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Resumo

O comportamento eletroquimico do inseticida fipronil, 5-amino-[(2,6-dicloro)-
4-trifluormetil-fenil]-4-trifluormetil-sulfinil-1H pirazol-3-carbonitrila, foi investigado
pelas técnicas de voltametria ciclica, voltametria de onda quadrada, eletrolise a potencial
controlado e voltametria de redissolucdo de onda quadrada utilizando o eletrodo
composito de grafite-poliuretana. O fipronil apresentou um comportamento de um
sistema irreversivel com potencial de pico de 0,95 V. O processo de transferéncia de
carga apresentou um controle misto de difusdo e adsorcdo de espécies na superficie do
eletrodo. O pH 8,0 foi escolhido para o desenvolvimento de uma metodologia
eletroanalitica para determinacdo do composto. Os estudos por eletrolise a potencial
controlado mostraram que a oxidacdo do inseticida envolve a participacdo de um
elétron. Na voltametria de onda quadrada, o melhor sinal de corrente foi obtido com os
valores de freqiiéncia de 100 s, amplitude de 50 mV e incremento de varredura de 2
mV. Os limites de deteccdo e de quantificacdo foram calculados pelo método da IUPAC
e pelo método de extrapolacdo da curva analitica. A metodologia desenvolvida foi
comparada com o método oficial de analise, a cromatografia liquida de alta eficiéncia
com deteccdo de ultravioleta por meio do método de curvas de calibracdo por meio de
adicdo externa de padrdo e foi observada concordancia entre os dois métodos no
intervalo de concentracdo estudado. Nos estudos de pré-concentracdo, as melhores
condi¢des encontradas foram um potencial de acumulagédo de 0,5 V e tempo de
acumulacdo de 120 s. Amostras de aguas naturais, formulagdo veterinaria e leite foram

analisadas pelos procedimentos propostos.



Abstract

The electrochemical behavior of the insecticide fipronil, 5-amine-[(2,6-
dichloro)-4-trifluoromethyl-phenyl]-4-trifluoromethyl-sulfynil-1H pyrazole-3-
carbonitrile, was investigated by cyclic voltammetry, square wave voltammetry,
controlled potential electrolysis and square wave stripping voltammetry using the
graphite-polyurethane composite electrode. The electrochemical behavior of fipronil is a
typical irreversible system and a peak potential at 0.95 V was observed. The charge
transference process is controlled by diffusion and adsorption of species at electrode
surface. The pH value 8.0 was chosen in order to develop an electroanalytical
methodology for the determination the compound. Controlled potential electrolysis
studies showed that the fipronil oxidation involves the participation of one electron.
Square wave voltammetry investigations showed that the best current intensity was
obtained using the values of a frequency of 100 s, pulse amplitude of 50 mV and scan
increment of 2 mV. The limits of detection and quantification were calculated the
IUPAC equations and statistics equations. The developed methodology was compared to
the official analysis method, high performance liquid chromatography with ultraviolet
detection, using the calibration curves method. Both procedures are in agreement with
the concentration-studied range. Stripping analysis studies were done in order to
determine fipronil traces in natural water. The best conditions found were the
accumulation potential of 0.5 V and accumulation time of 120 s. The electroanalytical
methodology, based on the square wave voltammetry, was applied for the analysis of

natural water samples, a commercial veterinary formulation and milk samples.
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1. Introducéo

1.1 Consideracdes iniciais

O uso intenso de pesticidas na agricultura tem como principais objetivos a
obtencdo de um rendimento elevado na producdo de alimentos e o controle de pragas
prejudiciais as plantaces.

Desta forma, a definicdo de pesticida consiste em uma substancia ou mistura de
substancias utilizadas com o objetivo de repelir, inibir, prevenir ou destruir qualquer
tipo de peste. O termo peste esta relacionado a qualquer forma de vida animal (pragas
como insetos, acaros, fungos, nematoides, bactérias, roedores) ou vegetal (ervas
daninhas) indesejavel e prejudicial a lavoura, pecuéria, seus produtos e outras matérias
primas [1,2].

Portanto, os pesticidas podem ser empregados em casas, jardins e na salde
publica para controlar vetores de doencas transmissiveis. Por outro lado, os agentes
bioldgicos séo utilizados com o intuito de eliminar e controlar as pragas em plantacdes.
Assim, sdo também considerados pesticidas [3].

As primeiras substancias introduzidas na agricultura para combater pragas e/ou
doengas foram o enxofre, sais de cobre, arsénio e cianetos. No Brasil, estes produtos
foram empregados apés a crise de 1929, quando o algodao substituiu parte das culturas

de café e com a importancia econdmica das culturas de milho e cana-de-agucar.
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Em 1940, Paul Miller ganhou o Prémio Nobel com a descoberta de
propriedades inseticidas que o composto sintético dicloro-difenil-tricloroetano (DDT)
apresentava e que o tornava um inseticida promissor. A partir dai houve um crescimento
da manufatura e o uso de compostos sintéticos no controle de pragas na agricultura [3].

Nesta época, companhias quimicas sintetizaram compostos similares ao DDT:
aldrin, dieldrin, hexacloro benzeno (BHC) e foram denominados organoclorados por
apresentarem atomos de cloro ligados a moléculas organicas. Outros pesticidas
pertencentes a diferentes classes quimicas, como os organofosforados (azodrin,
malation, paration) e carbamatos (carbaril, matacil, temik) foram desenvolvidos e
aplicados em campos e florestas.

No entanto, em 1973, o transporte de DDT foi banido nos Estados Unidos pelo
fato de apresentar risco a saude humana. Outras substancias, como o aldrin e dieldrin,
também foram banidas. Os pesticidas utilizados no controle de pragas e ervas daninhas
nas culturas, mesmo que empregados de modo correto, podem causar problemas de
ordem ecoldgica e de salde publica.

Os pesticidas sdo toxicos a diversos tipos de animais como insetos, moluscos,
peixes, aves, mamiferos, inclusive o homem apresentando um efeito acumulativo e
podem desenvolver cancer, doencas neurolégicas e até levar a morte.

Os pesticidas apresentam efeitos adversos em agentes polinizadores como
abelhas, besouros, passaros, entre outros agentes. Este fato tem acarretado muitos
prejuizos e preocupacao aos apicultores que baniram o uso destas substancias.

A acdo dos pesticidas interfere no equilibrio de ecossistemas terrestres e
aquaticos eliminando tanto pragas quanto seus predadores. A extingdo de predadores

pode ocasionar o retorno de antigas pestes que estavam sob controle. Na auséncia de
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predadores, as pragas podem se reproduzir rapidamente em um meio com poucos
inimigos e conseqilientemente atacam as lavouras trazendo sérios prejuizos as
plantacdes.

Os pesticidas podem contaminar cadeias alimentares desde os produtores até os
consumidores provocando o fenbmeno da biomagnificacdo que consiste no aumento da
concentracdo de pesticida nos niveis tréficos da cadeia alimentar, ou seja, todos 0s seus
participantes estdo expostos aos pesticidas [3,4].

Os insetos e microorganismos adquirem resisténcia genética aos pesticidas por
selecdo natural, tornando-se menos sensiveis a acdo destes, que perdem o efeito
desejado e precisam ser substituidas por moléculas mais efetivas no controle de pragas.

Pesticidas podem apresentar persisténcia no meio ambiente e serem carregados
por aguas pluviais, ventos contaminando rios, lagos, mares, sedimentos, solos e
alimentos em pequenas quantidades denominadas residuos. A presenca destes em
alimentos se torna um sério problema de salude publica e inviabilizam sua
comercializagdo tanto no Brasil, como em outros paises.

Os pesticidas sdo classificados de acordo com o seu modo de acgdo: acaricidas,
bactericidas, fungicidas, herbicidas, inseticidas, moluscicidas, nematicidas e
rodenticidas [4,5,6].

Os pesticidas, também, sdo encontrados na composicdo quimica de produtos
domeésticos contra insetos na forma de aerossOis contra baratas e mosquitos. S&o

utilizados em produtos veterinarios contra piolhos, pulgas e carrapatos.
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1.2 Fipronil

1.2.1 Caracteristicas fisico-quimicas

O fipronil, 5-amino-[(2,6-dicloro)-4-trifluormetil-fenil]-4-trifluormetil-sulfinil-
1 H-pirazol-3-carbonitrila, € um potente inseticida da classe fenilpirazol [7]. A Figura 1

apresenta a estrutura quimica do fipronil.
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Figura 1: Estrutura quimica do fipronil.

Esta molécula foi sintetizada em 1987 pela Rhéne Poulenc Agro Company na
Franca e registrado na China em 1993 para o controle das pragas das culturas do arroz
[8]. O fipronil é conhecido em mais de 70 paises e utilizado em mais de 100 diferentes
culturas para controle de pestes.

O fipronil é encontrado em formulagGes comerciais sendo aplicado contra
insetos na forma de aerossdis contra baratas e mosquitos e lo¢Ges veterinarias contra
piolhos, pulgas e carrapatos. O fipronil atua de forma especifica em insetos bloqueando

os canais de cloretos mediados pelos receptores do acido gama amino butirico (GABA)
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e causa paralisia, convulsdes e morte dos insetos [9]. A Tabela 1 apresenta algumas

propriedades fisico-quimicas do fipronil.

Tabela 1: Propriedades fisico-quimicas do fipronil.

Propriedade Caracteristicas
Aparéncia Sélido branco a 25 °C
Massa molar 437 g/mol
Ponto de fuséo 200 °C
Pressdo de vapor 370 nPa
Solubilidade em &gua 2,0 mg/L

Na temperatura ambiente, o fipronil é um sélido branco pouco soltvel em agua,

caracteristica que Ihe confere um carater hidrofébico. Assim, o fipronil apresenta alta

solubilidade em solventes organicos como acetona, acetato de etila, acetonitrila, alcoois,

n-hexano, diclorometano [10].

O fipronil apresenta estabilidade quimica em meio aquoso &cido e neutro

[11,12]. Em meio alcalino, o fipronil é suscetivel a reacdo de hidrélise formando uma

imina que tautomeriza a amida.
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1.2.2 Estudos e produtos de degradacéo do fipronil

O uso continuo do inseticida fipronil tem causado o aparecimento de residuos
nos sistemas aquéticos e terrestres. Estudos em solos, vegetaces e aguas indicam que,
sob determinadas condigdes, o fipronil sofre degradacdo quimica formando quatro
produtos de degradacdo [13]. A Figura 2 apresenta as quatro possiveis reacOes de

degradacéo do fipronil e seus respectivos produtos.
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Figura 2: Formacdo dos produtos de degradacdo do fipronil por: (a) reducédo, (b)

hidrolise, (c) oxidagéo e (d) fotolise.

A reacdo de formacédo de cada produto de degradacdo depende das condicdes

do meio e os fatores determinantes sdo o pH, temperatura, tipo de vegetacdo, presenca
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de luz e de microorganismos [8]. Nos processos de degradacdo, o fipronil apresenta
reacOes de cadeia lateral nas posicdes 3 e 4 do anel pirazol.

Os produtos de reducéo, oxidacao e fotdlise sdo formados por reacbes do grupo
sulfoxido na posicdo 4. O sulfeto é formado pela reducdo do grupo sulfoxido; a sulfona
se forma através da oxidacdo do grupo sulféxido.

O dessulfinil € um produto de fotolise e apresenta atividade toxicoldgica maior
que o fipronil para invertebrados marinhos [14]. Em produtos comerciais, o fipronil
deve ser protegido da luz, devido a rapida conversdo a forma dessulfinil.

O produto de hidrélise é gerado a partir da reacdo na posicao 3 do anel pirazol.
O grupo nitrila, em meio alcalino, forma uma imina e em seguida tautomeriza a amida.
Este produto apresenta uma polaridade maior que o fipronil e é mais solivel em agua.
Desta forma, a afinidade pela matéria organica € menor quando comparada com o
fipronil e conseqlientemente a adsorcdo em por matéria organica € menor [15]. Alguns
trabalhos sobre a degradacéo do fipronil e seus produtos sdo descritos a segulir.

HUSEN et al. estudaram a estabilidade do fipronil em solu¢Ges aquosas
estocadas em polietileno [16]. As amostras foram preparadas em agua em trés
concentracdes e analisadas em quatro condicfes: na presenca e auséncia de luz; em
frascos de polietileno e vidro. Foi observado que o frasco de polietileno é adequado para
a estocagem das solucbes de fipronil por 2 semanas evitando a degradacdo pela luz
solar.

SARAN e colaboradores realizaram um estudo de velocidade de degradacao
dos cupinicidas imidacloprida, fipronil [17]. A velocidade de degradacdo depende da
concentracdo do cupinicida e das propriedades fisico-quimicas do solo. A presenca de

microorganismos acelera a degradacéo dos cupinicidas.
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RAVETON e colaboradores estudaram a degradacdo do fipronil contido em
sementes de girassol em trés areas concéntricas por um periodo de 6 meses [18]. Foram
detectados os produtos sulfeto, sulfona e dessulfinil. Foi observada uma variacdo da
quantidade de fipronil nas trés areas durante o estudo devido a interacdo com as
particulas do solo que foram transportadas pela agua. O fipronil é transportado da
semente pela agua do solo devido a forte adsorcdo com as particulas do solo que
apresentam niveis elevados de matéria organica. Em seguida, é transferido do solo para
as plantas. Os autores sugerem uma cobertura com maior estabilidade e protecdo para
evitar a solubilizacdo do inseticida.

PEI et al. estudaram a degradacdo do fipronil em amostras de solos e de folhas
da vegetacdo chinesa Pakchoi [8]. O fipronil degrada mais rapido na vegetacdo do que
no solo e forma os produtos sulfeto, sulfona e amida; no solo, dessulfinil e sulfona. A
quantidade de residuo de fipronil nas doses de 24 e 48 g/hm? apés 47 dias foi menor que
a quantidade permitida pelo 6rgdo responsavel.

WALSE e colaboradores investigaram a degradacao do fipronil em amostras de
aguas e sedimentos de ambientes estuarinos [19]. Nos sedimentos, foi encontrado o
sulfeto. Na agua, foram encontrados a sulfona e o dessulfinil que migra para os
sedimentos.

AAJOUD et al. verificaram que os produtos de degradacdo sulfeto, sulfona e
dessulfinil sdo mais lipofilicos que o fipronil e a amida é mais hidrofilica [15]. As
atividades inseticidas do dessufinil e da amida contra a larva do Aedes aegypti foram
maiores que a do fipronil. J& as atividades inseticidas do sulfeto e da sulfona foram

menores quando comparadas com o inseticida inicial.
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Desta forma, o desenvolvimento de um procedimento analitico para
determinacdo do fipronil é muito importante e necessario. Mesmo que empregado de
forma adequada, residuos do inseticida sdo degradados no meio ambiente formando

produtos que apresentam maior potencial toxicoldgico para os seres Vivos.

1.2.3 Estudos dos enantidmeros do fipronil

A estrutura da molécula de fipronil é quira devido a assimetria do grupo
sulfoxido e apresenta dois enantiémeros: S-(+) e R-(-) [20,21]. Estudos de propriedades
dos enantibmeros em relacdo a toxicidade, degradacdo, estabilidade estdo descritos a
sequir.

LIU et al. estudaram a degradacdo dos enantidmeros do fipronil em repolhos e
observou que o enantibmero R-(—) degrada mais rapido que S-(+) [20]. O enantidmero
S-(+) apresentou atividade inseticida especifica que o torna mais seguro em mamiferos.
Os produtos de degradacdo encontrados foram sulfeto, sulfona e dessulfinil.

TAN et al. estudaram a degradacdo microbioldgica da mistura racémica do
fipronil e de seus enatibmeros S-(+) e R-(—) em amostras de solos [21]. Foi observado
gue em condicBes aerobicas, a degradacdo ndo foi enantiosseletiva e os produtos de
degradacéo encontrados foram a sulfona e o sulfeto. Em solos irrigados e esterilizados, a
degradacdo foi enantiosseletiva por meio de enzimas e influenciada pelo pH,
temperatura, quantidade de agua e de matéria organica. O sulfeto foi o produto de

degradacéo encontrado.
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WILSON et al. avaliaram a toxicidade da mistura racémica do fipronil e dos
enatidmeros em micro-crustaceos [22]. O enatibmero S-(+) apresentou maior toxicidade
e estabilidade que o enantidmero R-(-).

JONES et al. estudaram a transformagéo enantiosseletiva do fipronil por micro-
organismos em suspensodes de sedimentos de solos sulfidogénicos e metanogénicos [23].
Foi observada uma transformacdo enantiosseletiva para o fipronil. Nos solos
sulfidogénicos, o enantiomero S-(+) sofreu degradacgéo e os produtos detectados foram o
sulfeto e sulfeto-amida. Em solos metanogénicos, o enantibmero R-(-) foi degradado e
houve a formacdo do produto sulfeto. O pH do solo e a presenca de microorganismos
influenciam na enantiosseletividade da transformacéo do inseticida.

KONWICK et al. avaliaram a bioacumulacdo, biotransformacdo do fipronil e
de outros pesticidas em trutas [24]. O fipronil foi completamente eliminado por
excrecdo e apresentou biotransformacdo enantiosseletiva formando a sulfona. Os
pesticidas organoclorados se acumularam na gordura dos peixes e apresentaram bio-
magnificacdo.

RAMESH et al. verificaram que se o pH do solo for alcalino, ha a reacéo de
hidrolise do fipronil com geracdo do produto amida [11]. Em solos com pH &cido e
neutro ocorre 0 acumulo de residuos do inseticida e 0 aumento da poluigdo das aguas.

BOBE et al. observaram que o fipronil sofre hidrélise quimica em meio
alcalino e biologica em pH 5,0 [12]. Nos estudos de fotolise, ha a formacdo do
dessulfinil e acido sulfénico. Em solos, foi encontrado o dessulfinil devido a exposicao a
radiacdo solar. Quando o fipronil estd adsorvido em particulas de solos ricas em matéria

organicas, nao ha a formacéo do produto de fotdlise.

23



O fipronil é considerado uma alternativa a outros tipos de pesticidas como
organofosforados, carbamatos, piretrdides pelo fato de apresentar baixa toxidez e alta
eficacia em pequenas doses no controle de pestes [10,25]. E aplicado no controle de
pestes de diversas culturas, como arroz, cana-de-actcar, milho, soja, trigo, combatendo
pragas como besouros, formigas, gafanhotos. O fipronil é toxico a outras espécies como

passaros, abelhas, peixes, micro-crustaceos.

1.2.4 Uso veterinario do fipronil

No caso do uso doméstico e veterinério, o fipronil pode ser encontrado na
forma de repelentes, géis, armadilhas para o combate de baratas, formigas, moscas e
mosquitos. Também é encontrado na composicdo quimica de produtos veterinarios, tais
como, aerossois, logdes pbds-banho para cdes e gatos, para tratamento em rebanhos
bovinos no controle de carrapatos, piolhos, pulgas. Esta presente na formulacdo de
cupinicidas para a conservacdo de madeiras. A seguir, estdo descritos alguns trabalhos
que avaliam a sua eficécia para o controle de pragas em animais.

LIMA e colaboradores avaliaram o efeito profilatico e curativo do fipronil na
prevencdo de infec¢Bes apds a castragdo em touros causadas pela mosca da espécie
Cochliomyia hominivorax [26]. O uso do fipronil apresentou eficiéncia na prevencéo e
cura pos-castracdo dos touros. Houve eliminagdo das larvas, prevencdo da doenga e
reducdo da incidéncia de infestacao.

POLLMEIER e colaboradores verificaram a eficAcia de trés formulacGes

contendo fipronil no controle de piolhos em gatos, os quais foram infestados e tratados
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[27]. Foi realizada uma contagem de piolhos sobreviventes e um tratamento estatistico.
Este estudo apresentou uma eficacia de 100% para as trés formulagdes no controle de
piolhos.

DAVOUST e colaboradores avaliaram a eficacia do fipronil contra carrapatos
em cées [28]. Os estudos foram realizados em Dakar e Djibouti na Africa. Cées tratados
com fipronil ndo apresentaram sintomas de infeccdo e o tratamento foi bem sucedido
com eficécia de 96,4%.

PAYNE et al. verificaram a eficiéncia do fipronil no controle de pulgas e de
seus ovos em gatos [29]. Foram observados resultados satisfatorios com percentagem de
mortalidade entre 87 a 100%.

DAVEY e colaboradores verificaram a eficiéncia de uma solucdo de Topspot
contendo 1,0% de fipronil para o controle de carrapatos em gados [30]. Foi obtida uma
atividade residual do inseticida por 8 semanas, 100% de protecdo contra infestacdo e

controle de reproducdo dos carrapatos com eficacia de 99,7%.

1.2.5 Estudos toxicol6gicos

LEGHAIT e colaboradores estudaram a acdo toxicologica do fipronil em ratos
[31]. Foi verificado que os ratos apresentaram uma varia¢do na taxa de horménios da
tiredide o que favoreceu o surgimento de tumores foliculares.

ROCHE et al. observaram um actimulo de pesticidas nos peixes e camarfes do
lago Taabo na Costa do Marfim [32]. A cadeia alimentar foi contaminada das algas até
o0s peixes (biomagnificagdo). A contaminacdo dos peixes e camardes por pesticidas pode

estar relacionada com patologias da populacao local.
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GUPTA et al. estudaram a eficacia e a persisténcia do fipronil em pestes
presentes nas frutas okra da india por meio da cromatografia gasosa com deteccéo por
captura de elétrons [33]. Foram obtidos valores de recuperacdo entre 83 e 92%. Foi
observado que os pesticidas sdo persistentes por 3 dias e eficazes no controle das pestes.

EL HASSANI et al. avaliaram o efeito do fipronil em doses sub-letais no
comportamento de abelhas [34]. Foi verificado que a aplicacdo de fipronil no térax ndo
influenciou a atividade locomotora. No entanto, a sensibilidade foi afetada pela
aplicacdo da dose de 1,0 ng. A dose de 0,5 ng de fipronil prejudicou a formacdo de
tracos de memdria. Foi observada mortalidade apds 48 horas de aplicacdo de fipronil.

SCHLENK e colaboradores observaram toxicidade do fipronil na criacdo
camar@es da espécie Procambarus [35]. A agua utilizada na cultura dos camar@es era
proveniente da irrigacdo de arroz e continha fipronil. Na analise da gua, constatou-se a
presenca de tracos de fipronil e dos produtos sulfeto, sulfona e dessulfinil responsaveis
pela taxa de mortalidade de 96,4% dos camardes.

Observando estes estudos toxicoldgicos, nota-se a importancia do
monitoramento do inseticida fipronil e reforca a idéia de desenvolver novos
procedimentos analiticos alternativos que apresentem rapidez, sensibilidade e baixo

custo, um dos objetivos deste trabalho.
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1.2.6 Estudos de adsorcao

Muitos estudos de adsorcdo foram realizados para verificar o comportamento
do fipronil em solos e sedimentos de diferentes composi¢cdes. Foi observada uma
afinidade do inseticida por solos com elevado teor de matéria orgénica devido ao carater
hidrofobico do fipronil [7]. A adsorcdo esta relacionada com as propriedades fisico-
quimicas do inseticida e do solo.

BOBE et al. observaram que a adsorcao do fipronil em solos néo é afetada nem
pela variacdo de pH [7]. Os fatores que alteraram a adsorcdo do inseticida nas particulas
de solo foram a temperatura, a presenca de metanol e a razdo da quantidade de
solo/agua. O metanol dissolveu o fipronil e diminui a adsor¢do. A temperatura
influenciou na adsorcdo do fipronil, que é um processo endotérmico. A adsorcao
aumenta com a diminuicdo da razdo solo/agua, pois houve a desagregacao das particulas
de solo e aumento do numero de sitios ativos.

LIN et al. estudaram a degradacdo e a adsorcdo do fipronil em sedimentos
urbanos [36]. Em condicBes anaerdbicas e na presenca de microorganismos o produto de
degradacédo encontrado foi o sulfeto. J& em condicBes aerdbicas, foram encontrados 0s
produtos sulfeto e sulfona. O fipronil se adsorve nos sedimentos contendo elevada
quantidade de matéria organica e é transportado em sistemas aquaticos.

MASUTTI e colaboradores estudaram a adsor¢édo do fipronil e do sulfeto em
amostras de solos [37]. Os autores consideraram que a cristalinidade do solo seria o
fator limitante da adsorcdo, pois os solos apresentavam quantidades similares de matéria

orgénica. Quanto menor a cristalinidade das particulas, maior a adsorcéo. A presenca de
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solventes organicos altera a solubilidade do fipronil em agua e conseqiientemente influi
na adsorcdo do inseticida.

MUKHERJEE estudou a adsorcéo do fipronil em solos da india e observou que
o fipronil adsorve em particulas de solos com elevado teor de matéria organica [38].
Este fato se deve a interagdes hidrofébicas entre o inseticida e o solo. Em baixas
concentracdes do inseticida a adsorcéo foi fraca devido a competicdo com moléculas de
agua pelos sitios ativos.

Estes estudos de adsorcdo apresentam propriedades fisico-quimicas sobre o
comportamento do fipronil em &gua e na presenca de materiais de carbono que serdo o

meio de estudo deste trabalho.

1.2.7 Valores de limite maximo de residuo

O fipronil tem acéo inseticida e acaricida. De acordo com a ANVISA, pertence
a classe toxicologica Il: altamente tdxica [39]. Os valores de limite méximo de residuo
(LMR) sdo estabelecidos por agéncias do governo de cada pais, 6rgdos responsaveis
pela preservacdo do meio ambiente. No Brasil, os valores de LMR sdo estabelecidos
pela ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria) [39]. A FAO (Food and
Agriculture Organization) é um 6rgdo da ONU e também estabelece valores maximos
de limite de residuos [40]. Alguns valores de LMRs para algumas culturas estdo

apresentadas na Tabela 2.
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Tabela 2: Valores de limites maximos de residuos para o fipronil estabelecidos pela

ANVISA e FAO.
Alimento ANVISA / mg/kg FAO / mg/kg
Algodao 0,01 -
Arroz 0,01 0,01
Batata 0,05 0,02
Cana-de-acucar 0,03 -
Cevada 0,01 0,002
Feijéo 0,01 -
Milho 0,01 0,01
Soja 0,01 -
Trigo 0,01 0,002

1.2.8 Determinacéo do fipronil

Na literatura, os procedimentos analiticos para a determinacdo do fipronil se

baseiam nas técnicas cromatograficas que apresentam excelente reprodutibilidade e

sensibilidade. Apresentam etapas de preparo de amostras envolvendo extracdo dos

analitos, geralmente de extracdo em fase sélida, clean-up para remocéo de interferentes

como lipideos. Diferentes tipos de amostras como aguas, solos, amostras de vegetais,

polen, mel, e abelhas foram analisadas com o intuito de determinar o fipronil.
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LIU et al. utilizaram a micro-extracdo liquido-liquido com o liquido iénico
hexafluor-fosfato de 1-hexil-3-metilimidazolio para a determinacdo de fipronil e trés
inseticidas por cromatografia liquida com deteccdo de diodos em amostras de aguas
[41]. Foram obtidos limites de detecgdo entre 0,53 e 1,28 pg/L e valores de recuperagdo
entre 79 e 110% A utilizacdo de liquidos idnicos em micro-extracdo liquido-liquido
apresentou vantagens como facil manipulacdo, simplicidade e evitou o uso de solventes
toxicos e geracdo de residuos.

LIU et al. desenvolveram uma metodologia analitica para analise dos
enatidmeros S-(+) e R-(-) do fipronil e dos produtos de degradacdo sulfeto, dessulfinil e
sulfona em amostras de repolho [20]. Foram obtidos limites de quantificagcéo entre 0,01
e 0,05 mg/kg, valores de recuperacéo entre 79 e 91%.

JIMENEZ et al. determinaram fipronil em amostras de mel utilizando a
cromatografia gasosa com detec¢do por espectrometria de massas [42]. As amostras
foram submetidas a dois tipos de extracdo: liquido-liquido (ELL) em hexano e em fase
solida (EFS) com Florisil. Foram obtidos limites de detec¢ao de 0,1 pg/kg para EFS e
0,3 pg/kg para ELL. Os valores de recuperacdo ficaram entre 94 e 108%. Foram
encontrados os produtos de degradacédo sulfeto, sulfona e o fipronil-declorinado.

PIRARD e colaboradores desenvolveram e validaram uma metodologia de
identificacdo e quantificagdo de multi-residuos do fipronil e de 16 pesticidas em
amostras de mel por extracdo em coluna de terra diatomécea e cromatografia liquida
com deteccdo por espectrometria de massas [43]. Foram encontrados valores de
recuperacdo entre 71 a 90%. O limite de deteccdo ficou entre 0,0002 a 0,943 ng/g e o

limite de quantificacdo, entre 0,0002 e 1,231 ng/g.
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BICHON et al. desenvolveram e validaram uma metodologia para a
determinacdo de fipronil e seus metabdlitos em amostras de plasma ovino por
cromatografia gasosa com deteccdo por espectrometria de massas [44]. Foram obtidos
limites de deteccdo de 0,05 a 0,16 pg L™ e limites de quantificacdo de 0,28 a 0,73 pg
pLt

SANCHEZ-BRUNETE et al. desenvolveram uma metodologia para a
determinacdo de residuos de fipronil em amostras de mel e pdlen por cromatografia
gasosa por deteccdo de espectrometria de massas [45]. Para as amostras de mel foram
obtidos valores de recuperacéo entre 90 e 103%, e o limite de deteccdo foi de 0,1 pg/kg.
Para as amostras de pdlen foram obtidos valores de recuperacdo entre 91 e 103%, e o
limite de deteccao foi de 0,2 pg/kg.

LIU et al. desenvolveram um ensaio imuno-enzimatico para a deteccdo de
fipronil em amostras de aguas [46]. Foram utilizados anticorpos dos tipos poli-clonal e
mono-clonal. As curvas analiticas foram obtidas a partir da velocidade de inibicdo em
funcdo da concentracdo de fipronil. O método apresentou simplicidade, facil manuseio,
rapidez, sensibilidade, limite de detecgdo de 0,08 pg/L e valores de recuperagio entre 80
e 120%.

HADJMOHAMMADI et al. determinaram residuos de fipronil em agua e solos
de plantaces de arroz do norte do Ird por cromatografia liquida de fase reversa com
deteccdo por ultravioleta [47]. Foram obtidos valores de recuperacao de 90% e limite de
detecgdo de 0,1 pg/mL.

KADAR et al. desenvolveram e validaram uma metodologia para determinacéo

de fipronil e de seus derivados em amostras de pdlen por cromatografia liquida com
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deteccdo por espectrometria de massas [48]. Foram obtidos limites de deteccdo e de
quantificagdo de 0,05 e 0,10 pg/kg e valores de recuperagdo entre 74 a 104%.

MORZYCKA utilizou a extracdo de dispersdo de matriz em fase solida para a
determinacdo de multi-residuos de fipronil e de 11 pesticidas utilizando cromatografia
gasosa com deteccdo por nitrogénio-fosforo [49]. Foram obtidos valores de recuperacéo
entre 70 e 100% e limite de detecgdo entre 0,015 e 0,15 pg/g.

VILCHEZ e colaboradores utilizaram a micro-extracdo em fase solida para a
determinacéo de tracos de fipronil em amostras de agua, solo e urina humana utilizando
a cromatografia gasosa com detec¢do por espectrometria de massas [50]. Foram obtidos

limites de deteccdo e de quantificacdo de 0,08 e 0,27 ng/mL, respectivamente.

1.3 Métodos eletroanaliticos e o eletrodo compdsito de grafite-poliuretana (GPU)

Atualmente, os métodos eletroanaliticos sdo importantes ferramentas para o
entendimento do comportamento redox de substdncias organicas encontradas em
farmacos, alimentos, formulacbes comerciais de pesticidas e em outros tipos de
amostras. Sao empregados para a determinacdo de diversos compostos e suas principais
vantagens sdo rapidez, alta sensibilidade, seletividade, precisdo e baixo custo quando
comparados com 0s métodos cromatograficos que sdo considerados métodos padrdes de
analise para muitos analitos de importancia biolégica e ambiental [51,52].

O desenvolvimento de sensores para eletroandlise tem se tornado um
importante campo de pesquisa na area da eletroanalitica [53,54]. O eletrodo compésito

de grafite e poliuretana (GPU) foi desenvolvido por MENDES a partir da mistura de pé
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de grafite e da resina de poliuretana de origem vegetal [55,56]. A composicdo de 60%
de grafite e 40% em poliuretana foi considerada a mais adequada para as determinacdes
eletroanaliticas por voltametria de pulso diferencial e deteccdo amperométrica acoplada
a analise por injecdo em fluxo.

Este tipo de material apresenta vantagens como elevada resisténcia mecanica,
excelente razdo sinal/ruido, facil preparacdo, elevada hidrofobicidade, resisténcia
quimica a solventes organicos e solugdes alcalinas [57].

O eletrodo de GPU foi comparado com o eletrodo de carbono vitreo e
apresentou maior sensibilidade em estudos de determinacao de catecol, hidroquinona e
ions cadmio e apresentou maior sensibilidade [55]. Seu carater hidrofébico se deve a
presenca da resina de poliuretana que Ihe confere uma elevada afinidade por moléculas
organicas. A elevada resisténcia mecanica torna o eletrodo compoésito de GPU um
sensor promissor para estudos eletroquimicos e eletroanaliticos de diversos analitos.

A seguir, estdo descritos alguns trabalhos que utilizam o eletrodo composito de
GPU como sensor amperométrico na determinacdo de principios ativos em farmacos e
em outros tipos de amostras com excelentes resultados.

SEMAAN e colaboradores estudaram o comportamento eletroquimico do
diurético furosemida em meio de tampdo acetato utilizando o eletrodo compdsito de
GPU [58]. Foi observado que ndo ha adsorcdo de espécies na superficie do eletrodo
durante o processo eletrodico. Foram aplicadas as técnicas de voltametria de pulso
diferencial para analise de amostras e foi obtido um limite de detecgéo de 1,5 x 10~ mol
L

CERVINI et al. determinaram atenolol por analise por injecdo em fluxo

utilizando o eletrodo de GPU como detector amperométrico [59]. Foram obtidos um
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limite de deteccdo de 1,8 x 10~ mol L™ e uma freqiiéncia de 90 determinacdes por
hora. Em outro trabalho, os autores aplicaram a deteccdo amperométrica na
determinacéo de paracetamol e obteve um limite de deteccdo de 1,9 x 10" mol L™ e
180 determinacdes por hora [60].

TOLEDO e colaboradores determinaram imipramina em amostras de farmacos
por voltametria de onda quadrada [61]. Foram obtidos limites de deteccdo e de
quantificacdo de 4,6 x 10° e 3,0 x 107 mol L™, respectivamente, e valores de
recuperacdo de 97,60% =+ 0,90%. TOLEDO et al., também, determinaram &cido indol
acético (AlA) e obtiveram limites de deteccdo e de quantificacdo de 26,0 ug L™ e 0,2
mg L%, respectivamente. A metodologia eletroanalitica desenvolvida foi utilizada para a
terminacdo do AIA em amostras de solo com valores de recuperagéo de 95,10 + 2,70%.
[62].

TEIXEIRA e colaboradores determinaram L-dopa utilizando o compdsito de
grafite-poliuretana modificado por um filme de VO-Salen como detector amperométrico
para analise por injecdo em fluxo [63]. Foram obtidos um limite de deteccdo de 8,0 x
10" mol L™ e uma freqiiéncia de 90 determinag®es.

MALAGUTTI e colaboradores determinaram o flavonoide rutina em amostras
de chés verde por voltametria de onda quadrada [64]. O limite de deteccdo obtido foi de
7,1x10°mol L™

O Unico estudo eletroquimico do fipronil foi realizado por AMARAL que
utilizou os eletrodos de gota pendente de mercurio (HMDE) e de carbono vitreo (GC)
[65]. O fipronil apresentou um comportamento irreversivel em ambos os eletrodos.
Foram construidas curvas analiticas e foram encontrados limites de deteccdo e de

quantificacdo de 50 x 10" e 1,7 x 107® mol L™, respectivamente para 0 HMDE. Para o
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eletrodo de carbono vitreo, os valores dos limites de deteccao e de quantificacdo foram
43 %107 e 1,4 x 10° mol L™, respectivamente.

Como pbde ser constatado, o desenvolvimento de metodologias analiticas para
a determinac&o do fipronil, em diversas matrizes ambientais se restringe a utilizacdo dos
métodos cromatograficos. Por outro lado, hd um aumento expressivo dos trabalhos
relacionados ao desenvolvimento e a aplicacdo de metodologias eletroanaliticas para a
determinacdo e a quantificacdo de analitos em varias matrizes. A auséncia de estudos
eletroquimicos adicionais a respeito do fipronil, a eletroatividade da molécula, a
potencialidade de aplicacdo do eletrodo compdsito de grafite-poliuretana, a intensa
utilizacdo do fipronil como inseticida e a possibilidade de analisd-lo em diferentes

matrizes tornam a abordagem a ser realizada neste trabalho devidamente justificada.
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2. Objetivos

O objetivo deste trabalho de doutorado consistiu na investigagdo do
comportamento voltamétrico do inseticida fipronil utilizando o eletrodo composito de
GPU e desenvolvimento de metodologia eletroanalitica visando a determinacdo deste

pesticida.
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3. Procedimento Experimental

3.1 Células Eletroquimicas

A célula eletroquimica utilizada nos experimentos foi construida com vidro
borossilicato com capacidade de 30 mL. Uma tampa de poli-tetrafluoretileno foi
confeccionada para posicionar os eletrodos de trabalho, referéncia e auxiliar. A Figura 3

apresenta uma ilustracdo da célula eletroquimica.

2 13
|

Figura 3: Célula eletroquimica utilizada nos experimentos onde: 1-) eletrodo de

trabalho, 2-) eletrodo de referéncia e 3-) eletrodo auxiliar.

Para os experimentos de eletrdlise a potencial controlado, foi utilizada uma
célula de dois compartimentos de 25,0 mL, separadas por placas de vidro sinterizado de
area de 0,95 cm’ e espessura de 3,0 mm. A Figura 4 apresenta um esquema de uma

célula de dois compartimentos.
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Figura 4: Esquema de uma célula eletroquimica de dois compartimentos.

3.2 Eletrodos

3.2.1 Eletrodo de trabalho

O eletrodo de trabalho utilizado foi o eletrodo composito de grafite-poliuretana
70% (m/m). O compdsito foi preparado seguindo o procedimento de MENDES [55,56]
e os tarugos do composito foram cedidos gentilmente pelo professor Eder T. G.
Cavalheiro do Laboratorio de Analise Térmica, Eletroanalitica e Quimica de Solucdes
do Instituto de Quimica de Séo Carlos da Universidade de S&o Paulo. Os tarugos

apresentaram uma altura de 2,0 cm e didmetro de 4,0 mm (4rea geométrica de 0,13 cm?).
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3.2.2 Eletrodos de referéncia e auxiliar

O eletrodo de referéncia utilizado foi o eletrodo Ag/AgCl em uma solucéo de
KCI 3,0 mol L™, Um fio de prata foi anodizado em uma solugéo de &cido cloridrico 0,3
mol L [66]. O fio de prata contendo o filme de cloreto de prata foi colocado em um
tubo de vidro contendo uma solugdo de KCI 3,0 mol L™ e 5,0 mg de nitrato de prata. O
eletrodo auxiliar foi um fio de platina colado com uma cola de prata em um fio de cobre

e embutido em vidro.

3.2.3 Eletrodos para experimentos de eletrolise a potencial controlado

Para os experimentos de eletrolise a potencial controlado, uma placa de
carbono vitreo com dimensdo de 7,0 x 6,0 mm, e espessura de 2,0 mm foi usada como
eletrodo de trabalho. O eletrodo de referéncia foi o eletrodo Ag/AgCl em uma solucao
de KCI 3,0 mol L™, descrito no item 3.2.2. Uma placa de platina de 2,0 x 1,2 cm foi

utilizada como eletrodo auxiliar.

3.3 Reagentes

Todos os reagentes utilizados apresentaram elevado grau de pureza e estdo

apresentados na Tabela 3.
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Tabela 3: Lista de reagentes utilizados e respectivas procedéncias

Reagente Procedéncia
Acetonitrila Mallinkrodt
Acido acético Mallinkrodt
Acido borico Synth
Acido cloridrico J. T. Baker
Acido fosforico Mallinkrodt
Alcool etilico J. T. Baker
Alcool metilico Synth
Cloreto de potéssio J. T. Baker
Fipronil Sigma-Aldrich
Hidrdoxido de sodio Mallinkrodt
Nitrato de prata Merck
Perclorato de sodio Vetec

As solugbes aquosas foram preparadas em agua purificada pelo sistema Milli-Q
(condutividade 18,1 MQ cm™). Uma solucéo estoque de fipronil de concentragdo de
1,0 x 107 mol L™ foi preparada em alcool etilico. O eletrélito suporte foi uma solucéo
tampé&o Britton-Robinson (BR) preparada a partir de 0,1 mol L™ em perclorato de sédio
e 0,04 mol L™ dos é4cidos acético, bérico e fosférico [67]. Uma solugdo de NaOH 1,0

mol L™ foi preparada para ajustar os valores de pH das solucdes utilizadas no decorrer

dos experimentos.
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3.4 Equipamentos

Foi utilizado um potenciostato-galvanostato da Autolab (PGSTAT 30
Ecochemie, Netherlands) interfaceado com um computador pelo programa GPES 4.9
para a realizacdo das medidas eletroquimicas.

Um espectrofotometro da Hitachi modelo U-2010 interfaceado com um
computador pelo programa UV Solutions foi utilizado nas medidas de
espectrofotometria de absor¢do na regido do ultravioleta.

Um cromatdgafo da Shimadzu modelo 10 A interfaceado como o computador
pelo programa CLASS — 10 VP foi utilizado nas medidas cromatograficas. O
cromatdgrafo continha um detector ultravioleta modelo UV SPD-10 AVP, um forno
CTO-10 ASVP e bombas modelo LC-10. A coluna utilizada foi uma coluna C;s (STR-
ODS-II, 5 pum, 250 mm x 4,6 mm). A fase movel utilizada foi uma mistura de
acetonitrila:agua (70:30). A vazdo da fase mdvel foi de 1,0 mL/minuto. A detec¢do do
fipronil foi realizada no comprimento de onda de 280 nm. O volume de amostra injetado
foi de 10 pL e a temperatura do forno foi de 30°C.

Um medidor de pH da Qualxtrom, modelo 8010 foi utilizado para o ajuste dos

valores de pH das solucdes.
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3.5 Metodologia

3.5.1 Voltametria ciclica

Inicialmente, o eletrodo compodsito de GPU foi polido em uma lixa d’agua de
granulacdo de 1200 e em seguida em um feltro. Apos o polimento da superficie, o
eletrodo foi submetido a trés ciclos de potenciais entre 0 e —1,0 V com velocidade de
varredura de 1 V s no eletrélito tamp&o BR, 0,1 mol L™, pH 8,0.

Estudos de voltametria ciclica foram realizadas em uma solucéo de 5,0 x 10~
mol L™ de fipronil em solugdo tampdo BR, pH 8,0 com o intuito de observar o seu
comportamento eletroquimico do inseticida utilizando o eletrodo compdsito de grafite-
poliuretana. A velocidade de varredura aplicada foi de 50 mV s e o intervalo de
potenciais estudado foi de 0,75a 1,20 V.

O efeito do pH foi avaliado pela técnica de voltametria de varredura linear com
0 intuito de avaliar o nimero de protons envolvidos no processo eletrédico e constatar a
melhor resposta de corrente para fins analiticos. A partir do valor de pH escolhido, foi
desenvolvida uma metodologia eletroanalitica para a determinacdo do inseticida.
Estudos em diferentes velocidades de varredura também foram realizados para analisar

0 tipo de controle no transporte de massa.
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3.5.2 Eletrdlise a potencial controlado

Nos experimentos de eletrélise a potencial controlado, uma placa de carbono
vitreo foi utilizada como eletrodo de trabalho. Uma soluc&o de 3,6 x 10 mol L™ de
fipronil em NaOH, 0,1 mol L™, 40% em etanol. O potencial aplicado foi de 0,7 V e o

tempo de aplicacdo foi de 1 hora (3600 segundos).

3.5.3 Voltametria de onda quadrada

Ap6s a escolha do pH mais adequado para fins analiticos, o composto foi
submetido a estudos de voltametria de onda quadrada em uma solugéo de 1,0 x 10~ mol
L™* de fipronil em solucio tamp&o BR 0,1 mol L.

Os parametros da voltametria de onda quadrada, frequéncia (f), amplitude (a) e
incremento de varredura (4Es) foram estudados para a otimizacdo do procedimento,
obtencéo do sinal mais sensivel e o desenvolvimento de uma metodologia eletroanalitica
para a determinagdo do composto.

Definidos os pardmetros da voltametria de onda quadrada, uma curva analitica
foi construida e foram calculados os limites de deteccdo e de quantificacdo a partir dos

coeficientes da regressao linear.
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3.5.4 Espectrofotometria na regido do ultravioleta

Estudos do fipronil por espectrofotometria de absorcéo na regido do ultravioleta
foram realizados em meio de agua-etanol. Uma curva de calibragdo foi construida no
intervalo de concentrages de 5,0 a 25,0 x 10° mol L™. O intervalo do comprimento de
onda avaliado foi na regido de 200 a 350 nm. O coeficiente de absortividade molar do

fipronil foi calculado pela lei de Lambert-Beer.

3.5.5 Comparacdo entre a metodologia eletroanalitica e 0 método oficial

A metodologia eletroanalitica desenvolvida com o eletrodo compdsito de GPU
foi comparada com o método oficial, a cromatografia liquida de alta eficiéncia com
detecc¢do por ultravioleta (HPLC-UV) pelo método estatistico de curvas de calibragéo.

Curvas analiticas no intervalo de concentraces de 5,0 a 25,0 x 10° mol L™
foram construidas pelos dois procedimentos. Para as medidas voltamétricas, a solugédo
padrdo de fipronil foi preparada em alcool etilico e esta foi diluida em solugcdo tampao
BR, 0,1 mol L™, pH 8,0 para a realizacdo das medidas. J4 para as medidas de HPLC, as
solugdes utilizadas foram preparadas em acetonitrila.

Em seguida, um grafico X-Y foi construido, onde os sinais do método proposto
(SWV) foram colocados no eixo y. No eixo x, foram colocados os sinais do método
oficial (HPLC). Os coeficientes linear, angular e de correlagdo foram calculados para

verificar a concordancia entre os procedimentos.
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3.5.6 Determinacéo de fipronil em amostras de agua e em formulacao veterinéria

A metodologia eletroanalitica desenvolvida com o eletrodo composito de GPU
para a determinacdo do fipronil foi aplicada para analisar amostras contendo o
inseticida. Amostras de agua natural e formulacdo veterindria comercial contendo

fipronil foram submetidas a estudos de adi¢do de padrdo para avaliar o efeito de matriz.

3.5.6.1 Anélise de amostra de agua de corrego

Uma amostra de agua de um corrego do municipio de Sdo Carlos/SP foi
coletada. A agua foi filtrada e estocada em um refrigerador por 24 horas. Em seguida,
esta foi tamponada em pH 8,0 com uma solucéo tamp&o BR, 0,1 mol L™. A amostra foi
fortificada com 10 pL uma solugdo estoque de fipronil de 2,0 x 102 mol L™ para
resultar em uma concentracdo de 2,0 x 107° mol L™ do inseticida na amostra de 4gua.
Testes de adicdo e de recuperacdo foram realizados para verificar o efeito de matriz.
Aliquotas de 25 pL de uma solucdo estoque de fipronil 2,0 x 10~ mol L™ foram

adicionadas na amostra. As medidas foram realizadas em triplicata.
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3.5.6.2 Andlise de amostra de uma formulacao veterinaria comercial contendo fipronil

A formulagdo comercial contendo fipronil é utilizada para eliminar pulgas e
carrapatos de animais domésticos como cdes, gatos e, também de gado. A composi¢do
do produto consiste em 0,25 g do fipronil em 100 mL, o que resulta em uma
concentragdo de 5,27 x 107 mol L ™. Uma aliquota de 50 pL da formulagdo foi
dissolvida em 10 mL de solugdo tampéo BR, 0,1 mol L™, pH 8,0. Em seguida, método
de adicdo e de recuperagéo foi utilizado para verificar o efeito de matriz por meio de

adi¢des de 25 puL de uma solugdo estoque de fipronil 2,0 x 10~ mol L™.

3.5.7 Voltametria de redissolucdo de onda quadrada

O fipronil foi submetido a estudos de pré-concentracdo eletroquimica com o
intuito de desenvolver um procedimento de anélise de tragos de fipronil. Os pardmetros
da voltametria de redissolucdo (potencial e tempo de acumulacdo) foram avaliados para
a obtencéo da melhor eficiéncia de deposicédo do inseticida no eletrodo de trabalho. Uma
solucéo de 1,0 x 107> mol L™ de fipronil em solucdo BR 0,1 mol L™* e pH 8,0 foi usada

nos testes de redissolucao.

46



3.5.7 Aplicacdo da metodologia de pré-concentracdo para analise de amostras

O procedimento de pré-concentracdo baseado na metodologia eletroanalitica
desenvolvida com o eletrodo compdsito de GPU foi aplicada para a determinagédo de
tracos do fipronil em dois tipos de amostras: aguas de rios e uma amostra de leite. O
método de adigdo e de recuperacdo foi utilizado para verificar o efeito de matriz nas

amostras analisadas.

3.5.7.1 Determinacao de fipronil em amostras de aguas

Trés amostras de aguas foram coletadas de corregos do municipio de S&o
Carlos/SP. As amostras foram filtradas e estocadas em um refrigerador por 24 horas. Em
seguida, 25,0 mL das amostras foram tamponadas em pH 8,0 com uma solucdo tampéo
BR, 0,1 mol L, fortificadas com 25 uL de uma solugdo estoque de fipronil de 2,0 x
107% mol L™ para resultar em uma concentragdo de 2,0 x 107° mol L™ do inseticida na
amostra de agua.

Aliquotas de 25 pL de uma solugdo estoque de fipronil 2,0 x 107 mol L™

foram adicionadas em de cada amostra. As medidas foram realizadas em triplicata.

3.5.7.2 Determinagdo de fipronil em amostras de leite

Foram adicionadas 1000 pL. de uma solugdo estoque de fipronil 2,0 x 1072 mol

L em 25,0 mL de leite. Uma aliquota de 5,0 mL de leite contaminado foi extraido por
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trés diferentes solventes: acetona, acetato de etila e metanol. Em seguida, o solvente foi
evaporado até a secura e o residuo foi dissolvido em 10,0 mL de etanol. 1,0 mL desta
solugdo resultante foi adicionada a 9,0 mL de solucdo tampdo BR 0,1 mol L™ para
analise voltamétrica. Adi¢des de 20 pL de uma solucao de 2,0 x 103 mol L™ de fipronil

foram feitas para a realizacdo dos calculos de recuperacao.
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4. Resultados e Discussao

4.1 Voltametria ciclica

A Figura 5 apresenta os voltamogramas ciclicos para o eletrodo composito de
GPU, na presenca e na auséncia de fipronil na concentracdo de 5,0 x 10~ mol L™. O

eletrélito suporte foi uma solucéo tampo BR 0,1 mol L™, pH 8,0.
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Figura 5: Voltamogramas ciclicos (—) de uma solu¢io tamp&o BR 0,1 mol L™}, pH 8,0 e
(—) de uma soluc#o de fipronil 5,0 x 10 mol L™ em solucéo tamp&o BR 0,1 mol L,

pH 8,0. Velocidade de varredura: 50 mV s™.

A partir da Figura 5, p6de-se observar que o fipronil apresenta uma corrente de

pico no potencial de 0,95 V (vs Eagagcis))- A auséncia de corrente de reducéo é um
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indicativo de que o processo é irreversivel [68,69]. AMARAL verificou que o fipronil
apresenta um voltamograma caracteristico de um sistema irreversivel com um pico de
corrente de oxidacéo no potencial de 0,70 V utilizando o eletrodo de carbono vitreo em
NaOH, 0,1 mol L™, 40% etanol [65].

A molécula do fipronil apresenta diversos grupos funcionais como o anel
pirazol, sulfoxido, nitrila e amina que podem ser o sitio responsavel pela oxidacdo da
molécula. H& uma interacdo entre o eletrodo compdsito de GPU e o fipronil devido ao
carater hidrofdbico tanto da superficie do eletrodo quanto do inseticida [7,57].

A resina de poliuretana, componente do eletrodo, é hidrofébica e pouco soltvel
em agua. Este fato implica que o inseticida fipronil e o eletrodo compésito de grafite-
poliuretana apresentam afinidade entre si por serem hidrofébicos através de ligacdes
ésteres e aromaticas.

Desta forma, a adsorcdo do inseticida na superficie do eletrodo compdsito de
GPU ¢ reforcada pela interacdo entre eletrodo e inseticida. Moléculas organicas neutras
adsorvem na superficie de eletrodos devido & sua hidrofobicidade em solugdo aquosa.
Quanto menor a solubilidade de uma molécula mais forte é a adsor¢éo [70].

Ao comparar 0s voltamogramas na auséncia e na presenca do fipronil, pode se
observar em 1,2 VV um processo referente a reacdo de desprendimento de oxigénio, nota-
se uma inibicdo deste processo na presenca de fipronil. Este fato € um indicativo de que
pode haver a passivacdo da superficie do eletrodo por adsorcdo do fipronil ou de um
produto de oxidacdo. Foi observada a ocorréncia de processos eletroquimicos nos
potencias negativos entre —0,5 e 0,0 V nos voltamogramas do eletrélito suporte e do

fipronil referentes a reducéo de grupos funcionais amida da poliuretana [57].
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O efeito do pH foi avaliado na faixa de 5,0 a 10,0 pela técnica de voltametria de
varredura linear. A Figura 4 apresenta os voltamogramas de uma solucédo de fipronil de

concentragdo de 5,0 x 10> mol L™ em solucé&o tamp&o BR 0,1 mol L™

0 T T T

o6 o7 08 09 10 11 12 13
E/Vvs E

Ag/AgCl(s)

Figura 6: VVoltamogramas de varredura linear de uma solucdo de fipronil 5,0 x 10~ mol
L~* em solugdo tamp&o BR 0,1 mol L™*; velocidade de varredura: 50 mV s*; valores de

pH: (—) 5,0, (—) 6,0, () 7,0, (—) 8,0, () 9,0 e (—) 10,0.

Na Figura 6, os voltamogramas do fipronil com valores de pH 5,0 e 6,0
apresentaram perfis assimétricos e proximos da reacao de desprendimento de oxigénio o
que os torna pouco adequados para fins analiticos. A partir do valor de pH 7,0, os
voltamogramas apresentaram picos simétricos e estreitos por sua vez mais adequados
para o desenvolvimento de metodologias eletroanaliticas para determinacdo do
inseticida.

A Figura 7 apresenta um grafico construido a partir dos valores de potenciais de

pico, corrente de pico e pH.
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Figura 7: Grafico de (—) potencial de pico ¢ (—) corrente de pico em funcdo do pH

obtido da Figura 6.

Analisando a Figura 7, nota-se que o potencial de pico é influenciado pelo pH,
pois 0 aumento de pH causa o deslocamento do potencial de pico para valores menos
positivos. Foi observada uma relagdo linear entre o potencial de pico Ep e o pH. A

equacéo de reta para o potencial de pico em funcdo do pH foi:

E, =151-0,07x pH (1)

o valor do coeficiente angular de 0,07 indica que o potencial de pico varia 70,0 mV por
unidade de pH. Este valor esta proximo de um sistema que envolve a transferéncia de
um elétron e sugere que o processo de oxidacdo do fipronil no eletrodo de GPU envolve

0 mesmo numero de elétrons e prétons.
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Ha um aumento no valor da intensidade da corrente de pico quando o valor de
pH aumenta. Nos valores de pH 5,0 e 6,0 os voltamogramas apresentaram picos
assimétricos e os valores de intensidade de corrente foram 0s menores neste estudo. Nos
valores de pH de 7,0 a 10,0, foram obtidas correntes de pico entre 19,0 e 21,0 pA. Estes
voltamogramas apresentaram picos de oxidacdo simétricos e estreitos que os tornam
adequados para uso em tecnicas de pulso como a voltametria de pulso diferencial e de
onda quadrada.

BOBE et al. verificaram que o fipronil apresenta estabilidade quimica no
intervalo de pH entre 5,5 e 8,0 [12]. No intervalo de pH de 9,0 a 12,0, 0 composto sofre
hidrolise e forma uma amida. Desta forma, com o intuito de desenvolver uma
metodologia eletroanalitica considerando o perfil voltamétrico e estabilidade quimica, o
valor de pH escolhido foi o de 8,0.

Na Figura 8 (A), estdo apresentados os voltamogramas ciclicos de uma solucéo

de fipronil de concentracdo de 5,0 x 107 mol L™ em solugdo tampao BR 0,1 mol L™

nos valores de velocidade de varredura na faixa de 10 a 250 mV s>
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Figura 8: (A) Voltamogramas ciclicos do fipronil 5,0 x 10 mol L™ em solugdo
tampédo BR 0,1 mol L™, pH 8,0. Velocidades de varredura: (—) 10, (—) 20, (—) 50, (—)
100, (—) 150, (—) 200 e ( ) 250 mV s (B) Gréfico da corrente de pico em funcdo da

velocidade de varredura;

A Figura 8 (B) foi construida a partir dos valores de corrente de pico e das
velocidades de varredura. Verifica-se que ha uma relacdo linear entre a corrente de pico,
Ip, e a velocidade de varredura e isto indica que o processo de transferéncia de carga
apresenta um controle misto de difusdo e cinética com adsorcdo de espécies na
superficie do eletrodo [68]. Estudos de adsorcdo do fipronil em particulas de solos
concluiram que o inseticida apresenta afinidade por matéria orgénica [7,13].

Estudos eletroquimicos e eletroanaliticos de pesticidas verificaram a adsor¢édo
destas espécies quimicas na superficie do eletrodo de trabalho [71,72,73].

Um outro critério da voltametria ciclica consiste na aplicacdo da equacgéo:

48
Es _EP/2|:% (2)
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onde E, é o potencial de pico, E,» € 0 potencial de pico de meia onda, n se refere ao
numero de elétrons envolvidos na reagdo de oxidagdo do fipronil e o é o coeficiente de
transferéncia de carga [68,69]. O valor de na foi calculado e apresentou o valor de 1,20.
O coeficiente de transferéncia de carga consiste na medida da simetria da barreira de
energia de ativacao.

Desta forma, os estudos por voltametria ciclica mostraram que o fipronil
apresenta 0 comportamento de um sistema irreversivel e controlado por difusdo e
adsorcdo. O estudo do efeito do pH sugeriu que o valor 8,0 pode ser utilizado para
estudos por voltametria de onda quadrada para o desenvolvimento de uma metodologia

eletroanalitica para a determinacdo do inseticida.

4.2 Eletrolise a potencial controlado

A Figura 9 (A) apresenta o cronoamperograma do fipronil e a Figura 9 (B), 0s

voltamogramas de onda quadrada registrados antes e depois da eletrdlise do fipronil.
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Figura 9: (A) Cronoamperograma de uma solucéo de fipronil 3,6 x 10~ mol L™ em
solugdo de NaOH 0,1 mol L™, 40% em etanol. Potencial aplicado: 0,7 V. Tempo de
aplicacdo: 3600 s. (B) Voltamogramas de onda quadrada de uma solucéo de fipronil
3,6 x 10 mol L™ . Freqiiéncia 100 s, amplitude 50 mV, incremento 2 mV, (—) antes

da eletrdlise e (—) ap0s a eletrolise.

Durante o experimento de eletrolise, foi observada uma mudanca de coloracdo
da solucdo de incolor para vermelho devido a formagdo de um produto de oxidagdo do
inseticida. O valor de carga obtido pela integracdo da area do cronoamperograma foi de

0,21 C. O valor de n foi calculado utilizando a equacgéo de Faraday:

Q=n-AN-F (3)

onde Q é a carga em coulombs, n é o numero de elétrons, AN ¢ a variagdo do niimero de

mols durante a eletrélise F a constante de Faraday, 96485 C mol™ [69].
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O valor de AN foi calculado a partir da diferenca entre os numeros de mols antes
e apds a eletrolise. Este calculo foi efetuado por meio das correntes de pico dos
voltamogramas de onda quadrada. O valor de AN foi de 1,81 x 107 mols. O valor da
carga necessaria para oxidar 1,81 x 107 mols de fipronil foi de 0,21 C.

Aplicando a equacéo de Faraday, o valor de n foi igual a 1,20 que indica que o
processo eletrodico de oxidacdo do fipronil envolve um elétron. A partir do valor de n, 0
valor de a foi calculado e apresentou o valor de 1,20 que implica em um processo lento
controlado por adsorcdo de espécies na superficie do eletrodo de trabalho.

O coeficiente de transferéncia de carga corresponde a uma fracdo da energia de
ativacdo de um processo eletrodico [68,69]. O valor de a, neste caso, esta fora do valor
proposto, que se situa entre 0 e 1. Nos experimentos realizados neste trabalho, foi obtido
um valor de 1,20. Este desvio se deve a ocorréncia de reacdes acopladas apds a etapa
eletroquimica com a possibilidade da formacdo de novos produtos. AAJOUD verificou
a ocorréncia de reacdes dos produtos de degradacdo do fipronil que podem ocorrer ap6s

a oxidacao eletroquimica do fipronil [15].

4.3 Voltametria de onda quadrada

Os estudos de voltametria de onda quadrada foram realizados em uma solugéo
de fipronil de 1,0 x 10> mol L™ em uma solugdo tampéo Britton-Robinson 0,1 mol L™,
pH 8,0 para o desenvolvimento de uma metodologia eletroanalitica para a determinacao
do inseticida. Na Figura 10, sdo apresentadas as componentes de corrente: corrente

direta corrente reversa e corrente resultante.
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Figura 10: Voltamograma de onda quadrada de uma solucéo de fipronil 1,0 x 10~ mol
L em solucdo tamp&o BR 0,1 mol L™, pH 8,0. Freqiiéncia 100 s*, amplitude 50 mV,
incremento de varredura 2 mV. Componentes da corrente: (—) corrente direta, (—)

corrente reversa e (—) corrente resultante.

O valor da corrente resultante na voltametria de onda quadrada é a diferenca
entre os valores de corrente direta e corrente reversa [74]. Observando a Figura 10, nota-
se que a intensidade da corrente resultante apresenta um valor proximo da corrente
direta e desta forma o fipronil apresenta comportamento de um sistema irreversivel no
eletrodo composito de GPU. A contribuicdo da corrente reversa € minima quando
comparada com as intensidades das outras correntes.

Os parametros da voltametria de onda quadrada, freqtiéncia de pulso, amplitude
de pulso e incremento de varredura foram investigados variando os seus valores em uma

determinada faixa de valores com o objetivo de obter valores de corrente de pico
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sensiveis e adequados para o desenvolvimento de uma metodologia eletroanalitica para

a determinacao do fipronil.

4.3.1 Estudo da variacdo de fregiiéncia de pulsos

A Figura 11 apresenta os voltamogramas de onda quadrada para o eletrodo
compdsito de GPU em uma solucdo de fipronil 1,0 x 10 mol L™ Os valores de
amplitude de pulsos e de incremento de varredura utilizados apresentaram os valores de
50 mV e 2 mV, respectivamente. Os valores de fregiiéncia foram variados entre 10 e

100 s,

|/ uA
®

E/Vvs E

AgIAGCI(S)
Figura 11: Voltamogramas de onda quadrada de uma solugéo de 1,0 x 10> mol L™ de
fipronil em solucéo tampé&o BR, 0,1 mol L™, pH 8,0. Amplitude 50 mV, incremento de
varredura 2 mV. Valores de freqiiéncia: (—) 10, (—) 20, (—) 30, (—) 40, () 50, (—) 60,

(—) 70, (—) 80, (—) 90 e (—) 100 5.
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A frequéncia é o parametro da voltametria de onda quadrada que esta
relacionado com a intensidade de corrente de pico e assim, com a sensibilidade do
método. Além disso, a freqiiéncia esta relacionada com a velocidade efetiva da SWV.
Observando a Figura 11, nota-se que a medida que o valor de freqiiéncia aumenta, a
intensidade de corrente de pico também aumenta. Desta forma, a freqiiéncia de 100 s
foi escolhida para o desenvolvimento da metodologia eletroanalitica. A partir dos
valores de corrente de pico e freqliéncia de pulsos, um grafico foi construido e esta

apresentado na Figura 12.

2 T T T T T T T T T T
0 20 40 60 80 100
Frequéncia / s’

Figura 12: Grafico de corrente de pico em funcdo da freqiiéncia de pulsos aplicada.

Foi observada uma relagdo linear entre a freqiiéncia e a corrente de pico (r =
0,999) que é um indicativo de um sistema irreversivel com adsor¢do de reagente e/ou
produto na superficie do eletrodo [74].

O numero de elétrons envolvidos na reacdo eletrodica pode ser estimado a

partir da voltametria de onda quadrada através da relacéo:
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AE, = log( ) @)
an

onde Ep € o potencial de pico, log (f) é o logaritmo da freqiiéncia, a é o coeficiente de
transferéncia de elétrons e n € o numero de elétrons. A Figura 13 apresenta o potencial

de pico em funcdo do logaritmo da freqléncia.

Ep/Vvs EAg/AgCI(s)

1,0 1,2 1,4 1,6 1,8 2,0
log f

Figura 13: Grafico de potencial de pico em funcéo do logaritmo da freqiiéncia.

Ao observar a Figura 13, percebe-se que ha uma relacdo linear entre o potencial
de pico e o logaritmo da freqliéncia. O coeficiente angular apresentou o valor de 0,055
V. O valor de n calculado pela eletrolise foi 1 e desta forma o valor de o é de 1,07. Este
valor esta coerente e proximo quando comparado com o valor da voltametria ciclica que
foi de 1,20. A oxidacao do fipronil na superficie do eletrodo compdsito de GPU envolve

um elétron com adsorcédo de espécies [74].
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4.3.2 Estudo da variacdo da amplitude de pulsos

Para os estudos de amplitude, os valores de freqiiéncia e de incremento de
varredura foram mantidos e apresentaram os valores de 100 s e 2 mV,
respectivamente. A variacdo de amplitude foi realizada no intervalo de 10 a 100 mV. A
Figura 14 apresenta os voltamogramas de onda quadrada para o eletrodo compdsito de

GPU em uma solucéo de fipronil 1,0 x 10> mol L™.

0,7 0,8 0,9 1,0 1,1 1,2
E/Vvs. E

Ag/AgCI(s)

Figura 14: Voltamogramas de onda quadrada de uma solucdo de fipronil 1,0 x 107> mol
L* em solucdo tampédo BR, 0,1 mol L™, pH 8,0. Freqgiiéncia 100 s™*, incremento de
varredura 2 mV. Valores de amplitude: (—) 10, (—) 20, (—) 30, (—) 40, (-) 50, (—) 60,

(—) 70, (—) 80, (—) 90 e (—) 100 mV.
A partir dos valores das correntes de pico e potenciais de pico dos

voltamogramas da Figura acima, foi construido um grafico que relaciona os de Ip e de

Ep com a amplitude. Este grafico esta apresentado na Figura 15.
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O aumento da amplitude ndo foi linear com o aumento da corrente de pico no

valor de 10 a 50 mV, porém ndo houve distor¢do dos voltamogramas. Nesse intervalo de

amplitude a ndo linearidade da corrente de pico com relacdo a amplitude deve-se a

adsorcdo de espécies na superficie do eletrodo.

A partir do valor de amplitude de 60 mV, ha o deslocamento de potencial e

alargamento da base do voltamograma que causam a perda de sensibilidade do método.

Desta forma, o valor de amplitude escolhido para a metodologia foi o de 50 mV.
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4.3.3 Estudo da variagdo de incremento de varredura

Os valores de incremento de varredura foram investigados no intervalo de 2 a
10 mV. Os valores de fregiiéncia e a amplitude de pulsos foram fixados em 100 s e 50
mV, respectivamente. A Figura 16 apresenta os voltamogramas de onda quadrada para a

0 estudo de variagdo do incremento de onda.

| 7
B

0,7 0,8 0,9 1,0 1,1 1,2
E/Vvs. E
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Figura 16: Voltamogramas de onda quadrada de uma solucéo de fipronil 1,0 x 10~ mol
L* em solucdo tamp&o BR 0,1 mol L™, pH 8,0. Freqiiéncia 100 s, amplitude 50 mV.

Valores de incremento de varredura: (—) 2, (—) 4, (—) 6, (—) 8 e (—) 10 mV.

A partir dos valores de Ip, Ep e de incremento da Figura 16, um gréafico foi

construido e esté apresentado na Figura 17.
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Figura 17: Grafico de (—) potencial de pico, (—) corrente de pico em fun¢do do

incremento de varredura.

O produto entre a freqliéncia e incremento de varredura é a velocidade efetiva
da SWV. Na Figura 17, o aumento do valor do incremento de varredura ocasionou um
aumento no valor de intensidade de corrente. Entretanto, foi observado um alargamento
da base do voltamograma e deslocamento de potencial de pico que tornam o método
menos seletivo.

Com o intuito de se obter um método com alta sensibilidade, foi escolhido o
valor de incremento de 2 mV. A Tabela 4 apresenta um resumo da otimizacdo dos
parametros da voltametria de onda quadrada: frequéncia de pulsos, amplitude de pulsos

e incremento de varredura, o intervalo de variagao estudado e os valores escolhidos.
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Tabela 4: Parametros da voltametria de onda quadrada avaliados, intervalos de estudo e

valores escolhidos.

Parametro Intervalo de estudo Valor escolhido

Frequiéncia 10-100 s™ 100 s™

Amplitude 10-100 mV 50 mV
Incremento de varredura 2-10 mV 2mV

4.3.4 Curva analitica

A Figura 18 apresenta uma curva analitica no intervalo de concentracdo de 2,5
a 25,0 x 10° mol L™ construida apés a otimizag&o dos parametros da voltametria de

onda quadrada.
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Figura 18: (A) Voltamogramas de onda quadrada de uma solucéo de fipronil em
solucdo tampéo BR 0,1 mol L™, pH 8,0. Freqiiéncia 100 s *, amplitude 50 mV e
incremento de varredura 2 mV. Valores de concentragio: (—) 0, (—) 2,5, (—) 5,0, (—)
7.5, (—) 10,0, () 12,5, ( ) 15,0, () 17,5, (=) 20,0, (—) 22,5 & (—) 25,0 x 10° mol L™,

(B) Curva analitica (r=0,999).

A curva analitica apresentou a seguinte equacao de reta:

I, =(0,02+0,01)+ (102 + 0,01)x [Fipronil ]

r=0,999

n=3
Foram calculados os limites de detec¢do e de quantificacdo pela equagédo do

método da IUPAC e pela extrapolacdo da curva analitica [75]. Os resultados estdo

apresentados na Tabela 5.
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Tabela 5: Valores de limites de deteccdo e de quantificacdo calculados pelos métodos

da IUPAC por Extrapolacdo da Curva Analitica.

IUPAC Extrapolacdo

LD (1,00£0,01) x 10" mol L™ (3,43+2,12) x 10 " mol L™
43,70 ug L™ 149,89 pg L

LQ (3,34+0,02) x 10" mol L™ (1,14£7,07) x 10 ® mol L™
145,96 pg L™ 498,18 ug L

A diferenca dos valores de limites de deteccdo e de quantificacdo entre o
procedimento da IUPAC e a extrapolacdo de reta se deve as equagdes empregadas [75].
O célculo dos valores de LD e LQ por meio do método da IUPAC apresentou os valores
menores quando comparados pelo método de extrapolacdo, pois foram obtidos a partir

das equacOes
LD =3x8 LQ=10x & )
b’ b

onde sg é 0 desvio padrdo da media aritmética de 10 medidas do branco (no caso do
eletrélito suporte, a solucio tampdo BR 0,1 mol L™, pH 8,0) e b é coeficiente angular da
curva analitica. Devido ao ruido da linha base, as medidas dos valores de corrente
apresentam uma baixa preciséo com a ordem de grandeza dos sinais de 1078 pA. O valor

de sg pode ser reduzido se o analista realizar diversas medidas do branco e selecionar 0s
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menores valores. Deste modo, ele ira obter um valor muito pequeno o que levara a uma
limite de detec¢do muito baixo na ordem de nanomols.
O calculo dos valores de LD e LQ através do método de extrapolacdo da curva

analitica foi obtido pelas equacdes:
SA SA

onde sa € 0 erro do coeficiente linear da curva analitica e b é o coeficiente angular. O
valor de sa foi calculado a partir dos pardmetros da curva analitica e permite registrar
um sinal analitico significativamente diferente do ruido da linha base e proximo dos
pontos iniciais da curva analitica com maior confiabilidade.

A precisdo do método eletroanalitico foi avaliada pela repetibilidade e
reprodutibilidade [76]. A repetibilidade foi calculada a partir de 5 medidas sucessivas de
uma solucdo de fipronil 1,0 x 107> mol L™ com valor de RSD de 1,47% paran = 5 para
0 mesmo eletrodo.

A reprodutibilidade foi calculada a partir de 5 medidas em dias diferentes de
uma solucdo de fipronil 1,0 x 10> mol L™ com valor de RSD de 2,77% para n = 5 para

0 mesmo eletrodo.
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4.4 Espectrofotometria de absorcdo na regido do ultravioleta

Espectros de absorc¢do na regido do ultravioleta foram realizados em solugdes

de fipronil em etanol 1% na faixa de concentracdes de 5,0 a 25,0 x 107° mol L™ e estéo

apresentados na Figura 19.
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Figura 19: Espectros de absorc¢do na regido do ultravioleta de solucdes de fipronil 1%

em etanol em diferentes concentragdes: (—) 0, (—) 5,0, (—) 10,0, (—) 15,0, (—) 20,0 e (—)

25,0 x 10° mol L™ . (B) Curva de calibrac&o (r=0,999).

A partir da curva de calibracéo, foi obtida a seguinte equacéo de reta:

A=(-0,01+0,01)+ (5765,71+148,94) x [Fipronil ]

r=0,999
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O fipronil exibiu um pico de absor¢do no comprimento de onda proximo de 280

nm. Este valor foi referente a uma transi¢éo do tipo © - m© * do anel aromético em etanol

[77,78]. Utilizando a lei de Lambert-Beer:

A=¢-b-c (7)

onde A é a absorbancia que é adimensional, ¢ é o coeficiente de absortividade molar, b é
o caminho 6ptico em cm e ¢ é a concentracdo em mol L™ O coeficiente de
absortividade molar foi calculando através do coeficiente angular da curva de calibracéo
e apresentou o valor de 5,8 x 10° cm® mol™. A partir destes resultados, o comprimento
de onda de 280 nm foi utilizado para a deteccdo por ultravioleta do fipronil nas analises

cromatograficas.

4.5 Comparagdo da metodologia eletroanalitica com o metodo oficial

A metodologia eletroanalitica desenvolvida com o eletrodo compésito de GPU
para a determinacdo do fipronil pela técnica da voltametria de onda quadrada foi
comparada com o procedimento padrdo (HPLC-UV). A Figura 20 apresenta
voltamogramas de onda quadrada do fipronil em solucdo tampédo BR 0,1 mol L™, pH
8,0 no intervalo de concentracéo de 5,0 a 25,0 x 10° mol L™ e sua respectiva curva

analitica.
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Figura 20: (A) Voltamogramas de onda quadrada de uma solucéo de fipronil em
solucdo tampéo Britton-Robinson 0,1 mol L™, pH 8,0. Freqgiiéncia 100 s, amplitude 50
mV, incremento de varredura de 2 mV. Intervalo de concentragdo: (—) 0, (—) 5,0, (—)
10,0, (—) 15,0, () 20,0 e (—) 25,0 x 10°° mol L™ . (B) Curva analitica para o fipronil

(r=0,999).

A Figura 21 apresenta os cromatogramas de soluc@es de fipronil em acetonitrila

no intervalo de 5,0 a 25,0 x 107° mol L™ e sua respectiva curva analitica.
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Figura 21: (A) Cromatogramas de uma solucéo de fipronil em acetonitrila; modo
isocréatico, fase mdvel: acetonitrila-agua (70:30). Intervalo de concentracgdes: (—) 0, (—)
5,0, (—) 10,0, (=) 15,0, () 20,0 e (—) 25,0 x 10~° mol L. (B) Curva analitica para o

fipronil (r=0,999).

A partir das curvas analiticas dos métodos voltamétrico (proposto) e
cromatografico (oficial), uma curva de correlacdo foi construida, onde os sinais de
corrente de pico, em microampéres, (método proposto) foram colocados no eixo y e 0s
sinais de areas dos cromatogramas, em unidades arbitrarias, (método oficial) sdo

colocados no eixo x. A Figura 22 apresenta a comparagao entre os dois métodos.
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Figura 22: Gréfico de correlacdo entre os valores de correntes (método eletroanalitico)

e as alturas das areas (método cromatografico).

I, =(0,20+0,01)+ (1,02 + 0,01) x [Fipronil |
r=0,999

Os valores dos coeficientes linear, angular e linear foram calculados e estdo

apresentados na Tabela 6.
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Tabela 6: Valores de coeficientes linear, angular e de correlacgéo.

Coeficiente Calculado Tedrico
Linear 0,20 0
Angular 1,02 1,0

Correlagéo 0,999 1,0

Segundo MILLER, dois métodos analiticos utilizados para a determinacdo de
um certo analito podem ser comparados estatisticamente por suas respectivas curvas
analiticas que devem ser construidas no mesmo intervalo de concentracédo [79].

Ao comparar os valores dos coeficientes linear, angular e de correlagdo da
Tabela 6, nota-se que os valores calculados e tedricos estdo proximos. Este fato indica
que a metodologia eletroanalitica proposta esta de acordo com o método cromatografico

e pode ser utilizada para a determinacdo do inseticida fipronil em analises de rotina.

4.6 Determinagé&o de fipronil em amostras

A metodologia eletroanalitica desenvolvida com o eletrodo compésito de GPU
foi aplicada para a analise de uma amostra de 4gua de um cérrego do municipio de Séo

Carlos/SP.
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4.6.1 Andlise de amostra de agua de corrego

A Figura 23 apresenta os voltamogramas de recuperacdo de uma amostra de

agua de corrego represa analisada pela metodologia eletroanalitica desenvolvida.
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Figura 23: (A) Voltamogramas de onda quadrada de uma amostra de agua de corrego
fortificada com fipronil em solucdo tampdo BR, 0,1 mol L™, pH 8,0. Freqgiiéncia 100
s! amplitude 50 mV e incremento de varredura de 2 mV. Valores de concentracéo do
padrdo adicionado: (—) 0, (—) 5,0, (—) 10,0, e (=) 15,0 x 107° mol L™. (B) Grafico de

adi¢éo de padréo (r=0,999).

O valor de recuperacdo encontrado foi de 97,14% com RSD de 1,47% para n =
3. A metodologia proposta apresentou sensibilidade, rapidez e eficiéncia na analise do
fipronil em amostras de dguas com bons resultados. O efeito da matriz foi minimo, o

que resultou em bons resultados de recuperacao.
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4.6.2 Andlise de uma formulacéao veterinaria contendo fipronil

A Figura 24 apresenta os voltamogramas de onda quadrada de uma formulagéo

veterinaria contendo fipronil.
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Figura 24. (A) Voltamogramas de onda quadrada de uma formulacdo veterinaria
contendo fipronil em solucdo tampdo BR, 0,1 mol L™, pH 8,0. Freqgiiéncia 100 s,
amplitude de 50 mV e incremento de varredura de 2 mV. Valores de concentragdo do
padrio adicionado: (—) 0, (—)5,0, (—) 10,0, e (—) 15,0 x 10°® mol L™. (B) Gréfico de

adicdo de padréo (r=0,999).

Foram obtidos valores de recuperagéo de 85,31%, com RSD de 3,14% para n =
3. A composicdo da formulagdo consiste de fipronil e de isopropanol. A metodologia
proposta apresentou sensibilidade, rapidez e eficiéncia na analise do fipronil na
formulacdo. O valor de recuperacdo obtido pode estar associado a adsorcdo de

excipientes da formulacdo comercial na superficie do eletrodo de trabalho.
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4.7 Voltametria de redissolucdo de onda quadrada

Estudos de voltametria de redissolucdo de onda quadrada foram realizados em
solucdes de fipronil de 1,0 x 10 mol L™". A Figura 25 apresenta os voltamogramas de

onda quadrada em diferentes valores de potencial de acumulagao.

T T T T T T T T T T
0,7 0,8 0,9 1,0 1,1 1,2
E/VvsE

Ag/AgCI(s)

Figura 25: Voltamogramas de redissolugdo de onda quadrada de uma solucdo de
fipronil 1,0 x 10~ mol L™ em soluc&o tamp&o BR, 0,1 mol L™, pH 8,0. Freqiéncia 100
st amplitude 50 mV, incremento de varredura 2 mV. Tempo de acumulagdo:120 s.

Potenciais de acumulagao: (—) -1,0V, (—) 0V, (—) 0,5V e (—) circuito-aberto.

O potencial de acumulacéo é aplicado ao eletrodo de trabalho para promover a
deposicdo do analito na superficie do eletrodo e seu valor deve ser menor que o
potencial de oxidagdo do fipronil [80,81]. Este parametro é responsavel pela seletividade

do procedimento de redissolucéo.
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Analisando a Figura 25, o potencial de 0,5 V foi aquele que apresentou a maior
intensidade de corrente de pico quando comparado com os demais potenciais. O valor
do potencial de circuito aberto oscilou entre 0,01 e 0,07 V apresentando intensidade de
corrente de pico proxima do potencial de 0 V. Desta forma, este valor de potencial de
0,5 V foi utilizado para estudar o tempo de acumulacdo. A Figura 26 apresenta 0s
voltamogramas de redissolucdo de onda quadrada com potencial de acumulacéo de 0,5

V em diferentes tempos de acumulacao.
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Figura 26: Voltamogramas de redissolugdo de onda quadrada de uma solucdo de
fipronil 1,0 x 10~ mol L™ em soluc&o tamp&o BR, 0,1 mol L™, pH 8,0. Freqiéncia 100
s~!, amplitude 50 mV, incremento de varredura 2 mV. Potencial de acumulagéo 0,5 V.

Tempos de acumulagéo: (—) 0, (—) 30, (—) 60, (—) 90, (—) 120s.

Analisando a Figura 26, foi verificado que a corrente de pico aumenta com o

aumento do tempo de acumulacdo. A agitacdo da solucdo diminui a espessura da
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camada de difusdo e favorece o transporte de massa do analito da solucdo para o
eletrodo de trabalho e desta forma, quanto maior o tempo de acumulagéo, maior sera a
quantidade de fipronil transportada para o eletrodo e maior o sinal de corrente [80].
Apols a otimizacdo dos parametros potencial e tempo de acumulacdo, uma
curva analitica foi construida no intervalo de concentracdes de 0,5 a 2,5 x 10 mol L™

que esta apresentada na Figura 27.
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Figura 27: (A) Voltamogramas de redissolucdo do fipronil em solucdo tampédo BR 0,1
mol L™}, pH 8,0. Freqiiéncia 100 s, amplitude 50 mV, incremento de varredura 2 mV.
Potencial de acumulacédo 0,5 V, tempo de acumulagdo 120 s. Intervalo de concentracao:
(=) 0, (=) 0,5, () ,1,0, (5 1,5, () 2,0 e (—) 2,5 x 10° mol L™. (B) Curva analitica

(r=0,999).

A partir da curva analitica, foi obtida a seguinte equacao de reta:
Ip = (0,05£0,01) + (3,95+0,01) x [Fipronil];

r=20,999
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Foram calculados os limites de deteccdo e de quantificacdo pela equacdo da
IUPAC e pela extrapolacdo da curva analitica. Os resultados estdo apresentados na

Tabela 7.

Tabela 7: Valores de limites de deteccdo e de quantificacdo calculados pelos métodos

da IUPAC por Extrapolacdo da Curva Analitica.

IUPAC Extrapolacdo

LD (1,83+0,02) x 10 P mol L™ (3,44#1,40) x 10 ° mol L™
0,80 pug L™ 15,03 pg L

LQ (6,10+0,06) x 10" mol L™  (1,03+0,42) x 10" mol L™
2,67 pgLt 45,01 pug L

*Paran = 3.

Os valores dos limites de deteccdo e de quantificagcdo calculados pelo método
da IUPAC foram menores, pois foram calculados considerando o desvio padrdo da
media de dez brancos. J& para os valores obtidos pela extrapolacdo da curva analitica, 0s
valores foram maiores, pois as equacOes empregadas consideram o erro do coeficiente
linear e desta forma a magnitude do LD e LQ est& proxima dos valores iniciais da curva
analitica. A repetibilidade do método eletroanalitico apresentou o valor de RSD de

1,72% para n = 5. A reprodutibilidade apresentou o valor de RSD de 1,51% paran = 5.
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4.8 Aplicacdo da metodologia de pré-concentracdo para a analise de amostras

A metodologia eletroanalitica desenvolvida foi aplicada para a determinagéo de
fipronil em amostras de aguas, uma formulagdo veterinaria e uma amostra de leite. As
amostras de agua e de leite foram fortificadas com uma solucéo de fipronil de 2,0 x 107
mol L™ em etanol. Em seguida, adices de padréo foram realizadas para o posterior

célculo de recuperagéo.

4.8.1 Anélise de amostras de aguas

A Figura 28 apresenta os voltamogramas de pré-concentracdo do fipronil de

uma das amostras de dguas naturais.
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Figura 28: (A) Voltamogramas de redissolucdo de onda quadrada de uma amostra de
4gua contendo fipronil em uma solucéo tampdo BR, 0,1 mol L™, pH 8,0. Freqgiiéncia
100 s™*, amplitude 50 mV e incremento de varredura de 2 mV. Potencial de acumulago

0,5V, tempo de redissolucdo 120 s. (B) Curva de adicéo de padrao (r=0,999).
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A partir dos valores de adi¢cdo de padrdo, foi calculado o valor de recuperagédo

que esta apresentado na Tabela 8.

Tabela 8: Valores de recuperacdo para a analise de amostras de aguas naturais.

Amostra Recuperacéo (%) Desvio padréo
1 111,00 9,46
2 106,31 5,93
3 102,21 4,03
*Paran = 3.

Foram observados valores de recuperacdo entre 102,21 e 111,00%, com RSD
entre 4,03 e 9,46. As medidas foram realizadas em triplicata. A metodologia proposta
com a etapa de pré-concentracdo apresentou sensibilidade, rapidez e eficiéncia na
andlise de tracos do fipronil em amostras de aguas. O efeito da matriz foi minimo, o que

resultou em bons resultados de recuperagao.

4.8.2 Anélise de amostra de leite

A Figura 29 apresenta os voltamogramas de recuperagdo de uma amostra de
leite que foi analisada pelo procedimento de pré-concentragdo com o eletrodo composito

de GPU.
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Figura 29: (A) Voltamogramas de redissolucdo de onda quadrada de fipronil de uma
amostra de leite em solucdo tamp&o BR 0,1 mol L™, pH 8,0. Freqgiiéncia 100 s,
amplitude 50 mV, incremento varredura 2 mV. Potencial de acumulacéo 0,5 V, tempo

de redissolugdo 120 s. (B) Curva analitica (r=0,999).

A Tabela 9 apresenta os valores de recuperacdo para a analise de amostras de

leite fortificadas com fipronil e extraida com diferentes solventes.

Tabela 9: Valores de recuperacédo de fipronil extraido de amostra de leite por diferentes

solventes.
Solvente Recuperagéo Desvio padréo
Acetato de etila 20,90 2,47
Acetona 31,20 4,59
Metanol 32,77 1,70
*Paran = 3.
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O leite € uma mistura complexa de substancias, tais como, agua, gorduras,
proteinas, acucares e sais [82]. Os valores de recuperacdo foram baixos devido a baixa
eficiéncia da extracao. O fipronil € um composto apolar que tem afinidade por grupos de
baixa polaridade e assim, a extracdo por solventes nédo foi realizada com sucesso para a
remocdo do inseticida fipronil do leite, o que justifica os valores de recuperacdo em
torno de 30%.

Desta forma, outros procedimentos de extracdo devem ser realizados para uma
extracdo eficiente do inseticida fipronil para a obtencdo de melhores valores de
recuperacdo por meio do uso de fases sélidas especificas para determinacéo do fipronil

em matrizes de leite e derivados [83].
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5. Conclusdes

O fipronil apresentou um comportamento de sistema irreversivel no eletrodo
compdsito de grafite-poliuretana 70% em solucéo tamp&o Britton-Robinson 0,1 mol L™,
pH 8,0. Uma corrente de pico foi observada no potencial de 0,95 V com caracteristicas
de processo irreversivel. Os estudos por voltametria ciclica mostraram que 0 processo
eletrodico é controlado pela cinética com adsorcdo de reagente e/ou produto na
superficie do eletrodo de trabalho. No estudo de variacdo de pH, foi constatado que em
pH 8,0 foi obtida a maior resposta de corrente para a reacdo de oxidacdo do fipronil,
valor este utilizado no desenvolvimento da nova metodologia eletroanalitica.

A eletrdlise do fipronil apresentou valores de carga de 0,21 C para oxidar 1,8 x
10° mols do inseticida. Os resultados permitiram calcular o nimero de elétrons
envolvidos na oxidacdo do fipronil por meio da equacdo de Faraday. Foi verificado que
na reacdo de oxidacdo envolve a perda de um elétron por molécula de fipronil. Estudos
posteriores de caracterizacdo dos produtos de eletrélise serdo realizados para propor um
mecanismo de oxidacdo do fipronil.

A metodologia eletroanalitica desenvolvida com o eletrodo compdsito de GPU
para a determinacdo do inseticida fipronil utilizando freqiiéncia 100 s, amplitude 50
mV, incremento de varredura de 2 mV apresentou um excelente desempenho para fins
analiticos e os resultados satisfatorios foram para analises de rotina.

Os limites de deteccdo (LD) e de quantificacdo (LQ) foram calculados pelo
método da IUPAC e pelo método de extrapolacdo da curva analitica. Foram obtidos
valores diferentes devido as equac@es utilizadas. O método IUPAC considera o desvio

padrdo da média aritmética de 10 brancos da linha base. O valor do LD é muito baixo e
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estd distante da menor concentracdo da curva que pode levar o analista a falsas
conclusoes.

O método de extrapolacdo da curva analitica considera os erros associados as
medidas das intensidades de correntes (desvio padrdo do coeficiente linear da curva
analitica). O valor de LD estd préximo do menor valor do primeiro ponto da curva
analitica e permite uma interpretacéo real pelo analista.

Os valores de LD e LQ calculados foram (1,00£0,01) x 107" e (3,34+0,02) x
10" mol L™, respectivamente utilizando as equacdes da IUPAC. Pelas equacdes do
método de extrapolacdo de curva analitica, os valores de LD e LQ foram (3,43+2,12) x
10" e (1,14+7,07) x 10° mol L™, respectivamente.

A metodologia eletroanalitica desenvolvida pela técnica da voltametria de onda
quadrada utilizando o eletrodo composito de GPU apresentou concordancia com o
método oficial, a cromatografia liquida de alta eficiéncia com deteccdo de ultravioleta
(HPLC-UV). Por meio do tratamento estatistico utilizando as curvas de calibracdo no
intervalo de concentracdo de 5,0 a 25,0 x 10°° mol L™ o gréfico que relaciona os sinais
analiticos dos procedimentos proposto e oficial apresentou um coeficiente correlagédo de
0,995.

A aplicacdo da metodologia em uma amostra de dgua natural de um cérrego da
cidade de S&o Carlos/SP apresentou valores de 97,14% com RSD de 1,47%. Nao foi
observado efeito da matriz que causasse problemas no sinal de corrente.

A anélise da formulacdo veterinaria comercial pela metodologia eletroanalitica
desenvolvida com eletrodo composito de GPU apresentou valores de recuperacdo de
85,31%, com RSD de 3,14%. Este valor se deve a competicdo pelos sitios ativos da

superficie do eletrodo entre o solvente e o analito.
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Os estudos por voltametria de redissolucdo mostraram que o eletrodo
composito de GPU apresenta potencial para este procedimento de analise. Os valores de
corrente mais sensiveis para deteccdo do fipronil foram obtidos com o potencial de
acumulacdo de 0,5 V e tempo de acumulacdo de 120 s. Os valores de LD e LQ
calculados foram (1,83+0,02) x 107 e (6,10+0,06) x 10~ mol L™, respectivamente
utilizando as equacgdes da IUPAC. Pelas equaces do método de extrapolagdo de curva
analitica, os valores de LD e LQ foram (3,44+1,40) x 10°® e (1,03+0,42) x 10" mol L,
respectivamente.

A andlise de aguas naturais da cidade de Sdo Carlos/SP contendo fipronil
utilizando a voltametria de redissolucao apresentou valores de recuperacao entre 102,21
e 111,00%. O método de redissolucdo se mostrou adequado para a analise de tragcos do
inseticida com RSD de 4,03 a 9,46%.

A andlise de leite contendo fipronil apresentou valores de recuperacdo entre
20,90 e 32,77 % devido a baixa eficiéncia do processo de extracdo. Além disso, o
fipronil apresenta afinidade pela matéria organica do leite que é composta por lipideos e
proteinas.

De maneira geral, a metodologia eletroanalitica desenvolvida para a
determinacéo de fipronil utilizando o eletrodo compésito de GPU apresentou resultados
satisfatorios para as analises de rotina em aguas e em formulacdo comercial, podendo

ser utilizada como uma alternativa aos procedimentos cromatograficos usuais.
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