxidagdo para tragar a curva de calibragdo figura (3.11)
tendo-se obtido um coeficiente de correlagio de 0,998. Com base em informagGes
recolhidas na literatura (Baizer et al., 1993) propde-se que o 2° pico corresponde a
formagdo de sulfoxido e o terceiro & conversdo em sulfona, sendo no entanto necessario

proceder a estudos complementares para confirmar a formagéo dos produtos referidos.
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2.00

E (V) vs AgCI/Ag

Figura 3.10 - Voltamogramas ciclicos para uma solu¢@o 2,1x10% mol L' de molinato em

acetronitrilo/perclorato de sédio (0,1 mol L") num eléctrodo de carbono vitreo e as

velocidades indicadas no grafico.

Tabela 3.3 — Valores de i, e E, obtidos com a técnica de voltametria ciclica para os trés

picos de oxida¢do do molinato em acetonitrilo/perclorato de sédio (0,1 mol LY.

v(Vsh il (x10°A) B (V)| 2 (x10° A) E (V) | iy x10°A) Ep (V)
0,02 0,55 1,81 1,44 1,96 0,57 2,28
0,05 0,81 1,83 2,38 1,98 0,63 2,32
0,10 0,91 1,85 3,58 2,01 0,94 2,37
0,15 1,17 1,85 4,48 2,01 1,49 2,39
0,20 1,53 1,85 4,93 2,01 1,94 2,41
0,30 1,89 1.86 6,06 2,02 2,24 2,44
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6 y = 3.62x10°x - 1.21x10°
R =0.998

ip (x10° A)
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Figura 3.11 — Gréfico i, vs v"? de uma solugdo 2,1x10® mol L' de molinato em

acetonitrilo/perclorato de sédio (0,1 mol L.

3.3.2- Curva de calibracdo

Para tentar aumentar a intensidade do sinal analitico, recorreu-se a voltametria de
onda quadrada e registaram-se os voltamogramas para solugdes de molinato de
concentragdes compreendidas entre 4,9x10* e 2,1x10® mol L' preparadas em
acetonitrilo/perclorato de sédio (0,1 mol L™"). A partir da figura 3.12 recolheram-se os
dados que se apresentam na tabela 3.4. Atendendo a forma dos voltamogramas usaram-se
os dados relativos ao 2° pico de oxidagfo para tragar a curva de calibragdo (figura 3.13)
tendo-se obtido uma relagfio linear com coeficiente de correlagdo de 0,996. Na tabela 3.5
apresentam-se os valores médios e os erros associados ao declive e ordenada na origem
para as rectas de calibragdo, com um intervalo de confianga de 95%. Com esta
metodologia determinou-se o limite de detecgdo, tendo-se obtido o valor 1.1x10° mol L™

(Miller et al., 2000).
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Figura 3.12 - Voltamogramas de onda quadrada de solugdes de molinato em
acetonitrilo/perclorato de sédio (0,1 mol L) A- 4,9x10*; B - 7,8x10™*; C - 9,8x10%; D -
1,5X102 ¢ E - 2,1x10° mol L™

Tabela 3.4 — Valores de i, e E, obtidos com a técnica de SWQ para os trés picos de

oxidagio do molinato em acetonitrilo/perclorato de sédio (0,1 mol L™).

Concentracdo

x10% mol L) | i’ (x10° A) E,' (V) i, (x10° A) E,2 (V)| iy x10°A) E;’ (V)
4,9 0,57 1,80 1,18 2,00 0,41 2,40
7,9 1,31 1,80 1,50 2,00 0,52 2,40
9,8 1,36 1,80 1,65 2,00 0,53 2,40
1,5 2,10 1,80 2,02 2,00 0,82 2,40
2,1 2,11 1,80 2,36 2,00 0,75 2,40
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Figura 3.13 — Curva de calibragdo para o segundo pico de oxidagdo para solugdes de

molinato em acetonitrilo/perclorato de sédio (0,1 mol L.

Tabela 3.5 — Equagfio da recta de calibragfo e respectivo declive e ordenada na origem.

Declive Ordenada na origem
Equagéo da recta .
bt ty, (mol L) atty,
7,8x107x + 8,3x10°° 7,8x107 + 0,4x10” 8,3x10°+ 0,4x10°

Também em acetonitrilo os sinais electroquimicos obtidos para solugdes de
molinato tém baixas intensidades, o que ndio permite aplicar a metodologia analitica no
controlo directo do molinato, ao longo do processo de biodegradagdo atendendo aos

niveis de concentragio esperados.

A oxidagéo electroquimica do molinato vem comprovar a possibilidade de dosear
alguns carbamatos recorrendo a técnicas elctroanaliticas, usando eléctrodos de carbono

vitreo (Batley et al., 1981; Guiberteau et al., 1995).

Batley e seus colaboradores (1981), estudaram os processos de oxidagdo de 13
carbamatos e analisaram os sinais obtidos quer por voltametria directa quer por detecgdo
electroquimica em HPLC. Nenhum destes pesticidas apresentou pico de redugéo e apenas
quatro (aminocarbe, zectran, metiocarbe e pirimicarbe) foram oxidados, no entanto os

pesticidas metiocarbe e pirimicarbe apresentavam interferéncias do oxigénio. Assim
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sendo Batley e seus colaboradores apenas propuseram uma metodologia para quantificar
aminocarbe e zectran para uma gama de concentra¢des de 0,5 a 10 mg L. O limite de

deteccfio usando a voltametria de diferencial de pulso foi de 30 pg L

A bentazona ¢ um exemplo de outro carbamato cuja oxidagdo electroquimica foi
estudada usando a voltametria ciclica, onda quadrada e diferencial de pulso, tendo-se

obtido um limite de detecgfio de 1,5x107° mol L™ (Garrido, 2000).

Conforme se pode verificar a oxidagdo electroquimica de carbamatos usando o
eléctrodo de carbono vitreo ndo apresenta limites de detecgdio baixos, do qual o molinato

nfo € excepcdo.
3.4 - Redugdo do molinato em solug@o aquosa

Para testar a capacidade de redugdo do molinato utilizou-se um eléctrodo de
mercurio de gota suspensa (HMDE), tendo-se verificado que este tiocarbamato ¢é
electroquimicamente activo, ocorrendo redugfio deste pesticida a um potencial de —0,320
V vs AgCI/Ag. Utilizando este eléctrodo, estudou-se a influéncia da adsorgdo da espécie,
optimizou-se o potencial ¢ o tempo de deposigdo, tendo em conta que estes pardmetros
sdo determinantes nas respostas electroquimicas. O efeito do pH da solugdo também foi
estudado, visto ser um factor importante para a interpretagdo do comportamento do

molinato.

3.4.1 - Optimizacdo do potencial e do tempo de acumulagio

A figura 3.14 ilustra a influéncia do tempo de acumulagdo na intensidade da
corrente de pico para uma solugdo 2,2x10° mol L' de molinato em meio de cultura a pH
7,4, verificando-se que o tempo de deposi¢do tem bastante influéncia na forma do pico de

redugdo.
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Figura 3.14 - Voltamogramas de onda quadrada para uma solugdo 2,2x1 0° mol L de
molinato em meio de cultura a pH 7,4 e forga ionica 0,3 mol L', utilizando-se uma
frequéncia de 150 Hz ao potencial de deposi¢do (Egq) de —0,800 V e amplitude 50 mV.

Tempo de acumulag@o: A—-0s;B—-10s.

Estudos sistematizados permitiram tragar o grafico apresentado na figura 3.15
onde se observa o efeito do tempo de acumulagdo na forma do pico de reducdo em fungéo
da concentrago da solugiio de molinato. E possivel concluir que quanto mais baixa for a
concentragdo maior € o intervalo de resposta linear entre a intensidade de corrente de pico
e o tempo de acumulagdo. Para estudos posteriores foi escolhido um tempo de
acumulacdo de 10 s, visto ser nesta situagdo que se obtém uma intensidade de corrente de

pico maxima quando se usa uma solugo de molinato de concentragfio 2,2x10° mol L™
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Figura 3.15 — Efeito do tempo de deposi¢do na intensidade da corrente de pico (i) numa
solugdo aquosa de molinato de concentracdo: 2,2x10%° mol L () e 5,0x10°® mol L™

(0). pH 7,4 frequéncia 150 Hz e potencial de deposi¢cdo —0,800 V.

Para estudar a influéncia do potencial de deposic¢do, fixou-se o tempo de acumulagdo em
10 s e fez-se variar o valor do potencial entre -0,60 V e -1,20 V vs AgCl/Ag. Como se
pode verificar na figura 3.16 a intensidade de corrente de pico maxima corresponde a um
potencial de deposigdo de —0,800 V vs AgCl/Ag pelo que se fixou este valor para estudos

posteriores.

T

-1.20 -1.00 -0.80 -0.60

Ed (V) vs AgCl/Ag

Figura 3.16 — Efeito do potencial de deposigdo (Eg) na intensidade de corrente de pico (ip)
numa solugfio de molinato de concentragdo 2,2 x10”° mol L™ em meio de cultura a pH 7,4

a frequéncia de 150 Hz e tempo de deposigdo (tg) 10 s.
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3.4.2 - Influéncia do pH

A influéncia do pH no comportamento electroquimico do molinato foi estudada
para o intervalo compreendido entre 1,9 e 11,0 unidades usando a voltametria de onda
quadrada e mantendo-se as restantes condigdes experimentais. A figura 3.17 representa o
efeito do pH sobre os valores de potencial de pico (E,) e os valores de intensidade de
corrente de pico (ip) para o molinato. Verificou-se que para a gama de valores de pH
estudada este herbicida € electroactivo, tendo actividade maxima a pH 1,9. No entanto,
dado que a pH 7,4 se obtém bons resultados fixou-se este valor para estudos posteriores,
pois assim ndo é necessario recorrer a acidificagdo das amostras. Verifica-se também que

o potencial de pico (E,) ¢ praticamente independente do pH.

3.50 - - -450
3.00 - 1 .430
2.50 1 --410 @
—~— 6
< 2.00 - -390 2
S a7l >
% 1.50 |- <
= laso £
1.00 - =
—a—a -330
0.50 1 !
T .310
0.00 . . : .
1.0 3.0 5.0 7.0 9.0 11.0

pH
Figura 3.17 - Efeito do pH sobre os valores de E, ((0) € i, (x) para solugdes de molinato
de concentra¢io 2,2x10° mol L™ usando a técnica de voltametria de onda quadrada.

Frequéncia 150 Hz, amplitude 50 mV, t4 10 se Eq— 0,800 V.
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3.4.3- Estudos por voltametria ciclica

A voltametria ciclica foi a técnica utilizada no sentido de caracterizar a
reversibilidade do processo de eléctrodo do molinato. Comegou por se tragar varios
voltamogramas ciclicos para uma solugfio de molinato de concentragio 8,0x10°mol L' a
pH 7,4 com forga i6nica ajustada a 0,3 mol L' com cloreto de potassio, fazendo-se variar
a velocidade de varrimento entre 20 mV s e 600 mV s™'. Na figura 3.18 apresenta-se 0s
voltamogramas ciclicos obtidos com esta técnica. Na tabela 3.6 apresentam-se alguns

resultados obtidos da andlise dos voltamogramas ciclicos para esta solucdo de molinato.

5.00
4.00 +
3.00 -

2.00 +

i(x107 A)

1.00 -

'\-S"--‘\« ey
e
T USA T

0.00 — . : M= y
0.1 T SN N g s -0.200

-1.00 -

-2.00 -

E (V) vs AgCl/Ag

Figura 3.18 — Voltamogramas ciclicos de uma solu¢do aquosa de molinato de
concentragio 8,0x10” mol L em eléctrodo de mercurio de gota suspensa: A - 20; B - 50;
C-100; D - 150; E - 200; F - 300; G - 400; H - 500 ¢ I - 600 mV s™.
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Tabela 3.6 - Dados de voltametria ciclica para uma solugfo de molinato de concentra¢do

8,0x107° mol L™ em meio de cultura com pH 7,4 ¢ 1 0,3 mol Lt

v(Vs?) i, (x107A) E, (V) vs AgCVAg
0,02 0,28 -0,326
0,05 0,69 -0,320
0,10 1,23 -0,309
0,15 1,70 -0,306
0,20 2,11 -0,305
0,30 2,85 -0,302
0,40 3.27 -0,300
0,50 3,76 -0,300
0,60 421 -0,300

3.4.4- Estudos por voltametria de onda quadrada

A voltametria de onda quadrada foi também utilizada para estudar o
comportamento da redugdo do molinato em meio de cultura no eléctrodo de mercurio de
gota suspensa a pH 7,4 e forga idnica 0,3 mol L. O efeito da frequéncia da onda
quadrada na intensidade da corrente de pico, para uma solu¢gdo de molinato com
concentragdo de 2,2x10° mol L™ foi avaliada para a gama de frequéncia entre 20 e 200
Hz (figura 3.19).

A figura 3.20 mostra o voltamograma obtido para o herbicida em estudo, onde a
corrente total (i) é a diferenga entre a corrente directa € a corrente inversa, ou seja, entre a

corrente catddica e a corrente anddica (i — ip).
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Figura 3.19 — Voltamagramas de onda quadrada de uma solugdo de molinato de

concentragio 2,2x10”° mol L™ com pH 7,4 as frequéncias de: A - 20; B - 50; C - 100; D -
150 e E — 200 Hz. Potencial de deposi¢do (Ep) — 0,800 V aplicado durante 10 s.
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Figura 3.20 — Voltamograma de onda quadrada de uma solu¢io de molinato de

concentragio 2,2 x10”° mol L' em meio de cultura com pH 7,4 utilizando uma frequéncia

de 50 Hz, amplitude 50 mV e incremento de potencial de 1 mV.
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3.5 - Determinag¢do do molinato

O método usado para a quantificagio do molinato ao longo do processo de
biodegradagdo foi o método voltamétrico, usando-se como critério de comparacdo o
método cromatografico (HPLC). De seguida apresentam-se 0S resultados e curvas de

calibragdo obtidos por estas duas técnicas.
3.5.1 - Curva de calibragdo em HPLC

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) com detecgdo por
espectrofotometria de ultravioleta foi utilizada como método analitico de comparagdo na
quantificagdo do molinato ao longo do processo de biodegradagdo. As determinagdes em
HPLC foram efectuadas a um comprimento de onda de 210 nm e com caudal de eluente
de 0.8 mL min’. Na figura 3.21 apresenta-se um cromatograma de uma solugdo de
molinato de concentrag¢do 1,0x10° mol L. Nestas condigdes verificou-se que este
pesticida tem um tempo de retengdo (tr) médio de 8,8 minutos.

Tragou-se uma curva de calibragdo para solugdes de molinato de concentragdes
compreendidas entre 1,0x10 e 2,5x10™ mol L (figura 3.22). Na tabela 3.7 apresentam-
se os valores médios e os erros associados ao declive para um intervalo de confianga de

95%.

w A
—i/
0 a
3 .80

Figura 3.21 — Cromatograma de uma solugdo padrdo de molinato de concentragdo

molinato

1,0x10° mol L em meio de cultura a pH 7,4, usando um caudal de eluente de 0,8

mL min”' e a detecgdio a um comprimento de onda de 210 nm.
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Figura 3.22 — Curva de calibragfo para solugdes padrdo de molinato em meio de cultura

a pH 7,4 usando o método de cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC).

Tabela 3.7 — Equagio da recta e respectivo erro associado ao declive obtido por HPLC

para solugdes padrdo de molinato.

Equagdo da recta Declive
bt (mol L)
1,1x10"%% 1,1x10"% 0,1x10"°

B — declive; sb — erro associado ao declive.

- 3.5.2 - Curva de calibragido em voltametria

No desenvolvimento do método electroanalitico para a determinagéo do molinato
concluiu-se que a voltametria de onda quadrada era a técnica mais sensivel quando se
utiliza a capacidade de redugdo do herbicida em eléctrodo de mercurio de gota suspensa ¢
se optimiza as condigdes de adsorgfo da espécie. Assim usou-se esta associagdo para

dosear o molinato em meio de cultura ao longo do processo de biodegradago.
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Por voltametria de onda quadrada, usaram-se as seguintes condigdes analise:
frequéncia 150 Hz, amplitude 50 mV, incremento de potencial de 1 mV, pH 74¢el10,3
mol L a um potencial de deposigdo de — 0,800 V durante 10 s.

Nestas condi¢des estabeleceram-se as rectas de calibragdo. Na figura 3.23 estdo
representados os voltamogramas de onda quadrada obtidos na calibragdo, para solugbes
de molinato de concentragdes compreendidas entre 5,0x106 e 9,0x106 mol L. A partir
dos dados recolhidos da andlise dos voltamogramas tragou-se a curva de calibragio
(figura 3.24) apresentando-se na tabela 3.8 os valores médios e os erros associados
respectivamente ao declive ¢ ordenada na origem, para um intervalo de confianga de
95%.

Com esta metodologia determinou-se o limite de detecgdo, tendo-se obtido o valor

3,5x10°® mol L' (Miller et al., 2000).
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Figura 3.23 - Voltamogramas de onda quadrada de solugdes padrdo de molinato em meio
de cultura a pH 7,4: A- 5,0x10%; B- 6,0x10%; C- 7,0x10°%; D- 8,0x10° ¢ E- 9,0x10°

mol L.
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Figura 3.24 — Curva de calibragdo para solugdes de molinato a pH 7,4 usando o método

voltamétrico.

Tabela 3.8 — Equagfio da recta de calibragdio e respectivo declive e ordenada na origem.

Equagdo da recta Declive Ordenada na origem
b tg (mol L'l) atty,
4,9x107 + 6,9x10” 4,9x107 £ 0,3x10 6,94x107 + 6,6x10°

b — declive; s,— erro associado ao declive; a — ordenada na origem; sa — erro associado a

ordenada na origem.

3.5.2 - Doseamento do molinato ao longo do processo de biodegradagdo

Nas condi¢des optimizadas fez-se o doseamento do molinato no sobrenadante da
cultura de crescimento ao longo do processo de biodegradagdio. A precisio da
metodologia desenvolvida foi testada através do calculo do desvio padréo relativo para
trés determinagdes da mesma amostra. A exactiddo do método foi avaliada comparando
os valores obtidos por voltametria de onda quadrada em eléctrodo de mercurio de gota
suspensa com os obtidos por cromatografia liquida de alta eficiéncia, HPLC.

Na figura 3.25 apresenta-se um cromatograma de uma amostra biologica retirada

a0 sobrenadante da cultura do consorcio III.
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Figura 3.25 — Cromatograma de uma amostra biolégica retirada ao sobrenadante da
cultura do consércio III apés 26 horas de incubagdo (pH 7,4) utilizando-se um caudal de

eluente 0,8 mL min” e detecgdo a um comprimento de onda de 210 nm.

Na figura 3.26 apresenta-se um voltamograma de onda quadrada para uma

amostra retirada ao sobrenadante da cultura de crescimento do consorcio III.
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Figura 3.26 - Voltamograma de onda quadrada de uma amostra biolégica retirada ao
sobrenadante da cultura de crescimento do consorcio III apos 26 horas de incubagdo a um
pH 7.4 utilizando-se uma frequéncia de 150 Hz com um potencial de deposi¢do de
—0,800 V aplicado durante 10 s.
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Na figura 3.27 estdo representados os dados relativos ao crescimento do consoércio
bacteriano III e da biodegradagfo do molinato ao longo do tempo.

Os resultados correspondentes ao perfil do crescimento do consoércio estéo
representados em biomassa (mg L™"). Analisando esta curva verifica-se que a fase de
crescimento exponencial ocorreu entre as 0 horas e as 32 horas. Recorrendo a um modelo
matematico analitico verificou-se que a taxa de crescimento das bactérias foi de 0,055 h!
e a velocidade de degradagdo do molinato foi de 77,79 mg de molinato h' g? células.

Para se efectuar este estudo partiu-se de uma concentragfo inicial de molinato de
1x10% mol L?. A quantificagio do decréscimo da concentragdo deste herbicida foi
efectuada por 2 procedimentos analiticos: HPLC e voltametria. Analisando a curva de
biodegradagdio do molinato verifica-se que este pesticida foi totalmente degradado em 46

horas.
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Figura 3.27 — Estudo da biodegradagdo do molinato ao longo do tempo. Perfil de
crescimento da cultura do consorcio III (biomassa) (O); perfil de degradagdo do molinato
quantificado por cromatografia (+); perfil de degradagdo do molinato quantificado por
voltametria ([J); controlo abidtico quantificado por cromatografia (x); controlo abi6tico

quantificado por voltametria (A).
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A tabela 3.9 resume todos os resultados obtidos. Como se pode verificar os
desvios relativos sdo sempre inferiores 9,6%. A figura 3.28 representa a relagdo
encontrada entre os valores obtidos voltametricamente e os obtidos cromatograficamente.
Pelos parimetros da recta (declive proximo de 1 ¢ ordenada na origem proxima de zero) €
possivel concluir existir uma boa concordéncia entre as duas metodologias analiticas.

Aplicando o teste t-student (Miller et al., 2000) com um intervalo de confianca de
95%, o valor encontrado de t (2,70) foi sempre inferior ao valor tabelado 4,30.
Consequentemente os valores médios relativos a concentragdo de molinato obtidos pelos

dois métodos independentes sdo estatisticamente iguais.

Tabela 3.9 — Resultados obtidos na determinagfio de molinato no sobrenadante da cultura
do consércio IIT ao longo do tempo usando o método voltamétrico e HPLC.

Tempo Voltametria HPLC Desvio relativo
Horas (x10* mol L) (x10* mol L' (%)

0 10,6 =0,6 11,5 -7,8
2 8,7+0,1 8,8 -1,1
4 10,9+0,6 11,8 -1,6
6 10,3+0,3 11,4 9,6
8 10,4+0,2 10,2 +2,0
10 10,1 0,1 10,1 0,0
12 10,1+x0,4 10,1 0,0
14 9,3x0,1 9,5 -2,1
22 6,3%0,1 6,7 -6,0
24 6,0+0,1 6,1 -1,6
26 5,9+0,1 5,9 0,0
28 4,8+0,5 4.4 19,1
30 3,4+0,1 3,7 -8,1
32 2,4+0,1 2,4 0,0
34 1,8+0,1 1,9 -5,3
46 Nio se detectou Nio se detectou -——--
48 N3io se detectou Nio se detectou -—--
50 Nio se detectou Nio se detectou ———-
C 12,5+0,2 13,3 -6,0
C 12,4+0,2 12,3 +0,8

C, — controlo abidtico no tempo 0 horas, C,_controlo abiético no tempo 48 horas.
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Figura 3.28 — Comparagdo dos resultados obtidos na determinagiio de molinato em
amostras biologicas usando o método voltamografico e o método cromatografico
(HPLC).

Nas amostras correspondentes ao tempo 46, 48 e 50 ndo se detectou molinato quer
pelo método cromatografico quer pelo método electroquimico. No entanto, detectou-se
um outro composto, que provavelmente corresponde a um produto de biodegradagdo do
molinato que foi detectado quer por cromatografia (HPLC) quer por voltametria.

Na figura 3.29 apresenta-se o0 cromatograma obtido para a amostra retirada ao fim
de 46 horas de incubagfo, detectando-se um composto ndo identificado com tempo de

retengdo de 9,52 minutos.

ol

9 .52 Produto de degradagio do molinato 77?

Figura 3.29 — Cromatograma obtido para a amostra biolégica retirada ao sobrenadante da
cultura do consoércio III apés 46 horas de incubagdo (pH 7,4) usando-se um caudal de
eluente de 0,8 mL min” e a detecgio espectrofotométrica a um comprimento de onda de

210 nm.
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Na figura 3.30 apresentam-se os voltamogramas obtido para as amostras retiradas
ao sobrenadante da cultura do consoércio III um periodo de incubagdo de 46 e 48 horas de
incubagfo, observando-se dois picos de redugfio mal definidos, a potenciais proximos de
— 0,600 V e - 0,670 V vs AgCl/Ag. Estes picos de redugdo correspondem a um composto
desconhecido que provavelmente serd um metabolito formado durante a degradagdo

bioldgica do molinato.

3.00 1

7A)

2.00

(x10

1.00 -|

0.00 ! , , x ,
-0.800 -0.700 -0.600 -0.500 -0.400

E (V) vs AgCl/Ag

Figura 3.30 — Voltamogramas das amostras biolégicas retiradas ao sobrenadante da
cultura do consércio III apds: A — 46 e B — 48 horas de incubacgo. pH 7,4, frequéncia 150
Hz, potencial de deposi¢dio —0,800 V aplicado durante 10 s.

Yafiez-Sedefio e seus colaboradores em 1990 propuseram um método
polarogréfico sensivel e selectivo para a determinagio de pirimicarbe em agua para uma
gama de concentragdes de 3,0x107 a 8,0x10° mol L, tendo-se obtido um limite de
detecgdio de 2,8x107 mol L™,

Recorrendo a polarografia de pulso diferencial também foi estudado por Hitchman
e seus colaboradores em 1984, o processo de reducdo do carbamato Bendiocarbe,
confirmando-se que este composto apresenta um pico de redugdo a um potencial de’
— 0,94 V vs AgClAg. Assim sendo, foi proposto um método analitico para a

quantifica¢do deste carbamato em solos para a gama de concentragdes de 10 a 50 mg L.

Viérios carbamatos nfo sdo directamente activos em eléctrodo de mercurio, sendo

necessario derivatizar o composto, de modo a torna-lo electroquimicamente activo, como
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disso é exemplo, o carbamato carbaril, que apenas é reduzido quando sofre um processo
de nitragdo. O produto formado neste processo tem a capacidade de ser reduzido em
eléctrodo de mercirio, tendo-se por isso desenvolvido um método electroanalitico para a
determinagio deste pesticida em dguas naturais ¢ solos para uma gama de concentragdes

entre 1,81 a 24,14 mg L' (Pérez- Léopez et al., 1994; Meyer et al., 1995).

Neste estudo verifica-se que a redugfio do molinato em eléctrodo de mercirio ¢
um processo directo, nio sendo necessdrio derivatizar, ao contrario da maioria dos
carbamatos. Constata-se também que o método desenvolvido correlaciona-se bem com o

HPLC, com a vantagem de ndo ser necessario acidificar as amostras.
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Conclusdes

Neste trabalho desenvolveu-se um método analitico alternativo para dosear
molinato ao longo de um processo o de biodegradagdo efectuado por um consodrcio
bacteriano.

O método desenvolvido baseou-se em técnicas voltamétricas tendo-se efectuado o
estudo electroquimico da oxidagdio e redu¢do do molinato num eléctrodo de carbono
vitreo, e num eléctrodo de mercirio de gota suspensa, respectivamente.

O estudo electroanalitico da oxidagio do molinato, usando como electrdlito de
suporte o meio de cultura, num eléctrodo de carbono vitreo permitiu concluir que este
tiocarbamato ¢é electroactivo com actividade maxima a pH 1,9 apresentando um pico de
oxidagdo a um potencial elevado de +1,60 V vs AgCV/Ag sendo independente do pH.

A oxidagdo deste pesticida usando este tipo de eléctrodo é um processo controlado
por difusdo e ¢ irreversivel envolvendo 1 electrio/molécula, confirmando-se assim o0s
estudos efectuados por Garrido em 2000.

Apds se terem optimizado as condigdes de anilise tragou-se uma curva de
calibragdo, usando a técnica de voltametria de onda quadrada, para concentragdes de
molinato compreendidas entre 4,0x104 e 9,5x1 0* mol L', com um limite de detecgio de
5,67x10° mol L™

Atendendo a que a concentragdo de molinato nas amostras biolégicas variam entre
1x10° e 1x10® mol L', houve necessidade de alargar o estudo do comportamento
electroquimico deste herbicida par um intervalo de varrimento de potencial até 3,00 V
usando-se o acetonitrilo/perclorato de sédio (0,1 mol L") como electrélito de suporte.

A oxidagdo do molinato em meio orginico apresenta trés picos mal definidos,
irreversiveis a potencial proximo de 1,80 V, 2,00 V e 2,40 V, nfo sendo possivel propor
um mecanismo de oxidagfio. Também neste caso o sinal electroquimico obtido ¢ de baixa
intensidade. Deste modo alargou-se o estudo electroquimico para a zona da redugdo do
pesticida utilizando um eléctrodo de merciirio de gota suspensa.

A reducdio do molinato utilizando este tipo de eléctrodo ocorre a um potencial de

-0,340 V vs AgCVAg e é independente do pH. O processo de eléctrodo ¢ controlado por
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adsor¢do e ¢é quase-reversivel, confirmado por voltametria de onda quadrada e
voltametria ciclica, respectivamente.

Apos se terem optimizado as melhores condi¢Ges de andlise (pH 7.4, frequéncia
150 Hz a um potencial de deposi¢do de —0,800 V aplicado durante 10 s), tragou-se uma
curva de calibragdio utilizando a voltametria de onda quadrada para solugSes de molinato
em meio de cultura para concentragdes compreendidas entre 5,010 e 9,0x10® mol L',
com um limite de detecgéio de 3,45x10® mol L.

Esta técnica voltamétrica utilizando o eléctrodo de mercirio de gota suspensa foi
aplicada na monitorizagdo do decréscimo da concentragdo do molinato ao longo do
processo de biodegradagdo.

Os resultados obtidos por esta metodologia foram comparados com os obtidos
pelo método de comparagio (HPLC) tendo-se obtido erros relativos inferiores a 9,6 %.

Usando o HPLC e a técnica voltamétrica foi possivel detectar um composto
desconhecido que talvez corresponda a um metabolito formado durante a biodegradagio
do pesticida em estudo.

Os resultados obtidos permitem concluir que o método electroquimico
desenvolvido neste trabalho ¢, de facto, um método alternativo ao método de comparagéo

(HPLC), sendo mais econémico, mais rapido (1 minuto/analise) € menos poluente.
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