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Resumo

RESUMO

Nesta Tese estudou-se a interacgio de alguns pesticidas de carbamatos (carbarilo
e carbofurano) e alguns dos seus metabolitos (1-naftol, 2-isopropoxifenol, 3-
hidroxicarbofurano, 3-cetocarbofurano e 3-cetocarbofuranofenol) com uma amostra de
matéria orginica dos solos, nomeadamente uma amostra de dcidos fulvicos (AF)

extraida de um solo “Laurentian”.

Foram implementados dois métodos de andlise das interac¢bes entre as
substancias fluorescentes e os AF: (a) método baseado na extingdo da fluorescéncia de
acordo com a equagdo de Stern-Volmer; e (b) sequéncia de extracgdes solido/sistema

aquoso e sistema aquoso/solvente organico.

Para além da implementacdo destas metodologias, uma primeira fase do trabalho
consistiu no estudo das propriedades de fluorescéncia em estado estaciondrio dos
carbamatos e respectivos metabolitos. Neste estudo, verificou-se que estas substincias
eram mais fluorescentes em metanol. As matrizes de excitagdo-emissdo (MEE) foram
obtidas em metanol e verificou-se uma dependéncia linear da intensidade de
fluorescéncia com a concentragdo. A estrutura das MEE foi estudada por técnicas
quimiométricas de decomposicdo trilinear, nomeadamente pelo modelo PARAFAC, e
verificou-se que a fluorescéncia dos carbamatos e seus metabolitos apresenta uma

estrutura trilinear (excitacdo, emissdo e concentracio).

O método baseado na extingdo de fluorescéncia permitiu detectar uma
associagio  do  carbarilo, I-naftol, 2-isopropoxifenol, carbofurano e 3-
hidroxicarbofurano com os AF numa gama de concentra¢io até cerca de 60 mg de
AF/L. Foi aplicado com sucesso um modelo de correcgio de efeitos de filtro primdrio e
secundario. Os dados experimentais da extingdo de fluorescéncia, devidamente
corrigidos para os efeitos de filtro, foram ajustados com sucesso a equacgiio de Stern-
Volmer. Obtiveram-se as seguintes constantes de Stern-Volmer (log Kgy): carbarilo
(3,85); 1-paftol (3,83); 2-isopropoxifenol (3,96); carbofurano (4,69); e, 3-

hidroxicarbofurano (4,03).




Resumo

O método de extrac¢do para a determinacio da solubilidade do carbarilo e
carbofurano € baseado na seguinte sequéncia de operagdes: (a) equilibrar o carbamato
solido com uma solugdo aquosa; (b) retirar um determinado volume da solugdo aquosa e
extrair a substincia orgénica com um solvente imiscivel com a dgua (cloroférmio para o
carbarilo e ciclohexano para o carbofurano); e (c¢) determinar a concentragio do
carbamato no solvente organico. Este método foi usado para determinar a solubilidade
(Sw) do carbarilo e carbofurano em d&gua, 47,5 £ 3,1 ppm e 330 + 13 ppm,
respectivamente. Foi determinada a solubilidade aparente destes dois carbamatos em
solugdes de forga idnica crescente (0,01, 0,1 e 1,0 M em nitrato de potissio e cloreto de
sodio) e solugdes aquosas de AF de concentragdo crescente (de 0 a 200 mg/L). Os
resultados obtidos mostraram que a solubilidade aparente dos carbamatos diminuia com
0 aumento da for¢a iénica — aumento da concentragdo de sais inorganicos e aumento da

concentracdo de AF.
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1 -INTRODUCAO GERAL

1.1 - PESTICIDAS

1.1.1 — Aspectos gerais

A taxa de crescimento da populagio mundial atingiu aproximadamente 1,6 x 10°
por semana, exigindo uma disponibilidade de alimentos cada vez maior [1]. Estas
necessidades requerem melhorias dramdticas na produtividade da agricultura moderna.
As perdas de producdo agricola devido a pragas como animais roedores, insectos,
microorganismos e ervas daninhas, conduzem a um agravamento destes problemas
demograficos. Quase metade da totalidade dos alimentos destinados a humanidade é
consumida ou estragada por estas pestes (30% antes das colheitas e 20% durante o
transporte e armazenagem). Os métodos biolégicos de protec¢io das plantas tém grande
potencial e sio muito importantes, assim como os estimuladores e reguladores do
crescimento e desenvolvimento das plantas, mas o controlo quimico é a alternativa
semelhante correntemente mais utilizada. O controlo quimico das pestes € levado a cabo
por compostos conhecidos como pesticidas, que incluem os herbicidas, insecticidas,
fungicidas, acaricidas, nematocidas, rodenticidas e outros [1].

Por todo o Mundo, aproximadamente 2,5 bilides de toneladas de pesticidas sdo
sistematicamente aplicados em cada ano. Os herbicidas abrangem 50% da utilizagdo
total de pesticidas na protecgdo de plantas. Apesar de os primeiros terem sido aplicados
ha cerca de 100 anos atrds, o uso generalizado de herbicidas comegou apenas depois da
Segunda Guerra Mundial. Actualmente, mais de 200 tipos diferentes sdo utilizados na
agricultura. A diminui¢do nas doses efectivas dos herbicidas modernos (apenas dezenas
de gramas por hectare), comparado com as dezenas de quilogramas por hectare das
porg¢des inicialmente aplicadas, evidencia o progresso neste campo [1].

Mais de 3 milhdes de espécies de insectos habitam a Terra. Destes, cerca de 70
mil podem ser considerados parasitas das plantas. Estes insectos constituem um grande
prejuizo para a agricultura jd que devoram e inutilizam até cerca de 30 milhdes de
toneladas de cereais por ano. Em certos paises a chegada destas devastadoras pestes,
equivale a uma catastrofe nacional. Em tempos passados, estas criaturas vorazes eram
associadas a fome uma vez que o seu aparecimento em massa causava frequentemente a
fome no homem. A histéria dos insecticidas comegou portanto ha muito tempo atrés, e

actualmente mais de um milhdo de toneladas (cerca de 25% da producio total de
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pesticidas) € aplicado anualmente no tratamento dos ecossistemas agricolas, domésticos
e outros [1].

O mecanismo de actuagdo dos insecticidas consiste na paralisacdo do sistema
nervoso dos insectos contrariando a ac¢do do neurotransmissor natural acetilcolina. Por
inibi¢do da enzima colinesterase, os insecticidas impedem a molécula da acetilcolina de
se aproximar da enzima. Assim, a transmissdo do impulso nervoso € interrompida e os
orgaos do insecto deixam de funcionar [1,2].

Os pesticidas podem classificar-se de vdrios modos: segundo a praga a qual é
destinado, segundo a estrutura quimica do composto utilizado ou ainda segundo a sua
toxicidade, grau ou tipo de risco sanitério. Consoante o tipo de aplicagdo, os pesticidas
podem-se dividir em dois tipos: sistémicos (circulam no sistema vascular das plantas) e
ndo sistémicos ou de contacto. As classes quimicas mais importantes compreendem os

compostos organoclorados, organofosforados e os carbamatos.
1.1.2 — Carbamatos

1.1.2.1 — Introducdo

De uma maneira geral os pesticidas constituem, actualmente, um dos maiores
contaminantes orginicos do meio ambiente. Em particular, os pesticidas de carbamatos
como o carbofurano, o aldicarbe e o carbarilo (Fig. 1.1), sdo altamente téxicos para os

peixes em geral, os invertebrados de dgua e para os péssaros [3-9].

0 0 FH’
O £ cij—s—c—-cm:w—o-ﬁ—NHu
H, H, o
(a) (b) (c)

Fig. 1.1 — Férmulas de estrutura de alguns pesticidas carbamatos: carbarilo (a),
carbofurano (b) e aldicarbe (c). Estas figuras evidenciam a unidade estrutural de base

comum a todos os pesticidas carbamatos - acido carbamico.
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Os carbamatos, introduzidos como insecticidas em 1951, derivam do dcido
carbamico, H,NCOOH. Um dos atomos de hidrogénio ligado ao dtomo de azoto é
substituido por um grupo alquilo, normalmente metilo, e 0 dtomo de hidrogénio ligado
ao dtomo de oxigénio € substituido por um grupo orginico mais longo e mais complexo
simbolizado por R como mostra a Fig. 1.2. Assim, os carbamatos constituem o grupo
quimico dos venenos compostos por ésteres de 4cido metilcarbénico ou

dimetilcarbénico [1,9].

O H O
/ |
HEN*C\ CH,—N—C—0-R
OH _
(a) (b)

Fig. 1.2 — Formulas de estrutura: (a) dcido carbimico; (b) carbamato.

Os carbamatos actuam inibindo a colinesterase em sinapses nervosas,
funcionando como venenos do sistema nervoso, pois impedem a degradacio da
acetilcolina. Esta substincia, que estabelece a comunicagiio entre as células nervosas,
tem de ser destruida depois de executar a sua fungio para que a transmissdo do impulso
nervoso seja bem sucedida. A presenga da molécula de insecticida suprime assim a
transmissdo continua dos impulsos, essencial & coordenagdo dos processos vitais do
organismo, provocando a morte do insecto [1]. Para além disto, muitos destes produtos
ja foram proibidos em virios paises em virtude do seu efeito altamente cancerigeno [9].

A toxicidade potencial de um insecticida, € estimado através do valor da “DLs,”,
que significa “Dose Letal”, expressa em miligramas do insecticida por quilograma de
peso do corpo do animal utilizado na experiéncia, geralmente ratos, e é a quantidade de
substancia activa que leva a morte de 50% dos animais depois de uma s6 aplicagio.
Assim, insecticidas com uma DLsg alta t8m um valor de toxicidade aguda relativamente
baixa. Na Tabela 1.1 encontra-se a classificagdo dos insecticidas de acordo com a sua
toxicidade e em termos de DLs [10]. Segundo esta classificacdo, alguns carbamatos sio
altamente téxicos, como o aldicarbe e o carbofurano com DL, para os ratos, por
ingestdo de 1 e 8-14 mg/kg, respectivamente, enquanto o carbarilo é conhecido como

um insecticida de baixa toxicidade para os mamiferos (DL para os ratos por ingestio =
850 mg/ kg) [3,8,11,12,27].
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Os carbamatos tém tempos de residéncia relativamente curtos no meio ambiente
uma vez que reagem com a 4agua e decompdem-se em produtos mais simples
eventualmente menos téxicos. Em suma, os carbamatos (e 0s organofosfatos) resolvem
o problema da persisténcia e acumulagdo associadas aos compostos organoclorados,
mas, por vezes, as custas de aumentarem a toxicidade aguda no homem e nos animais

quando estes contactam com aqueles compostos ainda na sua forma activa [1,9].

Tabela 1.1 — Classificacdo de insecticidas em fun¢io dos valores de DLsg nos ratos [10].

DLs, nos ratos (mg/ kg de peso)

Classificacio @~ - ---- - -
Por ingestio Por absor¢ao da pele

Extremamente toxico <25 <50

Muito téxico 25-200 50-400

Moderadamente téxico 200-2000 400-2000

Pouco téxico > 2000 > 2000

Os insecticidas carbamatos sdo classificados como potenciais poluentes das
dguas subterraneas devido a sua elevada solubilidade em dgua. Um esquema geral das
zonas de 4gua abaixo da superficie do solo esta representado na Fig. 1.3 [13]. Na 4gua,
0 tempo médio de degradagio € de dias a vdrios anos [14]. Solos porosos, grandes
infiltragdes de dgua devido a chuvas fortes, excessivas épocas chuvosas, excesso de
irrigacdo, superficies das dguas subterrineas pouco profundas e perdas pela
pulverizagio e por escoamentos sdo os principais factores que promovem a
contaminagao das dguas subterrdneas por carbamatos [14]. Um exemplo dos diferentes

tipos de poluigdo por pesticidas é apresentado na Fig. 1.4 [13]. Geralmente, devido

[

sua mobilidade e biodegradabilidade, a persisténcia dos carbamatos no solo é
considerada baixa a moderada (2 semanas a 3 meses dependendo da temperatura, pH,
humidade, populagdo microbiana e matéria inorgénica) [12,14]. Ndo existe, no entanto,
muita informagiio sobre as suas interacgdes com os diversos constituintes que se

observam durante a sua migragdo ao longo das diversas camadas do solo. Em particular,
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nio existe conhecimento sobre 0 mecanismo de uma eventual associagdo com a matéria

orgénica.

_!

, ZONA INSATURADA

' Nivel
o, daAgua

ZONA SATURADA

Fig. 1.3 — Zonas de dgua abaixo da superficie do solo.

Sifonagem Transbordo
atrés

Depésito
de residuos

Fluxo

== RS .. ' y A
Infiltragao .4 /.}'o*g?f/ ; \ prefemnmi% // \\nﬁmm)

|— Agua 4 Y ‘}

a subterrdnea

Fig. 1.4 — A poluicdo da dgua pelos pesticidas pode ser causada por poluigio directa de
pogos ou furos, por infiltragoes a partir de fontes pontuais na superficie do solo, ou em

zonas de depositos de residuos ou ainda por infiltragdes posteriores ao tratamento [13].
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Tabela 1.2 — Tempos de semi-vida aproximados (t;2 *) de trés carbamatos na 4gua e no

solo para diferentes valores de pH [8,12,14,15].

pH=6 pH=7 pH=8
Carbamato . ) ,
Agua Solo Agua Solo Agua Solo
Carbarilo 4 semanas 2 semanas | dia 3 dias
Hidrélise
Carbofurano | = = 16 semanas 8 semanas | semana | 30 dias
insignificante
Aldicarbe # 35 semanas # 38 semanas #

* — refere-se ao tempo requerido para degradar 50% da substéncia activa.

# — variavel (ndo foram encontrados dados concretos disponiveis).

Pela andlise da Tabela 1.2, verifica-se que o carbarilo é o pesticida que se
degrada mais rapidamente e que o aldicarbe tem uma biodegradagdo e uma hidrélise
quimica lentas, persistindo durante mais tempo no ambiente do que os outros dois
COmpostos.

Na Europa, o consumo anual de pesticidas tem vindo a aumentar desde 1992
[16]. Por exemplo, na Grécia e em 1988, a aplicacio anual destes pesticidas foi cerca
de: carbarilo (85%) — 40 t, carbarilo (10%) — 20 t, carbofurano (10%) — 150 t,
carbofurano (25%) — 47000 1, e aldicarbe (80%) — 50 a 60 t [17].

Existe muito pouca informacao relativamente a utilizagdo de carbamatos em
Portugal nos ultimos anos. A existéncia de carbamatos em amostras ambientais
comecou a ser analisada pelo laboratério de residuos de produtos fitofarmacéuticos
desde o ano 2000 e os resultados obtidos ainda ndo estio disponiveis. Segundo
informacdo da Direc¢ao-Geral de Protec¢do das Culturas, a venda total de Carbamatos
em Portugal no ano de 1999 atingiu 174 336 kg sendo 82% herbicidas e 18%
insecticidas. Destes tltimos, o produto mais vendido foi o carbofurano (24%) e o
carbarilo (19%) [18].

Devido a sua grande selectividade e sensibilidade, as técnicas cromatograficas
t€m sido largamente usadas para andlise de pesticidas, mas apresentam algumas
reservas. Por exemplo, os carbamatos nido podem ser determinados directamente por
cromatografia gasosa, porque sdo termicamente instiveis e deverd ser usado um
procedimento de derivatizagdo. As propriedades de fluorescéncia dos pesticidas tém

sido também utilizadas nestes ltimos anos para a sua determinagdo quantitativa
[19,20].
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Do ponto de vista ambiental, ¢ de grande importincia a monitorizacdo dos
pesticidas nas dguas ou nos alimentos e, contrariamente as técnicas cromatograficas, as
espectrofotométricas (UV-Vis e fluorescéncia molecular) tornam-se expeditas e
econdmicas para este fim.

No presente trabalho utilizaram-se estas dltimas técnicas para a determinacio do
Carbarilo e do Carbofurano, dado estes serem fluorescentes, assim como para alguns
dos seus metabolitos. No caso do Aldicarbe, e nas condigdes experimentais utilizadas,
ndo foi observada fluorescéncia molecular. Da andlise da estrutura deste pesticida ndo
seria de prever propriedades de fluorescéncia muito intensas porque nio existem

estruturas aromaticas e conjugagdo de ligagdes miiltiplas.

1.1.2.2 — Carbarilo

O carbarilo (C,H;;NO,) € um insecticida de contacto usado no algodao, em
frutos, florestas, nozes e outras culturas, e é inerentemente téxico para o Homem através
do contacto com a pele, inalagdo, e/ ou ingestdo [3,7]. Sdo sintomas de toxicidade
humana por carbarilo: nduseas, vomitos, diarreia, visio nublada, salivacdo excessiva,
contrac¢do muscular, cianose, convulsdes, coma e deficiéncia respiratéria [7].

O carbarilo (1-naftil-metilcarbamato ou, citando alguns nomes comerciais, Sevin
ou Ravyon) tem utilizacdo doméstica como insecticida de jardins e de animais
domeésticos. Em Portugal os produtos comerciais & base desta substincia activa tém
venda autorizada, por exemplo, para o combate das tragas da uva e do escaravelho da
batateira [21,22]. Este insecticida, que apresenta um grau de toxicidade varidvel entre o
moderado e o elevado, ndo € carcinogénico, embora o produto da sua reac¢dio com o
nitrito o seja. Com um efeito duradouro, o carbarilo é aplicado como um pé pulverizado
¢ ¢ mais activo nos insectos do que nos mamiferos. A destrui¢io de populacdes de
abelhas em dreas pulverizadas €, por vezes, um problema. O carbarilo é moderadamente
toXico para os organismos aqudticos e para os passaros. Este carbamato controla mais de
100 espécies de insectos e tem uma semi-vida de 7 dias em solo aerébico e 28 dias em
solo anaerdbico. Geralmente, devido ao seu rapido metabolismo e rapida degradagio, o
carbarilo ndo representa um risco de bioacumulagio significativo em dguas alcalinas.
No entanto, sob condigdes de pH dcido esse risco pode ser significativo. Assim, em
sistemas aqudticos a hidrélise do carbarilo ocorre a valores de pH superiores a 7, dando
origem a I-naftol e metilamina. O carbarilo tem uma vida residual curta nas culturas

tratadas. Ele permanece no local de aplicagao, onde € absorvido lentamente para a
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planta e metabolizado. As propriedades de insecticida sdo conservadas durante 3 a 10
dias. As perdas de carbarilo sdo devidas a evaporagdo e absorgdo para as plantas. A
degradag@o pela luz ndo parece ser significante. Apesar da degradacio ser relativamente
ripida, devido & sua solubilidade em &4gua, o carbarilo é bastante mével no solo e a
possibilidade de migragio da substincia nas dguas subterrineas tem de ser levada em
consideracdo [12]. Os metabolitos mais frequentes do carbarilo sio o [-naftol, 2-
isopropoxifenol, 1,4-naftoquinona e o 3-hidroxi-1,4-naftoquinona (Fig. 1.5).

O uso de carbarilo deveria ser reduzido tanto quanto possivel. Na Alemanha, por
exemplo, o seu uso ¢ proibido desde 1994. O valor da quantidade de residuos deste
pesticida nos alimentos, permitida pela Organizagdo das Nagdes Unidas para a
Alimentacio e Agricultura (FAO) e pela Organizacdo Mundial de Satide (OMS), é de
0.01 ppm [12].
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Fig. 1.5 — Férmulas de estrutura do carbarilo e de quatro dos seus metabolitos.
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1.1.2.3 — Carbofurano

O carbofurano (Fig. 1.1) € usado na cultura da batata e em culturas rotativas para
controlar o escaravelho da batata e os gafanhotos. Ele actua como um inibidor da
colinesterase depois que o insecto contacta a superficie tratada e/ou ingere tecido
vegetal tratado [3]. Este insecticida sistémico é utilizado ainda como acaricida e
nematodicida [7,23].

O carbofurano (Furadan ou Diafuran; nomes de produtos comerciais
homologados em Portugal) ¢ altamente tdxico por inalagio e ingestio mas é
deficientemente absorvido pela pele sendo moderadamente tdxico neste caso. O
envenenamento por carbofurano inibe a colinesterase nos animais e nos seres humanos,
afectando o funcionamento do sistema nervoso e provocando os sintomas: niuseas,
vomitos, suores, diarreia, visdo nublada, salivagdo excessiva, fraqueza, desequilibrio,
dificuldade respiratéria, aumento da pressdo arterial e incontinéncia. Em doses elevadas
pode levar & morte como resultado da falha do sistema respiratério associada com a
exposicdo ao carbofurano. A recuperagdo completa de um envenenamento agudo pelo
carbofurano, com nenhuns efeitos de satide a longo prazo, € possivel se a exposicio
cessar e a vitima tiver tempo para recuperar o seu nivel normal de colinesterase [7.8].
Este pesticida metabolizado no figado € excretado na urina e tem um tempo de
permanéncia no corpo humano de 6 a 12 horas [8].

O carbofurano € altamente téxico para os péssaros. Os seus granulos
assemelham-se a sementes de grio no tamanho e na forma. Um granulo é suficiente
para matar um passaro pequeno pelo que a sua formulagio granular é classificada como
pesticida de uso restrito (PUR). Exceptuando nesta formulacdo, o carbofurano € ainda
toxico para as abelhas. E também classificada como PUR a formulagdo liquida devido a
sua toxicidade aguda por inalagdo e por via oral nos seres humanos [8].

O carbofurano € altamente toxico para muitos peixes. Este pesticida é soldvel em
agua, decompde-se com a luz solar e é moderadamente persistente no solo. Neste, o
carbofurano ¢ degradado por hidrélise quimica (mais rdpida nos solos alcalinos) e por
processos microbianos. Os seus metabolitos mais frequentes sio o 3-hidroxi-
carbofurano, 3-cetocarbofurano e 3-cetocarbofuranofenol (Fig. 1.6), sendo este dltimo
0 seu principal produto da fotodegradagdo na dgua enquanto que os dois primeiros
foram identificados nos solos. O carbofurano tem, portanto, um elevado potencial para a

contaminacao da dgua dos solos [8].
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Fig. 1.6 — Féormulas de estrutura do carbofurano e de trés dos seus metabolitos.
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Na Tabela 1.3 apresentam-se algumas propriedades fisicas do carbarilo e
carbofurano [7,8,10,13]. Estas substéncias organicas tém as propriedades fisicas massa
molecular, ponto de fusdo e coeficiente de particio octanol/ 4gua semelhantes, diferindo
na respectiva solubilidade em dgua. O carbofurano é cerca de dez vezes mais soltivel em
4gua do que o carbarilo talvez porque o substituinte naftaleno do carbarilo, que ¢é apolar,

na molécula de carbofurano estd modificado num substituinte polar (Fig. 1.1).

Tabela 1.3 — Propriedades fisicas do carbarilo e do carbofurano [7,8,10,13].*

Propriedade Carbarilo Carbofurano

Massa molecular 201,22 221,26
Ponto de fusio (°C) 142 150-153
Log Swa25°C -3,70 -2,84

Sw a 25 °C (M) 1,99 x 10 1,45 x 107
Swa 25 °C (ppm) 40 320

Log Kow 2.3 1,5

* Sw —solubilidade em 4gua.

Kow — coeficiente de particao dgua-octanol

1.1.2.4 — Aldicarbe

O aldicarbe (Fig. 1.1) € um dos pesticidas mais venenosos que se utiliza em
praticas agricolas. Insecticida sistémico, nematodicida e acaricida, o aldicarbe é
largamente usado no controlo de pulgdes, tracas e vermes nas culturas do algodao,
amendoim e da soja [3,23-27]. Em Portugal é recomendado para o controlo de pequenos
insectos de flores em culturas como o Crisantemo, o Craveiro, a Roseira e o Gladiolo
[25,26].

O aldicarbe (ou Temik; nome comercial por que é conhecido) é extremamente
toxico pela via oral e por absor¢do da pele. A absorcdo pelo intestino é ripida e quase
completa e € rapidamente absorvido pela pele, sendo esta tltima toxicidade mil vezes

maior que a de outros carbamatos. Nos seres humanos os sintomas por envenenamento
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aparecem rapidamente, entre 15 minutos a 3 horas e desaparecem em 4 a 12 horas. O
aldicarbe € também um inibidor da colinesterase e assim pode provocar fraqueza, visdo
nublada, dores de cabega, nduseas, suores e tremores. Em doses elevadas pode provocar
a morte devido a paragem do sistema respiratério. Nos seres humanos e nos animais
este pesticida € metabolizado e excretado rapidamente principalmente pela urina mas
também no ar expirado pelos pulmdes [27].

A semelhanca do carbofurano, o aldicarbe é altamente téxico para os passaros.
Neste caso, a grande causa de intoxicagao é pela ingestdo niio s6 de granulos nio
incorporados no solo como também de minhocas contaminadas. O aldicarbe nio é
toxico para as abelhas, mesmo quando aplicado directamente e é moderadamente téxico
para os peixes. O composto tem persisténcia moderada no solo onde é muito solivel e
mobil. Foi ja encontrado nos pogos de varios paises em concentragdes acima do nivel
maximo de contaminagdo da dgua potdvel. Sendo um pesticida sistémico, é aplicado
directamente nas raizes das plantas, podendo facilmente atingir a d4gua subterrnea com
a irrigacdo [14]. O aldicarbe € degradado por bactérias, luz solar e reac¢des com a dgua.
Por causa da sua taxa rdpida de degradacdo, os niveis na dgua de superficie podem ser
mais baixos do que os existentes na solu¢do do solo [27]. A Fig. 1.7 apresenta a

estrutura dos metabolitos sulfona e sulféxido resultantes da oxidagdo do aldicarbe

[14.28].

Aldicarbe Aldicarbe-sulfoxido

[ 0 cH,
CHS__S__C_.C]-:N—O—ﬁ—NHCHj ___I I_F_ .

CH, 0 g & 1!
n f
CH;S—CI—CH'—‘N—O*'ﬁ*—NHCH
CH, 0

Aldicarbe-sulfona

Fig. 1.7 — Férmulas de estrutura do aldicarbe e de dois dos seus produtos de oxidagdo.
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1.2 - SUBSTANCIAS HUMICAS

1.2.1 - Aspectos gerais

A matéria organica presente nos solos e dguas e que no se encontra incorporada
nos tecidos vivos dos microorganismos € constituida por misturas complexas de
compostos que podem ser agrupados em classes de acordo com a sua composicio
quimica e reactividade [29-31]. Assim, uma das classes inclui biomoléculas de
composi¢do quimica e fungdes bioldgicas conhecidas (como por exemplo aminoacidos,
proteinas, agucares, gorduras e dcidos orginicos de baixa massa molecular) que foram
produzidas pela actividade de microorganismos sobre restos de plantas e animais. Estes
compostos sdo facilmente assimilados pelos organismos, pelo que persistem nos solos
durante periodos de tempo curtos. Uma outra classe compreende produtos intermédios
e/ou parcialmente degradados com alguma estabilidade quimica e biolégica (como os
tecidos de plantas e animais e produtos da sua decomposi¢do parcial) que foram gerados
em processos de decomposi¢do incompleta de restos de materiais organicos. Uma
terceira classe, a das substincias hdmicas (SH), é formada por um conjunto de
compostos orgénicos de cor amarela, castanha ou preta, com uma massa molecular
relativamente elevada, propriedades fisicas e quimicas relativamente estdveis e elevados
tempos de vida média nos sistemas ambientais [32].

As SH presentes nos solos e aguas sdo constituidas por misturas heterogéneas de
macromol€culas organicas com estruturas alifaticas e aromdticas, cuja composi¢io final
depende directamente dos materiais de origem e tempo de maturacio, e indirectamente
de factores externos como o clima (que afecta a existéncia de diferentes espécies de
plantas, a quantidade de material vegetal produzido por estas ¢ a intensidade da
actividade dos microorganismos que intervém na sua decomposicio), a morfologia do
solo e a incorporacdo de novos materiais residuais [30,31,33]. Estas substéncias, que
derivam de um grande nimero de compostos provenientes da transformagio quimica e
microbiolégica da matéria orginica fresca existente nos solos, sio produzidas no
decorrer de um conjunto de processos quimicos complexos a que se atribui a designacio
genérica de processo de humificacéo [33]. No decurso deste processo onde se decompde
biomassa até a obtenc¢d@o de materiais estabilizados, o carbono orgénico é oxidado por
organismos heterotréficos que introduzem no seu proprio metabolismo a energia

retirada dos processos de oxidagdo, realizando a decomposigio da matéria orginica até
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os contetdos de oxigénio e dgua, temperatura e niveis de nutrientes basicos ndo se

mostrarem adequados a sua actividade biol6gica [31].

As SH podem ser subdivididas em trés grupos de acordo com a sua solubilidade
em dagua. Assim, enquanto os édcidos fiilvicos (AF) sdo soliveis em solugdo aquosa a
qualquer valor de pH e os 4cidos himicos (AH) apenas em meio alcalino, a humina é
insolivel em meio dcido ou basico [29,31,33,34].

Na Tabela 1.4 apresentam-se caracteristicas elementares tipicas [29] das frac¢des
AF e AH. Da anilise desta tabela verifica-se que o carbono e o oxigénio sio os seus
constituintes principais. Assim, enquanto o carbono varia entre 41 e 59 %, o oxigénio
oscila entre 33 e 50 % e as percentagens dos outros elementos apresentam-se na gama
dos 3 a7 % para o hidrogénio, 1 a 4 % para o azoto e 0,1 a 4 % para o enxofre. Quando
se confrontam as composi¢des elementares dos AF e dos AH, verifica-se que os AF
possuem quantidades inferiores de carbono e quantidades mais elevadas de oxigénio.

Na Tabela 1.4 apresentam-se também valores tipicos para os grupos funcionais
mais caracteristicos das SH [29]. Verifica-se que os AF possuem uma acidez total
superior e quantidades mais elevadas de grupos carboxilicos, fendlicos e carbonilo.
Dado que as SH se encontram sempre presentes nos solos em quantidades aprecidveis, a
elevada quantidade deste grupo induz uma participagdo intensa destas substincias em
alguns fenomenos quimicos e fisicos, como a permuta catiénica, mineralizagio do solo,
capacidade tampdo de pH e combinagdo com micronutrientes e/ou micropoluentes
(metais pesados, moléculas orgénicas como os pesticidas, etc.) [30,35]. De uma forma
mais genérica. as SH influenciam processos como a biodisponibilidade / fitotoxicidade,
mobilizagdo/transporte e imobilizagio/acumulagdo de poluentes ou elementos essenciais
[30,34]. Por exemplo, as SH fornecem quase todo o azoto, 50 a 60 % do fosfato, cerca
de 80 % do enxofre e grande parte do bofo e molibdénio adsorvidos pelas plantas em
regides temperadas com solos ndo fertilizados [31]. A disponibilidade de muitos
micronutrientes catiénicos é também grandemente afectada pela presenca de SH, uma
vez que a formacdo de complexos estdveis com os catides diminui a probabilidade de
ocorrerem reacgoes de hidrélise e de precipitacio, o que lhes reduziria a solubilidade e

disponibilidade [31].
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Tabela 1.4 — Caracteristicas elementares dos AF e AH e quantidades tipicas de grupos

funcionais [29,32].

AF AH
Gama de valores de anilise elementar (%)
C 40,7 - 50,6 53,8 — 58,7
H 38-7,0 32-6,2
0 39,7-49.8 32,8-38,3
N 09-33 0,8-473
S 0,1-3,6 . 0,1-1,5
Quantidade de grupos funcionais (mmol/g) *
Acidez total 8,0 7.2
Grupos carboxilicos 4.0 3,1
Fenois 4.6 472
Grupos dlcool 0.8 1,3
Grupos carbonilo 43 la

* — Valores tipicos

1.2.2 - Acidos filvicos
Os dcidos falvicos (AF) encontram-se em elevada percentagem nas dguas e
solos, sendo conhecida a sua elevada capacidade de transporte de poluentes toxicos tais
como 10es de metais pesados e compostos orginicos hidrofébicos [31,33,35,36]. Os AF
correspondem a frac¢do das SH constituida por macromoléculas com menores massas
moleculares. Os AF sdo produtos do processo natural de decomposicido dos materiais
vegetais e animais mortos que ocorre nos solos e sistemas aquosos. Este processo de
decomposicdo denomina-se de processo de humificagdo e € constituido por um
complexo sistema de mecanismos bioquimicos ainda pouco conhecidos. Assim, os AF
nao podem ser compreendidos como uma substincia quimica cldssica, a qual
corresponde uma estrutura molecular bem definida, mas sim como uma mistura
extraordinariamente diversa de macromoléculas diferentes e com massas moleculares
elevadas e muito variadas [37].
Do ponto de vista quimico, os AF correspondem a uma frac¢io da matéria
orginica dos solos obtida na sequéncia de um processo de extracgdo constituido por um
conjunto de processos unitdrios (€, portanto, uma defini¢do operacional) [38]. De forma

resumida, os AF correspondem a fracgio que € solivel em solugio aquosa com qualquer
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valor de pH. Esta relativamente grande solubilidade deve-se 4 baixa massa molecular e
maior quantidade de grupos funcionais, tais como grupos carboxilicos, hidroxilicos e
fenois, das macromoléculas que constituem esta fraccdo quando comparada com a
massa molecular das moléculas que constituiem as outras fracgdes das SH,
nomeadamente os AH. Devido & sua elevada solubilidade e grande concentragio de
estruturas quimicamente reactivas, os AF sfo substincias particularmente activas em
praticamente todos os processos quimicos que ocorrem nos solos e dguas naturais, como
por exemplo: reaccdes quimicas de dcido-base; complexacio de catides metilicos e

adsorcdo de poluentes orgénicos hidrofébicos.

1.2.3 — Mecanismos de solubilizacao

Até meados dos anos oitenta havia alguns estudos sobre a adsor¢io de espécies
organicas em sedimentos ou particulas sélidas em suspensdo [39]. Os resultados obtidos
mostraram que a afinidade das espécies orginicas para se associarem com a fase sélida
estava correlacionada com a hidrofobicidade da substincia (expressa como o coeficiente
de parti¢do dgua/octanol) e com a quantidade de matéria orginica do sedimento [39].
Do ponto de vista do mecanismo de associacdo esta pode ser descrita por particio do
soluto entre duas fases. Por outro lado, havia estudos que mostravam a existéncia de
interacgdio entre  espécies orginicas (como por exemplo, hidrocarbonetos
poliaromiticos, insecticidas e herbicidas) e SH dissolvidas em 4gua da qual resultava
um aumento da solubilidade das espécies orginicas pouco soldiveis [39-41]. No
entanto, e até aquela data, o tipo de mecanismo em jogo na interaccio com SH
dissolvidas, tendo como consequéncia um aumento de solubilidade em solugio aquosa
das espécies orginicas pouco soliveis, era muito pouco conhecido [39-41].

Em principio, um co-soluto pode aumentar a solubilidade de um soluto por
alterar a solvatagdo do meio ou por interacgdo directa entre os dois (adsorcio ou
particio). E pouco provavel que quando os co-solutos sao SH em baixas concentragdes
haja um forte impacto nas propriedades de solvatagio da agua. Também, & pouco
provavel que existam interacgdes especificas entre os solutos orginicos ndo iénicos e os
grupos funcionais das SH em solugdo aquosa, porque estes devem estar mais fortemente
associados com dgua [37].

Atendendo ao facto de que as SH sdo macromoléculas orginicas contendo
fragmentos apolares, pode-se pdr como hipdtese a existéncia de um mecanismo de

parti¢do do soluto entre a solugdo aquosa e aquele fragmento apolar das SH dissolvidas
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[42]. Neste caso, e do ponto de vista do co-soluto (SH), a extensdo da interac¢do do
tipo parti¢do dependeria do tamanho e polaridade das moléculas de SH. Assim, para
haver particdo as SH deverdo ser suficientemente grandes e conter fragmentos apolares
com tamanho razodvel. De acordo com este mecanismo de parti¢io, co-solutos de massa
molecular relativamente baixa ndo deverdo aumentar significativamente a solubilidade
do soluto. Para que um soluto seja candidato a ter um aumento de solubilidade este tera
que ser muito pouco solivel e uma afinidade muito grande com a fase orginica apolar.
O estudo publicado em 1986 por Chiou et al [42] confirmou a existéncia de uma
interac¢do do tipo parti¢do entre duas fases para justificar o aumento de solubilidade de

alguns poluentes orgénicos e pesticidas.
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1.3 - OBJECTIVOS DO TRABALHO

O objectivo desta dissertagao foi estudar a interac¢do dos pesticidas carbamatos
carbarilo e carbofurano, e dos seus metabolitos, com uma frac¢io da matéria organica
dos solos; os AF. Do ponto de vista experimental implementaram-se duas técnicas de
estudo das interacgbes, uma baseada na medigio da extingio de fluorescéncia dos
carbamatos fluorescentes pelos AF, e outra baseada numa sequéncia de operacoes de
extrac¢do para a determinacao da solubilidade em solugdes aquosas.

Um objectivo secundério foi obter informacdo sobre as propriedades de
fluorescéncia em estado estaciondrio dos carbamatos estudados, para estabelecer as
bases para a implementacio de metodologias de andlise quimica destas substincias.
Nestes procedimentos pretendem-se testar técnicas quimométricas de decomposi¢io
trilinear de dados multidimensionais (colec¢des de matrizes de excitacao-emissao),
nomeadamente o modelo PARAFAC.

O objectivo final do trabalho € contribuir para o conhecimento dos mecanismos

de transporte dos pesticidas carbamatos (poluentes quimicos do ambiente) nos solos.

19



Capitulo | - Introdugio Geral

1.4 - ORGANIZACAO DA DISSERTACAQO

Para além deste capitulo de introdugfio geral, esta dissertagio contém: um
segundo capitulo, onde se apresentam os fundamentos tedricos das técnicas
experimentais € modelos de andlise dos dados usadas neste trabalho; um terceiro
capitulo, onde se descreve o trabalho experimental; trés capitulos, quarto, quinto e
sexto, onde se apresentam e se discutem os resultados obtidos com a andlise das
propriedades de fluorescéncia do carbarilo e carbofurano e seus metabolitos, e andlise

das interacgdes dessas substincias com os AF; e, finalmente, um sétimo capitulo de

conclusoes globais.
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2 - ASPECTOS TEORICOS

Neste capitulo apresentam-se 0s fundamentos tedricos das metodologias
experimentais e de cilculo utilizadas nesta dissertacao. Serd dado particular destaque
aos principios teéricos da fluorescéncia molecular, atendendo ao relevo que teve no
trabalho experimental desta dissertagfo. A utilizagdo da espectroscopia de fluorescéncia
molecular estéd relacionada com a sua importéncia no estudo de pesticidas da familia
dos carbamatos com propriedades fluorescentes. De facto, as metodologias analiticas
baseadas em cromatografia gasosa, vulgarmente utilizadas na andlise quimica de
pesticidas, ndo podem ser directamente aplicadas & anélise de pesticidas da familia dos

carbamatos devido a estes se decomporem termicamente.
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2.1 - FLUORESCENCIA MOLECULAR

2.1.1 - Relacao da intensidade de fluorescéncia com a concentracio

Quando um feixe de radiagdo de intensidade Ity atravessa uma amostra, pode
ocorrer a sua absorcdo () pelas substincias que 14 existem (Fig. 2.1). Alguma da
radiagdo absorvida poderd ser emitida sob a forma de radiacdo fluorescente (I). A
fraccdo de Itea que atravessa a amostra denomina-se de radiagdo transmitida (I7). A

radiagdo absorvida € calculada como:

Iy = Iyoa — It (2.1)
I} Amostra
Total IT
Fig. 2.1 — Esquema das observagdes de quando um feixe de luz de intensidade Itota

atravessa uma amostra. Alguma da radiacdo € transmitida (I't) e alguma € emitida como

fluorescéncia (I).

A eficiéncia de fluorescéncia (¢y) € definida como a fracgio de radiacdo

incidente que € reemitida como fluorescéncia,

¢ = numero de fotdes emitidos / nimero de fotdes absorvidos = I/ I, (2.2)

ou,

I= ¢f I, = ﬁbf (Irotar - IT) (23)

25



Capitulo 2 — Aspectos Tedricos

I'= ¢ Itga = ¢¢ Itotal (1 - It/ Itga) (2.4)

No entanto a razdo It/ Iy, € a transmitincia da amostra e que estd relacionada

com a sua absorvéncia [1],

Log (IT/ Itoa) =Isa=€cd (25)

Ir/ Ipgm = €9 (2.6)

onde € € a absortividade da amostra (k=2,303.€), ¢ a sua concentragio e d 0 percurso

Optico. Assim, juntando as equagdes 2.4 e 2.6 vem,

= ¢ Iygu [1-€°%¢9] 2.7

Esta equacdo traduz a relagdo que existe entre a intensidade da radiacdo fluorescente e
os pardmetros caracteristicos da amostra e do compartimento de amostragem.

Se o termo (- k ¢ d) for relativamente pequeno a transformacio do factor
exponencial numa série de poténcias pode ser truncada no termo de ordem 1 e a

equaciao 2.7 vem [ 1],

I=¢ It kcd (2.8)
ou,

1=2303 ¢ Inom £cd (2.9)

Esta equacdo mostra que para solucdes diluidas das moléculas fluorescentes observa-se
uma dependéncia linear entre a intensidade de fluorescéncia e a concentracéo.

Se a concentracdo das moléculas fluorescentes nio for relativamente pequena
podem ser observados desvios de linearidade que poderdo ser corrigidos incluindo

termos de ordem superior a | na equagdo 2.9, que fica com a forma seguinte,

I= ¢ It [(2303 ecd)- (2303 ecd)?/2+(2303ecd)’3+..]  (2.10)
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2.1.2 — Matriz de excitacio-emissao

A intensidade da fluorescéncia (I) emitida por uma espécie fluorescente serd
sempre uma funcio do comprimento de onda utilizado para excitar as moléculas
(comprimento de onda de excitagdo, A;) e do comprimento de onda ao qual se estd a
efectuar a medicdo da intensidade de fluorescéncia (comprimento de onda de emissio,
Aj). Assim, a intensidade de fluorescéncia serd sempre uma funcdo destes dois

pardmetros, e esta relagdo pode ser representada pela seguinte equagdo [2]:

L = ¢ x(A) y(4) (2:11)

onde ¢ € a concentragdo da espécie fluorescente, x(A;) e y(4;) sdo os espectros de
excitagdo e emissdo aos respectivos comprimentos de onda. Esta equagio pode ser

escrita numa forma matricial,
I=cxy’ (2.12)

Onde I representa o espectro de fluorescéncia total ou matriz de excitacio emissio
(MEE) da espécie em estudo (Fig. 2.2), x o vector correspondente ao espectro de
excitagiio e y o vector correspondente ao espectro de emissdo. Se na amostra em anilise
existem vdrias espécies fluorescentes (nf) a MEE global corresponde a soma das MEE

de cada uma das espécies fluorescentes.

nf nf %
I'= 2 I = Z Ck Xk Vi (2-13)
k=] k=1

Esta equagdo, pode ser escrita com a forma seguinte:
I=XBY (2.14)
onde ¢ B uma matriz diagonal que contém na diagonal principal as concentragoes ci de

cada uma das espécies fluorescentes. Esta equagio traduz o modelo linear de base de

uma MEE. No entanto, todas as MEE experimentais contém bandas de dispersdo
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(primeira e segunda ordem), pelo que o modelo de base muitas vezes nio é linear

devido i existéncia destas bandas.

Numero de comprimentos de onda
de cada espectro de excitagio =
namero de espectros de emissio

Numero de comprimentos de onda de
cada espectro de emissdo = ndmero de
espectros de excitagio

Fig. 2.2 - Esquema de uma MEE.

2.1.3 - Analise de estruturas de dados com trés vias e sua decomposiciio

2.1.3.1 — Introdugdo

A andlise de estruturas de dados experimentais com trés vias (Fig. 2.3) tem
observado grandes desenvolvimentos em quimica analitica (técnicas quimiomeétricas)
devido a crescente utilizagdo de instrumenta¢do analitica que gera este tipo de
estruturas para cada amostra [2-8].

Um  espectrofotometro de fluorescéncia molecular ¢ um caso tipico de um
equipamento de andlise quimica que permite gerar uma matriz de dados com duas vias
por amostra (MEE). Juntando a informacéo de vérias amostras obtém-se uma matriz de
dados com trés vias (Fig. 2.3).

Nesta dissertacdo uma matriz de dados com trés vias ¢ definida por » linhas, p
colunas e g camadas, com os indices i, j e k, respectivamente. No caso concreto das
matrizes de trés vias com MEE o niimero de linhas € igual ao nimero de comprimentos
de onda de cada espectro de excitagdo (= nimero de espectros de emissdo), o nimero
de colunas € igual ao nimero de comprimentos de onda de cada espectro de emissdo (=
nimero de espectros de excitacdo) e o nimero de camadas € igual ao nimero de

amostras (= nimero de MEE).
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q camadas (nimero
de amostras =
nimero de EMM)

n linhas (ndmero de
comprimentos de onda de
cada espectro de excitagdo =
nimero de espectros de
emissao)

p colunas (nimero de
comprimentos de onda de cada
espectro de emissdo = nimero de
espectros de excitacao)

Fig. 2.3 — Esquema de uma matriz de dados com trés vias.

2.1.3.2 — Desdobrar a matriz de trés vias

Um dos processos de analisar uma matriz de trés vias é desdobrar a estrutura
tridimensional numa estrutura bidimensional (tabela rectangular) que pode ser
processada usando técnicas cldssicas de acordo com o objectivo em vista [4,8]. A
desdobragem da matriz com trés vias X(nxpxq) pode ser efectuada de trés maneiras

originando trés tabelas diferentes (Fig. 2.4): nx(pxq); px(nxq); gx(nxp).

[
| S——

"oy

Fig. 2.4 — As trés maneiras possiveis de desdobrar a matriz com trés vias.
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Os resultados da andlise das trés tabelas de dados ndo sdo iguais pelo que a sua

andlise global terd que ser efectuada com alguns cuidados.

2.1.3.3 — O modelo Tucker3
O denominado modelo Tucker3 [4,8] define a decomposi¢io de uma matriz com
trés vias X numa matriz nicleo com trés vias Z e trés matrizes de duas vias A B eC

(uma para cada uma das vias) (Fig. 2.5):
r st
Xijk = §z%a;fbjg khZfgh* ejjk {(2.15)
g

onde e;j representa o termo de erro residual.

Segundo este modelo a matriz X(nxpxq) é decomposta numa matriz nicleo
Z(rxsxt) e trés matrizes de carga A(nxr), B(pxs) e C(gxt), respectivamente para as
linhas, colunas e camadas da matriz X (Fig. 2.5). As trés matrizes de carga sdo

ortonormais segundo as colunas,
ATA=1,BB=LeC'C=1, (2.16)

onde I, I; e I, representam as matrizes unidade com dimensdes r, s e t, respectivamente.,

nE_....i

Fig. 2.5 — Decomposi¢do de uma matriz de dados com trés vias segundo o modelo

Tucker3.

O numero de factores atribuidos a cada via é geralmente diferente. Estes valores
sao escolhidos de modo a se atingir uma redugfo significativa da quantidade de dados.

Os elementos de Z representam a grandeza dos factores e a extensdo da sua interacgdo.
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As matrizes Z, A, B e C sdo calculadas de modo a minimizar a soma dos quadrados dos
residuos.

O modelo de Tucker3 pode ser representado na seguinte forma matricial,

C

X=A-Z-B+E
X=A-Z-B+ (2.17)

2.1.3.4 — O modelo PARAFAC
A decomposi¢do de uma matriz com trés vias X também pode ser definida pelo

modelo PARAFAC originando trés matrizes com duas vias A, B e C:

F
xijk, = %f b jf cif * eiji (2.18)

Esta decomposi¢ido também € definida como o modelo trilinear [4-8].

Segundo este modelo a matriz X(nxpxq) é decomposta em trés matrizes de
carga A(nxF), B(pxF) e C(gxF), respectivamente para as linhas, colunas e camadas da
matriz X. Estas trés matrizes de carga ndo sdo necessariamente ortonormais. No
entanto, a solu¢do do modelo PARAFAC ¢é tnica e ndo sofre da indeterminagdo da
decomposicdo equivalente a duas dimensdes (que se observa na analise dos
componentes principais de matrizes com duas vias).

Em contraste com o modelo Tucker3 o ntiimero de factores em cada via é
semelhante e € escolhido de modo a ser muito mais pequeno que as dimensdes
originais da matriz X de modo a conseguir uma grande reducio nos dados. Os
elementos das matrizes de carga sdo calculados de modo a minimizar a soma dos
quadrados dos residuos.

O modelo PARAFAC pode ser representado na seguinte forma matricial,

C
X=A1B
(219)
onde I representa a matriz identidade FxFxF (matriz com | na superdiagonal e 0 nas
posi¢oes fora da superdiagonal). Comparando as equagdes dos modelos Tucker3 e
PARAFAC verifica-se que este € um caso particular do primeiro quando Z=I e

r=s=t=F.
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2.1.3.5- Determinagﬁo do nimero de componentes do modelo PARAFAC

O ndmero de factores do modelo PARAFAC pode ser estimado por andlise da

percentagem do ajuste (%), definido como [4,6]:

LA N
2 Z Z €jjk

AiteBe=100] 1= FTLl =k =1 (2.20)
LK,
PEEA

-
—
~.
Pt
e
—_—

onde e € o residuo do elemento ijk e x;4 € o respectivo elemento da matriz de dados. A

decomposigdo PARAFAC pode também ser avaliada por andlise da consisténcia do

nucleo (%), definida como [4,6]:

F F F 2
L= 2 E 2 (gdef = tder)
Consisténcianticleo% = 100 g= ]; = llf:z IF (2.21)
2 2 Z tdzef
d=le=1f =1

onde g4 € lq4r $30 0s elementos calculados e intrinsecos do nicleo da superdiagonal,
respectivamente, ¢ F o nimero de factores do modelo. Se 8der SA0 1gUAIS A fgey, A

consisténcia do niicleo € perfeita e tem um valor unitério (100%).
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2.2 - INTERACCOES ENTRE OS AF E CARBAMATOS
2.2.1 - Solubilidade em 4gua de um pesticida

O processo de solubilizacdo de um pesticida (substincia orginica — SO) em

dgua pode ser representado pela seguinte equagio quimica,
SO (s) < SO (aq.) (2.22)

A constante de equilibrio para este processo a 25°C, representado por K, é igual
a actividade de SO (asoq,) — solubilidade em &dgua pura, S,,). Também, como por
defini¢do a actividade (asoq)) € igual a concentragio (ISOq)l = S,’) multiplicada pelo

coeficiente de actividade (yy) (2s0(aq) = Y& 1SO(aql), Obtém-se as seguintes equagdes

K = 8500q) = Ve ISOtaq)l = Ve Su’ = S (2.23)
Log v.=log Sy /Sy (2.24)

Como a SO nido tem carga e/ou a sua concentra¢io ¢ muito pequena o respectivo
coeficiente de actividade vai depender das contribui¢des das outras espécies carregadas
que existem na solugdo para a forga idénica (I). O efeito geral da forca i6nica no
processo de solubilizacdo € devido a um efeito no coeficiente de actividade 7s) e,
usando a equacao de Davis [9] para estimar este tipo de coeficiente, a seguinte equacio

que relaciona a solubilidade em dgua (S,,") em fungio da forca idnica é obtida,
-Logy.=Log (S4' /Sw)= AT /(1 +1")_BI (2.25)

onde, A e B sdo constantes especificas da solugdo. Esta equagio mostra que para forcas
i0nicas relativamente baixas {o termo [A 2 3 (1 + IUZ)] predomina} observa-se um
aumento da solubilidade, i.e. “salting-in”, e para forgas idnicas relativamente elevadas
[0 termo (— B I) predomina] observa-se uma diminui¢do da solubilidade, i.e. “salting-
out”,

A presenga na dgua de dcidos filvicos (AF) que interactuam com a SO contribui

para um aumento da concentragdo total da SO na fase aquosa. Deste modo, a
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solubilidade aquosa aparente de SO (= S,*) é devida a trés factores: (i) Sw; (ii) um

efeito de forca idnica; e (iii) interacgdes com AF.

2.2.2 — Modelo para a interacc¢io

A interac¢do entre um pesticida (SO) e a matéria orginica dos solos (MOD)

pode ser esquematizada pela seguinte equagio:

SO + MOD < [SO-MOD] (2.26)

A interac¢do que dd origem a uma hipotética espécie SO-MOD pode ser diversa, como
por exemplo: ligagdo quimica covalente; pontes de hidrogénio; interaccdes de van der
Waals, etc. Se se assumir que a interacgao entre a MOD e os pesticidas é uma interacgdo
do tipo particdo e que resulta num aumento da solubilidade, a grandeza deste efeito

pode ser expresso como [10]:

Sw* = Sw + [MOD] C, (227)

onde:
Sw* — solubilidade aparente numa solugdo contendo MOD numa concentragio
[MOD)] (gramas por mililitro de dgua);
Sw — solubilidade em dgua pura;

C, — massa de soluto repartida por unidade de massa de MOD.

A quantidade pode ser relacionada com Sw e um novo coeficiente de particio do soluto

entre a MOD e a dgua pura (Kyop), dando

Kmop =C,/ Sw (2.28)

Combinando as equacdes 2.27 e 2.28 d4,

Sw* = Sw (1 + [MOD] KMOD) (229)
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A andlise desta equag@o mostra que a solubilidade aparente deverd ser maior que
a solubilidade em dgua pura se a grandeza de ([MOD]Kmop) for significativa.
Experimentalmente o valor de [MOD] é conhecido. A grandeza do coeficiente de
parti¢ao (Kmop) depende da MOD e do pesticida em estudo e pode ser determinado por
representacdo de Sw* em fungdo de [MOD]. Esta representagdo deverd dar origem a
uma recta com declive igual a (Sw.Kwmop) e intercepgdo igual a Sy.

Embora o valor de Kymop seja caracteristico de uma determinada amostra de
MOD, na literatura o coeficiente de partigdo estd normalmente associado 2 concentragio
de carbono orgénico dissolvido (Kg,.) € ndo a concentragdo de MOD. Por este motivo, a

equacao (2.29) pode ser rescrita como:

Sw* = Sw (1 + [MOD] Kyo.) (2.30)

onde K. pode ser calculado a partir do Kmop de acordo com a seguinte relacao,

Kmob = (%C /100) Ko (2.31)

2.2.3 - Técnicas baseadas na extin¢io de fluorescéncia

A extingdo (“quenching”) de fluorescéncia refere-se a qualquer processo que
provoque a diminui¢do da intensidade de fluorescéncia de uma amostra. Os processos
que podem dar origem a extingdo de fluorescéncia sdo diversos, como por exemplo:
rearranjos moleculares, formacdo de complexos (extingdo estdtica) e colisdes

moleculares (extingdo dindmica).

2.2.3.1 - Extingio de fluorescéncia dindmica: equacio de Stern-Volmer
A extingio de fluorescéncia observada em consequéncia de colisdes (Fig. 2.6)
entre moléculas fluorescentes e as espécies extintoras (denominado de “quencher”) é

descrita pela equagio de Stern-Volmer [11-14].
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% \ (F*)

MOD
Ts k,[MOD]
MOD

Fig. 2.6 — Esquema de um mecanismo de extingio dindmico.

No caso da espécie extintora ser matéria organica dissolvida (MOD) a equagio

de Stern-Volmer toma a seguinte forma:

IJI=1+ky1, [MOD] =1+ Kp [MOD] (2.32)

Nesta equagdo, I, e I sdo as intensidades de fluorescéncia na auséncia e presenca de
espécie extintora ([MOD]), respectivamente, k4 € a constante de velocidade bimolecular,
T, € 0 tempo de vida da molécula fluorescente na auséncia do extintor, e [MOD] € a
concentragao de espécie extintora. Se a extingdo for do tipo dindmico, a constante é
descrita como Kp. Se nido for do tipo dindmico, serd representada como Kgv.

Os dados de experiéncias de extingdo de fluorescéncia sio normalmente
representados sob a forma de gréficos de I/I em fungdo de [MOD]. Espera-se que esta
representagdo (equagao 2.32) seja linear com uma ordenada na origem de 1 e um
declive igual a Kp. Se existirem duas populagdes de espécies fluorescentes, e uma das
classes ndo estiver acessivel 4 espécie extintora, esperam-se desvios nas representacoes
de Stern-Volmer. Nestes casos terdo que ser utilizados outros tipos de representagdes
para se obter graficos lineares [13,14].

No entanto, o facto de uma representagio de dados experimentais de extin¢do de
fluorescéncia ser linear ndo significa necessariamente que um mecanismos dinimico
esta a ocorrer. Na realidade, como se apresentard em baixo, o modelo de base para uma

extingao estdtica € semelhante a equagio 2.32 [13,14].
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2.2.3.2 — Derivacéo da equagio de Stern-Volmer
Os passos elementares do mecanismo associado a emissdo de fluorescéncia na

auséncia de espécie extintora sio os seguintes [13]:

1 — Absorgdo de energia dando origem a uma espécie excitada (F*),

F+ hv - F* (2.33)

2 — Emissao de radiacdo pela espécie excitada voltando ao estado fundamental,

F* 2> F+hy (2.34)

3 — Retorno ao estado fundamental via processos nio radiactivos,

Ft 2 F (2.35)

As correspondentes equacdes diferenciais de velocidade sio:

vy =k, [F] (2.36)
—ve =T [F*] (2.37)
Vor = kor [F*] (2.38)

A intensidade de fluorescéncia observada é proporcional i concentragao de
moléculas fluorescentes existentes no estado excitado — [F*]. Sob iluminagdo
continuada estabelece-se uma populagdo constante de moléculas fluorescentes excitadas
¢ portanto d[F*]/dt = 0. Entdo, aplicando a hipétese dos estados estacionarios ao trés

passos elementares do mecanismo, vem

ko [F] = T"[F*] + ke [F*] = (T + ko) [F¥] (2.39)

[F*] = [ka/ (I + kno)]  [F] (2.40)

A eficiéncia de fluorescéncia (equacdo 2.2) na auséncia de espécie extintora pode ser

escrita como:
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¢° = nimero de fotdes emitidos / nimero de fotdes absorvidos = v, /v, =

=T [F*]/ &, [F] (2.41)

Na presenca de uma espécie extintora (MOD) existe mais um passo elementar,

4 — Retorno ao estado fundamental por colisio de MOD com F*,
F* + MOD = F + MOD (2.42)

e a correspondente equacdo diferencial de velocidades,

-Vq = kq [F*¥] [MOD)] (2.43)

Aplicando a hipdtese dos estados estaciondrios ao conjunto de passos elementares 1 a 4

vem,
ka [F] =T"[F*] + knr [F*] + kq [F*] [MOD] = (" + ki + kq [MOD]) [F*] (2.44)
[F*] = [ka / (T + knc+ kq [MOD])] [F] (2.45)

Combinando as equagdes 2.45 e 2.41 (substituindo este novo valor de F* na

equacao 2.41) obtém-se uma expressdo para o rendimento quéntico na presenca de uma

espécie extintora:
@ ={T /ka / (T + ke + kq [MOD])] }[F] (2.46)
Dividindo a equagéo 2.41 pela equagdo 2.46 obtém-se a equagio de Stern-Volmer,
&/ =1 + [kg/(TC + kyp)] [MOD] (2.47)
Esta equagdo ¢ semelhante a equacdo 2.32 em que ¢°/¢y =1J/le Kp=[kq (T + kyl.
Uma vez que a extingdo colisional é um processo que provoca a diminui¢cdo da

populagio do estado excitado, os tempos de vida na auséncia (To) e presenca (1) de

espécie extintora é dada por [14],
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To=1/ (T +ky) (2.48)

1= (T +ky + kg [MOD])"! (2.49)
€, portanto

To/ T= 1 +kq 1, [MOD] (2.50)

Esta equagdo ilustra uma caracteristica importante da exting@o colisional, que é a
equivalente diminuicdo na intensidade de fluorescéncia e tempo de vida. Para a extingio

colisional,

I/I=1/7 (2.51)

Kp=kqTo (2.52)

A diminuigdo no tempo de vida existe porque a extingdo € um processo adicional que
diminui a populagdo do estado excitado. A diminui¢do no rendimento ocorre porque a
extingdo diminui a populagio do estado excitado diminuindo a emissio de
fluorescéncia. A extingdo estitica nio diminui o tempo de vida porque apenas as
moléculas fluorescentes séo observadas e as moléculas fluorescentes ndo complexadas

t€m um tempo de vida de 1,.

2.2.3.3 — Constante de extin¢do bimolecular

A constante de extin¢do bimolecular (ky) dd4 uma medida da eficiéncia de
extingdo ou da acessibilidade dos extintores as moléculas fluorescentes. Os valores
tipicos de kq controlados por difusio sdo da ordem dos 1 x 10" L mol™ s™'. Valores
mais pequenos para esta constante podem resultar de algum impedimento estéreo da
molécula fluorescente, e valores maiores indicam uma outra forma de interac¢do entre
as moléculas fluorescentes e as espécies extintoras [14].

O significado da constante de extingiio bimolecular pode ser compreendido em
termos da frequéncia das colisdes entre moléculas que se difundem livremente. A

frequéncia de colisdes (Z) de uma molécula fluorescente com um extintor é dada por,
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Z =k, [MOD] (2.53)

onde k, € a constante de velocidade controlada por difusio. Uma estimativa desta

constante pode ser obtida pela equacio de Smoluchoski,

L _ AnRDN _ 4nN
71000 1000

(Re + Ry) (D + Dy) (2.54)
onde R € o raio da colisdo, D é a soma dos coeficientes de difusio da molécula
fluorescente (Dy) e da espécie extintora (Dg), € N é o niimero de Avogadro. O raio da
colisdo € vulgarmente assumido como sendo a soma do raio da molécula fluorescente
(Ry) e da espécie extintora (R;). O factor 1000 nesta equagdo € necessirio para as
unidades correctas quando a concentragio € expressa em molaridade. O termo N/1000
converte molaridade em moléculas por cm”.

A frequéncia de colisdes estd relacionada com a constante de extingdo

bimolecular pela eficiéncia de extingdo (fy),
kq=fq ko (2.55)

A eficiéncia de extingdo pode ser calculada através do valor observado de kq, se
os coeficientes de difusdo e raios moleculares forem conhecidos. Os coeficientes de

difusdo podem ser obtidos a partir da equacio de Stokes-Einstein,
D=kT/6mnR (2.56)
Onde k € a constante de Boltzmann, 1 € a viscosidade do solvente e R o raio molecular.

2.2.3.4 - Exting¢io de fluorescéncia estatica

Nas secgdes anteriores discutiu-se um tipo de extingdo de fluorescéncia que
resultava de encontros difusivos da molécula fluorescente com as espécies extintoras
durante o tempo de vida do estado excitado. A exting¢do de fluorescéncia também pode

resultar da formagdo de um complexo ndo fluorescente entre a molécula fluorescente e a
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espécie extintora. Quando esta espécie complexa absorve luz ela imediatamente retorna

ao estado fundamental sem a emissao de luz (Fig. 2.7) [13,14].

F* + MOD < [F-MOD]*

Nao ha

hv emissao

F + MOD & [F-MOD]
K - constante de equilibrio

Fig. 2.7 — Esquema de um mecanismo de extingéo estitico.

A dependéncia da intensidade de fluorescéncia com a concentragio da espécie
extintora € facilmente obtida a partir da expressio da constante de equilibrio da

formacdo do complexo,
Ks = [F-MOD] / ([F] [MOD])) (2.57)

Onde [F-MOD] € a concentragdo do complexo, [F] é a concentracdo das moléculas
fluorescentes ndo complexadas, e [MOD] a concentragio das espécies extintoras. Se as
espécies complexas sao ndo fluorescentes, entdo a fraccdo de fluorescéncia que
permanece, I/l,, € dada pela fraccdo de moléculas fluorescentes nio complexadas, f =

I/I,,. Se a concentragdo total de moléculas fluorescentes for [F],,
[Fl, = [F] + [F-MOD] (2.58)

Substituindo esta expressdo do balanco de massas na expressio da constante de

equilibrio vem,

ko= [Fb-1Fl _ [F !

" [Flmop] ~ TFlmon] mob] (2.59)

Substituindo as intensidades de fluorescéncia pelas concentragdes e rearranjando vem,
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1/I1=1+Ks [MOD] (2.60)

Note-se que a dependéncia de I/I com [MOD)] € linear e idéntica 4 observada na
extingdo dindmica com a excep¢do de que a constante de extingio é agora uma

constante de associagao.

2.2.3.5 — Mecanismo de extingdo dinimico ou estitico?

No caso dos carbamatos, e com base em resultados da literatura [15], os valores
de Ksy sdo da ordem de grandeza de 1 x 10° L kg™ Para converter esta constante em
unidades molares € necessdrio efectuar uma estimativa da massa molecular da amostra
que se esta a estudar. Na Tabela 2.1 apresentam-se alguns valores possiveis da massa

molecular assim como a correspondente Kgy.

Tabela 2.1 — Valores de K, para possiveis valores de massa molecular.

Massa i w
Ksy(Lmol™) Ky (L mol s7)*
molecular
1000 1,00 x 10° 1,00 x 10"
5000 5,00 x 10° 5,00x 10"
10000 1,00 x 10° 1,00 x 10"
20000 2,00x 10° 2,00 x 10"
50000 5,00 x 10° 5,00 x 10

* Pondo como hipétese 7, = 10° s.

Como se viu em cima,

Ko =k T, (2.52)

donde se pode estimar a constante bimolecular de extingdo (kq). Em solugio aquosa esta
constante nio pode exceder os 1 x 10"’ L mol”! s [14,15]. Se o valor estimado for
superior a este entdo o mecanismo de extin¢do devera ser do tipo estatico. A andlise da
Tabela 2.1 mostra que, para vdrias possibilidades de massa molecular da fraccio de
MOD, os valores estimados de kq sdo sempre superiores a 1 x 107" L mol™ 5™, pelo que

neste exemplo deverd estar a ocorrer uma extingio de fluorescéncia do tipo estdtico.
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2.2.3.6 - Efeitos de filtro

As medigoes de emissdo de fluorescéncia molecular sio normalmente efectuadas
a 90° relativamente ao feixe de excitacdo — fluorescéncia em angulo recto (Fig. 2.8). A
atenuagdo que se observa no feixe de excitagdo quando este atravessa a célula de
amostragem denomina-se de efeito de absorgdo primdrio. A absor¢do pela solugio de
amostra da radiacdo de fluorescéncia emitida denomina-se de efeito de absor¢ao
secundario. Estes dois processos, vulgarmente denominados de efeitos de filtro
internos (primario e secundirio), t€m que ser considerados quando a concentracao do
analito ou outras espécies cromoéforas que existem nas amostras é relativamente alta

podendo provocar uma atenuagio significativa nos feixes de excitacdo e emissao.

Célula de
amostragem

>
O > Monocromador
> da excitagao ' >

_>
)"ex
Fonte de
radiacdo Monocromador
da emissao
l lem
Detector

Fig. 2.8 — Esquema de uma fluorescéncia de dngulo recto.

Efeitos de filtro significativos devidos a absor¢io do analito ddo origem a curvas
de calibragdo nao lineares. Efeitos deste tipo, provocados por outras espécies que
existem em solugdo, podem dar origem a sinais de fluorescéncia do analito
relativamente fracos. A atenuagio dos feixes de excitagdo e emissdo também podem
originar distorcdes nos espectros de emissio. De uma maneira geral, a absorvincia de
uma soluc¢do aos comprimentos de onda de excitacio e emissio deve ser menor do que
0,01 unidades de absorvéncia para manter os erros e nio linearidades devidos a efeitos
de absorgdo abaixo dos 1% [16]. Medi¢des quantitativas de fluorescéncia s6 podem ser

analisadas apds conveniente correccio dos dados experimentais porque, de outro modo,
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uma eventual diminuigio de fluorescéncia pode ser devida ao processo de extingdo de

fluorescéncia e a atenuacio da radiagio por efeitos de filtro.

2.2.3.77 — Correcgao dos efeitos de filtro
Os efeitos de filtro devidos a absorgio de matéria organica dissolvida (MOD)

aos comprimentos de onda de excitagdo e emissdo podem ser corrigidos pela seguinte

equagao [15,16]:

I.=cfx Iy (2.61)

onde:
I. — intensidade de fluorescéncia corrigida;
¢f — factor de correccéo;

I, — intensidade de fluorescéncia observada experimentalmente.

O factor de correcgao pode ser estimado com a seguinte equagio:

f 2,3ALJ\AY eXp(2,3Aay1) 2,3Ar:mAx exp(2,3AmX1)
cl = 5
| I —exp(=2,3A.Ay) 1 —exp(=2,3AmAx)

(2.62)
onde Ay € Ay 530 as absorvincias da solugido da MOD aos comprimentos de onda de
excitacdo (Ae) e emissdo (Aenm), respectivamente. Os pardmetros geométricos (yj,
Ay=ys>-y1, X, AX=X,-X,) estdo definidos na Fig. 2.9.

A matéria orginica dissolvida (MOD) € conhecida por apresentar absorvancias
especificas (por unidade de massa) relativamente elevadas pelo que podera actuar como
filtro em estudos de fluorescéncia molecular [15,16]. Como a MOD apresenta
fluorescéncia, esta pode ser utilizada para verificar a qualidade da correc¢io dos filtros
usando as equagoes 2.61 e 2.62.

A emissao de fluorescéncia da MOD em fungio da sua concentragio tem
tipicamente a forma da Fig. 2.10 e Tabela 2.2. Para baixas concentracoes, a intensidade
de fluorescéncia € aproximadamente linear com a concentragdo. Com o aumento da
concentragdo, a absorvdncia da solugdo aumenta  significativamente e,

consequentemente os efeitos de filtro também aumentam. Deste modo, a fluorescéncia

diminui.
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Yi

X
l A‘CIII

Fig. 2.9 — Geometria tipica de uma célula usada em fluorescéncia de Angulo recto.
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Tabela 2.2 — Valores de absorvéncia, intensidade de fluorescéncia e factor de correccao

de solugoes de MOD.

propy  Aorids  Aterdoss ToRSEERR Febefe Bk
: experimental corrigida
0 0 0 2322 1 2322
4,6 0,075 0,0232 92287 1,124 103682
8.1 0,1452 0,0458 150900 1,257 189643
137 0,2155 0,0657 203300 1,401 284893
18,2 0,2941 0,0956 232100 1,597 370753
274 0,4379 01377 267300 1,999 534267
36,5 0,5852 0,184 286000 2,524 721785
45,6 0,7355 02311 279800 3,200 895477
60,8 0,9700 0,3068 245100 4,646 1138820
76,0 1,2312 0,3833 209200 6,967 1457518
91,2 1,4524 0,4601 169100 9,956 1683563
121,6 1,9186 0,6149 107200 20,911 2241678
136,8 2,176 0,6931 _ 82346 31,195 2568823
152,0 2,4739 0,7855 61234 49,630 3043523

* Para a correcgiio foram utilizados x,=y;=0,15cm e Ax=Ay=0,45 cm.

Int.
1 300000 il
|

200000 -
' 100000

0

50

100

150

[MOD] (unidades arbitrarias)

Fig. 2.10 ~ Curva tipica da fluorescéncia da MOD em funcdo da sua concentragao.
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Os desvios de linearidade da fluorescéncia em fungdo da concentragio devidos a
efeitos de filtro podem ser corrigidos usando a equacgio 2.62 e o resultado pode ser
observado na Fig. 2.11 e Tabela 2.2. Se, como neste caso, os desvios da linearidade sdo
corrigidos significa que o modelo utilizado no desenvolvimento da equagio 2.62 estd

correcto [16].

Int.
3000000

I

2000000

1000000

0 50 100 150

[MOD] (unidades arbitrarias)

Fig. 2.11 — Curva tipica da fluorescéncia da MOD em funcio da sua concentragao: sem

correcgao (bolas); e, com correccao (quadrados).
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2.3 - INTERACCOES ENTRE AF E CARBAMATOS

Embora a quantidade de trabalho cientifico que tem sido publicado sobre as
interacgOes entre substdncias himicas e substincias organicas seja vasto, no caso
concreto das interacgdes com pesticidas da familia dos carbamatos esse nimero é
bastante reduzido. De facto, apenas um trabalho foi encontrado sobre a interaccio entre
substidncias humicas e carbofurano, carbarilo e aldicarbe [15], e onde se utilizou a
fluorescéncia molecular para medir a extensdo dessa associagio. Na Tabela 2.3

apresenta-se um resumo dos resultados mais importantes desse trabalho.

Tabela 2.3 — Constantes de associagio de dcidos

hiimicos Aldrich com carbamatos [15].

Carbamato  Constante de associagio

(L kg™
Carbofurano 8,75 x 10°
Carbarilo 721 x 10*
Aldicarbe 0,96x 10°

A associa¢do de um dcido himico de solo dissolvido com 1-naftol, um dos
principais metabolitos do carbarilo, foi estudada por fluorescéncia molecular usando
representacoes de Stern-Volmer [17]. O valor da constante de associagdo obtida neste
trabalho foi de 6,5 L (kg de C)"'. Um segundo artigo dos autores do estudo anterior
efectuou uma andlise pormenorizada das representagdes de Stern-Volmer relativas a
extingdo da fluorescéncia do 1-naftol provocada por 4cidos himicos [18]. Neste caso
foram observados desvios da linearidade das representaces de Stern-Volmer que
poderiam ser devidos a simultinea ocorréncia de extingdo dinimica e estitica.
Tentativas para separar estas duas contribui¢des nio foram conseguidas.

Num outro estudo mais recente sobre a associagio de um dcido himico padrdo
da [HSS com 1-naftol, em que se usou uma técnica de fluorescéncia semelhante as
anteriores mas agora complementada com medigdes de tempo de vida de fluorescéncia,
obteve-se um resultado para a constante de associagio na mesma ordem de grandeza
que o anterior (2,01 L (kg de C)") [19]. Este estudo também permitiu verificar que o

mecanismo de associa¢do ndo poderia ser do tipo dinimico mas principalmente do tipo

estatico.
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Um aspecto comum a todos estes estudos de associacdo de substincias himicas
com carbamatos ou l-naftol € a tentativa de esclarecer o tipo de mecanismo de extingio
de fluorescéncia que estd a ser observado e a tentativa de separar as contribuigdes
estiticas e dinimicas. Um teste que € frequentemente efectuado s constantes de
associagdo calculadas é a obtengdo da constante de extingio bimolecular (kg). O valor
desta constante foi sempre muito superior a 1 x 10"° M s, que é considerado um
valor maximo em solugdo aquosa, e portanto ndo ha evidéncia para um mecanismo de

extin¢do dindmica.
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3 - SECCAO EXPERIMENTAL

Neste capitulo sdo apresentados todos os procedimentos experimentais
utilizados neste trabalho. Como tal, os reagentes utilizados, a preparagio de todas as
solugdes e o equipamento usado para todas as medi¢des que foram efectuadas.

Apresentam-se, também, as ferramentas de software utilizadas nos calculos.
3.1 - REAGENTES

Foram utilizados como reagentes o carbarilo (99,7%, Riedel-de Haén), o
carbofurano e o aldicarbe (ambos 99,9%, Riedel-de Haén). Os metabolitos daquelas
substincias que foram utilizados apresentavam igualmente elevado grau de pureza: 1-
naftol (superior a 99%, Sigma), 2-isopropoxifenol (97%, Aldrich), 1,4-naftoquinona
(97%, Riedel-de-Haén), 2-hidroxi-1,4-naftoquinona  (97%, Sigma), 3-
hidroxicarbofurano (99%, Supelco), 3-cetocarbofurano (99%, Supelco) e 3-
cetocarbofuranofenol (99%, Supelco). Os restantes reagentes utilizados foram de
qualidade p.a. ou semelhante.

Na Tabela 3.1 apresentam-se os valores das massas molares das substincias

pesticidas estudadas.

Tabela 3.1 — Massas moleculares dos vdrios reagentes utilizados neste trabalho.

Composto Massa molar (g mol™)
carbarilo 201,22
1-naftol 1442
2-isopropoxifenol 152,19
1,4-naftoquinona 158,16
2-hidroxi-1,4-naftoquinona 1742
carbofurano 221,26
3-hidroxicarbofurano 237,25
3-cetocarbofurano 235,239
3-cetocarbofuranofenol 178,1872
aldicarbe 190,27

51



Capitulo 3 - Seccio Experimental
e

3.2 - AMOSTRA DE AF

A amostra de AF que foi disponibilizada para o presente trabalho (Fredriks
Research Products - Holanda) foi extraida de um solo de referéncia Laurentian, e as

suas caracteristicas, segundo informagdo do fornecedor da amostra, sdo apresentadas na
Tabela 3.2 [1].

Tabela 3.2 - Caracteristicas da amostra de AF utilizada neste trabalho.

Analise elementar (% massa/massa):

%C 432
%N 0,83
%H 4,0
%Na 0,27
%Fe 0,013
%cinzas <10

% carbono (** C-RMN):

Intervalos do deslocamento quimico (grupos funcionais)

220-190 ppm (carbonilos) 8,8
190-162 ppm (carboxilicos) 33,8
164-145 ppm (fendlicos) 2,2
145-108 ppm (aromaticos) 12,0
108-96 ppm (O-C-0O) 3.5
96-50 ppm (carbohidratos) 17,8
50-0 ppm (alifético) 21,8
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3.3-SOLUCOES

Foram preparadas as seguintes solucdes:

* Solugdes padrido de carbarilo, de carbofurano, de aldicarbe e dos respectivos

metabolitos

Uma solucdo padrao de cada pesticida ou metabolito era preparada
periodicamente por pesagem, dissolucdo e diluigio rigorosas do sélido em metanol
(para os estudos em solucdo aquosa e em metanol) ou em ciclohexano (estudos em
ciclohexano) até ao volume final de 25,00 mL e agitando-se para homogeneizagio.

As concentrages das solugdes padrio de cada composto eram sempre da mesma

ordem de grandeza; variando entre cerca de 5x10™ M e cerca de 5x107 M.

e Solucio padrio de 2-isopropoxifenol

A solucdo padrio do 2-isopropoxifenol (5,01x10™ M) foi preparada pipetando
rigorosamente um volume do reagente concentrado (1,85 pL) para um baldo de 25,00
mL, dado este metabolito do carbarilo se apresentar no estado liquido (d=1,030),

completando o volume até 4 marca com metanol e agitando posteriormente para

homogeneizagao.

e Solucdo de tampio fosfato usada como solvente

Nos estudos das propriedades de fluorescéncia molecular em solugio aquosa foi
utilizada uma solugdo tampao de diidrogenofosfato de potassio e hidrogenofosfato de
disédio (pH = 6,9). Esta solugdo foi preparada por pesagem, dissolugdo e diluigdo
rigorosas dos respectivos sélidos (0,0343 g e 0,0904 g, respectivamente, em 500,0 mL

de dgua desionizada).

e  Solucdes tampio de pH

As solugdes tampdo de pH de ftalato (pH=3,883), fosfato (pH=6,784) e bérax

(pH=9.,043) foram preparadas segundo procedimento descrito em [2]
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e Solucdes diluidas de carbarilo, de carbofurano e de aldicarbe

As solucdes diluidas deste trabalho foram preparadas em dgua (tampao fosfato)
ou no mesmo solvente das respectivas solugdes padrdo: metanol ou ciclohexano. Foram
ainda preparadas em tampio fosfato contendo uma determinada quantidade de AF (15,
30 e 60 mg/L).

Independentemente do solvente as dilui¢des das solugdes padrio concentradas
foram sempre as mesmas, nomeadamente: 5,0; 10,0; 25,0; 50,0; 100,0; 250,0: 500,0 e
1000,0 uL em 10,00 mL.

e Solucdes de dcidos filvicos (AF)

As solucdes aquosas padrdo de AF, de concentragio varidvel entre 20 mg/L e
200 mg/L foram preparadas por dilui¢io rigorosa de uma solu¢do mais concentrada com
o seu pH ajustado 6,0 por adi¢do uma solugdo de hidréxido de potissio.

Independentemente do solvente, as diluigdes das solugdes padrio concentradas
foram sempre rigorosas até ao volume final de 10,00 mL e foram sempre as mesmas,
nomeadamente eram 10 solugdes com concentragdes compreendidas entre 5 mg/L e 50

mg/L com incrementos de 5 mg/L entre elas.

e Solucdo de hidréxido de potdssio para ajuste do pH

As solugdes de hidroxido de potdssio, aproximadamente 0,05 M, foram
preparadas e descarbonatadas segundo o processo descrito em [2]. As solugdes

descarbonatadas foram mantidas sob atmosfera inerte de azoto.

e Solucio padrio de carbarilo em etanol

A solug¢do padrio de carbarilo em etanol de concentracao 1,09 x 10° M, foi
preparada por pesagem (m = 0,1098 g), dissolugdo e dilui¢do rigorosas, até volume final

de 50,00 mL. Deixou-se a solugdo a agitar até total dissolucio do carbarilo.

e Solucio padrido de carbarilo em cloroférmio

A solucdo padrdo de carbarilo em cloroférmio de concentracio 7,15 x 10 M foi
preparada por pesagem (m = 0,01438 g), dissolugdo e dilui¢do rigorosas, até volume

final de 10,00 mL. Deixou-se a solugdo a agitar até total dissolugio do carbarilo.
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e Solucdo padrao de carbofurano em etanol

A solugdo padrdo de carbofurano em etanol de concentracio 8,50 x 10”2 M, foi
preparada por pesagem (m = 0,1880 g), dissolucéo e diluigdo rigorosas, até volume final

de 10,00 mL. Deixou-se a solugdo a agitar até total dissolucdo do carbofurano.

e Solucio padriao de carbofurano em ciclohexano

A solucdo padrdo de carbofurano em ciclohexano de concentragio 2,45 x 107
M, foi preparada por pesagem (m = 0,00271 g), dissolugdo e diluicdo rigorosas, até
volume final de 5,00 mL. Deixou-se a solugdo a agitar até total dissolugdo do

carbofurano.

e Solucoes de sais inorginicos

As solucdes de NaCl e KNO; em dgua desionizada de concentragio 1 M, foram
preparadas por pesagem (mnac) = 5,7421g e mgnos = 10,3346 g) e diluigio rigorosas do
sOlido, até ao volume final de 100 mL. As solucdes de concentragido 0,1 M e 0,01 M
foram preparadas por diluicdo, respectivamente 1:10 e 1:100, daquela solugdo

concentrada.
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3.4 - EQUIPAMENTO

Espectroscopia de UV-Vis: na aquisigdo dos espectros de absorcio de UV-Vis

foi utilizado um espectrofotémetro de UV-Vis com detector de diodos de marca
Hewlett Packard e modelo 8452A. As medigdes de absorvancia, a comprimento
de onda fixo, foram executadas com um espectrofotémetro de UV-Vis de marca
UNICAM e modelo Helios . Em ambos os aparelhos utilizou-se uma célula de

quartzo com 1 cm de percurso optico.

Espectroscopia de fluorescéncia: as medigdes de fluorescéncia molecular foram

efectuadas com um espectrofotdmetro de luminescéncia de marca Perkin Elmer
¢ modelo LS-50, provido de células de quartzo com comprimento 6ptico de 1

cm.

Potenciometria: as medicdes potenciométricas com medicio de pH, foram

efectuadas com um sistema de titulagdo controlado por PC, constituido por um
medidor de pH Crison micropH 2002 e uma microbureta Crison microBu 2030.
Nas medi¢des de pH utilizaram-se um eléctrodo de vidro da marca Ingold, e um

eléctrodo de referéncia saturado, de juncio dupla, da marca Ingold.

Banho termostatico com agitagdo de marca GFL e modelo 1086.
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3.5 - AQUISICAO DOS DADOS ESPECTROFOTOMETRICOS

3.51-UV-Vis

3.5.1.1 — Leitura de absorvancia para correccio dos efeitos de filtro

As leituras da absorvancia no UV-Vis foram efectuadas aos comprimentos de
onda de emissdo e excitagdo de fluorescéncia méxima (Tabela 3.3), com marcagéo
prévia do zero de absorvancia para o branco (4gua) e utilizando as amostras por ordem

crescente da sua concentragao.

Tabela 3.3 — Comprimentos de onda utilizados na leitura directa das absorvancias no

UV-Vis.
Substincia A'|=.xcimg::”tcp (nm) kemissio (nrn)
AF 330 446
Carbarilo 280 333
1-naftol 280 460 (357)
2-isopropoxifenol 280 313 (310)
Carbofurano 250 (280) 368 (307)
3-hidroxicarbofurano 280 307
3-cetocarbofurano 250 (350) 423 (444)
3-cetocarbofuranofenol 250 424

* & S
Entre paréntesis apresentam-se os resultados para o solvente metanol, apenas nos

casos em que estes sdo diferentes dos observados em dgua.
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3.5.1.2 — Espectros
Os espectros de absor¢do no UV-Vis foram obtidos nas condigdes apresentadas

na Tabela 3.4 e analisando as amostras por ordem crescente da sua concentragio.

Tabela 3.4 — Pardmetros experimentais utilizados na aquisi¢io dos espectros de UV-Vis.

Caracteristica Valor
Gama de comprimentos de onda 190 — 700 nm
Tempo de integragao 0,5 segundos

3.5.2 - Fluorescéncia molecular

As condigoes de aquisi¢do dos dados de fluorescéncia molecular de todas as
solugdes de carbarilo e de carbofurano deste trabalho (assim como dos seus metabolitos,
das misturas de cada composto com AF e das misturas bindrias e terndrias) estdo
indicadas nas Tabela 3.5 e 3.6 respectivamente, tendo-se utilizado uma célula de
quartzo com | cm de percurso optico e ensaiado as amostras por ordem crescente da sua
concentragdo. Para a aquisicdo dos dados das misturas bindrias e terndrias, cujo
procedimento € descrito mais adiante, os pardmetros utilizados foram os da Tabela 3.5,
em que o intervalo de excita¢do foi de 200 a 390 nm, ou seja, obtiveram-se 20 espectros
de emissdo nas MEE.

Nos procedimentos experimentais para a correccio de efeitos de filtro, a abertura
para o feixe de emissao era fixado em 0,45 cm por colocagdo de um papel, com uma

fenda desta espessura, na respectiva face da célula.
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Tabela 3.5 — Pardmetros utilizados para obter os espectros de fluorescéncia molecular

do carbarilo, metabolitos e suas misturas bindrias e terndrias. *

Intervalo de excitagdo 220 a 360 nm (em incrementos de 10 nm)
Intervalo de emissao 250 a 500 nm (em incrementos de 0,5 nm)
Velocidade do varrimento 200 nm/min

Abertura dos monocromador
Excitacdo 10 nm

Emissao 7.5 nm

* Nos estudos com metabolitos o varrimento da excitagio foi iniciado em 200 nm e
terminado em 340 nm e para as misturas bindrias e terndrias foi iniciado em 200 nm e

terminado em 390 nm.

Tabela 3.6 — Parimetros utilizados para obter os espectros de fluorescéncia molecular

do carbofurano e seus metabolitos.

Intervalo de excitacdo 250 a 390 nm (em incrementos de 10 nm)
Intervalo de emissdo 300 a 600 nm (em incrementos de 0,5 nm)
Velocidade do varrimento 200 nm/min

Aberturas do monocromadores
Excitacdo 15 nm

Emissio 10 nm
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3.6 - PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS PARA ESTUDOS DE
INTERACCAO DE AF COM PESTICIDAS MEDIDA POR EXTINCAO DE
FLUORESCENCIA

3.6.1 — Estudo inicial das propriedades de fluorescéncia e UV-Vis

3.6.1.1 - Calibragdes do carbarilo em tamp@o fosfato e metanol

Prepararam-se 8 solugdes diluidas de carbarilo para cada calibragio, em tampio
fosfato e em metanol, em baldes de 10,00 mL, a partir de uma solugio padrio em
metanol (5,41x10* M), pipetando diferentes volumes desta solugcdo para os varios
baldes e adicionando tampdo fosfato ou metanol até 2 marca do baldo e posterior

agitacdo (Tabela 3.7).

Tabela 3.7 — Quantidades de solu¢do padrio de carbarilo em metanol adicionadas a cada

baldo para diluigdo em tampdo fosfato ou em metanol e a sua concentrago.

Baldo n°. Volume de solucéo Concentragdo de Concentragdo de
adicionado (uL) carbarilo (M) carbarilo (mg/L)

I 1000 5.41x107 10,88

2 500 2,70x107 5,44

3 250 1,35x107 272

4 100 541x10° 1,09

5 50 2,70x10°® 0,54

6 25 1,35x10° 0,27

7 10 541x107 0,11

8 5 2,70x107 0,05

3.6.1.2 — Calibragdes do carbofurano em tampio fosfato, metanol e ciclohexano
Prepararam-se 3 séries (uma para cada solvente) de 5 solucdes diluidas, em

baloes de 10,00 mL, de carbofurano em tampio fosfato e em metanol a partir de uma

solucdo padrdo em metanol (6,18x10* M) e em ciclohexano a partir de uma solugio

padrdo neste solvente com a mesma concentragio. Pipetaram-se diferentes volumes
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destas solugGes para os virios baldes e adicionou-se o solvente até i marca do baldo,

agitando-se posteriormente (Tabela 3.8).

Tabela 3.8 — Quantidades de solugio padrio de carbofurano em metanol ou em

ciclohexano adicionadas a cada baldo para diluigdo e a sua concentragio.

Baldo n°. Volume de solucao Concentragédo de Concentracio de
adicionado (uL) carbarilo (M) carbarilo (mg/L)

1 1000 6,18x107 13,68

2 500 3,09x107 6,84

3 250 1,55x10° 3,42

4 100 6,18x10° 1,37

5 50 3,09x10°® 0,68

3.6.1.2 — Calibragdes dos metabolitos em tampao fosfato e metanol

Com o mesmo tipo de procedimentos, prepararam-se as solugdes para a
calibragdo dos metabolitos, em tampdo fosfato e metanol, a partir das respectivas
solugbes padrdo em metanol (concentragdes da mesma ordem de grandeza), de acordo
com as Tabelas 3.7 e 3.8, respectivamente para os metabolitos do carbarilo e do

carbofurano.

3.6.2 — Misturas de carbarilo e seus metabolitos

Prepararam-se, em baldes de 25,00 mL e em metanol, solugdes padrio de
carbarilo (5,13x10™ M) e de cada um dos seus metabolitos mais fluorescentes: 1-naftol
(7,99x10* M) e 2-isopropoxifenol (5,01x10™* M). Procedeu-se, de seguida, a preparagio
de vdrias solugdes diluidas em metanol, em baldes de 10,00 mL, de 14 misturas bingrias
(Tabela 3.9) de carbarilo com um dos outros compostos e de 15 misturas dos trés
componentes (Tabela 3.10). Destas misturas, obtiveram-se as respectivas MEE com os

pardmetros constantes da Tabela 3.5 para posterior andlise.
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3.6.2.1 — Misturas Bindrias
Na Tabela 3.9 estdo apresentados os volumes das solucdes padrio de carbarilo,
de I-naftol e de 2-isopropoxifenol utilizados para preparar dois conjuntos de 7 solugdes

com misturas bindrias (a mistura dos baldes n°. 1 e n°. 9 contém o branco).

Tabela 3.9 — Volumes das solugdes padrio de carbarilo, de 1-naftol e de 2-

isopropoxifenol adicionados a cada baldo para as misturas bindrias e sua concentragio.

Volumes (uL) Concentragdo (M)

| SE1FT0 ] (e — e ———

carbarilo 1-naftol 2-isoprop. carbarilo  I-naftol 2-isoprop.
I 0 0 —— 0 0 ey
2 0 50 0 400x10° -
3 50 0 2,56x10° 0
4 50 50 i 2,56x10°  4,00x10° - ---
5 25 25 0 1,28x10°  2,00x10°¢ ----
6 25 100 i 1,28x10°  8,00x10° ----
7 100 25 513x10°  2,00x10° ----
8 100 100 31835 T0"%  LHORKI0® - oe
9 0 i 0 0 o s & 0
10 0 50 0 ----  2,50x10®
11 50 0 2EERI0% o 0
12 50 2 s = 50 2,56x10°  ----  250x10°
13 25 25 1,28x10° --==  1,25x10%
14 25 100 1,28x10°  ----  501x10°
15 100 25 BIRI™ -w-- 13910
16 100 100 513x10°  ----  501x10°
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Na Tabela 3.10 estdo apresentados as caracteristicas das solugdes padrdo de

carbarilo, de 1-naftol e de 2-isopropoxifenol utilizados para preparar 15 solugdes com

misturas bindrias (a mistura do baldo n° 8 contém o branco).

Tabela 3.10 — Volumes das solugdes padrio de carbarilo, de 1-naftol e de 2-

isopropoxifenol adicionados a cada baldo para as misturas terndrias e sua concentragao.

Volumes (uL)

Concentragio (M)

Balaon®. - — -—-
carbarilo 1-naftol 2-isoprop. carbarilo  1-naftol  2-isoprop.
| 50 50 50 2,56x10°  4,00x10° 2,50x10°
2 0 50 50 0 4,00x10° 2.50x10°
3 50 0 50 2,56x10° 0 2.50x10®
4 0 0 50 0 0 2.50x10®
5 50 50 0 2,56x10° 4,00x10° 0
6 0 50 0 0 4,00x10° 0
7 50 0 0 2,56x10° 0 0
8 0 0 0 0 0 0
9 250 250 250 1,28x10°  2,00x10° 1.25x10°
10 10 250 250 5,13x107  2,00x10°  1.25x10°
11 250 10 250 1,28x107  7,99x107 1,25x107
12 10 10 250 5,13x107  7,99x107 1.25x107
13 250 250 10 1,28x107  2,00x10° 5,01x107
14 10 250 10 5,13x107  2,00x10°  5,01x107
15 250 10 10 1,28x10°  7,99x107 5,01x107
16 10 10 10 5,13x107  7,99x107 5,01x107
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3.6.3 — Matrizes de excitagio-emissdo de fluorescéncia molecular (MEE) e

correccio de efeitos de filtro

Para cada carbamato ou metabolito analizado, foram preparadas, em baldes de
10,00 mL, séries de 10 solugdes aquosas contendo, em cada série, um daqueles
compostos com concentragdo fixa em cada baldo (na ordem de 10° M) e concentragdes
diferentes de AF compreendidas entre 5 mg/L e 50 mg/L com incrementos de 5 mg/L
entre elas (para além da solucdo aquosa sem AF; do branco). Efectuou-se a
determinacdo dos espectros de fluorescéncia total destas solugdes seguindo o

procedimento descrito em 3.5.2.
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3.7 - PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS PARA ESTUDOS DE
INTERACCAO DE AF COM PESTICIDAS MEDIDA POR METODOS DE
EXTRACCAO

3.7.1 - Estudo da solubilidade do carbarilo em dgua, solucées aquosas de AF e

solucdes aquosas de sais inorgénicos

3.7.1.1 Solubilidade de AF em cloroférmio

Para se verificar a solubilidade dos AF em cloroférmio, utilizaram-se 5 séries
independentes (a, b, c, d, e) de seis frascos de cintilagdo de 25 mL (1, 2, 3, 4, 5, 6) e
adicionaram-se, a cada um destes frascos e em cada série, diferentes volumes de uma
solugio padrio de AF (237,60 mg/L) e de dgua desionizada, diluindo no frasco até
perfazerem o volume total de 10,00 mL (Tabela 3.11). Fizeram-se ainda 15 ensaios para
0 branco em outros tantos frascos com apenas 10,00 mL de dgua desionizada (frasco n°
0)

De seguida adicionou-se a cada frasco 10,00 mL de cloroférmio. Deixou-se os
frascos a agitar durante 24 horas a temperatura de 25 °C, no final centrifugou-se a
solucdo durante 15 minutos e efectuou-se a medi¢do dos espectros de UV-Vis da

solugdo orginica com os pardmetros experimentais indicados na Tabela 3.4.

Tabela 3.11 - Quantidades de solucdo padrio de AF adicionadas a cada frasco e a sua

concentracao.

Frasco n°. Volume de solugao Concentra¢do de AF
de AF adicionado (mL) (mg/L)

0 0,00 0,00

1 0,90 21,38

2 1,70 40,39

3 3,50 83,16

4 5,00 118,80

5 7,00 166,32

6 10,00 237,60
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3.7.1.2 Calibracéo de carbarilo em cloroférmio hidratado

Prepararam-se em seis baldes de 10,00 mL seis solucdes padrédo de carbarilo em
cloroférmio, para isso adicionaram-se volumes diferentes (Tabela 3.12) de solugdo
padrdo de carbarilo em cloroférmio (7,15x10 M) e completou-se o volume até 4 marca
com cloroférmio. De seguida transferiu-se 5,00 mL das solugdes padrio para frascos de
cintilagdo de 25 mL e adicionou-se 5,00 mL de H,O desionizada, tapou-se os frascos e
deixou-se a agitar durante 24 horas, no final efectuou-se a medicio dos espectros de
UV-Vis da fase organica, utilizando-se os pardmetros da Tabela 3.4. Na obtengio dos
espectros de fluorescéncia houve algumas limitagdes na medida em que, para menores
concentragdes de carbarilo observava-se um aumento da intensidade de fluorescéncia
com a concentragdo dos padrbes mas, para maiores concentracdes de carbarilo, a
fluorescéncia ia sendo atenuada o que se podia dever ao “quenching” do carbarilo
provocado pelo cloroformio. Este facto alterou o seguimento do trabalho, passando-se a

utilizar a espectroscopia de UV-Vis em substituicdo da fluorescéncia molecular.

Tabela 3.12 - Quantidades de solugdo padrio de carbarilo adicionado e sua

concentracdo na frac¢do cloroférmio.

Balao n®. Volume de solu¢ao Concentracgdo de carbarilo
Adicionado (uL) na frac¢ao cloroférmio (M)
0 0,00 0,00 (0 ppm)
I 34,77 4,97x10° (10 ppm)
2 173,85 2,48x10™* (50 ppm)
3 347,71 4,97x10™* (100 ppm)
4 625,87 8,95x10™* (180 ppm)
5 869,26 1,24x107 (250 ppm)
6 1043,12 1,49x10™ (300 ppm)
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3.7.1.3 Extracc¢do com cloroférmio

Efeito de sais inorginicos na solubilidade do carbarilo em dgua

Adicionou-se para frascos de cintilagdo de 25 mL, 700 pL de solucdo padrio de
carbarilo em etanol (1,09 x 107 M), deixando-se a solugdo ao ar durante 24 horas para
que o etanol evaporasse totalmente e o carbarilo sélido ficasse agarrado as paredes do
frasco. De seguida adicionou-se para dentro do frasco, 10,00 mL de solugdo aquosa dos
sais inorgénicos (KNOj; e NaCl), preparando-se para cada um dos sais inorgénicos trés
séries de trés ensaios independentes: série A; B e C, correspondentes s concentragdes
de 0,01 M, 0,1 M e | M, respectivamente. Simultaneamente preparou-se mais uma série
de 18 ensaios independentes, em que se adicionou apenas 4gua sem sais inorganicos
para a determinag@o da solubilidade de carbarilo em 4gua a 25 °C. Deixou-se os frascos
a agitar durante 24 horas 4 temperatura de 25 °C, centrifugou-se a solucdo durante 15
minutos e pipetou-se 5,00 mL da solu¢do aquosa para um novo frasco de 25 mL, com o
cuidado de nao pipetar carbarilo sélido que pudesse existir em suspensdo. Adicionou-se
ao frasco 5,00 mL de cloroférmio para extrair o carbarilo que se tinha solubilizado e
deixou-se agitar durante cerca de uma hora a temperatura de 25 °C. No final efectuou-se

a medigdo dos espectros de UV-Vis da fase organica, utilizando-se os pardmetros da

Tabela 3.4,

Efeito de AF na solubilidade do carbarilo em dcua

Prepararam-se solugdes de AF com concentragdes varidveis de 20 mg/L, 80
mg/L, 140 mg/L e 200 mg/L em dgua desionizada e ajustou-se o pH a 6 com KOH.

Adicionou-se para frascos de 25 mL, 200 pL de solugio padrio de carbarilo em
etanol (1,09 x 102 M), deixando-se a solugdo ao ar durante 24 horas para que o etanol
evaporasse totalmente e o carbarilo sélido ficasse agarrado as paredes do frasco. De
seguida adicionou-se para dentro do frasco, 10,00 mL de solu¢dao aquosa dos AF,
preparando-se quatro séries de quatro ensaios independentes: série A, B, C e D,
correspondentes as concentragdes de 20 mg/L, 80 mg/L, 140 mg/L e 200 mg/L,
respectivamente. Simultaneamente prepararam-se mais duas séries de 5 ensaios
independentes, em que se adicionou apenas dgua sem AF para a determinagio da
solubilidade do carbarilo em dgua a 25 °C. Deixaram-se os frascos a agitar durante 24
horas a temperatura de 25 °C, centrifugou-se a solucdo durante 15 minutos e pipetou-se

5,00 mL da solugdo aquosa para um novo frasco de 25 mL., com o cuidado de ndo se
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pipetar carbarilo sélido que pudesse existir em suspensao. Adicionou-se ao frasco 5,00
mL de cloroférmio para extrair o carbarilo que se tinha solubilizado e deixou-se agitar
durante cerca de uma hora 2 temperatura de 25 °C. No final efectuou-se a medicdo dos
espectros de emissao de UV-Vis da fase organica, utilizando-se os pardmetros da Tabela

3.4.

3.7.2 - Estudo da solubilidade do carbofurano em dgua, solucdes aquosas de AF e

solucdes aquosas de sais inorginicos

3.7.2.1 Solubilidade de AF em ciclohexano
Estudos anteriores [3,4] verificaram que ndo havia extrac¢do de material dos AF

pelo ciclohexano pelo que neste trabalho néo foi verificado esta observagio.

3.7.2.2 Calibracdo de carbofurano em ciclohexano hidratado

Prepararam-se em sete baldes de 5,00 mL sete solucdes padrio de carbofurano
em ciclohexano, para isso adicionaram-se volumes diferentes (Tabela 3.13) de solucdo
padrio de carbofurano em ciclohexano (2,45 x 10 M) e completou-se o volume até ao
menisco com ciclohexano. De seguida transferiu-se 5,00 mL da solucio padrio para
frascos de cintilagdo de 25 mL e adicionou-se 5,00 mL de H,O desionizada, taparam-se
os frascos e deixou-se a agitar durante 24 horas, no final efectuou-se a medicdo dos

espectros de emissdo de fluorescéncia da fase organica, utilizando-se os parAmetros da

Tabela 3.6.
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Tabela 3.13 — Quantidades de solugdo padrio de carbofurano adicionado e sua

concentragao na frac¢ao ciclohexano.

Balao n°. Volume de solugdo Concentracdo de carbofurano
Adicionado (uL) na fraccdo ciclohexano (M)
0 0,00 0,00 (0 ppm)
| 9,22 4,52x 10° (1 ppm)
2 27,67 1,36 x 10° (3 ppm)
3 46,12 2,26 x 10° (5 ppm)
4 64,56 3,16 x 10° (7 ppm)
5 83,01 4,07 x 10° (9 ppm)
6 110,68 542 x 10° (12 ppm)
7 138,35 6,78 x 10° (15 ppm)

3.7.2.3 Extrac¢do com ciclohexano

Efeito de AF na solubilidade do carbofurano em dgua

Prepararam-se solugdes de AF com concentracbes varidveis de 20 mg/L, 50
mg/L, 70 mg/L e 100 mg/L em dgua desionizada e ajustou-se o pH a 6 com KOH.

Adicionou-se para frascos de cintilagdo de 25 mL, 200 pL de solucdo padrdo de
carbofurano em etanol (8,50 x 10 M), deixando-se a solugdo ao ar durante 24 horas
para que o etanol evaporasse totalmente e o carbofurano sélido ficasse depositado nas
paredes do frasco. De seguida, adicionou-se para dentro dos frascos, 10,00 mL de
solugdo aquosa dos AF, preparando-se quatro séries de trés ensaios independentes: série
A, B, C e D, correspondentes s concentracdes de 20 mg/L, 50 mg/L, 70 mg/L e 100
mg/L, respectivamente. Simultaneamente prepararam-se mais 6 ensaios independentes,
em que se adicionou apenas dgua sem AF para a determinagdo da solubilidade do
carbofurano em dgua a 25 °C. Deixaram-se os frascos a agitar durante 24 horas a
temperatura de 25 °C, centrifugou-se a solucio durante 15 minutos e pipetou-se 5,00
mL da solugfio aquosa para um novo frasco de 25 mL, com o cuidado de nio se pipetar
carbofurano sélido que pudesse existir em suspensio. Adicionou-se ao frasco 5,00 mL

de ciclohexano para extrair o carbofurano que se solubilizou na solugdo aquosa e
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deixou-se agitar durante cerca de uma hora i temperatura de 25 °C. No final efectuou-se
a medigdo dos espectros de emissdo de fluorescéncia da fase organica, utilizando-se os

pardmetros da Tabela 3.6.
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3.8 - CALCULOS QUIMIOMETRICOS

A observagio preliminar dos espectros de UV-Vis e de fluorescéncia molecular
foi realizado com programa Grams-32 (Galactic Industries Co, USA). Este programa foi
também usado para converter o formato original dos espectros de fluorescéncia
molecular.

Os parametros de regressao linear das curvas de calibracio espectrofotométricas
e de ANOVA foram calculados com o programa EXCEL (Microsoft).

A andlise multidimensional das MEE foi realizada em MATLAB utilizando
rotinas de cdlculo (nomeadamente 0 modelo PARAFAC) desenvolvidas por Ramos Bro

e disponiveis na internet [5].
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Capitulo 4 — Estrutura das MEE de fluorescéncia dos carbamatos

4 - ESTRUTURA DAS MEE DE FLUORESCENCIA DOS
CARBAMATOS

4.1 - INTRODUCAO

Neste capitulo avaliam-se as propriedades de fluorescéncia molecular em estado
estaciondrio dos carbamatos e alguns dos seus metabolitos em estudo, no que diz respeito
as potencialidades desta técnica de andlise quimica para a sua determinagdo quantitativa.
De facto, devido a instabilidade térmica dos carbamatos, o que impossibilita a sua
determinag@o por técnica de cromatografia gasosa, a fluorescéncia molecular é uma
alternativa 1itil na sua detecgéo e quantificacio [1].

Para além das suas propriedades de fluorescéncia apresentam-se as observagoes
sobre o efeito do solvente nessas propriedades, nomeadamente em dgua, metanol e
ciclohexano. Em principio, o maior interesse da quantificacio de carbamatos é em
amostras aquosas (amostras ambientais). No entanto, a 4gua nem sempre & um solvente
adequado porque provoca extingio da fluorescéncia das substincias diminuindo a
sensibilidade das metodologias analiticas. Por este motivo, avaliaram-se dois outros
solventes vulgares no laboratério, o metanol e o ciclohexano.

Também, apresentam-se neste capitulo os resultados obtidos na anilise
multidimensional de conjuntos de MEE dos carbamatos. O objectivo deste estudo é
conhecer a estrutura destas matrizes e avaliar as potencialidades da sua utilizagao no
desenvolvimento de metodologias de anilise quantitativa baseadas na vantagem de
segunda ordem [2-11]. Esta vantagem consiste na possibilidade de quantificagdo de

espécies quimicas na presenca de interferentes desconhecidos.
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e gt e o
4.2 - MEE DE FLUORESCENCIA DOS CARBAMATOS

4.2.1 - MEE dos solventes puros

Na Fig. 4.1 apresentam-se as MEE dos trés solventes utilizados neste trabalho,
agua, metanol e ciclohexano. Uma andlise da Fig. 4.1 mostra que as MEE dos solventes
puros tém um conjunto de bandas devidas fundamentalmente 3 dispersdo (comprimento

de onda de emissao igual ou duplo do da excitac#o).

4.2.2 - MEE dos carbamatos

4.2.2.1 — Efeito do solvente na intensidade de fluorescéncia

A comparacdo das MEE de todos os carbamatos e seus metabolitos estudados nos
tré€s solventes permitiu verificar que eles apresentam maior intensidade de fluorescéncia
em metanol. Como exemplo mostra-se na Fig. 4.2 o caso do carbofurano. Neste caso, em
dgua (Fig. 4.2.a) a sua fluorescéncia é bastante fraca sendo muito mais intensa em
metanol (Fig. 4.2.b).

Atendendo a estas observagdes preliminares optou-se pelo solvente metanol para

os estudos descritos neste capitulo.

4.2.2.2 — MEE em metanol

Na Fig. 4.3 apresentam-se MEE tipicas de alguns carbamatos estudados neste
trabalho. Na Tabela 4.1 resumem-se os mdximos de excitacio e emissdo de fluorescéncia
para cada substincia. De notar que os metabolitos do carbofurano 1,4-naftoquinona e 2-

hidroxi-1.4-naftoquinona nio sio fluorescentes.

4.2.2.3 — Variacdio da intensidade de fluorescéncia com a concentragio
Todas as substancias fluorescentes analisadas apresentavam em metanol uma
variacdo linearmente proporcional a respectiva concentragdo. Como esta variacio sera

analisada mais a frente ndo se apresentam resultados aqui.
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Fig. 4.1 - MEE dos solventes puros utilizados: (a) agua; (b) ciclohexano; e (c) metanol.
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Fig. 4.2 — MEE de solugdes de carbofurano (cerca de 13 ppm) em trés solventes: (a)

agua; (b) metanol; e (c) ciclohexano.
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Fig. 4.3 — MEE de alguns carbamatos em metanol: (a) 2-isopropoxifenol; (b) 1-naftol; (c)

3-hidroxicarbofurano; e (d) 3-cetocarbofurano.
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Tabela 4.1 — Comprimentos de onda dos maximo de excitagdo e emissio de fluorescéncia

das MEE dos carbamatos e seus metabolitos em metanol.

Substincia Aexcitagio (M) Keisdgio 1))
Carbarilo 280 333
2-1sopropoxifenol 280 310
1-naftol 280 337
Carbofurano 280 307
3-hidroxicarbofurano 280 307
3-cetocarbofurano 350 444
3-cetocarbofuranofenol 250 424
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4.3 - ANALISE DE FACTORES DAS MEE DOS CARBAMATOS

4.3.1 - Numero de factores do modelo das MEE

Com determina¢do do nimero de factores de conjuntos de MEE pretende-se
estimar a dimensionalidade intrinseca dessas matrizes [2-14]. Esta operagdo € equivalente
a determinar o nimero de componentes a duas dimensdes utilizando uma analise dos
componentes principais [12-14]. Como os conjuntos de MEE apresentam mais do que
duas dimensdes (ver sec¢des 2.1.1 e 2.1.3) um modelo equivalente i anilise dos
componentes principais que se utilizou neste trabalho foi 0 PARAFAC (seccio 2.1.3).

A estratégia utilizada para determinar o ntimero de factores das MEE
correspondentes as solugdes simples de carbamatos e seus metabolitos em metanol foi a
de aplicar o modelo PARAFAC com um nimero crescente de factores (de | até 5) e
verificar qual o nimero de factores que permitia um melhor ajuste. Como critérios de
melhor ajuste foi utilizada a consisténcia do nicleo (sec¢io 2.1.3) e o nimero de
iteracbes necessdrias para a convergéncia. Quando o nimero de factores do modelo é
superior ao verdadeiro o nimero de iteragdes aumenta bastante e a consisténcia do nicleo
cai para valores significativamente inferiores aos 100%.

Nas Tabelas 4.2 a 4.5 mostram-se os resultados obtidos com a andlise do nimero
de factores para o carbarilo, 2-isopropoxifenol, 1-naftol e carbofurano. A andlise destas
tabelas mostra que sdo necessdrios dois factores para todas as substincias com a
excep¢dao do 2-isopropoxifenol onde sdo necessdrios trés factores. Um dos factores
corresponde as bandas de fluorescéncia da substincia e o outro (ou, no caso do 2-

isopropoxifenol, os outros dois) as bandas de dispersio.

4.3.2 — Caracteristicas da decomposicio trilinear
Considerando o nimero de factores previamente determinado obtiveram-se
estimativas, por decomposi¢io PARAFAC, dos espectros de emissio e excitagdo e das

concentragoes.

4.3.2.1 - Espectros de emissio e excitagio
Nas Figs. 44 a 4.7 apresentam-se o0s espectros de emissdo e excitagdo
correspondentes as quatro substincias analisadas e estimadas por decomposi¢do

PARAFAC. Uma anilise destes espectros permite verificar a sua semelhanca
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relativamente aos experimentais (Tabela 4.1) 0 que mostra o sucesso do modelo

PARAFAC na anilise das MEE dos carbamatos e alguns dos seus metabolitos.

4.3.2.2 - Concentragdes

Na Tabela 4.7 apresentam-se os parimetros do ajuste linear entre a concentragao
experimental e a estimada por PARAFAC. Uma andlise desta tabela mostra a existéncia
de uma boa dependéncia linear entre a concentragio experimental e a obtida por
decomposi¢cio PARAFAC.

Uma andlise global dos resultados da decomposi¢io PARAFAC das MEE em
andlise permite verificar a sua trilinearidade relativamente aos espectros de fluorescéncia

e a variagdo da intensidade de fluorescéncia com a concentragio.
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Tabela 4.2 - Resultados do ajuste do modelo PARAFAC a um conjunto de MEE obtidas

para diversas concentragdes de carbarilo (dgua).

N° de factores N°de iteracdes Errodo ajuste Consisténcia

do modelo do niicleo (%)
1 3 291 x 10° 100
2 4 2,10 x 10° 100
3 22 1,47 x 10° 41
4 91 943 x 10* 37
5 282 5,95 x 10* 0,2

Tabela 4.3 - Resultados do ajuste do modelo PARAFAC a um conjunto de MEE obtidas

para diversas concentragdes de carbarilo (metanol).

N° de factores N°de iteracdes Erro do ajuste Consisténcia

do modelo do nicleo (%)
1 3 3,39 x 10° 100
2 8 2.41x 10° 100
3 ) 1,61 x 10° 48
4 2 1,00 x 10° 57
5 536 6,76 x 10* 0,1

Tabela 4.4 - Resultados do ajuste do modelo PARAFAC a um conjunto de MEE obtidas

para diversas concentragdes de 2-isopropoxifenol (metanol).

N° de factores N° de iteracdes Erro do ajuste  Consisténcia

do modelo do niicleo (%)
1 5 1,88 x 10° 100
2 2 8,09 x 10° 100
3 236 3,99 x 10° 99
4 154 2,16 x 10° 12
5 194 1,23 x 10° 2.8
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Tabela 4.5 - Resultados do ajuste do modelo PARAFAC a um conjunto de MEE obtidas

para diversas concentracdes de 1-naftol (metanol).

N°de factores N°de iteracdes Errodo ajuste Consisténcia

do modelo do nucleo (%)
| 4 2,41 x 107 100
2 2 1,08 x 107 100
3 298 3,28 x 10° 3,9
4 130 1,96 x 10° 0,6
5 2500 1,65 x 10° -0.1

Tabela 4.6 - Resultados do ajuste do modelo PARAFAC a um conjunto de MEE obtidas

para diversas concentragdes de carbofurano (metanol).

N° de factores N°de iteracoes Errodo ajuste Consisténcia

do modelo do niicleo (%)
1 5 5,84 x 10° 100
2 2 3,59 x 10° 100
3 2 2,25x 10° 12
4 8 1,37 x 10° 15
5 194 8,59 x 10° 0,4
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Fig. 4.4 - Espectros de emissdo (a) e excitagdo (b) estimados por PARAFAC (modelo de

2 factores) para o carbarilo.
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Fig. 4.5 - Espectros de emissdo (a) e excitacdo (b) estimados por PARAFAC (modelo de

3 factores) para o 2-isopropoxifenol.
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Fig. 4.6 - Espectros de emissdo (a) e excitagdo (b) estimados por PARAFAC (modelo de

2 factores) para o 1-naftol.
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Fig. 4.7 - Espectros de emissdo (a) e excitagio (b) estimados por PARAFAC (modelo de

2 factores) para o carbofurano.
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Tabela 4.7 - Pardmetros da correlacdo linear entre a estimativa das concentragdes obtida

por PARAFAC (modelo de dois factores) e a concentragdo experimental para as

preparacOes em metanol.

Carbarilo 2-isopropoxifenol

1-naftol Carbofurano

Ordenada na origem (00) 3,31
Desvio padrio da oo 1,97
Declive 7.47

Desvio padrdo do declive 0.45

Correlagio 0,989

1,00
1,68
11,20
0,47

0,997

5,14 9,35

241 2,30
6,78 5,30

0.45 0,33
0.987 0,994
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4.4 - ANALISE DE FACTORES DAS MEE DE MISTURAS DE CARBAMATOS

4.4.1 - Numero de factores do modelo das MEE

Na Fig. 4.8 mostram-se MEE tipicas das misturas bindria (Fig. 4.8.a) e terndria
(Fig. 4.8.b). Nas Tabelas 4.8 e 4.9 mostram-se os resultados obtidos com a andlise do
nimero de factores para a mistura bindria e ternaria. A andlise destas tabelas mostra que
sa0 necessdrios dois factores para a mistura bindria e eventualmente trés factores para a
mistura terndria. Este resultado mostra que em ambos os casos o ndmero de factores
detectado € inferior ao previsto. De facto, tal como se observou na Sec¢ao anterior, para
além de um factor por cada espécie fluorescente deve-se somar mais um devido is bandas

de dispersdo.

4.4.2 — Caracteristicas da decomposicao trilinear

4.4.2.1 - Espectros de emissdo e excitagio

Os espectros de excitagdo e de emissdo estimados por decomposi¢io PARAFAC
para a mistura bindria e para a mistura terndria sdo apresentados nas Figs. 4.9 e 4.10 e
Figs. 4.11 e 4.12, respectivamente.

Comparando os espectros dos factores da mistura bindria com os espectros dos
seus constituintes verifica-se que um dos factores corresponde efectivamente ao 1-naftol
mas 0 outro ndo corresponde ao carbarilo. Este resultado mostra que as bandas de
fluorescéncia do carbarilo, nas condigdes experimentais utilizadas (principalmente
concentragdo de carbarilo), misturaram-se com as do 1-naftol (que € de facto muito mais
fluorescente) ou com as bandas de dispersio.

No caso da mistura terndria, a andlise das Figs. 4.11 e 4.12 permite verificar que
um dos factores corresponde ao 1-naftol, outro factor corresponde a uma mistura de
carbarilo e 2-isopropoxifenol, e o iltimo corresponde provavelmente a bandas de

dispersao.

4.4.2.2 - Concentragdes

Apresentam-se nas Tabelas 4.10 e 4.11 os pardmetros do ajuste linear entre a
concentracdo experimental e a estimada por PARAFAC para os constituintes das
misturas bindrias e terndrias detectados atrds. Uma anélise desta tabela mostra que a

estimativa da concentra¢do de 1-naftol nas misturas bindria e terndria foi razoavelmente
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conseguida. Por outro Jado a concentragio individual dos outros constituintes das
misturas nao conseguiu ser estimada. No caso da mistura terndria, obteve-se uma
correlagdo razoavel entre a soma das concentragdes de carbarilo e 2-isopropoxifenol e a
concentragao estimada para um dos factores.

Este resultados mostram que a decomposicio por PARAFAC de misturas do
carbarilo e dos seus metabolitos poderd falhar, principalmente porque a intensidade de

fluorescéncia do 1-naftol € muito superior 4 dos outros dois.
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Fig. 4.8 — MEE de misturas de carbarilo com os seus metabolitos: (a) mistura bindria de

de carbarilo (5,13x10°® M) e 1-naftol (2,00x10°¢ M); (b) mistura terndria de carbarilo, 2-

isopropoxifenol e 1-naftol.
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Tabela 4.8 - Resultados do ajuste do modelo PARAFAC a um conjunto de MEE de uma

mistura bindria de carbarilo e 1-naftol.

N° de factores N°de iteracdes Erro do ajuste Consisténcia

do modelo do nicleo (%)
1 3 1,66 x 10° 100
2 2 1,21 x 10° 100
3 104 8,90 x 10° 34
4 258 6,19 x 10° 0,22
5 210 4,08 x 10° 0,01

Tabela 4.9 - Resultados do ajuste do modelo PARAFAC a um conjunto de MEE de uma

mistura terndria de carbarilo, 2-isopropoxifenol e 1-naftol.

N° de factores N°de iteracdes Erro do ajuste Consisténcia

do modelo do niicleo (%)
I 3 - 1,15x 10 100
2 2 8,24 x 10° 100
3 72 5,96 x 10° 41
4 108 4,38 x 10° 6,1
5 101 3,17 x 10° 0,1
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Fig. 4.9 - Espectros de emissdo estimados por PARAFAC (modelo de 2 factores) para

mistura bindaria de carbarilo e 1-naftol.
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Fig. 4.10 - Espectros de excitago estimados por PARAFAC (modelo de 2 factores) para

mistura bindria de carbarilo e 1-naftol.
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Fig. 4.11 - Espectros de emissdo estimados por PARAFAC (modelo de 3 factores) para a

mistura terndria de carbarilo, 2-isopropoxifenol e 1-naftol,
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Fig. 4.12 - Espectros de excitagao estimados por PARAFAC (modelo de 3 factores) para

a mistura terndria de carbarilo, 2-isopropoxifenol e 1-naftol.
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Tabela 4.10 - Pardmetros da correlagdo linear entre a estimativa das concentragdes obtida

por PARAFAC (modelo de dois factores) e a concentragdo experimental para a mistura

bindria de carbarilo e 1-naftol.

Carbarilo*

1-naftol

Ordenada na origem (00) -

Desvio padrio da oo

Declive (s)

Desvio padrado do declive -

Correlagao

0,50
0.30
0,055
0,005
0,981

* Nao se obtiveram estimativas razodveis da concentracio.

Tabela 4.11 - Parimetros da correlacio linear entre a estimativa das concentragdes obtida

por PARAFAC (modelo de dois factores) e a concentragfio experimental para a mistura

ternaria de carbarilo, 2-isopropoxifenol e 1-naftol.

Carbarilo + 2-isopropoxifenol 1-naftol
Ordenada na origem (00) 1,41 -0,20
Desvio padrdo da oo 0,10 0,05
Declive (s) 0,066 0,021
Desvio padrao do declive 0,004 0,004
Correlacao 0,976 0,998
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4.5 - CONCLUSOES

Os resultados apresentados e discutidos neste capitulo mostram que a andlise
quimica quantitativa de carbamatos fluorescentes ¢ possivel por fluorescéncia molecular.
De facto, observou-se uma resposta linear da intensidade de fluorescéncia em funcio da
concentragao em metanol. Por outro lado, verificou-se que as suas MEE apresentam uma
estrutura trilinear o que poderd facilitar o desenvolvimento de novas metodologias de
andlise quimiométrica multidimensional quantitativa e robusta.

No entanto, verificou-se que as caracteristicas de fluorescéncia (espectros de
emissdo e excitagdo) de cada carbamato (carbarilo e carbofurano) ndo diferem
significativamente das dos seus metabolitos (principalmente no caso do carbofurano) e
apresentam uma eficiéncia de fluorescéncia bastante diferente (o 1-naftol € uma
substincia muito mais fluorescente do que o carbarilo e o 2-isopropoxifenol). Estas
propriedades poderdo dar origem a problemas de andlise quantitativa de misturas de um
carbamato e seus metabolitos, que serd a situagio esperada em amostras ambientais. Este

aspecto necessitard de mais investigagio.
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Capitulo 5 - Interacgdo de pesticidas carbamatos com AF medida por fluorescéncia

5 - INTERACCAO DE PESTICIDAS CARBAMATOS COM
AF MEDIDA POR FLUORESCENCIA

5.1 - INTRODUCAO

Neste capitulo serd abordada a interacgdo dos pesticidas carbamatos em estudo,
assim como dos respectivos metabolitos fluorescentes, com os AF utilizando a
fluorescéncia molecular como técnica para monitorizar a interacgdo em solugio aquosa.
Sdo apresentadas as propriedades de fluorescéncia destas substincias em solugdes
aquosas com concentragdes crescentes de uma amostra de AF. Espera-se observar a
extingdo de fluorescéncia dos pesticidas e seus metabolitos provocada pela sua
associagao com os AF.

Apresenta-se, de forma sistematica, o procedimento de correccio dos efeitos de
filtro primdrios e secunddrios provocados na fluorescéncia dos carbamatos e seus
metabolitos pela presenca de AF nas solugdes aquosas. Os resultados observados para a
extincdo da fluorescéncia dos carbamatos ¢ seus metabolitos pelos AF, apés correcgio

dos efeitos de filtro, serdo utilizados para estimar constantes de associagdo.
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5.2 - EXTINCAO DA FLUORESCENCIA DOS PESTICIDAS PELOS AF
5.2.1 - Extin¢io de fluorescéncia nas MEE dos pesticidas

Apresenta-se na Fig. 5.1 a MEE de solu¢des aquosas da amostra de AF. Como se
verifica, esta amostra apresenta uma banda de emissdo de fluorescéncia larga com um
méximo a cerca de 446 nm e um maximo de excitagdo a cerca de 330 nm.

Nas Fig. 5.2 a 5.7 mostram-se MEE dos carbamatos e dos seus metabolitos
fluorescentes em estudo na presenca de diferentes concentragdes de AF. Uma andlise
global destas figuras mostra uma diminuigdo progressiva das bandas de fluorescéncia,
caracteristicas de cada pesticida, quando a concentragio de AF aumenta. Assim,
verifica-se que a presenga de AF na solugdo aquosa dos carbamatos e seus metabolitos
provoca a extingao da sua fluorescéncia. Também, na zona da MEE onde os AF sio
fluorescentes observa-se um aumento da intensidade com o aumento da concentragao de

AF.

30 Int.

-20
10

R ¢

A Excitagdo (nm) 250 300 350 400 450
A Emisséo (nm)

Fig. 5.1 — Espectro de fluorescéncia total da amostra de AF utilizada.
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Fig. 5.2 - MEE do carbarilo (5,4 ppm) (a) e de uma mistura de carbarilo (5,4 ppm) e AF
(60 ppm) (b).
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Fig. 5.3 — MEE do 1-naftol (2,9 ppm) (a), de uma mistura de 1-naftol (2,9 ppm) e AF
(25 ppm) (b) e de uma mistura de 1-naftol (2,9 ppm) e AF (50 ppm) (c).
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Fig. 54 — MEE do 2-isopropoxifenol (1,9 ppm) (a), de uma mistura de 2-
isopropoxifenol (1,9 ppm) e AF (25 ppm) (b) e de uma mistura de 2-isopropoxifenol
(1,9 ppm) e AF (50 ppm) (c).
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w
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Fig. 5.5 - MEE carbofurano em dgua (13,68 ppm). A presenca de AF ndo provoca uma
diminuigdo visualmente mensuravel na banda de fluorescéncia do carbofurano porque

ela € muito pouco intensa em solu¢do aquosa.
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Fig. 56 — MEE do 3-hidroxicarbofurano (4,4 ppm) (a), de uma mistura de 3-
hidroxicarbofurano (4,4 ppm) e AF (25 ppm) (b) e de uma mistura de 3-
hidroxicarbofurano (4,4 ppm) e AF (50 ppm) (c).
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Fig. 57 - MEE do 3-cetocarbofurano (4,4 ppm) (a), de uma mistura de 3-
cetocarbofurano (4,4 ppm) e AF (25 ppm) (b) e de uma mistura de 3-cetocarbofurano

(4,4 ppm) e AF (45 ppm) (c).
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5.2.2 - Extingéo de fluorescéncia nos espectros de emissio dos pesticidas

Uma andlise pormenorizada da extingdo da fluorescéncia dos carbamatos e seus
metabolitos € dificil de ser efectuada por andlise directa das respectivas MEE. Por este
motivo, mostra-se na Fig. 5.8 os espectros de emissio de fluorescéncia em funcdo da
concentragdo de AF.

A anilise da Fig. 5.8 confirma as observacdes anteriores sobre a existéncia de
extingdo de fluorescéncia dos carbamatos e seus metabolitos pelos AF. No entanto,
como os AF sdo moléculas com uma absorptividade especifica relativamente elevada, as
variagGes observadas nos espectros de emissdo da Fig. 5.8 podem-se também ficar a
dever a efeitos de filtro (ver sec¢do 2.2.3.6), para além da eventual associagdo entre as
moléculas de carbamatos e seus metabolitos e os AF. Deste modo, é necessario avaliar
qual o peso dos efeitos de filtro nas diminuigdes de fluorescéncia observadas e esta

andlise serd efectuada nas préximas secgoes.
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Fig. 5.8 — Sobreposicdo dos espectros de emissdo de fluorescéncia molecular (aos
comprimentos de onda méximos de excitacio) do carbarilo e 1-naftol em solugoes

aquosas na presenca de AF em concentracées crescentes.
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Fig. 5.8 (continuacdo) — Sobreposicio dos espectros de emissdo de fluorescéncia
molecular (aos comprimentos de onda maximos de excitagio) do 2-isopropoxifenol e do

carbofurano em solugdes aquosas na presenca de AF em concentracdes crescentes.
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3-hidroxicarbofurang
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Fig. 5.8 (continuagdo) — Sobreposi¢io dos espectros de emissdo de fluorescéncia
molecular (aos comprimentos de onda méximos de excitacdo) do 3-hidroxicarbofurano

em solucdes aquosas na presenca de AF em concentracdes crescentes.
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5.3 - ABSORVANCIAS AOS COMPRIMENTOS DE ONDA DA EXCITACAO E
EMISSAOQ

De acordo com 0 modelo adoptado para este estudo para se efectuar a correcgdo
dos efeitos de filtro (seccdo 2.2.3.6) é necessario determinar a absorvancia das solugdes
aquosas de AF aos comprimentos de onda de excitacio e emissio da substincia
fluorescente em andlise (eq. 2.61 e 2.62). Na Fig. 5.9 representam-se os valores de
absorvéncia medidos em fun¢d@o da concentragio de AF aos comprimentos de onda de
emissao e de excitagdo dos carbamatos e respectivos metabolitos estudados.

A anilise da Fig. 5.9 mostra que para o intervalo de concentracdo de AF
estudado, e independentemente dos comprimentos de onda analisados, observou-se uma
dependéncia linear entre a absorvéncia e a concentrago das solugdes aquosas de AF.

Como os AF tém um comprimento de onda de excitacio a cerca de 330 nm (Fig.
5.1), e como € nesta gama que os carbamatos e seus metabolitos também apresentam
maximos de excitagdo, a absorvancia das solu¢des aos comprimentos de onda de
excitagao € maior (representagdes com quadrados pretos na Fig. 5.9). Também, da
andlise da Fig. 5.9, observam-se absorvincias relativamente elevadas (superiores a 0,3),
pelo que se espera a ocorréncia de efeitos de filtro primdrio relativamente elevados.

No caso do I-naftol (Fig. 5.9.b), 3-cetocarbofurano (Fig. 59.) e 3-
cetocarbofuranofenol (Fig. 5.9.g) a absorvancia das solucdes de AF ao respectivo
comprimento de onda de emissdo é relativamente pequena. Esta situac@o acontece
porque os comprimentos de onda de emissdo destas substincias ocorrem para valores
relativamente elevados (superior a 360 nm) afastados do maximo de excitacdo dos AF.
Para esta trés substincias é de prever efeitos de filtro secunddrios relativamente
pequenos. Para as outras substincias fluorescentes, e como a sua emissio de
fluorescéncia ocorre para valores de comprimento de onda na zona de excitacdo dos AF,

prevéem-se efeitos de filtro secundério relativamente elevados.
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Fig. 5.9 — Valores de absorvancia medidos em funcio da concentra¢do de AF em ppm
aos comprimentos de onda de emissdo - ® e de excitacio - B em que se observaram

méximos de fluorescéncia e respectivos pardmetros de ajuste linear para o carbarilo (a),

I-naftol (b) e 2-isopropoxifenol (c).
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Fig. 5.9 (continuacdo) — Valores de absorvincia medidos em fungdo da concentragio de
AF em ppm aos comprimentos de onda de emissio - ® e de excitacdo - M em que se

observaram maximos de fluorescéncia e respectivos parametros de ajuste linear para o

carbofurano (d), 3-hidroxicarbofurano (e), 3-cetocarbofurano ().
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Fig. 5.9 (continuag@o) — Valores de absorvincia medidos em fungiio da concentragdo de
AF em ppm aos comprimentos de onda de emissdo - ® e de excitacio - M em que se

observaram méximos de fluorescéncia e respectivos parimetros de ajuste linear para o

3-cetocarbofuranofenol (g).
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5.4 - CORRECCAO DOS EFEITOS DE FILTRO

5.4.1 - Solucio de AF

A Fig. 5.10 apresenta a representacio grafica da intensidade de fluorescéncia de
10 solugdes de AF em fungio da sua concentragio, com os resultados observados
experimentalmente (circulos) e os corrigidos de efeitos de filtro (quadrados).

A curva com os resultados experimentais (circulos) mostra que para valores de
concentragao de AF de 20 mg/L. comega a ocorrer desvios da linearidade significativos
que se devem a efeitos de filtro.

Analisando a Fig. 5.10, verifica-se que, apés a correcgdo, os valores
experimentais se ajustam a uma recta como se previa na secgiio 2.2.3.7. Assim, verifica-
se que o modelo de correcgdo dos efeitos de filtro € eficaz e vélido para o tipo de

sistemas quimicos em estudo neste trabalho.

| ‘
- %0 y_0,8894x + 0,1949
| R = 0,993

\
|
20
|

om : : ‘ ;
0 10 20 30 40 50

[AF] (mg L")

Fig. 5.10 — Representacdo da intensidade de fluorescéncia de varias solucdes de AF em

funcdo da sua concentragio e respectivos parimetros do ajuste linear. Valores

observados experimentalmente — ® e valores corrigidos — M.
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5.4.2 - Solucao de pesticidas + AF

Apresentam-se nas Fig. 5.11 e 5.12 representa¢des de Stern-Volmer (eq. 2.60)
para a extingdo de fluorescéncia dos carbamatos e seus metabolitos provocada pelos AF.
Nestas figuras representam-se os gréficos de Stern-Volmer utilizando as intensidades de
fluorescéncia ndo corrigidas (circulos) e corrigidas (quadrados) para os efeitos de filtro
utilizando as equagdes 2.61 e 2.62.

Uma anilise global das Fig. 5.11 e 5.12 mostra que as representacdes de Stern-
Volmer com os dados néo corrigidos para os efeitos de filtro ddo origem a curvas com
uma concavidade virada para cima pronunciada. Também, estas figuras mostram que a
correccdo dos efeitos de filtro tendem a linearizar as representacdes de Stern-Volmer, o
que esta de acordo a teoria (secgdo 2.2.3.2). A linearizagio dos dados originais confirma
a validade do modelo utilizado para a correc¢io dos efeitos de filtro.

No entanto, ndo se observaram representagdes lineares de Stern-Volmer para
alguns dos metabolitos do carbofurano, nomeadamente para o 3-cetocarbofurano (Fig.
5.12.¢) e 3-cero-carbofuranofenol. As representagdes de Stern-Volmer para estas duas
substéncias sdo bastante difusas e ndo mostram a ocorréncia de extingdo significativa.
Como primeira hipétese, este resultado pode-se atribuir 2 ndo interaccdo entre estas
substancias e os AF. Contudo, como o carbofurano e o hidroxicarbofurano apresentam
representagdes de Stern-Volmer aproximadamente lineares, esta hipétese pode ndo ser
totalmente védlida. Uma hipétese mais provével para justificar o resultado obtido podera
ser uma falha da metodologia experimental nestes dois casos. De facto, tanto o
carbofurano como os seus metabolitos apresentam uma fluorescéncia muito fraca em
solugdo aquosa, pelo que a técnica de medigdo da extingdo de fluorescéncia poderd ndo

ser a melhor técnica para medir a associagdo entre essas substincias e os AF.
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Fig. 5.11 — Representagdo da razdo Io/I de vdrias solucdes de carbarilo (a.) e dos seus

metabolitos: 1-naftol (b.) e 2-isopropoxifenol (c.) com concentracao fixa (lO’5 M) em

fungao da concentragio de AF. Valores observados experimentalmente (®) e valores

corrigidos (H).
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Fig. 5.12 — Representa¢io da razio Io/I de varias solugdes de carbofurano (a) e 3-
hidroxicarbofurano (b) e 3-cetocarbofurano (¢) com concentragio fixa (107 M) em

fungdo da concentragdo de AF e respectivos parimetros do ajuste linear. Valores

observados experimentalmente (®) e valores corrigidos (H).
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5.5 - CALCULO DOS Ky

Para as representagdes de Stern-Volmer lineares (Figs. 5.11 e 5.12) obtiveram-se
as constantes de Stern-Volmer respectivas (Tabela 5.1).

Analisando os resultados da Tabela 5.1, verifica-se que os resultados
experimentais, apds correc¢do dos efeitos de filtro ajustaram-se bem a uma recta como
previa a equagio de Stern-Volmer. De facto, tanto o coeficiente de correlagio é elevado
como o intervalo de confianca da ordenada na origem (95%) inclui sempre a unidade.
Por outro lado a ordem de grandeza das constantes Kgsy obtidas para a amostra de AF
em estudo sdao da mesma ordem de grandeza das obtidas para outras substincias
himicas [1]—entre 1 x 10°e 9 x 10* L kg".

A comparagdo das constantes de associagdo obtidas permite verificar que o
carbofurano terd uma maior tendéncia para se associar com os AF do que o carbarilo.
Uma tendéncia semelhante tinha sido anteriormente observada [1]. Por outro lado,
verifica-se que os metabolitos do carbarilo apresentam associacdes quantitativamente
semelhantes ao carbarilo, todos com constantes de associa¢io da ordem dos 7 x 10° L
kg'. No caso do carbofurano, o hidroxicarbofurano (1,07 x 10* L kg™ apresenta uma
associagdo ligeiramente inferior ao carbofurano (4,90 x 10* L kg') mas ligeiramente
superior ao carbarilo e seus metabolitos.

Em termos absolutos os valores dos Ky obtidos sdo relativamente elevados pelo
que se deve estar na presenca de um mecanismo de extingfio da fluorescéncia do tipo
estatico. De facto, como se discutiu na secgio 2.2.3.5 e 2.3, uma constante de Stern-
Volmer com esta grandeza para os AF s6 poderd corresponder a um mecanismo desse

tipo.
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Tabela 5.1 - Pardmetros tipicos do ajuste da equagio de Stern-Volmer aos dados de

extingdo de fluorescéncia.*

Pesticida Ksy log K, 00 R

carbarilo 7,20x10* +0,82x10° 3,85 098 +0,02 0,963
I-naftol 6,79x10° +2,06x10° 3,83 0,91 +0,06 0.803
2-isopropoxifenol 9,17x10* £0,98x10° 3,96 0,94 +0,03 0,957
carbofurano 4,90x10* £0,38x10* 4,69 0,85+0,08 0,982
3-hidroxicarbofurano 1,07x10*+£0,31x10* 4,03 1,20+ 0,09 0,842

* Ksy — Constante de Stern-Volmer + desvio padrio
00 — ordenada na origem = desvio padrio
R - Coeficiente de correlagio
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5.6 - CONCLUSOES

Os resultados obtidos neste capitulo mostram que os AF se associam com o
carbarilo e carbofurano e, pelo menos, alguns dos seus metabolitos. Este resultado é
suportado pela obtengdo de uma constante de Stern-Volmer para um mecanismo
estatico.

No que diz respeito ao procedimento experimental e de calculo implementado e
utilizado neste trabalho pode-se concluir da sua validade e utilidade em face dos
resultados obtidos. Nomeadamente, o modelo de correcciio dos efeitos de filtro
conseguiu corrigir os desvios observados na intensidade de fluorescéncia causados pela
elevada absorvéncia da solugdo de AF. A linearidade das representacdes de Stern-
Volmer suporta, também, o sucesso da aplicacio do referido modelo de correc¢do dos

efeitos de filtro.
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6 - INTERACCAO DE PESTICIDAS CARBAMATOS COM
AF MEDIDOS COM METODOS DE EXTRACCAO

6.1 - INTRODUCAO

Neste capitulo serd estudada a interacgfio dos pesticidas carbamatos carbarilo e
carbofurano com os AF utilizando uma metodologia baseada nas extracgdes sélido/
solugdo aquosa e solugdo aquosa/ solvente organico. Esta metodologia é utilizada para
determinar a solubilidade em solugdes aquosas.

Apresentam-se os valores das solubilidades do carbarilo e carbofurano nas
seguintes solucdes aquosas: dgua, solugdes de sais inorganicos e solucdes de AF.

Comparam-se os resultados obtidos neste capitulo com os obtidos no capitulo anterior.
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6.2 - ESTUDO DA SOLUBILIDADE DO CARBARILO EM AGUA, SOLUCOES
AQUOSAS DE AF E SOLUCOES AQUOSAS DE SAIS INORGANICOS

6.2.1 - Calibracio do Carbarilo em cloroférmio

Na Fig. 6.1 mostram-se espectros de UV-Vis tipicos de calibragio dos padrdes de
carbarilo em cloroférmio, verificando-se um aumento da absorvancia proporcional ao
aumento da concentragdo dos padroes.

Na Fig. 6.2, mostra-se uma curva de calibragio de carbarilo em cloroférmio, na
qual se representa graficamente o médximo de absorvancia (a 282 nm) em funcio da
concentracao de carbarilo. A andlise dos parimetros do ajuste linear da curva de
calibragao permite concluir da sua validade para a determinacio da concentracdo de

carbarilo.

Abs. (UA) 0,8 -

0,7 -

0,6 -

0,5 -

0,4

0,3 -

0,2

0,1 1

0 - .

240 260 280 300 320 340
Comp. de onda (nm)

Fig. 6.1 - Sobreposi¢io dos espectros de UV-Vis dos padrdes de carbarilo em
cloroférmio: 10 ppm (a), 50 ppm (b), 100 ppm (c), 180 ppm (d), 250 ppm (e) e 300 ppm
().
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y = 0.0025x + 0.0121
R? = 0.9957
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Fig. 6.2 - Curva de calibragdo tipica do carbarilo em cloroférmio e respectivos

pardmetros do ajuste linear.

6.2.2 — Solubilidade do Carbarilo em 4dgua

O cdlculo da solubilidade do carbarilo em 4gua foi efectuado utilizando
extracgdes solido/dgua e dgua/cloroférmio. O resultado obtido foi de 2,36 x 10+ 0,15 x
10* M (ou, 47,5 + 3,1 ppm), resultante da média de 18 ensaios independentes efectuados
em 3 séries de experiéncias realizadas em dois dias diferentes. Este resultado é da
mesma ordem de grandeza de outros valores de solubilidade do carbarilo em dgua a 25
°C existentes na bibliografia: 2,48 x 10 M (ou 50 ppm, a 20° C) [1]; e, 1,99 x 10“ M
(ou 40 ppm, a 30° C) [2,3,4]. Também, existem outras referéncias que apresentam
solubilidades de cerca de 5,96x10* M (ou 120 ppm) a 30 °C [5] ou 20-25 °C [6]. Neste
contexto, e atendendo a baixa solubilidade do carbarilo em dgua, o resultado obtido
poderd ser considerado bastante razoavel o que demonstra a validade da metodologia

baseada na extrac¢do com cloroférmio.
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6.2.3 - Efeito de sais inorginicos na solubilidade do carbarilo em dgua

Na Fig. 6.3 mostram-se dois exemplos do efeito de sais na solubilidade do
carbarilo em 4gua. Concretamente, na Fig. 6.3.a e 6.3.b apresentam-se em cada uma trés
espectros de UV-Vis correspondentes a trés concentragdes de nitrato de potdssio e
cloreto de s6dio, respectivamente. A andlise destas figuras mostra uma diminui¢do da
banda devida ao carbarilo (mdximo da banda a 282 nm) com o aumento da concentragio
dos sais.

Para se efectuar uma andlise mais pormenorizada do efeito dos dois sais
estudados apresenta-se na Fig. 6.4 a representagdo da solubilidade do carbarilo em
fung@o da concentragdo dos sais. Na Tabela 6.1 mostram-se os valores da solubilidade
de carbarilo em solugdes aquosas dos diferentes sais inorginicos e na Tabela 6.2 a
ANOVA do efeito da forca iénica.

Como se pode verificar da andlise da Fig. 6.4 e da Tabela 6.1, é evidente uma
diminui¢do do valor da solubilidade com o aumento da concentracio dos sais em
solucdo, verificando-se para valores de maior concentracio uma maior variacdo dos
valores da solubilidade para cada tipo de ido. Tal constatacio é confirmada através da
andlise da ANOVA. Na Tabela 6.2 avalia-se o efeito do aumento da concentragao dos
sais na diminui¢@o da solubilidade do carbarilo, concluindo-se que para cada um dos sais
o efeito é significativo (Valor de F consideravelmente superior a F.; ). Da analise da
Fig. 6.4 podemos concluir que a diminuigdo da solubilidade do carbarilo nas solugdes
dos dois sais se deve fundamentalmente a um efeito de forga iénica (e ndo a um efeito do
tipo de sal inorgénico). Esta variagdo corresponde a um efeito de “salting out” descrito

atras na secgio 2.2.1.
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Fig 6.3 - Sobreposi¢io dos espectros UV-Vis da banda de carbarilo para trés

concentragoes de KNOj (a.) e NaCl (b.).
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Fig. 6.4 - Efeito dos sais inorganicos na solubilidade de carbarilo em dgua.
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Tabela 6.1 - Solubilidade de carbarilo em solugdes aquosas de sais inorginicos a
25c,

Concentragio (M)

Sais inorgdnicos ~ smeeeeeeeo — -

0,01 0,1 1
KNO; 48,4 47,6 39,9

(1,4) (1,2) (1,0)
NaCl 39,9 40,2 31,0

(3,0) (0,6) (1.8)

(1) Valores médios e desvio padréo entre paréntesis de 3 ensaios independentes.

Sy =475+ 3,1 ppm resultante da média de 18 ensaios independentes.
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Tabela 6.2 - ANOVA para estudo do efeito da concentracdo dos sais na solubilidade de

carbarilo a 25 °C.

Origem da variagdio  N° de graus de Soma dos Meédia dos Valorde F
liberdade quadrados quadrados

KNO;
Entre os grupos 2 133 66,5 43,23
Dentro dos grupos 6 9,23 1,54

NaCl
Entre os grupos 2 166 83,0 19,89
Dentro dos grupos 6 25,1 4,18

F crit = 5,143
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6.2.4 - Efeito de AF na solubilidade do carbarilo em agua

Na Fig. 6.5 mostra-se um exemplo do efeito de AF na solubilidade do carbarilo
em dgua. Concretamente, nesta figura, apresentam-se cinco espectros de UV-Vis do
carbarilo correspondentes a cinco concentragdes de AF. A andlise desta figura mostra
uma diminui¢io da banda devida ao carbarilo (mdximo da banda a 282 nm) com o
aumento da concentragdo dos AF. Como se pode observar, essa diminui¢do ndo é muito
evidente e € progressivamente menos acentuada i medida que a concentragdo de AF
aumenta. Esta iltima observacio € compativel com a Fig. 6.6 - representacio da
solubilidade do carbarilo em fun¢do da concentracio dos AF. Na Tabela 6.3 mostram-se
os valores da solubilidade de carbarilo em solugdes aquosas com diferentes
concentragbes de AF e na Tabela 6.4 a ANOVA do efeito da concentracio de AF na
solubilidade do carbarilo.

Como se pode verificar da andlise da Fig. 6.6 ¢ da Tabela 6.3, ha uma ligeira
diminui¢do do valor da solubilidade aparente com o aumento da concentracio dos AF.
Para concentragdes mais baixas de AF existe uma diminuigio mais significativa do que
para maiores concentragdes. No entanto, em termos absolutos, a diminui¢do observada
ndo parece ser muito significativa. De facto, os resultados da ANOVA (Tabela 6.4)
permitem verificar que o efeito da concentracio de AF na solubilidade serd
relativamente pouco significativo (Valor de F apenas ligeiramente superior a F.;,).

Se a interaccdo entre o carbarilo e os AF seguisse um modelo de particio (secgio
2.2.2, eq. 2.29) esperava-se um aumento da solubilidade aparente com a concentracdo de
AF. De facto, este tipo de variagdo nio foi observado.

Esta limitagdo do modelo de partigio pode-se ficar a dever A relativamente
elevada solubilidade do carbarilo em dgua — o modelo de particio foi desenvolvido para
substancias relativamente pouco soldveis [7,8]. De facto, quando a solubilidade de uma
substancia € relativamente elevada a sua concentragio na solugdo saturada €, também,
relativamente elevada. Por outro lado, quanto maior a solubilidade de uma substincia
menor a sua afinidade pelos sitios apolares dos AF, pelo que a quantidade da substancia
que esta associada as moléculas de AF € relativamente pequena. Assim, a solubilidade
aparente (concentragdo total da substincia em solugfio = substincia livre aquosa +
associada aos AF) ndo serd significativamente afectada pela quantidade associada aos

AF (substéncia livre aquosa >> associada aos AF).
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Fig 6.5 — Sobreposi¢do dos espectros de UV-Vis tipicos da banda do carbarilo para cinco

concentragoes de AF: 20 ppm, 40 ppm, 80 ppm, 120 ppm e 160 ppm.
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Fig. 6.6 — Variagio da solubilidade aparente do carbarilo em dgua com a concentracao
de AF presentes e respectivos parametros do ajuste logaritmico. A seta indica o valor

médio (de 18 ensaios independentes) da solubilidade do carbarilo na dgua pura.
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Tabela 6.3 — Solubilidade aparente do carbarilo em solugées aquosas de AF a 25 °C

expressa em ppm ",

Concentragao (mg/L)

20 40 80 120 160 200
49,3 48,3 44,2 43,9 42,5 43,1
(1,2) (1.8) (2,9) (2,4) (4.8) (1,1)

" Valores médios e desvio padréo entre paréntesis de 6 ensaios independentes.

Sy =475+ 3,1 ppm resultante da média de 18 ensaios independentes.

Tabela 6.4 — ANOVA para estudo do efeito da concentragio dos AF na solubilidade do

carbarilo a 25 °C.

Origem da variagio  N° de graus de Soma dos Meédia dos Valorde F
liberdade quadrados quadrados
Entre os grupos 11 251 22,8 3,56
Dentro dos grupos 24 154 6,41
F crit = 2,22
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A variagdo observada na solubilidade aparente do carbarilo em funcio da
concentragido de AF tem uma tendéncia semelhante i observada com a forca i6nica, ou
seja uma ligeira diminuigdo de solubilidade com o aumento da forga iénica (os AF a pH
neutro sao polielectrélitos que contribuem para a forga iénica do meio). Deste modo, e
no que diz respeito  solubilidade do carbarilo em 4gua, o factor forca iénica parece ser

0 mais importante.
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6.3 — ESTUDO DA SOLUBILIDADE DE CARBOFURANO EM AGUA E EM
SOLUCOES AQUOSAS DE AF

6.3.1 - Calibracao do carbofurano em ciclohexano hidratado

Na Fig. 6.7 mostra-se uma sobreposi¢do dos espectros tipicos de emissio de
fluorescéncia molecular (excitagdo a 280 nm) dos padrdes de carbofurano em
ciclohexano hidratado verificando-se um aumento na intensidade de fluorescéncia
proporcional ao aumento da concentra¢do dos padrdes.

Na Fig. 6.8 mostra-se uma curva de calibracio do carbofurano em ciclohexano
hidratado, na qual se representa graficamente a intensidade da emissio de fluorescéncia
[comprimento de onda do méaximo do espectro de emissdo (com excitagdo a 280 nm) =
307 nm] em fung¢do da concentracdo de carbofurano. A analise dos pardmetros do ajuste
linear da curva de calibragio permite concluir da sua validade para a determinagdo da

concentracdo de carbofurano.

Int.

300 350 400 450 500

Comp. de onda (nm)

Fig. 6.7 - Sobreposi¢do dos espectros tipicos de emissdo de fluorescéncia molecular dos

padrdes de carbofurano em ciclohexano hidratado usados na calibracio.
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Fig. 6.8 - Curva de calibragdo tipica do carbofurano em ciclohexano e respectivos

pardmetros do ajuste linear.

6.3.2 - Solubilidade de carbofurano em dgua

O cilculo da solubilidade do carbofurano em 4gua foi efectuada utilizando
extracgbes solido/dgua e dgua/ciclohexano. O resultado obtido foi de 1,49 x 107 + 0,06

x 107 M (330 + 13 ppm), resultante da média de 6 ensaios independentes efectuados
numa série de experiéncias. Este resultado é idéntico ao valor de solubilidade do
carbofurano em dgua a 25 °C existente na bibliografia [6,9] (1,45 x 10 M ou 320 ppm),

0 que mostra que a metodologia usada € vélida.

6.3.3 — Efeito de AF na solubilidade do carbofurano em agua

Na Fig. 6.9 mostra-se um exemplo do efeito de AF na solubilidade do
carbofurano em dgua. Concretamente, apresentam-se quatro espectros de emissdo de
fluorescéncia molecular do carbofurano correspondentes a quatro concentragdes de AF.
Na Tabela 6.5 apresentam-se os resultados das solubilidades aparentes na presenca de
AF. A andlise da Fig. 6.9 mostra uma pequena diminuicdo da banda devida ao
carbofurano (maximo da banda a 307 nm) com o aumento da concentragdo dos AF. Essa

variagdo ndo ¢ muito evidente, o que se traduz por uma quase coincidéncia dos

espectros.
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Para se efectuar uma anilise mais pormenorizada do efeito dos AF estudados,
apresenta-se na Fig. 6.10 a representagdo grdfica da solubilidade do carbofurano em
funcdo da concentragdo dos AF (Tabela 6.5) e na Tabela 6.6 a ANOVA do efeito da
concentragio de AF. Como se pode verificar pela andlise desses resultados (Fig. 6.10 e
Tabela 6.5), existe um aumento do valor da solubilidade aparente com o aumento da
concentragao dos AF para as mais baixas concentragdes de AF, mas para concentragdes
superiores a cerca de 60 ppm, o efeito € inverso. No entanto, esta variagio mostrou ser
pouco significativa na gama de concentragdes de AF utilizada - ANOVA do efeito da
concentragio de AF (Tabela 6.6) indica um efeito muito pouco significativo (F
ligeiramente superior a Fg..).

O resultado obtido para o carbofurano é qualitativamente semelhante ao
observado atrds para o carbarilo. Assim, também para o carbofurano ndo se observa uma
associagdo do tipo parti¢do devido a sua relativamente grande solubilidade em solugao
aquosa. Também, o factor forga iénica parece ser o factor mais importante na variacio

da solubilidade aparente do carbofurano em agua na presenca de AF.
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Fig 6.9 - Sobreposi¢do dos espectros de emissdo de fluorescéncia molecular do

carbofurano para quatro concentragdes de AF: 20 ppm, 50 ppm, 70 ppm e 100 ppm.
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Fig. 6.10 — Efeito dos 4cidos fiilvicos na solubilidade do carbofurano em 4gua.

Tabela 6.5 — Solubilidade do carbofurano em solugdes aquosas de AF a 25 °C expressa

em ppm ‘.

Concentragdo (mg/L)

20 50 70 100
336 338 336 323
(6) (4) (2) (2)

1 s o1 . Al A . . y
""" Valores médios e desvio padrdo entre paréntesis de 3 ensaios independentes.

Sw =330+ 13 ppm resultante da média de seis resultados independentes.
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Tabela 6.6 — ANOVA para estudo do efeito da concentragcdo dos AF na solubilidade de

carbofurano a 25 °C.

Origem da variagio N° de graus de Soma dos Média dos Valor de F
liberdade quadrados quadrados
Entre os grupos 4 454 114 4,61
Dentro dos grupos 10 246 24,6
F crit = 3,48
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6.4 - COMPARACAO DOS RESULTADOS OBTIDOS COM OS METODOS DE
EXTRACCAO E DE EXTINCAO DE FLUORESCENCIA

Ao contrario do que se tinha observado no capitulo anterior, os resultados
obtidos com os métodos de extrac¢do ndo permitiram verificar uma interacgdo
significativa entre o carbarilo e o carbofurano e a amostra de AF estudados. As medigdes
de solubilidade com métodos de extracgdo também ndo permitiram confirmar uma
associagdo crescente com o aumento da concentragio de AF.

As diferencas que se observam nestes dois conjuntos de resultados podem
traduzir dois factores:

(1) Por um lado a associag@o entre os dois carbamatos e os AF é relativamente
fraca da qual resulta uma quantidade relativamente pequena (quando comparada com a
solubilidade em 4dgua) de carbarilo e carbofurano associada is moléculas de AF. Deste
modo, embora haja associagdo entre os carbamatos e os AF, o aumento de solubilidade
aparente ndo ¢ significativo.

(i1} Por outro lado, as metodologias de extracgdo utilizadas neste capitulo contém
um aspecto cinético da associagdo entre os carbamatos e os AF. Note-se, que nas
técnicas que medem a extingdo de fluorescéncia as observacdes experimentais sio
efectuadas directamente na mistura de AF e carbamatos. As diferencas observadas entre
os resultados deste capitulo e do anterior poderdo estar relacionadas com a labilidade dos
“complexos™ formados entre os AF e os carbamatos. No entanto, niio parece existir uma
relagdo evidente entre uma eventual labilidade dos complexos formados e os resultados

observados.
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6.5 - CONCLUSOES

A metodologia implementada neste trabalho para a determinagio da solubilidade
do carbarilo em dgua [extracgdo sélido (carbarilo)/ liquido (solugdo aquosa) + extraccdo
liquido (solugdo aquosa)/liquido (cloroférmio)] mostrou ser um instrumento eficaz para
a determinagao da solubilidade do carbarilo e carbofurano.

No que diz respeito ao efeito de sais inorginicos e AF na solubilidade em 4gua
do carbarilo e carbofurano observa-se um efeito geral de “salting out”. No caso concreto
dos AF, o resultado obtido mostra que quando a solucdo aquosa estd saturada com o
carbamato, a percentagem que se liga aos AF é muito pequena, pelo que
macroscopicamente o efeito ndo especifico da forga iénica € o factor predominante na

sua solubilidade.

139



Capitulo 6 — Interacgiio de pesticidas carbamatos com AF medidos com métodos de extraccdo

6.6 - BIBLIOGRAFIA

—

- http://www.nccnsw.org.au/member/tec/projects/tcye/tox/Carbaryl.html (27-09-2000).
. http://chrom.tutms.tut.ac.jp/JTINNO/PESDATA/03carbaryl.html (27-09-2000).

[

[§%)

- “Saishin nouyaku data book”, 1989 (Pesticide data book revised edition, Soft Science,
Tokyo, 1989).

4. R. P. Maas, S. A. Dressing, J. Spooner, M. D. Smolen, F. J. Humenik, Best
Management Practices for Agricultural Nonpoint Source Control — IV.
Pesticides, United States Environmental Protection Agency, North Carolina
(1984) Cap. 2.

. The Merck Index, 11 Edition, Merck & Co., Inc, Rahway, N.J., USA (1989).

Ln

6. D. Barcelo6 e M.-C. Hennion, Trace Determination of Pesticides and Their

Degradation Products in Water, The Netherlands (1997) Cap. 1.

~]

. C.J.S. Oliveira, Caracterizagio de Acidos Filvicos extraidos de Residuos Reciclados
para Actividades Agricolas, Tese de Doutoramento, Departamento de Quimica,
Faculdade de Ciéncias do Porto (2000).

8. M.C.P.O. Marques, Interacgdo de Acidos Filvicos com Pentaclorofenol e Pireno:

Metodologias para a Andlise Rdpida de Clorofenéis e Hidrocarbonetos

Poliaromadticos, Tese de Mestrado, Departamento de Quimica, Faculdade de

Ciéncias do Porto (2000).

\O

. http://ace.orst.edu/info/extoxnet/pips/carbofur.htm (12-01-2001).

140


http://www.nccn.sw.org.au/member/tec/proiects/tcve/tox/Carbarvl.html
http://chrom.tutms.tut.ac.ip/JINNO/PESDATA/03carbarvl.html
http://ace.orst.edu/info/extoxnet/pips/carbofur.htm

Capitulo 7 - Conclusdes

7 - CONCLUSOES

Nesta dissertagdo estudou-se a associagdo de uma amostra de AF de um solo
com os pesticidas carbamatos carbarilo e carbofurano e os seus metabolitos 1-naftol, 2-
isopropoxifenol e 3-hidroxicarbofurano. Para estas cinco substincias fluorescentes foi
observado um mecanismo de associagdo estitica, ou seja a formagdo de uma espécie
mais ou menos estivel [pesticida-AF].

No entanto, uma andlise global dos resultados obtidos neste trabalho permite
concluir que, no caso do carbarilo e carbofurano, a quantidade destes carbamatos que se
associam aos AF serd pouco significativa quando comparada com a sua solubilidade em
agua. Por este motivo, o papel dos AF na solubilizagio dos carbarilo e carbofurano nos
solos poderd estar limitado a um efeito ndo especifico de variagdo da forga idnica
Juntamente com os sais dissolvidos na solucio do solo. Deste modo, prevé-se que todas
as substancias que contribuam para um aumento da for¢a iénica contribuam para a
diminui¢do da solubilidade do carbarilo e carbofurano na solug@o dos solos.

Os resultados obtidos quanto s propriedades de fluorescéncia em estado
estacionario dos carbamatos e seus metabolitos, permitem concluir que uma andlise
directa por fluorescéncia molecular de solugdes aquosas sera dificil, porque essas
substancias sdo muito pouco fluorescentes em 4gua e apresentam propriedades de
fluorescéncia semelhantes. Por este motivo, terd que se optar por uma metodologia de
extraccdo, e eventual concentragido, de amostras ambientais antes de se efectuarem
andlises quantitativas por fluorescéncia molecular. As técnicas quimiométricas de
andlise de conjuntos de MEE poderio ter um papel importante no desenvolvimento de

metodologias de andlise quimica robustas de pesticidas carbamatos fluorescentes.
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