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Resumo

Dornellas, Rafael Machado; Aucélio, Ricardo Queiroz. Desenvolvimento de
métodos eletroanaliticos para a determinacdo de fungicidas da classe das
estrobilurinas utilizando eletrodos de filme de bismuto e de diamante
dopado com boro. Rio de Janeiro, 2014. 209p. Tese de doutorado —
Departamento de Quimica, Pontificia Universidade Catélica do Rio de Janeiro.

O monitoramento de residuos de pesticidas é extremamente importante e isso
se da pelo emprego de métodos analiticos adequados para avaliar a sua presenca em
compartimentos ambientais e a contaminacdo de alimentos com esses agentes. Os
pesticidas da classe das estrobilurinas vém se tornando os mais utilizados para o
controle dos fungos e apesar da propagada baixa toxicidade e rapida degradacéo,
estudos devem ser realizados para averiguar o nivel de exposicdo dos humanos a
tais substancias. Estudos com as estrobilurinas (azoxistrobina, cresoxim-metilico,
dimoxistrobina, fluoxastrobina, picoxistrobina, piraclostrobina e trifloxistrobina)
utilizando o eletrodo de trabalho de diamante dopado com boro (DDB) foram
realizados por voltametria ciclica e voltametria de onda quadrada (SWV) e
indicaram dois picos de oxidacdo (varredura anodica) em potenciais distintos.
Dados experimentais e da literatura permitiram supor que para cresoxim-metilico e
dimoxistrobina o primeiro pico de oxidagdo tem um mecanismo irreversivel com 2
mols de elétrons por mol de analito e o segundo pico de oxidacdo com mecanismo
quase-reversivel. Para picoxistrobina, os dois picos de oxidacdo sdo irreversiveis
com 2 mols de elétrons por mol de analito. Para piraclostrobina os dois picos de
oxidacao sdo quase-reversiveis. Métodos por SWV foram desenvolvidos utilizando
DDB para determinacdo de cresoxim-metilico, picoxistrobina e piraclostrobina. As
varreduras anddicas foram feitas entre: +1000 a +1750 mV (medicdo do sinal em
+1420 mV) para cresoxim-metilico; +1100 a +1800 mV (medicdo do sinal em
+1450 mV) para picoxistrobina e +1050 a +2100 mV (medicéo do sinal em +1280
mV) para piraclostrobina. O eletrélito suporte foi tamp&o acetato (0,05 mol L; pH
4,0) para a determinacdo de cresoxim-metilico e piraclostrobina e tamp&o Britton-

Robinson (0,04 mol L?; pH 2,0) para a picoxistrobina. Resposta analitica linear
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para cresoxim-metilico foi do limite de quantificacdo, LOQ, (0,9 umol L ou 0,27
mg L™) até 34,0 umol L™t com R?> 0,999. Para picoxistrobina a faixa linear foi do
LOQ (0,7 umol L? ou 0,25 mg L) a 20,0 umol L? (R?> 0,994). Ja para
piraclostrobina a faixa linear foi do LOQ (0,8 pmol L™ ou 0,32 mg L) a 20,0 umol
L (R%> 0,991). Os métodos foram aplicados na analise de amostras de suco de uva
(cresoxim-metilico e piraclostrobina) e &guas naturais (picoxistrobina e
piraclostrobina). As recuperagfes variaram de 91,6 a 105,3% dependendo da
estrobilurina. Os métodos propostos foram comparados com cromatografia liquida
de alta eficiéncia (HPLC) e os resultados ndo indicaram diferenca significativa entre
eles. Amostras de suco de uva comercial foram fortificadas na concentracdo do
limite maximo permitido pela legislacdo, sendo o analito pré-concentrado dez vezes
por extracdo em fase solida (SPE), com cartucho C18, obtendo-se recuperagdes
entre 95,4 a 99,5% dependendo da estrobilurina. Dados experimentais indicaram
que ndo houve degradacao térmica significativa para as estrobilurinas em solucdes
aquecidas a 60 °C durante 2 h. N&o foi possivel propor um perfil simples de cinética
para degradacdo por exposicdo ao UV para o cresoxim-metilico. Para
picoxistrobina e piraclostrobina, um modelo de cinética de segunda ordem pode ser
atribuido para a degradacéo por exposicdo ao UV. Métodos com a abordagem de
andlise por injecdo em batelada (BIA) com deteccdo amperométrica no eletrodo de
DDB foram desenvolvidos para a determinacéo de dimoxistrobina e picoxistrobina
em aguas naturais. Os métodos apresentaram uma frequéncia de analise de 180
injecdes h? (dimoxistrobina) e 108 injecdes h (picoxistrobina), e precisio
satisfatoria (abaixo de 5%). Resposta analitica linear para dimoxistrobina foi de 1,3
umol L (0,41 mg L) a 60,0 pumol L com R%> 0,999 e para picoxistrobina foi de
5,3 umol L (1,95 mg L) e 100,0 pmol L (R?> 0,999). Valores de recuperagéo
obtidos nas amostras de aguas naturais fortificadas com os analitos foram entre 80,2
e 105,6% dependendo do analito. Além disso, uma estratégia simples para detectar
a presenca de moléculas interferentes em amostras de agua com base na
amperometria de mdaltiplos pulsos foi apresentada com sucesso. Um método
voltamétrico de redissolucdo anddica por pulso diferencial usando o eletrodo de
filme de bismuto foi desenvolvido para a determinacdo de picoxistrobina em
amostras de urina e &guas naturais. O ciclo de medicdo comegou com a aplicacdo

de um potencial de deposicdo de -700 mV durante 60 s para a formagdo in situ do
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filme Bi e a acumulagdo do analito. A varredura de potencial foi no sentido anddico
entre +790 e +1050 mV. Provou-se que, nas condi¢cfes empregadas, uma
quantidade significativa de filme de Bi ainda esté presente na superficie do eletrodo
de carbono vitreo ap6s a varredura anddica, com uma velocidade de 40 mV s™. A
presenca de Bi é fundamental para a acumulacédo e oxidagdo de picoxistrobina (pico
maximo em +954 mV) durante redissolucdo. O eletrolito suporte foi HCI 1,0 mol
L. Um procedimento de limpeza foi desenvolvido a fim de minimizar o efeito de
meméria. Resposta analitica linear para picoxistrobina foi observada de 2,8 pumol
Lt (1,0 mg L) até 19,0 pmol L™ (R%> 0,994). SPE permitiu a pré-concentragdo do
analito e eliminou as interferéncias nas amostras de urina. Recuperacdes de 89,3 a
104,8% foram encontradas e a interferéncia das outras estrobilurinas ao método
foram avaliadas. O método proposto foi comparado com HPLC e os resultados

indicam que ndo houve diferenca significativa entre eles.

Palavras-chave
Estrobilurinas; filme de bismuto; diamante dopado com boro; voltametria;

amperometria e analise por injecdo em batelada.
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Abstract

Dornellas, Rafael Machado; Aucélio, Ricardo Queiroz (Advisor).
Electroanalytical methods for the determination of fungicides of the
strobilurin class using the bismuth film electrode and the boron-doped
diamond. Rio de Janeiro, 2014. 209p. DSc. Thesis — Departamento de Quimica,
Pontificia Universidade Catolica do Rio de Janeiro.

The monitoring of pesticide residues is extremely important and this is
accomplished by the use of methods to assess their presence in environmental
compartments and in food stuff contaminated with these agents. The pesticides of
the strobilurin class have become the most widely used for fungi control and despite
the low toxicity and rapid degradation, studies should be conducted to ascertain the
level of human exposure to such substances. Studies with the strobilurin pesticides
(azoxystrobin, kresoxim-methyl, dimoxystrobin, fluoxastrobin, picoxystrobin,
pyraclostrobin and trifloxystrobin) were performed by cyclic voltammetry and
square wave voltammetry (SWV) using the boron-doped diamond (BDD). Results
indicated two oxidation peaks (anodic scan) at different potentials. Based on
experimental data and literature it is assumed that for kresoxim-methyl and
dimoxystrobin the first oxidation peak comes from an irreversible mechanism
involvieng 2 moles of electrons per mole of analyte while the second oxidation peak
is from a quasi-reversible mechanism. For picoxystrobin, the two oxidation peaks
are from irreversible processes involving 2 moles of electrons per mole of analyte.
For pyraclostrobin, the two oxidation peaks are from quasi-reversible processes.
SWV methods were developed for determination of kresoxim-methyl,
pyraclostrobin and picoxystrobin using the BDD. The anodic scans were made
between: +1000 to +1750 mV (measured signal at +1420 mV) for kresoxim-methyl;
+1100 to +1800 mV (measured signal at +1450 mV) for picoxystrobin and +1050
to +2100 mV (measured signal at +1280 mV) for pyraclostrobin. The supporting
electrolyte was acetate buffer (0.05 mol L?, pH 4.0) for the determination of
kresoxim-methyl and pyraclostrobin and Britton-Robinson buffer (0.04 mol L, pH

2.0) to picoxystrobin. Linear analytical response to kresoxim-methyl was the limit
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of quantification, LOQ (0.9 umol L or 0.27 mg L™) to 34.0 pmol L with R%>
0.999. For picoxystrobin the linear range was from LOQ (0.7 umol L or 0.25 mg
L) to 20.0 umol L (R?> 0.994). Pyraclostrobin presented linear range from LOQ
(0.8 umol L and 0.32 mg L) to 20.0 umol L (R2> 0.991). The methods were
applied in the analysis of grape juice samples (kresoxim-methyl and pyraclostrobin)
and in natural waters (picoxystrobin and pyraclostrobin). The recoveries ranged
from 91.6 to 105.3% depending on the strobilurin. The results obtained with the
proposed methods were compared with the ones achieved by high performance
liquid chromatography (HPLC) indicating no significant difference between them.
Commercial grape juice samples were fortified at the maximum concentration
allowed legislation and the analytes were pre-concentrated (tenfold) by solid phase
extraction (SPE) in a C18 cartridge analyte Recoveries were between 95.4 to 99.5
% depending on the strobilurin. Experimental data indicate that no significant
thermal degradation occurred for strobilurins in solutions heated at 60 °C for 2 h. It
was not possible to propose a simple kinetic profile for the UV degradation of
kresoxim-methyl. However, for picoxystrobin and pyraclostrobin, a second-order
kinetic model explains their degradation profile. Methods using batch injection
analysis (BIA) with amperometric detection on a BDD electrode have also been
developed for the determination of picoxystrobin and dimoxystrobin in natural
waters. The methods showed an analytical frequency of 180 injections h?
(dimoxystrobin) and 108 injections h'* (picoxystrobin) and satisfactory precision
(less than 5%). Linear analytical response for dimoxystrobin was from 1.3 pumol L-
1(0.41 mg L) to 60.0 pmol L with R%> 0.999 while for picoxystrobin, the range
was from 5.3 umol L (1.95 mg L™?) to 100.0 umol L™ (R?> 0.999). Recoveries
achieved for analyte fortified water samples were between 80.2 and 105.6%
depending on the analyte. In addition, a simple strategy to detect the presence of
interfering molecules in water samples, based on multiple pulse amperometry, was
successfully introduced. A stripping anodic differential pulse voltammetric method
using the bismuth film electrode was developed for the determination picoxystrobin
in urine samples and in natural waters. The measurement cycle started with the
application of a deposition potential of -700 mV for 60 s for the in situ formation
of the Bi film and for the accumulation of analyte. The potential was scanned in the
anodic direction between +790 and +1050 mV. It has been proven that, under the

conditions employed, a significant amount of Bi film is still present on the surface
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of the glassy carbon electrode after anodic sweep, with a speed of 40 mV s™. The
presence of Bi is essential for the accumulation and oxidation of picoxystrobin
(maximum peak at +954 mV) during stripping. The supporting electrolyte was HCI
1.0 mol L%, A cleaning procedure was developed to minimize the memory effect.
Analytical linear response was observed for picoxystrobin from 2.8 umol L (1.0
mg L) to 19.0 umol L (R?> 0.994). SPE allowed the pre-concentration of the
analyte and elimination of interferences from urine samples. Recoveries from 89.3
to 104.8% were found. Interference of other strobilurin the method were evaluated.
The proposed method was compared with HPLC and the results indicate no
significant difference between them.

Keywords

Strobilurins; bismuth film; boron-doped diamond; voltammetry; amperometry

and batch injection analysis.
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Figura 1 - Estrutura basica das estrobilurinas naturais. Fonte: Adaptado
de BALBA, 2007. 43
Figura 2 - Estrutura basica das estrobilurinas naturais:

A - (E)-B-metoxiacrilato; e seus analogos sintéticos: B - (E)-
metoxiiminoacetato, C - (E)metoxiimino-N-metilacetamida,

D - dihidro-dioxazina-metanona-O-metiloxima. 45
Figura 3 - Representacdo esquematica da dupla camada elétrica
segundo a sintese de Stern dos modelos propostos por Helmholtz,

Gouy e Chapman, onde: ¢' ¢ a camada interna e o a camada de

difusdo. Fonte: Adaptado de TICIANELLI e GONZALEZ, 2005. 64
Figura 4 - Estratégias de aplicacdo da taxa de variacéo de potencial:

A) Voltametria com varredura linear; B) voltametria de varredura do tipo
ciclico; C) voltametria com varredura do tipo pulso diferencial e D)
voltametria com varredura do tipo onda quadrada. Fonte: Adaptado de
SKOOG, et. al, 2002. 66
Figura 5 - Aplicacédo de potencial em funcédo do tempo em voltametria

de pulso diferencial. A corrente é amostrada em S; e Sz e a diferenca
entre elas € que é registrada: | = Is2 — Is1, sendo t o tempo. Fonte:
Adaptado de SKOOG, et. al, 2002. 67
Figura 6 - Forma de aplicacdo do potencial na voltametria de onda
guadrada. Onde: a € a amplitude de pulso; AEs é o incremento de
varredura e t € o tempo. Fonte: Adaptado de SOUZA, et. al, 2003. 68
Figura 7 - a) Diagrama esquematico da primeira célula BIA: A - eletrodo
de trabalho; B - eletrodo auxiliar; C - eletrodo de referéncia; D - ponteira
da micropipeta; E - orificio para preenchimento da célula; F - barra de
agitacdo; G - dreno. b) Etapas envolvidas em uma injecdo no BIA.

Fonte: Adaptado de WANG e TAHA, 1991 e QUINTINO e ANGNES,
2004. 77
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Figura 8 - Célula eletroquimica de Teflon construida no laboratorio:

(A) Eletrodo auxiliar de platina; (B) Eletrodo de referéncia de

Ag/AgClsay; (C) Eletrodo de trabalho de DDB. 85
Figura 9 — 1) Representacdo esquematica de uma célula para

realizacdo dos experimentos de BIA-amperometria: (A) Eletrodo de
referéncia de Ag/AgClsay; (B) eletrodo auxiliar; (C) ponteira plastica de
micropipeta eletrénica do tipo Combitip®; (D) barra de Teflon utilizada
como agitador; (E) placa de cobre para estabelecer contato elétrico com
o potenciostato; (F) Anel de vedacéo de borracha; (G) eletrodo de DDB.
2) Foto da célula utilizada na abordagem BIA-amperometria. Fonte:
Adaptado de TORMIN et al., 2011. 86
Figura 10 - 1) Representacdo esquematica do reator fotoquimico

utilizado no estudo da degradagao UV das estrobilurinas, onde: (A)
Sentido do fluxo de ar no reator; (B) tubos de quartzo; (C) extrator de ar
(mesa com ventilador de notebook); (D) lampadas de vapor de

mercurio. 2) Foto do interior do fotoreator com duas lampadas ligadas.
Fonte: Adaptado de ANTONIO, 2012. 88
Figura 11 — Voltamogramas com uma varredura anodica de potencial

em uma faixa de 0 a +2200 mV para as estrobilurinas utilizando

eletrodo de trabalho de DDB. (A) azoxistrobina (Ep1 = +1390 mV e

Ep2= +1958 mV); (B) cresoxim-metilico (Ep1 = +1420 mV e Ep>= +1700
mV); (C) dimoxistrobina (Ep1 = +1350 mV e Ep>= +1750 mV); (D)
fluoxastrobina (Ep = +1884 mV); (E) picoxistrobina (Ep1 = +1450 mV e
Ep2= +1914 mV); (F) piraclostrobina (Ep1 = +1280 mV e Ep>= +1650 mV)

e (G) trifloxistrobina (Ep1 = +1734 mV e Epo= +2048 mV). Parametros
instrumentais: 25 mV de amplitude de pulso; 15 mV de incremento de
varredura; 30 Hz de frequéncia e célula contendo tampao BR

0,04 mol L pH 2,0/ acetonitrila (70/30%). Traco pontilhado é o
voltamograma da mistura de tamp&o BR 0,04 mol L pH 2,0/

acetonitrila (70/30%). 102
Figura 12 — Voltamogramas ciclicos obtidos para as estrobilurinas
utilizando como eletrodo de trabalho o DDB. (A) azoxistrobina; (B)

cresoxim-metilico; (C) dimoxistrobina; (D) fluoxastrobina; (E)
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picoxistrobina; (F) piraclostrobina e (G) trifloxistrobina. Parametros
instrumentais: 100 mV s* de velocidade de varredura; 5 mV de
incremento de varredura e célula contendo tamp&o BR 0,04 mol L pH
2,0/ acetonitrila (70/30%). Traco pontilhado é o voltamograma da

mistura de tamp&do BR 0,04 mol L pH 2,0/ acetonitrila (70/30%). 103
Figura 13 — Voltamogramas obtidos com uma varredura anddica de
potencial em uma faixa de +1400 a +2200 mV para as fluoxastrobina
utilizando como eletrodo de trabalho o DDB. Parametros instrumentais:
25 mV de amplitude de pulso; 15 mV de incremento de varredura,

30 Hz de frequéncia e célula contendo tampéo BR 0,04 mol L pH 2,0/
acetonitrila (70/30%). 104
Figura 14 - (A) Variagdo da raiz quadrada da velocidade de varredura
(\v) em funcéo da corrente de pico de cresoxim-metilico (Ip) de
cresoxim-metilico. (B) Ip em funcéo da frequéncia (f). Parametros
instrumentais para CV: tampéao BR (0,04 mol L) pH 2,0 foi o eletrdlito
suporte; 2 mV de incremento de varredura; +1200 a +2200 mV de
intervalo de potencial e 15,0 umol L* de concentracéo final de
cresoxim-metilico. Parametros instrumentais para SWV: tampao BR
(0,04 mol L) pH 2,0 foi o eletrélito suporte; 20 mV de incremento de
varredura; 40 mV de amplitude de pulso e 9,9 pumol L* de

concentracao final de cresoxim-metilico. 107
Figura 15 - (A) Potencial de pico (Ep) em funcéo do logaritmo da
frequéncia (log f) aplicada a uma amplitude de pulso (a) de 30 mV. (B)
Variacao da corrente de pico (Ip) em funcéo de a para f de 30 Hz.
Parametros instrumentais: tamp&o BR (0,04 mol L) pH 2,0 foi o

eletrélito suporte; 20 mV de incremento de varredura e 9,9 pmol L de
concentracao final de cresoxim-metilico. 108
Figura 16 - Mecanismos propostos para a oxidacao de cresoxim-

metilico. 110
Figura 17 - (A) Variacdo da raiz quadrada da velocidade de varredura
(\v) em funcéio da corrente de pico de cresoxim-metilico (Ip). (B) I, em
funcéo da frequéncia (f). Parametros instrumentais para CV: tampéo

BR (0,04 mol L?) pH 2,0 foi o eletrélito suporte; 2 mV de incremento
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de varredura; +1200 a +2200 mV de intervalo de potencial e 15,0
umol Lt de concentragéo final de cresoxim-metilico. Parametros
instrumentais para SWV: tampéo BR (0,04 mol L) pH 2,0 foi o
eletrdlito suporte; 20 mV de incremento de varredura; 40 mV de
amplitude de pulso e 9,9 umol L de concentracéo final de cresoxim-
metilico. 111
Figura 18 — (A) Variagéo da raiz quadrada da velocidade de varredura
(\v) em funcéo da corrente de pico (I) da dimoxistrobina. (B) I, em
funcao da frequéncia (f). Parametros instrumentais para CV: tampao
BR (0,04 mol L) pH 2,0 foi o eletrdlito suporte; 2 mV de incremento
de varredura; +1200 a +2200 mV de intervalo de potencial e 15,0
umol Lt de concentragdo final de dimoxistrobina. Parametros
instrumentais para SWV: tampéao BR (0,04 mol L) pH 2,0 foi o
eletrdlito suporte; 20 mV de incremento de varredura; 40 mV de
amplitude de pulso e 9,9 umol Lt de concentracéo final de
dimoxistrobina. 112
Figura 19 — (A) Variacéo da raiz quadrada da velocidade de varredura
(\v) em funcéo da corrente de pico (Ip) de dimoxistrobina. (B) I, em
funcao da frequéncia (f). Parametros instrumentais para CV: tampao
BR (0,04 mol L) pH 2,0 foi o eletrélito suporte; 2 mV de incremento
de varredura; +1200 a +2200 mV de intervalo de potencial e 15,0
umol L de concentracéo final de dimoxistrobina. Parametros
instrumentais para SWV: tampéo BR (0,04 mol L) pH 2,0 foi o
eletrdlito suporte; 20 mV de incremento de varredura; 40 mV de
amplitude de pulso e 9,9 umol L de concentragéo final de
dimoxistrobina. 113
Figura 20 - (A) Corrente de pico em funcédo de frequéncia (f). (B)
Variacdo da raiz quadrada da velocidade de varredura em funcao

de I, de picoxistrobina. (1) Pico de oxidagdo com maximo em

+1450 mV e (2) pico de oxidacdo com maximo em +1950 mV.
Parametros instrumentais para CV: tamp&o BR (0,04 mol L) pH 2,0
foi o eletrdlito suporte; 2 mV de incremento de varredura; +1200 a

+2200 mV de intervalo de potencial e 15,0 pumol L de concentracédo
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final de picoxistrobina. Parametros instrumentais para SWV: tampéao

BR (0,04 mol L) pH 2,0 foi o eletrdlito suporte; 20 mV de incremento

de varredura; 40 mV de amplitude de pulso e 9,9 pmol L* de
concentracgéo final de picoxistrobina. 114
Figura 21 - (A) Corrente de pico em funcéo de frequéncia (f). (B)
Variacéo da raiz quadrada da velocidade de varredura em funcao

de I, de piraclostrobina. (1) Pico de oxidagdo com maximo em

+1280 mV e (2) pico de oxidacdo com maximo em +1650 mV.
Parametros instrumentais para CV: tampéao BR (0,04 mol L) pH 2,0

foi o eletrdlito suporte; 2 mV de incremento de varredura; +1200 a

+2200 mV de intervalo de potencial e 15,0 umol L* de concentracéo

final de piraclostrobina. Parametros instrumentais para SWV: tampé&o

BR (0,04 mol L) pH 2,0 foi o eletrélito suporte; 20 mV de incremento

de varredura; 40 mV de amplitude de pulso e 9,9 umol L de
concentracao final de piraclostrobina. 116
Figura 22 — Influéncia do pH no eletrdlito suporte para a area

integrada do pico. (A) Cresoxim-metilico; (B) picoxistrobina; (C)
piraclostrobina. Parametros instrumentais: tamp&o BR (0,04 mol L)

pH 2,0 a 12,0 foi o eletrdlito suporte; 40 Hz de frequéncia; 10 Mv de
incremento de varredura; 20 mV de amplitude de pulso e 9,9 pmol L

de concentracao final de cada estrobilurina na célula. 118
Figura 23 — Influéncia na concentracéo da solucao de tampéo acetato

na area integrada do pico. (A) Cresoxim-metilico; (B) picoxistrobina;

(C) piraclostrobina. Parametros instrumentais: tampao acetato pH 4,0

foi o eletrdlito suporte; 40 Hz de frequéncia; 10 mV de incremento de
varredura; 20 mV de amplitude de pulso e 9,9 pmol L* de

concentracgao final de cada estrobilurina na célula. 119
Figura 24 — Influéncia da amplitude de pulso (a) na area integrada do
pico. (A) Cresoxim-metilico; (B) picoxistrobina; (C) piraclostrobina.
Parametros instrumentais: tampé&o acetato (0,05 mol L) pH 4,0, para
cresoxim-metilico e piraclostrobina e tampéo BR (0,04 mol L) pH 4,0

para picoxistrobina foram os eletrdlitos suporte; 40 Hz de frequéncia;
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10 mV de incremento de varredura e 9,9 umol L de concentragéo

final de cada estrobilurina na célula. 120
Figura 25 — Influéncia da frequéncia de pulso (f) na area integrada do
pico. (A) Cresoxim-metilico; (B) picoxistrobina; (C) piraclostrobina.
Parametros instrumentais: tampé&o acetato (0,05 mol L) pH 4,0, para
cresoxim-metilico e piraclostrobina e tamp&do BR (0,04 mol L) pH 4,0
para picoxistrobina foram os eletrdlitos suporte; 50 mV de amplitude

para cresoxim-metilico e picoxistrobina e 40 mV de amplitude para
piraclostrobina; 10 mV de incremento de varredura e 9,9 umol L de
concentracao final de cada estrobilurina na célula. 121
Figura 26 — Influéncia do incremento de varredura na area integrada

do pico. (A) Cresoxim-metilico; (B) picoxistrobina; (C) piraclostrobina.
Parametros instrumentais: tampéao acetato (0,05 mol L) pH 4,0, para
cresoxim-metilico e piraclostrobina e tampé&o BR (0,04 mol L) pH 4,0
para picoxistrobina foram os eletrolitos suporte; 50 mV de amplitude

para cresoxim-metilico e picoxistrobina e 40 mV de amplitude para
piraclostrobina; 30 Hz de frequéncia e 9,9 umol L de concentracéo

final de cada estrobilurina na célula. 122
Figura 27 — Voltamogramas caracteristicos utilizando eletrodo de

trabalho DDB nas condi¢des experimentais escolhidas para: (A)
cresoxim-metilico; (B) picoxistrobina; (C) piraclostrobina. Parametros
instrumentais: ver Tabela 8 para cresoxim-metilico; ver Tabela 9 para
picoxistrobina; ver Tabela 10 para piraclostrobina e 9,9 pmol L de
concentracgao final de cada estrobilurina na célula. 124
Figura 28 - (A) Voltamogramas de concentracdes crescentes de
cresoxim-metilico: (A) branco; (B) 3,9 pmol L%; (C) 7,9 umol L;

(D) 12,0 umol L%; (E) 16,0 umol LL; (F) 20,0 umol L (G) 23,0

umol L1; (H) 27,0 umol L; (1) 31,0 umol Lt; (J) 34,0 umol L.

(B) Curva analiticacomY = (3,3 x 102+ 2,5 x 10* pA L mol?) X -

(2,1 x 102+ 5,3 x 103) e R? = 0,9995. Parametros eletroquimicos
utilizados estdo descritos na Tabela 8. 126
Figura 29 — Voltamogramas que mostram a diferenca entre o sinal

produzido pelo (A) branco e (B) por uma concentragéo de cresoxim-
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metilico equivalente ao LOQ (0,9 umol L1). Parametros eletroquimicos
utilizados estao descritos na Tabela 8. 127
Figura 30 - (A) Voltamogramas de concentracdes crescentes de
picoxistrobina: (A) branco; (B) 3,9 umol L; (C) 7,9 umol L; (D) 12,0
umol L%; (E) 16,0 umol L%; (F) 20,0 umol L. (B) Curva analitica com
Y=(2,0%x102+7,1x10%pAL mol) X + (1,1 x 102+ 8,4 x 103) e
R?=0,9941. Parametros eletroguimicos utilizados estéo descritos na
Tabela 9. 128
Figura 31 — Voltamogramas que mostram a diferenga entre o sinal
produzido pelo (A) branco e (B) por uma concentracéo de

picoxistrobina equivalente ao LOQ (0,7 umol L1). Parametros
eletroquimicos utilizados estdo descritos na Tabela 9. 129
Figura 32 - (a) Voltamogramas de concentragdes crescentes de
piraclostrobina: (A) branco; (B) 3,9 umol L; (C) 7,9 umol Lt; (D) 12,0
umol L1 (E) 16,0 umol L1; (F) 20,0 umol L. (b) Curva analitica com
Y=(55x102+2,3x10° AL mol!) X + (4,5x102+2,7x10% e
R?=0,9912. Parametros eletroquimicos utilizados estdo descritos na
Tabela 10. 130
Figura 33 - Voltamogramas que mostram a diferenca entre o sinal
produzido pelo (A) Branco e (B) por uma concentragéo de

piraclostrobina equivalente ao LOQ (0,8 pmol L) e o (A) branco.
Parametros eletroquimicos utilizados estao descritos na Tabela 10. 131
Figura 34 — (A) Degradacao de cresoxim-metilico (%) em funcéo do
tempo de exposicao a radiacdo UV. (B) Log da razdo entre a
concentracgéo inicial (Co) e a concentracdo medida (C) de cresoxim-
metilico em funcao do tempo. (C) Relacao entre o inverso da
concentracdo de cresoxim-metilico e o tempo. Parametros

instrumentais: ver Tabela 8. 139
Figura 35 - (A) Degradacéo de picoxistrobina (%) em funcéo do tempo

de exposicdo a radiacdo UV. (B) Cinética de segunda ordem para
degradacéo de picoxistrobina com k= 1,06 x 103 e ti2 = 1,6 min.

Parametros instrumentais: ver Tabela 9. 140
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Figura 36 - (A) Degradacéo de piraclostrobina (%) em funcéo do tempo
de exposicéo a radiacdo UV. (B) Cinética de segunda ordem para
degradacéo de piraclostrobina com k= 1,02 x 10? e ti2 = 9,8 min.
Parametros instrumentais: ver Tabela 10. 142
Figura 37 - Voltamogramas hidrodindmicos de (A) dimoxistrobina

(20,0 umol L) e (B) picoxistrobina (60,0 pmol L*) em solucdes de
tampé&o BR 0,04 mol L com o pH ajustado para diferentes valores:

(A) 2,0; (B) 4,0; (C) 6,0; (D) 8,0; (E) 10,0; (F) 12,0; obtidos através da
corrente de pico em funcao dos pulsos de potenciais aplicados (+1100

a +2000 mV). Velocidade de injecédo: 11,6 mL min para

dimoxistrobina e 9,6 mL min para picoxistrobina; volume de injecéo:

100 pL. 147
Figura 38 — Velocidade de agitacéo da solucdo na célula BIA em

funcdo da corrente de pico para dimoxistrobina (5,0 pmol L1).

Velocidade de inje¢do: 11,6 mL min-t; volume de inje¢éo: 100 pL;
eletrélito suporte: tamp&o BR 0,04 mol L'* pH=10 e 0 a 560 rpm de
agitacao. 150
Figura 39 - Efeito da variacdo na velocidade de injecdo sobre a

corrente de pico para as estrobilurinas: (A) dimoxistrobina (5,0

umol L) e (B) picoxistrobina (20,0 pmol L™?). Eletrélito suporte:

tampé&o BR 0,04 mol L pH 10,0 para dimoxistrobina e pH 2,0 para
picoxistrobina; potencial de trabalho +1900 mV; volume de injecéo

de 100 pL e 280 rpm de agitacdo para dimoxistrobina. 152
Figura 40 - Efeito do volume de injecdo sobre a corrente de pico: (A)
dimoxistrobina (5,0 pmol L) e (B) picoxistrobina (20,0 umol L-1).

Eletrélito suporte: tamp&o BR 0,04 mol L pH 10,0 para dimoxistrobina

e pH 2,0 para picoxistrobina; potencial de trabalho +1900 mV;

velocidade de injecdo de 20,7 mL min-! para dimoxistrobina e de

13,3 mL min! para picoxistrobina e 280 rpm de agitacéo para
dimoxistrobina. 153
Figura 41 — Biagrama mostrando injecdes sequenciais de uma

solucéo de: (A) dimoxistrobina nos niveis de 5,0 umol L* (a) e 10,0

umol L (b); (B) picoxistrobina nos niveis de 10,0 umol L (c) e 20,0
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umol Lt (d). Parametros instrumentais: ver Tabela 18 para
dimoxistrobina e Tabela 19 para picoxistrobina. 155
Figura 42 - (1) Respostas no sistema BIA-amperometria com eletrodo

de DDB para inje¢Oes em triplicata de (a) 1,0; (b) 5,0; (c) 10,0;

(d) 20,0; (e) 40,0 e (f) 60,0 umol L™ solugGes padrdo de

dimoxistrobina. (2) Curva analitica com modelo de equacao de
Y=(8,21x101+1,19x10?L molt) X +3,11x107+3,41x10" e

R? = 0,99987 para concentracdes crescentes de dimoxistrobina. (3)
Curva analitica com modelo de equacgédo de Y = (8,44 x 10"t + 1,69 x

102 L molt) X + 2,34 x 107 + 4,82 x 107 e R? = 0,99976 para
concentragdes decrescentes de dimoxistrobina. Parametros
instrumentais: ver Tabela 18. 157
Figura 43 - Curva analitica com modelo de equacéo de Y = (6,78 x

10 +1,00x102L mol?) X +6,49x10°+ 1,37 x 10 e R>=0,996
para concentracdes crescentes de dimoxistrobina (1,0 a 500,0

umol L1). Parametros instrumentais: ver Tabela 18. 158
Figura 44 — (1) Respostas no sistema BIA-amperometria com eletrodo

de DDB para inje¢cGes em triplicata de (a) 10,0; (b) 20,0; (c) 40,0; (d)

60,0; (e) 80,0 e (f) 100,0 umol L* solucdes padrédo de picoxistrobina.

(2) Curva analitica com modelo de equacéo de Y = (2,65 x 10* +
2,63x103L mol?) X+ 1,80x 107+ 1,48 x 10 e R? =0,99941 para
concentragfes crescentes de picoxistrobina. (3) Curva analitica com
modelo de equacdo de Y = (2,61 x 10t + 3,44 x 103 L molt) X + 1,10

x 107+ 1,93 x 10" e R? =0,99986 para concentracées decrescentes

de picoxistrobina. Parametros instrumentais: ver Tabela 19. 159
Figura 45 - Voltamogramas obtidos com varredura anddica de

potencial em uma faixa de -300 a 1050 mV utilizando eletrodo de

carbono vitreo: (A) HCI 0,10 mol L* com a presenca de picoxistrobina
(9,9 umol L1); (B) HCI 0,10 mol Lt sem picoxistrobina; (C) HCI 0,10

mol L"* com a presenca de picoxistrobina (9,9 pumol L) e Bi®* (47,0

umol L1). Parametros instrumentais: potencial de deposicdo de -900

mV; tempo de deposicdo de 60 s; 50 mV de amplitude de pulso e 25

mV s de velocidade de varredura. 168
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Figura 46 - (1) Picos de redissolucao do Bi (medidos pela varredura
de -300 a +50 mV) a partir do eletrodo de carbono de vitreo revestido
com o filme de Bi (formado pela aplicagéo de -900 mV por 60 s) apos
arealizacao (A) 0; (B) 1; e (C) 5 varreduras anddicas de potencial na
faixa de +790 a +1050 mV. (2) Correntes de pico normalizada apés a
realizacdo (A) O; (B) 1; e (C) 5 varreduras anddicas de +790 a +1050
mV em uma célula na auséncia (Al, B1 e C1) de picoxistrobina e em
uma célula com 100,0 umol L* de picoxistrobina (A2, B2 e C2).
Parametros instrumentais: o eletrélito suporte foi o HCI 0,10 mol L; a
concentracéo de Bi®* na célula foi de 47,0 umol LY; a amplitude de
pulso de 50 mV e a velocidade de varredura de 25 mV s 170
Figura 47 - Picos de redissolugéo do Bi em um eletrodo de carbono
de vitreo revestido com filme de Bi apés a realizacao de varreduras
anodicas (+790 a +1050 mV) com diferentes velocidades: (a) 5; (B)
10; (C) 15; (D) 20; (E) 25; (F) 30; (G) 35; 40 (H); (1) 45; e (J) 50 mV s™.
Parametros instrumentais: potencial de deposicéo de -900 mV; tempo
de deposicao de 60 s; faixa de potencial varrida de -300 a +50 mV;,
eletrélito suporte foi o HCI 0,10 mol L e a concentracéo de Bi®* na
célula de 47,0 pmol L2, 171
Figura 48 — (A) Area integrada do pico de picoxistrobina em funcéo
daf (10 a 50 Hz). (B) Potencial de pico (Ep) em funcéo do logaritmo
da frequéncia. Parametros instrumentais: potencial de deposicao de
-900 mV; tempo de deposicéo de 60 s; amplitude de pulso de 30 mV;,
incremento de varredura de potencial de 10 mV; HCI 0,10 mol L de
eletrélito suporte; concentracéo de Bi®* na célulade 47,0 ymol L1 e a
concentracdo de picoxistrobina de 100,0 pmol L. 173
Figura 49 - Relacdo entre a area integrada do pico de redissolucédo da
picoxistrobina e a concentracédo de HCI (0,0050 a 1,00 mol L™%).
Parametros instrumentais: potencial de deposicéo de -900 mV; tempo
de deposicao de 60 s; amplitude de pulso de 30 mV, incremento de
varredura de potencial de 10 mV; concentracéo de Bi®* na célula de

47,0 umol L e a concentracdo de picoxistrobina de 100,0 umol L2, 174
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Figura 50 - Medidas voltamétricas sequenciais de picoxistrobina.
Parametros instrumentais: -900 mV de potencial de deposic¢éo; 60 s

de tempo de deposicdo; HCI 1,00 mol L de eletrélito suporte; Bi®*

(60,0 umol L%); 50 mV de amplitude de pulso; 25 mV s de velocidade

de varredura; faixa de potencial anddica varrida de +790 a +1050 mV

e a concentracéo de picoxistrobina de 10,0 umol L. 176
Figura 51 — Picos de redissolucao sequenciais do Bi e picoxistrobina

em um eletrodo de carbono vitreo revestido com um filme de Bi. (A)

Sem Bi e analito; (B) com Bi e sem analito; (C) primeira corrida com
ambos Bi e analito; (D) terceira corrida com ambos Bi e analito; (E)

guinta corrida com ambos Bi e analito; (F) sexta corrida com ambos

Bi e analito; (G) nona corrida com ambos Bi e analito; e (H) décima
segunda corrida com ambos Bi e analito. Parametros instrumentais:

-900 mV de potencial de deposicao; 60 s de tempo de deposicao; HCI
1,00 mol L de eletrdlito suporte; Bi* (47,0 pmol L); 50 mV de
amplitude de pulso; 25 mV s de velocidade de varredura e a
concentracao final de picoxistrobina de 10,0 pumol L. 177
Figura 52 — Area integrada do pico de redissolucdo da picoxistrobina

em funcéo da concentracdo de Bi®* na célula. Parametros

instrumentais: HCI 1,00 mol L de eletrdlito suporte; Bi®*

(0,0 a 2,7 x 10* mol L1); -900 mV de potencial de deposicéo; 60 s de
tempo de deposicédo; 50 mV de amplitude de pulso; 35 mV s de
velocidade de varredura; faixa de potencial varrida de +790 a +1050

mV e a concentracdo final de picoxistrobina de 10,0 umol L. 179
Figura 53 - Efeito de diferentes tempos de deposicdo sobre area do

pico de redissolucdo da picoxistrobina. Parametros instrumentais: HCI
1,00 mol L de eletrélito suporte; Bi* (47,0 umol L1); -900 mV de
potencial de deposicéo; 0 a 300 s de tempo de deposicéo; 50 mV de
amplitude de pulso e 35 mV s* de velocidade de varredura; faixa de
potencial varrida de +790 a +1050 mV e a concentracéo final de
picoxistrobina de 10,0 pmol L. 180
Figura 54 - Efeito de diferentes potenciais de deposi¢do sobre area do

pico de redissolucéo da picoxistrobina. Parametros instrumentais: HCI
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1,00 mol L* de eletrdlito suporte; Bi®* (47,0 umol L'); de 0 a -1000 mV

de potencial de deposicao; 60 s de tempo de deposicao; 50 mV de
amplitude de pulso e 35 mV s de velocidade de varredura; faixa de
potencial varrida de +790 a +1050 mV e a concentragao final de
picoxistrobina de 10,0 umol L. 181
Figura 55 — (A) Estudo da velocidade de varredura (0 a 50 mV s1)

em funcao da area integrada do pico de redissolucéo de

picoxistrobina. (B) Estudo da amplitude de pulso (0 a 150 mV) em

funcdo da area integrada do pico de redissolucéo de picoxistrobina.
Parametros instrumentais: HCI 1,00 mol L! de eletrélito suporte; Bi®*
(47,0 pmol L?); -700 mV de potencial de deposigéo; 60 s de tempo de
deposicao; faixa de potencial varrida de +790 a +1050 mV e a
concentracao final de picoxistrobina de 10,0 umol L. 182
Figura 56 - (A) Voltamogramas de concentracdes crescentes de
picoxistrobina: (a) branco; (b) 3,9 pumol L*; (¢) 7,7 umol Lt; (d) 12,0

umol L; (e) 15,0 umol L (f) 19,0 umol L. (B) curva analitica com o
modelo de equacdo de Y = (4,29 x 103+ 1,41 x 10* L mol?) X + 2,42

x 10° + 1,64 x 10°e R? = 0,9945. Parametros instrumentais: ver

Tabela 23. 184
Figura 57 - Voltamogramas que mostram a diferenca entre o sinal
produzido pelo (A) Branco e (B) por uma concentragéo de

picoxistrobina equivalente ao LOD (0,8 umol L) e o (A) branco.
Parametros eletroquimicos utilizados estao descritos na Tabela 23. 185
Figura 58 — Voltamogramas do pico de redissolucao para (A)
azoxistrobina e (B) dimoxistrobina na concentragdo de 3,9 pumol L,

em filme de bismuto. Parametros instrumentais: ver Tabela 23. Traco

pontilhado é o voltamograma da solugéo de HCI 1,0 mol L. 188
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1.
Contextualizagao do trabalho.

O uso de agrotoxicos € cada dia mais expressivo no mundo e o Brasil um dos
principais consumidores. O monitoramento de residuos de pesticidas €
extremamente importante e isso se da pelo emprego de métodos analiticos
adequados para avaliar a sua presenca em compartimentos ambientais e a
contaminacdo de alimentos com esses agentes. Os pesticidas da classe das
estrobilurinas vém se tornando os mais utilizados para o controle dos fungos e
apesar da propagada baixa toxicidade e rapida degradacdo, estudos devem ser
realizados para averiguar o nivel de exposicdo dos humanos a tais substancias.
Neste contexto, as técnicas eletroquimicas se enquadram para o desenvolvimento
de métodos de determinacdo de pesticidas permitindo averiguar o nivel de
contaminac&o causado por estes. As técnicas eletroquimicas possuem vantagens por
envolverem instrumentagdo mais barata, um consumo baixo de reagentes e permitir
0 monitoramento em linha, em alguns casos. Em amostras complexas essas
técnicas, em especial a amperometria, podem apresentar seletividade limitada,
poréem quando as condi¢des experimentais sdo ajustadas corretamente e a estratégia
de andlise desenhada com etapas prévias de extracdo, tal limitacdo pode ser
contornada.

A escolha de um eletrodo de trabalho que permita resposta analitica dos
pesticidas com boa sensibilidade, picos resolvidos e sinais reprodutiveis é de suma
importancia para o desenvolvimento de métodos eletroanaliticos. Neste contexto,
os eletrodos de filme de bismuto e diamante dopado com boro se enquadraram para
0 caso das estrobilurinas. O eletrodo de filme de bismuto se destaca pela
possibilidade da pré-concentracdo do analito em sua superficie aumentando a
capacidade de deteccdo. Ja o eletrodo de diamante dopado com boro, por ter uma
ampla faixa de trabalho de potencial e uma potencial capacidade de eletrocatalisar
reacOes redox, permite obter respostas analiticas de moléculas aparentemente muito
resistentes a processos de oxidacdo e/ou de reducéo.

Neste trabalho, as técnicas eletroquimicas de amperometria, voltametria de
onda quadrada e voltametria de pulso diferencial foram utilizadas para o
desenvolvimento de métodos analiticos com a determinacéo de cresoxim-metilico,

dimoxistrobina, picoxistrobina e piraclostrobina (substdncias da classe das
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estrobilurinas). O eletrodo de diamante dopado com boro foi preferencialmente
usado nesse projeto. Mais especificamente visou-se encontrar condigdes
eletroquimicas e instrumentais que permitissem um sinal analitico que
possibilitasse a determinacdo destas estrobilurinas. Com o uso do eletrodo de
diamante dopado com boro visou-se, além de obter um melhor desempenho
analitico, estudar o mecanismo redox e avaliar a degradacdo térmica e por
exposicdo ao UV destas estrobilurinas.

Estudos com o eletrodo de filme de bismuto também foram realizados. Assim,
no contexto geral, visou-se com o uso do eletrodo de filme de bismuto obter um
melhor desempenho analitico e também comprovar a sua existéncia apos varreduras

anddicas na regido positiva de potencial.

1.1.
Objetivos.

1.1.1.
Objetivos gerais.

A proposta do trabalho foi desenvolver métodos eletroanaliticos para a
determinacdo de pesticidas da classe das estrobilurinas (cresoxim-metilico,
dimoxistrobina, picoxistrobina e piraclostrobina) em amostras de agua, sucos
industriais e urina. As abordagens escolhidas foram: (i) a voltametria de onda
quadrada com eletrodo de trabalho de diamante dopado com boro (DDB), a
voltametria de pulso diferencial com eletrodo de trabalho de filme de bismuto
(BIFE) e (iii) a analise por injecdo em batelada com deteccdo amperométrica no
eletrodo de DDB. Além disso, estudou-se 0s mecanismos de oxirreducdo das
estrobilurinas no eletrodo de DDB e no BiFE em uma faixa de potencial acima do
potencial de oxidacéo do filme, provando que € possivel trabalhar com esse eletrodo

em tal condicéo.

1.1.2.
Objetivos especificos.

e Desenvolvimento de métodos voltamétricos com varredura de
potencial do tipo onda quadrada (SWV) para a determinagéo
cresoxim-metilico, picoxistrobina e piraclostrobina e estudo do
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comportamento eletroquimico das estrobilurinas em meio
aquoso usando o DDB.

(1) Propor o mecanismo redox para as estrobilurinas no eletrodo de
DDB;

(ii) Estudar diferentes eletrélitos suportes para a determinagdo de
cresoxim-metilico, picoxistrobina e piraclostrobina usando o DDB;

(i) Ajustar pardmetros instrumentais de modo a se obter a melhor
resposta analitica possivel,

(iv) Obter os parametros analiticos de mérito;

(v) Estudar a eficiéncia do procedimento de pré-concentracdo das

estrobilurinas.

(vi) Aplicar os métodos na determinacdo de cresoxim-metilico (em
suco de uva fermentado, suco de uva ndo fermentado e em leite de soja); na
determinacéo de picoxistrobina (em dgua mineral e em amostras de agua da
lagoa Rodrigo de Freitas); e na determinacdo de piraclostrobina (em agua
mineral, em amostras de agua da lagoa Rodrigo de Freitas e em suco de uva

fermentado);

(vii) Comparar o desempenho dos métodos com um método baseado
no uso do HPLC-UV;

(viii) Estudar a degradacdo térmica e fotoquimica (por exposicdo ao

UV) de cresoxim-metilico, picoxistrobina e piraclostrobina.

Desenvolvimento de métodos baseados no uso da abordagem
BIA para determinar dimoxistrobina e picoxistrobina.

(1) Estudar os potenciais de oxidacdo e a influéncia do pH para a

determinacdo amperométrica de dimoxistrobina e picoxistrobina;

(i) Ajustar os parametros do BIA de modo a se obter a melhor

resposta analitica possivel;
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(i) Obter os parametros analiticos de mérito;

(iv) Aplicar os métodos na determinacdo de dimoxistrobina (em
agua da torneira, d4gua mineral e agua do rio Uberabinha); e de
picoxistrobina (em agua mineral e em &gua da lagoa Rodrigo de Freitas);

(v) Comparar o desempenho dos métodos com um método baseado
no uso do HPLC;

(vi) Estabelecer um fator para identificar interferéncias na
determinacdo amperomeétrica das estrobilurinas no DDB.

Desenvolvimento de método voltamétrico, com varredura de
potencial do tipo pulso diferencial, utilizando BIFE para
determinar picoxistrobina e comprovar a viabilidade do uso do
BiFE com potenciais acima do potencial de oxidag¢ao do Bi.

(i) Estudar o comportamento redox da picoxistrobina no eletrodo de
BiFE;

(ii) Estudar a viabilidade do uso do BIiFE, comprovando a existéncia

do filme, em potenciais acima do potencial de oxidacao do Bi;

(iii) Estudar condicdes experimentais para a determinacdo de

picoxistrobina;

(iv) Ajustar os parametros instrumentais para a formacéo do BIFE e
para se obter o melhor sinal analitico possivel usando a técnica de pulso

diferencial;

(v) Obter os parametros analiticos de mérito;

(vi) Aplicar o método na determinacdo de picoxistrobina em agua

do riacho Rainha, em agua da lagoa Rodrigo de Freitas e em urina;

(vii) Comparar o desempenho dos métodos com um método baseado
no uso do HPLC.
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1.2.
Estrutura da tese.

A presente Tese se estrutura em sete capitulos. No Capitulo 2, as principais
caracteristicas dos analitos sdo apresentadas assim como uma breve explicacdo de
sua atividade antifungica, aplicacbes nas lavouras além de uma revisdo
bibliogréafica dos métodos analiticos existentes na literatura para a determinacao de
azoxistrobina, cresoxim-metilico, dimoxistrobina, fluoxastrobina,
metominostrobina, picoxistrobina, piraclostrobina e trifloxistrobina. Nesse capitulo
sdo feitas consideracbes relevantes sobre os principios fisicos e quimicos das
técnicas analiticas e dos eletrodos de trabalho utilizados.

O Capitulo 3 contém as informacdes detalhadas sobre a instrumentacédo, 0s
materiais utilizados e os procedimentos de preparacdo de solugdes e de amostras.
Neste, sdo também apresentados os procedimentos das analises envolvendo os
métodos analiticos desenvolvidos neste trabalho.

No Capitulo 4 os resultados obtidos para a determinacdo de cresoxim-
metilico, picoxistrobina e piraclostrobina por SWV com eletrodo de DDB e o
comportamento eletroquimico das estrobilurinas em meio aquoso com DDB. Neste
sdo apresentados: (i) os estudos preliminares de azoxistrobina, cresoxim-metilico,
dimoxistrobina, fluoxastrobina, picoxistrobina, piraclostrobina e trifloxistrobina
com eletrodo de DDB; (ii) o estudo do mecanismo redox para 0s picos de oxidagédo
de cresoxim-metilico, dimoxistrobina, picoxistrobina e piraclostrobina; (iii) a
otimizacdo das condicBes experimentais e instrumentais para a determinagdo por
SWV de cresoxim-metilico, picoxistrobina e piraclostrobina; (iii) os parametros
analiticos de mérito e a interferéncia na presenca de outras estrobilurinas no sinal
analitico; (iv) a aplicabilidade dos métodos voltamétricos propostos na analise de
amostras comerciais de suco de uva (cresoxim-metilico e piraclostrobina) e aguas
naturais (picoxistrobina e piraclostrobina); (v) o estudo das degradac6es térmica e
fotoquimica por exposicdo ao UV e (vi) a utilizacdo da extracdo em fase solida
(SPE) para pré-concentrar amostras de suco de uva fortificadas com estrobilurinas
na concentracdo do limite maximo de residuos permitido pela legislacdo em uva.

No Capitulo 5 os resultados obtidos para a determinagdo de dimoxistrobina e

picoxistrobina utilizando a abordagem de anélise por injecdo em batelada (BIA)
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com deteccdo amperométrica no eletrodo de DDB. Neste séo apresentados: (i) a
otimizagdo das condicOes experimentais e instrumentais para a determinagao por
BIA de dimoxistrobina e picoxistrobina, (ii) os parametros analiticos de mérito, (iii)
a aplicabilidade dos métodos BIA-amperométricos propostos na analise de
amostras de aguas naturais e (iv) uma estratégia simples para detectar a presenca de
moléculas interferentes em amostras de agua com base na amperometria de
multiplos pulsos.

No Capitulo 6 os resultados obtidos para a determinacdo de picoxistrobina
por voltametria de redissolucdo anddica por pulso diferencial, com eletrodo de
BiFE depositado sobre um substrato de carbono vitreo. Neste sdo apresentados: (i)
os estudos preliminares de picoxistrobina com eletrodo de BIiFE, (ii) a oxidag&o de
BIiFE apo6s a varredura anodica de potencial positivo, (iii) o estudo do mecanismo
redox para o pico de oxidacdo de picoxistrobina; (iv) a otimizacdo das condigdes
experimentais e instrumentais para determinacéo voltamétrica de pulso diferencial
da picoxistrobina usando o eletrodo de BIFE, (V) os parametros analiticos de mérito
e a interferéncia na presenca de outras estrobilurinas no sinal analitico e (vi) a
aplicabilidade do método voltamétrico proposto na analise de amostras de urina e
aguas naturais.

Finalizando, no Capitulo 7 se encontram descritas as conclusdes e as
recomendacdes deste trabalho de Tese de doutorado além das perspectivas de

trabalhos futuros.
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2.
Introducéo.

2.1.
Pesticidas.

O aumento crescente da populagdo mundial leva a necessidade de se
desenvolverem tecnologias para o incremento da producdo agropecuaria. Dentro
das alternativas, os agrotdxicos (usualmente chamados de pesticidas) tém papel
fundamental na garantia da qualidade da producdo e na ampliacdo da fronteira
agricola para areas mais propensas ao ataque de pragas. O extensivo uso dos
agrotoxicos requer um controle efetivo de seus residuos que permanecem nos
alimentos, a fim de evitar agravos a populacdo (BRASIL, 2002). Além disso, a
disseminacédo e o uso, muitas vezes fora das boas praticas, acarretam impactos a
salde e a seguranca do trabalhador rural.

Os agrotoxicos sdo denominados comumente como pesticidas ou praguicidas
e séo classificados, de acordo com o Decreto Federal Brasileiro n° 4074, de 4 de
janeiro de 2002, como os produtos e componentes dos processos fisicos, quimicos
e biologicos que tém o objetivo de impedir, destruir, repelir ou mitigar qualquer
praga nociva a plantacdo, aumentando assim a sua produtividade (BRASIL, 2002).
Um pesticida pode ser uma substancia quimica ou um agente bioldgico, tal como
um virus, bactéria ou animal, que € lancado sobre as pragas que estiverem
destruindo uma plantacdo, disseminando doengas ou impedindo um melhor
rendimento na producdo de alimentos (FRANK et al., 2004; WARE, 1991).

Apesar das vantagens inegaveis que o0s agrotoxicos tém trazido para a
economia agricola moderna no controle de pragas e no aumento da produtividade,
eles podem gerar uma série de problemas para 0 meio ambiente em geral se ndo
usados de forma adequada. Esses problemas ocorrem se as precaucdes necessarias
ndo forem tomadas durante sua aplicacdo e armazenamento (FAO/WHO, 2006).
Grandes fracdes dos agrotdxicos utilizados acabam movendo-se com escoamento
superficial em corregos, rios, lagos e lixiviagdo para 0s sistemas de aguas
subterraneas ou volatilizado para a atmosfera (BATTAGLIN e FAIRCHILD,
2002).


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 1021460/CA


PUC-RIo - Certificacdo Digital N° 1021460/CA

41

Na literatura existem alguns estudos que relacionam a contaminagdo humana
a diversos tipos de agrotoxicos com o desenvolvimento de patologias, tais como a
leucemia (MAELE-FABRY et al., 2008), outros canceres em geral e distarbios
neurocomportamentais, sendo as criangas as mais sensiveis (GARRY, 2004).

A Organiza¢do Mundial de Satde (OMS ou WHO do inglés World Health
Organization) e a Organizagéo Internacional do Trabalho (OIT ou ILO do inglés
International Labor Organization) classificam a atividade agricola como uma das
que acarretam maior perigo ao trabalhador. Os estudos realizados indicaram a
ocorréncia de mais de sete milhdes de casos de intoxicagdo/ano por agrotoxicos no
mundo, com taxa de letalidade de aproximadamente 1% (ILO/WHO, 2005; ILO,
2005).

O consumo anual de agrotoxicos no Brasil € acima de 150 mil toneladas (de
principio ativo) com aumento de mais de 400% no uso nas Ultimas quatro décadas,
enquanto a producao agricola aumentou pouco menos de 80% no mesmo periodo
(SPADOTTO, 2010). Esses numeros indicam uma disparidade na relagédo
quantidade de agrotoxico/produtividade que pode ser explicada pelo uso
inadequado ou exagerado de pesticidas nas plantacdes brasileiras.

Dentro do grupo dos agrotoxicos, encontram-se os fungicidas, denominacéo
dada a uma classe especifica, capaz de destruir ou inibir a acdo dos fungos
fitopatogénicos. Os fungicidas podem ser inorganicos e organicos, sendo comum a
utilizacdo de fungicidas sintéticos na agricultura convencional, 0 que representa
risco ao homem e ao meio ambiente, devido a sua toxicidade (BALBA, 2007). Para
diminuir a persisténcia no meio ambiente e facilitar a degradacéo, os fungicidas que
vem sendo inseridos no mercado atualmente sdo sintetizados de forma a ter suas
estruturas similares a de fungicidas naturais (KEITH et al., 2000). Uma classe de
fungicida muito utilizada atualmente é a das estrobilurinas, que possuem estrutura
similar & das estrobilurinas naturais (JEWESS et al., 1999; RAVELO-PEREZ et al.,
2007).
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2.1.1.
Estrobilurinas.

2.1.1.1.
Estrobilurinas naturais.

As estrobilurinas sdo substancias naturais cujo nome é derivado dos
cogumelos Strobilurus sp. Esse cogumelo sintetiza as estrobilurinas naturais a partir
do aminoacido fenilalanina. A primeira estrobilurina isolada a partir do cogumelo
Strobilurus tenacellus foi denominada estrobilurina-A (ANKE et al. 1977). As
outras estrobilurinas naturais foram denominadas: estrobilurina-B, estrobilurina-C
e assim por diante, de acordo com a ordem de sua descoberta. As estrobilurinas A
e B foram isoladas e utilizadas contra leveduras e fungos filamentosos, mas foram
inativas contra bactérias. Estes compostos se degradam facilmente com a exposicéao
a luz, e séo fungicidas relativamente fracos. No entanto, elas se tornaram a molécula
de partida para o desenvolvimento de fungicidas sintéticos, que sdo mais estaveis e
mais poderosos gquando usados comercialmente na pratica agricola do que as
estrobilurinas naturais (ANKE et al., 1977).

Estruturalmente, a caracteristica essencial e comum desta classe de
substancias € a presenca da estrutura metil(E)-3-metoxi-2-(5-fenilpenta-2,4-dienil)
acrilato, que € a base de todas as moléculas das estrobilurinas naturais, sendo que a
diferenca entre elas esta na substituicdo do anel aromatico nas posicGes 3 e 4
(ANKE et al.,, 1977; SCHRAMM et al., 1978). Na Figura 1 é apresentada a
estrutura basica das estrobilurinas naturais e dois possiveis substituintes do anel que

caracterizam a estrobilurina-A e a estrobilurina-B.
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EstrobilurinaA-Ri=H;R>=H
Estrobilurina B - R1 = OCH3s; R2 =Cl

Figura 1 - Estrutura basica das estrobilurinas naturais. Fonte: Adaptado de BALBA, 2007.

2.1.1.2.
Estrobilurinas sintéticas.

Os principais precursores das estrobilurinas sinteticas sdo as estrobilurinas
naturais A e B. A sintese dessas estrobilurinas ocorre com a modificacdo no grupo
(E)-B-metoxiacrilato com substitui¢des a, ou pela substituicao de parte desse grupo
por metoxiiminoacetato. J& foram sintetizadas muitas estrobilurinas, porém as que
sdo foto-estaveis e com boa atividade antifungica, e que por isso apresentam maior
eficiéncia para serem utilizadas como fungicidas comerciais, sdo: azoxistrobina,
cresoxim-metilico, dimoxistrobina, fluoxastrobina, metominostrobina,
picoxistrobina, piraclostrobina e trifloxistrobina (BALBA, 2007; BARTLETT et
al., 2002). Na Tabela 1 s@o apresentadas as formulas estruturais das estrobilurinas
sintéticas com seus nomes de acordo com a Unido Internacional de Quimica Pura
Aplicada (IUPAC).
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Tabela 1 - Estrobilurinas sintéticas utilizadas na agricultura como fungicidas.

Nome

Nome IUPAC Formula estrutural

Azoxistrobina

Cresoxim-metilico

Dimoxistrobina

Fluoxastrobina

Metominostrobina

Picoxistrobina

Piraclostrobina

Trifloxistrobina

metil-(E)-2-{2-[6-(2- =
cianofenoxi)pirimidin-4- Q\ M
iloxi]fenil}-3- o
metoxiacrilato cHy e R

metil-(E)-metoxiimino

[a-(o-toliloxi)-o-tolil]

acetato

(E)-2-(metoxiimino)-N-

metil-2-[a-(2,5-xilil- o

oxi)-o-tolil] acetamida "'/\N\ o
CH; c N CH,

o

(uE)'{f'[G'(-§'5 -
clorofenoxi)-5- N N
fluoropirimidin-4-iloxi] Q\o)ﬁ)\o
fenil}(5,6-di-hidro- i F o ~n"cH,
1,4,2-dioxazina-3- ( A
il)metanona-O- ©

metiloxima

(E)-2-metoxiimino-N-
metil-2(2-fenoxifenil)
acetamida

metil-(E)-3-metoxi-2-{2-
[6-(trifluorometil)-2-
piridiloximetil]  fenil}
acrilato

metil-N-2-[1-(4-
clorofenil)-1H-pirazol-3-
yloximetil]fenil(N-
metoxi)-carbamato

metil-(E)-metoxiimino-

{(E)-a-[1-(0, 0o, o- CF, o
- - /
trifluoro-m-tolil)- N
etilidenoaminooxi]-o- _0. Py
tolil}acetato CH; CH,
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Para serem considerados pertencentes a familia das estrobilurinas, a molécula
sintetizada deve conter um substituinte com as seguintes estruturas basicas

apresentadas na Figura 2.

A Ar B Ar Ar D Ar

C
CH/O\C O\CH O /J\\I/O\ H—N. /KN/‘O\ 0 /J\N/O\
3 3 CH; c": CH, CH; (I? CH, [\C CH,
x Il

Figura 2 - Estrutura basica das estrobilurinas naturais: A - (E)-B-metoxiacrilato; e seus
analogos sintéticos: B - (E)-metoxiiminoacetato, C - (E)metoxiimino-N-metilacetamida, D -

dihidro-dioxazina-metanona-O-metiloxima.

Azoxistrobina foi descoberta pela empresa Syngenta, sendo o primeiro
produto da classe a ser anunciado na Conferéncia de Protecdo de Cultivos
Britanicos de 1992, como um fungicida comercial. A sua estrutura contém o grupo
(E)-B-metoxiacrilato (BALBA, 2007). Cresoxim-metilico foi sintetizado pela
empresa BASF, na mesma época da azoxistrobina, sendo tambem chancelada como
fungicida de uso comercial na mesma conferéncia de 1992. Na sua estrutura, pela
primeira vez apresenta a transformacdo do grupo (E)-B-metoxiacrilato em
metoxiiminoacetato (YPEMA e GOLD, 1998). A trifloxistrobina foi descoberta
pela empresa Novartis Crop Protection em 1998. Esse fungicida s6 foi
comercializado a partir do ano 2000, quando a Bayer Crop Science adquiriu 0s
direitos de exploracdo dessa substancia. Na estrutura da trifloxistrobina também
esta presente o grupo metoxiiminoacetato (BALBA, 2007).

Metominostrobina foi descoberta pela empresa Shienogi e foi registrada no
Japdo, em 1998. A diferenca mais importante na estrutura deste produto foi a
inclusdo da N-metilacetamida na estrutura do (E)-p-metoxiacrilato. A
fluoxastrobina foi obtida pela empresa Bayer e anunciada em 2002 na Conferéncia
de Protecdo de Cultivos Britanicos. Nesta estrutura, embora o grupo de substituicao
seja semelhante ao da azoxistrobina, o grupo (E)-p -metoxiacrilato foi modificado
para um derivado de metoxiiminoacetato. A piraclostrobina foi descoberta por
cientistas da BASF em 2000. A estrutura deste produto é caracterizada como um

derivado de carbamato. J& a obtengdo da picoxistrobina foi anunciada pela empresa
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Zeneca Agroquimicos na Conferéncia de Protegdo de Cultivos Britanicos em 2000
e registrada comercialmente no ano seguinte. Dimoxistrobina foi desenvolvida em
2003 pela BASF, mas sua aplicagdo como fungicida demorou, sendo a sua entrada
no mercado agricola brasileiro acontecendo apenas em 2013 (HOWELL et al.,
2014; AENDA, 2013).

As estrobilurinas que apresentam as maiores solubilidades em 4gua sdo a
metominostrobina (128,0 mg L), azoxistrobina (6,0 mg L™) e picoxistrobina (3,1
mg L™). Metominostrobina e dimoxistrobina apresentam estruturas muito
semelhantes, diferindo apenas na inclusdo de dois radicais metila em um dos
benzenos da dimoxistrobina. Esta modificacdo na estrutura de dimoxistrobina
diminui sua solubilidade em agua (0,6 mg L™?) pela inclusdo de mais 4tomos de
carbono e também pelo impedimento estérico que 0s grupos metila podem impor,
ndo permitindo que as moléculas de agua se aproximem para estabelecer a ligacao
de hidrogénio com o atomo de oxigénio proximo ao anel. A fluoxastrobina
apresenta a menor solubilidade em &gua (0,2 mg L) entre todas as estrobilurinas e
também o maior ponto de fusdo (234,0 °C) (BARTLETT et al, 2002, b
CHEMSPIDER, 2014a ¢ CHEMSPIDER, 2014b). As propriedades fisicas das

estrobilurinas sintéticas estdo descritas na Tabela 2.

Tabela 2 - Propriedades fisicas das estrobilurinas sintéticas.

Solubilidade em Pressdo de Pontode  Massa
agua vapor fuséo molar
(mgL*em20°C)  (mPaem 20°C) (°C) (g mol™)

Azoxistrobina® 6,0 1,1 x 107 115,0 403,4
Cresoxim-metilico? 2,0 2,3x10° 99,0 313,4
Dimoxistrobina® 0,6 1,0 x 1072 206,0" 326,4
Fluoxastrobina® 0,2 1,6 x 10" 234,0" 458,8
Metominostrobina? 128,0 1,8 x 10 88,0 284,3
Picoxistrobina? 3,1 55x10° 75,0 367,3
Piraclostrobina? 1,9 2,6 x10° 64,0 387,8
Trifloxistrobina? 0,6 3,4x10° 73,0 408,4

* Valor estimado por célculos teéricos.
Fonte: 2 Adaptado de BARTLETT et al., 2002, ® CHEMSPIDER, 2014a ¢ CHEMSPIDER, 2014b.
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2.1.1.3.
Atividade e toxicidade das estrobilurinas sintéticas.

A atividade antiflngica das estrobilurinas sintéticas baseia-se na inibicdo da
respiragdo mitocondrial pela ligagcdo ao centro Qol, chamado de citocromo B
(inibidores quinonas oxidase Qol), que tem como caracteristica mais importante a
acdo rapida concentrada no primeiro periodo do ciclo de vida dos fungos (estagio
dos esporos) (BALBA, 2007; BARTLETT et al., 2002). Esta ac¢éo faz com que as
estrobilurinas sejam utilizadas nas plantagfes para a protecdo das plantas e
erradicacdo de fungos. Algumas estrobilurinas sao eficientes também contra fungos
que crescem nas plantas apds a germinagdo dos esporos, sendo utilizadas assim para
curar as plantacGes afetadas pelas doencas causadas por estes fungos. Porém, os
fungicidas triazdis sdo mais eficientes para esse processo (BALBA, 2007). As
estrobilurinas, mesmo em concentragdes baixas, sdo eficientes contra um grande
namero de tipos de fungos como, por exemplo, os Ascomicetes, Basidomicetes,
Deuteromicetes, Omicetes (BALBA, 2007). A aplicacdo desses fungicidas na
maioria das lavouras é foliar, sendo as moléculas absorvidas de forma gradual e
constante pelas folhas, possibilitando assim uma protecdo mais prolongada e
uniforme. O intervalo entre as aplicacdes é maior (periodo residual na planta para
atividade antifungica é de até 45 dias dependendo do tipo de cultura, (BALBA,
2007)) e a concentracdo € mais baixa comparado com outros fungicidas. 1sso
diminui o risco de intoxicacdo pela presenca de concentracdes acima do permitido
pela legislacdo nas frutas, verduras ou legumes (LUZ et al., 1999).

Algumas estrobilurinas podem apresentar fitotoxicidade em certos tipos de
culturas, como a azoxistrobina e o cresoxim-metilico em variedades de macéa e de
cereja. Outros exemplos que podem ser citados sdo o da trifloxistrobina, que
apresenta fitotoxicidade em banana e o da piraclostrobina em videiras (TOMLIN,
1997; RODRIGUES, 2005).

Uma vez que estes produtos sdo derivados de produtos naturais, as
estrobilurinas sdo ambientalmente mais seguras, quando comparados aos outros
tipos de fungicidas, devido a sua rapida degradacdo no meio ambiente. Porém, elas
sdo tdxicas para peixes e invertebrados aquaticos e ndo devem ser aplicadas em

regides proximas a rios e lagoas conforme as recomendacdes indicadas nos rotulos
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dos produtos (TOMLIN, 1997). As estrobilurinas sdo consideradas relativamente
seguras, nos efeitos agudos, crénicos e de longo prazo em seres humanos (FISHEL,
2005). Os valores de ingestdo diaria aceitaveis, para que as estrobilurinas néo
causem intoxicagdo nos seres humanos, de acordo com a Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA), sdo: 20 pg kg, para azoxistrobina (BRASIL,
2010); 500 pg kg?, para cresoxim-metilico (BRASIL, 2009a); 43 pg kg*, para
picoxistrobina (BRASIL, 2011); 2000 pg kg?, para piraclostrobina (BRASIL,
2012); 30 ug kg, para trifloxistrobina (BRASIL, 2009b). Até o presente momento,
a ANVISA ainda ndo possui uma legislacdo que regula o valor de ingestdo diaria
maxima aceitavel para fluoxastrobina e dimoxistrobina. De acordo com a agéncia
reguladora do Reino Unido, o valor de ingestdo diaria aceitavel de dimoxistrobina
é de 40 pg kg™ (PSD, 2013). O limite maximo permitido de estrobilurinas em aguas

naturais ainda nao foi regulamentado no Brasil ou no mundo até 0 momento.

2.1.1.4.
Utilizacao de estrobilurinas como fungicida em lavouras.

Os fungicidas sintéticos da classe das estrobilurinas foram introduzidos na
agricultura a partir do ano de 1996 (BARTLETT et al., 2002). Esses fungicidas
estdo entre os mais vendidos em todo o mundo devido a sua maior estabilidade e
eficacia no combate aos principais fitopatdgenos flngicos (RAVELO-PEREZ et
al., 2007). As formulacGes comerciais ndo apresentam misturas de estrobilurinas,
possuindo apenas um principio ativo de fungicida em cada produto. Vale salientar
também que ndo € comum que no combate as pragas nas plantacdes, os produtores
rurais utilizem misturas de produtos que contenham diferentes estrobilurinas. A
escolha do fungicida a ser utilizado é feita de acordo com a maior eficiéncia para
aquela praga especifica naquele tipo de plantacdo (BALBA, 2007; BARTLETT et
al., 2002).

No Brasil os fungicidas comerciais de estrobilurinas sintéticas sao
amplamente utilizados em diversos tipos de plantagdes como pode ser observado
nas Tabelas 3 a 7, que trazem os tipos de culturas, modo de aplicacdo, limite
méaximo de residuos (LMR) e intervalo de seguranca antifingico das estrobilurinas
estabelecidos pela ANVISA.
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Tabela 3 - Limite méximo de residuo (LMR) e emprego de azoxistrobina em diferentes

culturas no Brasil.

Culturas Modalidade de Emprego LMR (mg kg?) Intervalo de Seguranca
(Aplicagéo) (dias)

Alface Foliar 1,00 7

Algodéo Sementes 0,10 Néo disponivel

Algodéo Foliar 0,10 30

Alho Foliar 0,20 2

Amendoim Foliar 0,20 7

Arroz Foliar 0,70 30

Aveia Foliar 0,80 20

Banana Foliar 0,20 7

Batata Foliar 0,10 7

Berinjela Foliar 0,05 3

Beterraba Foliar 0,20 2

Cana-de-agucar Foliar 0,03 30

Cana-de-agUcar Mudas antes do plantio 0,03 Na&o disponivel

Cana-de-agUcar Sulco de plantio 0,03 Nao disponivel

Café Foliar 0,05 21

Cebola Foliar 0,20 2

Cenoura Foliar 0,20 7

Cevada Foliar 0,05 20

Citros Foliar 0,50 7

Couve-flor Foliar 0,50 2

Feijao Foliar 0,10 7

Figo Foliar 1,00 7

Girassol Foliar 0,01 21

Goiaba Foliar 0,20 2

Maméao Foliar 0,30 3

Manga Foliar 0,30 7

Melancia Foliar 0,05 2

Melao Foliar 0,05 2

Milho Foliar 0,01 42

Morango Foliar 0,30 1

Pepino Foliar 0,50 2

Péssego Foliar 0,50 7

Pimentdo Foliar 0,50 2

Soja Foliar 0,50 21

Tomate Foliar 0,50 3

Trigo Foliar 0,05 30

Uva Foliar 0,50 7

Fonte: Adaptado de BRASIL, 2010.
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Tabela 4 - Limite méximo de residuo (LMR) e emprego de cresoxim-metilico em diferentes

culturas no Brasil.

Culturas Modalidade de

Emprego (Aplicacéo)

LMR (mg kg?)

Intervalo de

Seguranca (dias)

Algodéo Foliar
Arroz Foliar
Batata Foliar
Café Foliar
Cevada Foliar
Feijdo Foliar
Macé Foliar
Meléo Foliar
Pepino Foliar
Soja Foliar
Tomate Foliar
Trigo Foliar
Uva Foliar

0,05
0,02
0,10
0,05
0,05
0,05
0,20
0,10
0,10
0,05
0,10
0,05
0,50

14
45
7
45
30
14
35
7
7
14
3
30
21

Fonte: Adaptado de BRASIL, 2009a.

Tabela 5 - Limite méximo de residuo (LMR) e emprego de picoxistrobina em diferentes

culturas no Brasil.

Culturas Modalidade de

Emprego (Aplicacéo)

LMR (mg kg?)

Intervalo de

Seguranca (dias)

Algodéao Foliar
Arroz Foliar
Café Foliar
Cana de agucar Foliar
Feijao Foliar
Milho Foliar
Soja Foliar
Trigo Foliar

0,01
0,07
0,01
0,01
0,01
0,01
0,02
0,01

30
42
40
30
7

42
21
30

Fonte: Adaptado de BRASIL, 2011.
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Tabela 6 - Limite méximo de residuo (LMR) e emprego de piraclostrobina em diferentes

culturas no Brasil.

Culturas Modalidade de Emprego LMR (mg kg?) Intervalo de Seguranca
(Aplicagéo) (dias)

Algodéo Foliar 0,20 7

Algodéo Sementes 0,20 N&o disponivel

Alho Foliar 0,10 7

Amendoim Foliar 0,10 14

Amendoim Sementes 0,10 Nao disponivel

Aveia Foliar 1,00 30

Banana Foliar 0,50 3

Batata Foliar 0,01 3

Batata Sulco de plantio 0,01 N&o disponivel

Café Foliar 0,05 45

Cana-de-agucar Foliar 0,10 30

Cana-de-agucar Sulco de plantio 0,10 Nao disponivel

Cebola Foliar 0,50 7

Cenoura Foliar 0,20 7

Cevada Foliar 1,00 30

Cevada Sementes 1,00 Naéo disponivel

Citros Foliar 0,50 14

Feijao Foliar 0,10 14

Feijao Sementes 0,10 Naéo disponivel

Maca Foliar 2,00 14

Maméo Foliar 0,10 7

Manga Foliar 0,10 7

Melancia Foliar 0,10 7

Melao Foliar 0,10 7

Milho Foliar 0,10 42

Milho Sementes 0,10 N&o disponivel

Pepino Foliar 0,05 7

Pimentdo Foliar 1,00 3

Soja Foliar 0,10 14

Soja Sementes 0,10 N&o disponivel

Sorgo Sementes 0,02 N&o disponivel

Tomate Foliar 0,20 1

Trigo Foliar 0,50 30

Trigo Sementes 0,50 N&o disponivel

Uva Foliar 2,00 7

Obs: 0s LMRs referem-se & soma do piraclostrobina e seu metab6lito N-[[1-(4-clorofenil)pirazol-3-il]oxil-o-tolil]

carbamato.

Fonte: Adaptado de BRASIL, 2012.
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Tabela 7 - Limite méximo de residuo (LMR) e emprego de trifloxistrobina em diferentes

culturas no Brasil.
Culturas Modalidade de LMR (mgkg?) Intervalo de
Emprego (Aplicagéo) Seguranca (dias)

Algodéo Foliar 0,05 21
Alho Foliar 0,05 14
Amendoim Foliar 0,05 15
Arroz Foliar 0,02 15
Aveia Foliar 0,05 30
Banana Foliar 0,05 1
Batata Foliar 0,02 30
Café Foliar 0,05 30
Caqui Foliar 0,20 20
Cebola Foliar 0,02 14
Cenoura Foliar 0,05 14
Cevada Foliar 0,50 30
Citros Foliar 0,20 14
Feijdo Foliar 0,20 15
Goiaba Foliar 0,05 20
Maca Foliar 0,05 7
Maméo Foliar 0,05 7
Manga Foliar 0,05 20
Maracuja Foliar 0,05 7
Melancia Foliar 0,05 14
Meléo Foliar 0,50 14
Milho Foliar 0,05 30
Soja Foliar 0,02 30
Tomate Foliar 0,50 7
Trigo Foliar 0,05 30

Obs: Os LMRs referem-se a soma de trifloxistrobina e seu metabdlito &cido (E, E)-metoxiimino-{2-[1-(3-

Fonte:

trifluorometilfenil)-etilidenoamino-oximetil]-fenil}-acético

Adaptado de BRASIL, 2009b.

No mundo, de modo geral, as estrobilurinas sintéticas sdo utilizadas como

fungicidas em lavouras de amendoim, aveia, arroz, batata, cevada, centeio, frutas
citricas, maca, trigo, soja, uva entre outras (BALBA, 2007; LUZ et al., 1999;
BARTLETT et al., 2002).
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2.1.1.5.
Métodos analiticos para a determinacdo de estrobilurinas.

Na literatura cientifica se encontram diferentes métodos analiticos para
determinacgéo das estrobilurinas em diversos tipos de matrizes. A cromatografia a
gas (GC) com os detectores de nitrogénio-fésforo (NP) e de espectrometria de
massa (MS) foi utilizada para o desenvolvimento do primeiro método analitico
reportado no ano de 1998, cujo objetivo era determinar azoxistrobina e cresoxim-
metilico em uvas e vinhos. O pré-tratamento das amostras foi realizado através de
uma microextracdo em linha utilizando acetona e hexano (50:50% v/v). As
recuperacdes obtidas variaram de 80 a 111%, com o limite de detec¢do (LOD) de
0,05 e 0,10 mg kg? para cresoxim-metilico e azoxistrobina, respectivamente
(CABRAS et al., 1998a). O método desenvolvido com GC foi utilizado pelo mesmo
grupo de pesquisa para monitorar os residuos de azoxistrobina e cresoxim-metilico
provenientes da aplicacdo de fungicidas a videiras em uvas e vinhos. O decréscimo
das quantidades dos fungicidas em uvas seguiu uma cinética de pseudo-primeira
ordem (r entre 0,96 e 0,99) com tempos de meia-vida (ti2) no intervalo de 4 a 15
dias (CABRAS et al., 1998b).

No ano de 2001 foi publicado um método para determinar azoxistrobina,
cresoxim-metilico e trifloxistrobina, em amostras de trigo, maca e uva utilizando
GC com trés diferentes tipos de deteccdo: NP, MS e por captura de elétrons (EC).
A extracdo dos analitos das amostras foi feita com acetato de etila/ciclo-hexano e a
limpeza da matriz foi realizada com cromatografia de permeacdo em gel. A
recuperacao obtida variou de 70 a 110% e os valores de LOD foram de 0,004 a
0,013 mg kg™ para azoxistrobina; 0,005 a 0,012 mg kg para cresoxim-metilico;
0,004 a 0,014 mg kg para trifloxistrobina (CHRISTENSEN e GRANBY, 2001).

Um trabalho utilizando cromatografia liquida (LC) com detector de
espectrometria de massas em tandem (MS/MS) foi publicado em 2004 visando
determinar 24 pesticidas, entres eles azoxistrobina, cresoxim-metilico e
trifloxistrobina, em amostras de frutas, verduras e suco de frutas. Os pesticidas
foram extraidos das amostras por extracdo liquido-liquido. As recuperac6es obtidas
variaram de 87 + 9 a 95 + 9% para azoxistrobina, de 88 + 9 a 96 + 6% para
cresoxim-metilico e de 83 + 10 a 106 + 2% para trifloxistrobina (SANNINO et al.,
2004).
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Em 2005, um método foi desenvolvido por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (HPLC) com detec¢do absorciométrica no UV com sistema de arranjo de
diodos (DAD) para determinar azoxistrobina, cresoxim-metilico e trifloxistrobina
em amostras de uvas e vinhos. O comprimento de onda de detec¢éo utilizado foi de
207 nm, a eluicdo isocréatica (metanol/agua 80/20% v/v) e o tempo total de corrida
cromatogréfica foi de 13 min. A extracdo liquido-liquido dos analitos na amostra
foi realizada com éter etilico. O material extraido foi redissolvido em n-hexano e as
amostras foram submetidas a um processo de limpeza utilizando um cartucho de
silica. Os valores de LOD obtidos foram: 0,15; 0,36 e 0,30 mg kg™ respectivamente
para azoxistrobina, cresoxim-metilico e trifloxistrobina. As recuperacfes
encontradas ficaram na faixa de 53 a 164% para azoxistrobina, de 71 a 88% para
cresoxim-metilico e de 85 a 94% para trifloxistrobina (ABREU et al., 2005).

Ja no ano de 2006 foi publicado um trabalho onde se mostrou a determinacéo
de 450 pesticidas, entre eles azoxistrobina e cresoxim-metilico, utilizando a técnica
de GC com deteccdo por MS em amostras de vinho branco e tinto, mel de cinco
tipos diferentes, sucos de macé e pera. Os pesticidas foram extraidos das amostras
em um cartucho de extracdo em fase sdlida (SPE) e foram determinados obtendo
recuperacdes que variaram de 79 a 116% (azoxistrobina) e de 50 a 101% (cresoxim-
metilico). O limite de quantificacdo (LOQ) foi de 0,001 mg kg™ para azoxistrobina
e de 0,012 mg kg™ para cresoxim-metilico (PANG et al., 2006). No mesmo ano
outro trabalho foi publicado utilizando GC-EC para determinar 16 pesticidas, entre
eles o cresoxim-metilico em amostras de macd. A extracdo da estrobilurina das
amostras foi feita através de solventes organicos (acetona, diclorometano, e éter de
petr6leo). O valor do LOQ foi de 0,01 mg kg (BEMPELOU e LIAPIS, 2006).
Nesse mesmo ano, outro trabalho foi publicado utilizando LC com detector
absorciométrico do tipo DAD para a determinacdo de azoxistrobina, cresoxim-
metilico, piraclostrobina e trifloxistrobina, além de dois outros fungicidas de outras
classes, em vinhos e uvas. O comprimento de onda para a deteccdo foi de 207 nm
e a eluicdo da fase movel foi feita de modo isocratico (metanol/agua 80/20% v/v)
perfazendo um tempo de corrida cromatografica de 13 minutos. O procedimento de
microextracdo foi realizado adicionando as amostras 10 mL de uma solucdo de
acetato de etila-hexano (50/50% v/v) seguido por agitagdo por 15 min, sendo a fase
organica imiscivel em agua retirada para as analises. Os valores de LOD foram 0,2

mg kg™ para todas as estrobilurinas determinadas. As recuperacdes ficaram entre:
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97 + 6 e 104 + 6% para a azoxistrobina, 99 + 9 e 105 + 6% para o cresoxim-metilico,
97 + 12 e 102 + 12% para a piraclostrobina e 96 + 10 e 103 + 12% para a
trifloxistrobina (ABREU et al., 2006).

Em 2008, mais um método foi publicado utilizando GC-MS, s6 que dessa vez
ele focava na determinagdo de oito estrobilurinas (azoxistrobina, cresoxim-
metilico, dimoxistrobina, fluoxastrobina, metominostrobina, picoxistrobina,
piraclostrobina e trifloxistrobina) simultaneamente em amostras de frutas, legumes,
bebidas, cereais, nozes, carnes, ovos e leite. A extracdo das estrobilurinas foi
realizada utilizando cromatografia de permeacdo em gel. Os valores de LOQ foram
de 0,002 mg kg™ a 0,015 mg kg e a recuperagdes variaram de 60 a 120% (BO et
al., 2008).

No ano de 2009 foram publicados mais dois métodos utilizando GC-MS. O
primeiro determinava simultaneamente sete estrobilurinas (azoxistrobina,
cresoxim-metilico, dimoxistrobina, metominostrobina, picoxistrobina,
piraclostrobina e trifloxistrobina) em amostras de alimento para bebé. O pré-
tratamento usado foi a microextracdo em fase solida, com imersdo direta da fase
solida (fibra adsorvente de polidimetilsiloxano-divinilbenzeno) no injetor de
dessorcdo térmica. As porcentagens recuperadas de analitos nas amostras
fortificadas foram de 96 a 109%, com valores de LOQ variando de 0,01 pg kg™
(dimoxistrobina) a 0,40 pg kg (piraclostrobina) (VINAS et al., 2009). O segundo
método difere do primeiro por utilizar uma temperatura programada de vaporizacao
para injecdo da amostra no sistema, além de um tratamento da amostra usando
extracdo liquido-liquido (acetato de etila:hexano (1:1, v/v)) e uma limpeza da
matriz por SPE usando cartucho de fase estacionaria de dupla camada com carbono
grafitizado/etilenodiamina-N-propil. As estrobilurinas determinadas foram
piraclostrobina e trifloxistrobina, além de outros nove pesticidas em amostras de
uvas e vinhos. Os valores de LOQ variaram de 0,001 mg kg * (trifloxistrobina) a
0,005 mg kg (piraclostrobina) em uvas e 0,003 mg kg™ (trifloxistrobina) a 0,005
mg kg? (piraclostrobina) em vinho. As recuperacdes ficaram em uma faixa de129
a 147% para piraclostrobina e de 98 a 103 % para trifloxistrobina (GONZALES-
RODRIDEZ et al., 2009). Também nesse ano, a cromatografia eletrocinética
capilar micelar (MEKC) foi utilizada para determinar picoxistrobina e
piraclostrobina em amostras fortificadas de urina, usando azoxistrobina como

padréo interno. A limpeza da amostra e a extracéo dos fungicidas foram feitas por


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 1021460/CA


PUC-RIo - Certificacdo Digital N° 1021460/CA

56

SPE (cartucho C18). O valor de LOQ instrumental para a picoxistrobina foi 32 pg
L enquanto o da piraclostrobina foi 21 pg L. O teste de recuperacio foi feito em
amostra de urina fortificada com os pesticidas e as médias das recuperacdes para
picoxistrobina foi 109% e para piraclostrobina de 75% (SOUZA et al., 2009).

Em 2010, mais trés métodos para determinacdo de pesticidas foram
publicados, utilizando GC-MS. Dois trabalhos foram do mesmo grupo de pesquisa,
sendo que o primeiro método desenvolvido foi aplicado para anélise de mangas de
modo a fazer a determinacéo simultanea de residuos de 14 pesticidas (entre eles a
azoxistrobina e piraclostrobina) (FILHO et al., 2010a) e o segundo com o objetivo
de determinar 16 pesticidas (incluindo azoxistrobina e piraclostrobina) em amostras
de &guas subterraneas (FILHO et al., 2010b). Nos dois trabalhos o pré-tratamento
das amostras foi realizado com a microextracdo em fase solida (SPME). No método
para analise de mangas, os valores dos LOQ de azoxistrobina e da piraclostrobina
foram 6,70 e 16,60 g kg™ e as recuperacdes variaram de 80,0 a 84,7 % e de 74,2 a
115,9 %, respectivamente. No método para anélise de aguas naturais, os valores dos
LOQ foram 0,05 e 1,00 pg L™ e as recuperagBes variaram de 70,2 a 93,8% e de
87,4 a 93,4% para azoxistrobina e piraclostrobina respectivamente. Em outro
trabalho publicado em 2010, utilizou GC-MS para a determinacéo de estrobilurinas
(azoxistrobina, cresoxim-metilico, dimoxistrobina, metominostrobina,
picoxistrobina, piraclostrobina e trifloxistrobina), simultaneamente com outros sete
fungicidas, em amostras de frutas e de suco de frutas. O pre-tratamento das amostras
foi realizado com microextracéo liquido-liquido assistido por ultrassom. Os valores
de LOQ obtidos foram 0,07 pg L (azoxistrobina), 0,02 pg L (cresoxim-metilico),
0,01 pg L? (dimoxistrobina), 0,02 pug LT (metominostrobina), 0,01 pg L*
(picoxistrobina), 0,06 pg L (piraclostrobina) e 0,01 pug L? (trifloxistrobina). As
recuperacdes variaram de 83,6 a 115,0% para azoxistrobina, de 79,0 a 110,0% para
cresoxim-metilico, de 86,9 a 118,0% para dimoxistrobina, de 80,9 a 113,0% para
metominostrobina, de 80,0 a 114,0% para picoxistrobina, de 91,5a 117,0% para
piraclostrobina e de 80,5 a 117,0% para trifloxistrobina (VINAS et al., 2010). O
mesmo grupo de pesquisa publicou no mesmo ano um trabalho visando a
determinacdo de sete estrobilurinas (azoxistrobina, cresoxim-metilico,
dimoxistrobina, metominostrobina, picoxistrobina, piraclostrobina e
trifloxistrobina) simultaneamente em frutas utilizando HPLC com deteccéo

absorciométrica (detector do tipo DAD). A eluigéo de fase movel foi feita em modo
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isocratico (acetonitrila/dgua 50:50% v/v), com um tempo total de corrida
cromatogréfica de 13 min, usando uma coluna C-18 de 150 mm de comprimento e
deteccdo em 200 nm. O pré-tratamento das amostras foi feito através de uma
extracdo adsortiva em barra de agitagdo (SBSE) modificada com uma camada de
adsorvente, que consiste de um polimero de polidimetilsiloxano. Os valores de
LOQ foram: 5,3 ng g (azoxistrobina), 1,1 ng g* (cresoxim-metilico), 2,0 ng g’
(dimoxistrobina), 6,7 ng g™ (metominostrobina), 1,8 ng g (picoxistrobina), 1,1 ng
g (piraclostrobina) e 0,9 ng g (trifloxistrobina). As recuperagdes obtidas variaram
de 88 + 6 a 96 + 3% para azoxistrobina, de 91 + 3 a 97 + 4% para cresoxim-metilico,
de 88 + 7 a 95 + 4% para dimoxistrobina, de 89 + 5 a 98 + 6% para
metominostrobina, de 90 + 7 a 101 + 4% para picoxistrobina, de 92 + 5a 100 + 3%
para piraclostrobina e de 89 + 6 a 98 + 4% para trifloxistrobina (CAMPILLO et al.,
2010). Também em 2010 foi publicado o primeiro trabalho para a determinacéo
simultanea de azoxistrobina e dimoxistrobina utilizando uma técnica
eletroanalitica, no caso a voltametria adsortiva de redissolu¢do, em amostras de
batata e uva. O eletrodo de trabalho utilizado foi o de gota pendente de mercurio no
qual se aplicava um potencial de deposicéo de -300 mV durante um tempo de 30 s.
As medicdes foram feitas variando o potencial de -300 a -1000 mV em um eletrolito
suporte que consistiu de uma solugdo de HCI 0,1 mol L. Antes de realizar a
primeira analise na célula eletroquimica, foi necessario fazer a desoxigenacédo da
solucdo por 300 s com gas nitrogénio. Voltamogramas ciclicos apresentaram apenas
um pico catodico tanto para azoxistrobina (em potencial maximo, E, de -1016 mV)
como para dimoxistrobina (E = -680 mV). A extracdo dos fungicidas nas amostras
foi realizada por SPE (cartucho de C18). Os valores dos LOQ para azoxistrobina
variaram de 36 a 119 pg L™, ja para dimoxistrobina foram de 27 a 238 pg L. Estes
valores foram calculados para os diferentes tipos de matrizes. As recuperacoes
ficaram em uma faixa de 86 + 9 a 102 + 4% para azoxistrobina e de 72 + 9a 97 +
9% para dimoxistrobina (PACHECO et al., 2010). Apesar dos bons resultados
obtidos pelos autores, 0 uso do mercurio tem sido desestimulado por conta da sua
elevada toxicidade e persisténcia que causam grande impacto no ambiente e alto
risco a salde do analista por exposicdo. Até o desenvolvimento dos trabalhos desta
tese, este era 0 Unico trabalho publicado na literatura para se determinar

estrobilurinas utilizando técnicas eletroanaliticas.
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No ano de 2011 foram desenvolvidas colunas de imunoafinidade para
piraclostrobina para serem utilizadas no pré-tratamento de amostras de suco de
frutas, com isso extraindo os analitos da matriz e concentrando-o0s. Apds este
processo as amostras foram analisadas por HPLC com detector absorciométrico no
UV (272 nm). A eluicéo da fase movel foi isocrética (acetonitrila/agua 80/20% v/v)
com uma coluna C-18. Um valor de LOD de 0,01 mg L? foi alcancado, com
recuperacdes que variaram de 92,5 a 104,0 %. Um fator de pré-concentragdo de 50
vezes foi conseguido (ESTEVE-TURRILLAS et al., 2011).

Um estudo dos mecanismos de retencdo de quatro estrobilurinas
(azoxistrobina, cresoxim-metilico, picoxistrobina e trifloxistrobina) e outros cinco
triazdis em diferentes fases estacionarias modificadas foi realizado em 2012, com
base em dados experimentais e de modelagem matematica. As modificacdes nas
fases estacionarias foram com compostos hidrofilicos e hidrofébicos e os estudos
de retencéo desenvolvidos por HPLC (deteccéo absorciométrica em 220 nm). Para
cada fase estacionaria testada, diferentes proporcbes de fase movel
(acetonitrila/agua acidificada com acido acético com pH 3) foram utilizadas em
eluicdes isocraticas. Os autores verificaram para estrobilurinas que o fator de
retencdo diminuia com o aumento da proporcao de acetonitrila nas colunas testadas
e que a particdo era semelhante a de colunas de fase reversa convencional (NOGA
et al., 2012). Neste mesmo ano, um estudo foi realizado para avaliar a degradacéo
fotocatalitica de piraclostrobina em solugdo aquosa na presenca de TiO2 em
suspensao. A fotodegradacdo de piraclostrobina foi acompanhada por HPLC
(deteccdo absorciométrica usando um DAD) e os intermediarios da reacdo de
fotodegradacéo foram concentrados em cartuchos de SPE (C18) e identificados por
LC-MS-MS. A cinética de fotodegradacdo para piraclostrobina foi de pseudo-
primeira ordem, com a degradacdo completa ap6s 60 min de irradiacdo com a
lampada ultravioleta (UV de 125 W de poténcia) (LAGUNAS-ALLUE et al.,
2012a). O mesmo grupo de pesquisa desenvolveu um trabalho avaliando quatro
diferentes tipos de extracdo de oito pesticidas, entre eles piraclostrobina, em
amostras de uva, com a determinacdo por GC-MS. As extragdes comparadas foram
a assistida por micro-ondas (LOQ = 5,8 ug kg™?) e por dispersdo da matriz em fase
solida, que combina diretamente a amostra sélida com um adsorvente (dispersante),
usando solvente organico para extrair o pesticida. Os pares adsorventes/sistema de

solventes avaliados para extrair os pesticidas foram: silica de fase reversa
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C18/diclorometano/acetato de etila (1:1, v/v) (LOQ = 8,7 ug kg™); cloreto e sulfato
de sddio/acetonitrila (LOQ = 13,6 pg kg™) e mistura de sulfato de magnésio e
cloreto de sodio/ acetato de etila (LOQ = 14,3 pg kg™). As recuperagdes variaram
de 85 a 100% para piraclostrobina nos quatro métodos de extracdo diferentes
(LAGUNAS-ALLUE et al., 2012b). Um método que mede a quimiluminescéncia
em sistema de injecdo em fluxo para determinacéo de picoxistrobina foi publicado
também em 2012. A picoxistrobina foi determinada usando um tubo
fotomultiplicador operando a -700 V, alocada na frente da célula reacional. A
picoxistrobina foi injetada em uma corrente mista de luminol com KMnQ4, sendo
o sinal de quimiluminescéncia de picoxistrobina foi melhorado com um pré-
tratamento das solugdes com ultrassom. O método foi aplicado em amostras de
dguas naturais e agua da torneira. O LOD obtido foi de 0,27 pg L™, com
recuperagdes variaram de 93 a 107% (ZHANG et al., 2012).

Um método para determinar simultaneamente cresoxim-metilico e mais
quatro pesticidas foi desenvolvido em 2013 utilizando a técnica HPLC com
deteccdo absorciométrica no UV (220 nm). Os pesticidas foram extraidos de
amostras de acai por disperséo da matriz em fase solida, com um adsorvente solido
de alumina e uma mistura de ciclohexano/acetato de etila (1:1, v/v). A eluicéo foi
por gradiente de acetonitrila/agua 50/50 (0 min) até 90/10 (45 min) com uma coluna
C-18 de 250 mm de comprimento. O LOQ obtido para cresoxim-metilico foi de
0,10 mg kg*, com uma recuperacéo de 126% (FROES et al., 2013). Em um outro
trabalho se estudou a cinética e o padrdo de degradacdo de cresoxim-metilico e
trifloxistrobina em polpa e casca de frutas citricas. Os residuos de estrobilurinas
foram extraidos em cartuchos SPE e determinados por cromatografia liquida com
deteccdo absorciométrica no UV. Mais de 97% dos dois fungicidas haviam se
degradado apos 15 dias da sua aplicacdo na casca. O declinio da concentragédo
seguiu um padrdo de cinética de primeira ordem. Na polpa das frutas os residuos
estavam abaixo do LOQ (0,01 mg kg™) apds 9 dias (ZHU et al., 2013). Um mesmo
grupo de pesquisa publicou em 2013 dois trabalhos utilizando HPLC (deteccéo em
210 nm) visando a determinacéo de pesticidas. No primeiro método, a azoxistrobina
e o cresoxim-metilico, juntamente com outros dois pesticidas, foram extraidos em
amostras de &guas naturais por microextracdo assistida por ultrassom. A corrida
cromatogréfica foi realizada com eluicdo isocrética de fase movel (metanol/solucéo
aquosa 0,045% de acido fosforico 63/37, v/v). LOD de 2,2 ug kg™ foi obtido para
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azoxistrobina e de 1,3 pg kg para cresoxim-metilico. As recuperagdes foram de
105,9 + 9,2 a 114,2 + 6,4% para azoxistrobina e de 83,9 + 8,4 a 98,2 + 7,2% para
cresoxim-metilico (LIANG et al., 2013a). No segundo método (HPLC com
deteccdo em 210 nm), cresoxim-metilico, picoxistrobina, piraclostrobina e
trifloxistrobina foram extraidos de amostras de suco de frutas atraves do
procedimento de microextracdo assistida por ultrassom em meio contendo
surfactante. A eluicdo de fase movel também foi isocratica com metanol/agua
(70/30, v/v), em uma coluna C-18. LOD de 2 pug kg™ foi obtido para cresoxim-
metilico, picoxistrobina e piraclostrobina. Ja para trifloxistrobina, o LOD foi de 4
ug kg™. As recuperacdes obtidas em dois niveis de fortificacdo variaram de 85,5 +
3,6 a 89,7 + 5,0% para cresoxim-metilico, de 82,6 + 5,9 a 95,7 + 4,2% para
picoxistrobina, de 87,1 + 4,7 a 96,8 + 4,6% para piraclostrobina, e de 88,5 + 4,7 a
97,5 + 5,6% para trifloxistrobina (LIANG et al., 2013Db).

Em 2014 foi publicado um trabalho visando a avaliagdo da existéncia de
metabolitos de 47 pesticidas (entre eles azoxistrobina e cresoxim-metilico) em urina
de 3421 mulheres gravidas de diferentes regibes da Franca. A tecnica analitica
escolhida para identificar e quantificar esses metabolitos foi a cromatografia liquida
de ultraeficiéncia (ou de resolucdo réapida) com deteccdo por espectrometria de
massa em tandem (UPLC-MS/MS). Metabolitos de apenas dois pesticidas, entre
eles a azoxistrobina, foram encontrados na urina de 40 mulheres de regides rurais
proximas a lavouras de cereais tratadas com estes pesticidas. No trabalho se
determinou quantidades-traco de azoxistrobina na urina além da identificagcdo de
trés metabolitos de azoxistrobina, indicando o risco de contaminagdo em regides
mais proximas ao plantio (JAMIN et al., 2014). Um estudo para avaliar a eficiéncia
da lavagem ou aquecimento do feijdo colhido de lavouras tratadas com quatro
pesticidas, entre eles cresoxim-metilico, foi realizado. O tratamento das amostras
foi feito através da lavagem com fluxo continuo de 4gua ou aquecimento a 100°C
durante 30 min. A técnica utilizada para a deteccdo foi a GC-EC e a extracdo dos
pesticidas nas amostras foi feita com solventes organicos. As concentraces dos
pesticidas recuperadas apds os tratamentos foram comparadas com as
concentracdes dos pesticidas obtidas em amostras de feijdo que ndo sofreram
tratamento. A concentracdo de cresoxim-metilico encontrada nas amostras que
foram aquecidas diminuiu de 30 a 50%, ja as amostras que foram lavadas, a

diminuicdo foi de 40 a 70%. A concluséo foi que o risco de contaminagdo por


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 1021460/CA


PUC-RIo - Certificacdo Digital N° 1021460/CA

61

ingestdo pode ser diminuido com a realizacdo de um procedimento simples de
lavagem do feijdo apos a colheita (AGUILERA et al., 2014).

2.2.
Voltametria.

Entre as técnicas eletroquimicas, a voltametria € uma das mais importantes
do ponto de vista das andlises quantitativas e do diagnostico de processos
eletroquimicos. A voltametria se baseia no estudo da relacdo entre a diferenca de
potencial (“voltagem”) aplicada em um eletrodo de trabalho, a corrente produzida
no processo reacional entre as espécies quimicas na interface eletrodo/solucgéo e,
em algumas abordagens, o perfil de corrente em funcdo do tempo. As abordagens
voltameétricas modernas envolvem o uso de uma célula com trés eletrodos, sendo
um deles o eletrodo de trabalho, que medeia o processo redox que envolve a espécie
quimica de interesse, um eletrodo de referéncia e um eletrodo auxiliar. A taxa de
variacdo da diferenca de potencial é mantida constante e quando o potencial critico
é atingido, transferéncia de elétrons ocorre entre a espécie quimica de interesse e 0
eletrodo ou vice-versa. A corrente gerada nesse processo € dita faradaica e, do ponto
de vista quantitativo, € importante que a intensidade dessa corrente seja
proporcional ao numero de espécies quimicas de interesse na interface
eletrodo/solucdo. Obviamente, a quantidade de espécies quimicas de interesse na
interface eletrodo/solucdo deve guardar relacdo direta com a quantidade delas no
seio da solucdo. Outra corrente importante decorrente do processo de aplicacdo de
potencial é a dita capacitiva, e que ndo guarda relacdo com a presenca da espécie
quimica que sofre o processo redox. A corrente capacitiva é decorrente do
armazenamento de cargas na dupla camada eletrodo/solucéo. Essa corrente gera um
sinal de fundo e pode ser minimizada pelo uso de eletrodos de area superficial
pequena (microelétrodos) e com o uso de técnicas apropriadas de aplicacdo de
potencial e de selecdo da aquisicdo de sinal num instante em que a corrente
capacitiva se torna insignificante em relacdo a faradaica, ja que as duas tem um
perfil temporal de decaimento bem distinto. A curva que relaciona a corrente em
funcdo do potencial aplicado € denominada voltamograma (TICIANELLI e
GONZALEZ, 2005; SKOOG et al., 2002; BARD e FAULKNER, 2001).
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A escolha do potencial a ser aplicado ao eletrodo de trabalho proporciona ao
analista certo grau de controle sobre o processo redox permitindo até mesmo a
seletividade em relacdo a deteccdo da espécie quimica eletroativa de interesse
contida na amostra. A diferenca de potencial aplicada no sistema é a forca motriz
da reacdo eletroquimica. No caso da aplicacdo de potenciais positivos, a oxidagdo
das espécies é favorecida, pois o eletrodo de trabalho funciona como um sorvedouro
de elétrons. Ja quando o potencial aplicado é negativo, o eletrodo € fonte de
elétrons, o que favorece a reducdo das espécies quimicas eletroativas presentes na
interface eletrodo/solugdo (SKOOG et al., 2002; BARD e FAULKNER, 2001).

A varredura na diregdo negativa de potencial aplicado denomina-se varredura
catddica, e produz uma corrente elétrica medida em funcdo da quantidade de analito
(presente na interface eletrodo de trabalho-solucéo) reduzido no processo. Por outro
lado, a varredura na direcdo de potencial mais positivo € denominada varredura
anddica, que gera uma corrente elétrica em fungéo da quantidade de analito oxidado
no processo (SKOOG et al., 2002; BARD e FAULKNER, 2001).

Nas reacdes redox, as etapas mais importantes do processo séo o transporte
das espécies eletroativas ate a interface eletrodo/solucéo e a reacdo que envolve a
transferéncia de elétrons. A taxa de transferéncia de elétrons, que indica a
velocidade da reacdo redox, é governada por processos como a transferéncia de
massa; a transferéncia de carga e, eventualmente, por reacbes quimicas que
acontecem antes ou depois da transferéncia de elétrons para o eletrodo de trabalho
(ALEIXO, 2001).

O transporte das espécies eletroativas que estdo do seio da solucdo para a
interface eletrodo/solucdo é denominado como transporte de massa. Este processo
pode ocorrer de trés formas: (i) a difusdo (provocado pelo gradiente de concentracéo
de espécie eletroativa entre o seio da solucdo e a regido proxima a superficie do
eletrodo de trabalho); (ii) a convecgdo (provocada pela movimentacdo da solucao
forcada por um processo fisico, como a agitacdo da solucdo propriamente dita ou a
rotacdo do eletrodo de trabalho imerso na solucdo) e (iii) a migracdo (provocada
pelo gradiente de cargas elétricas existente entre o seio da solucdo e a regido
proxima a superficie do eletrodo de trabalho) (TICIANELLI e GONZALEZ, 2005).
Para que a relacdo entre as concentracGes da espécie eletroativa de interesse na
interface eletrodo/solucéo e seio da solucdo seja mantida durante a medigéo de

sinal, os transportes de massa devem ser minimizados. O processo de difusdo é
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muito lento em relacdo a velocidade de varredura, ja a medicdo feita com a solucéo
em repouso minimiza o processo de conveccao (esse processo ndo é eliminado
totalmente, pois sempre existe o fluxo de matéria originado pelas variac6es térmicas
locais na solucdo). No caso da migracdo, ela é minimizada com a adi¢do de um
eletrolito ndo reativo nas condicbes do experimento (eletrolito suporte) em
concentracdo bem maior que aquela do analito (pelo menos duas ordens de
grandeza) na célula eletroquimica. O eletrolito suporte minimiza a formagéo de um
campo elétrico devido ao gradiente de cargas (TICIANELLI e GONZALEZ, 2005;
BAREK et al., 2010; MIRCESKI et al., 2007).

Quando o eletrodo de trabalho é carregado, em funcéo do potencial aplicado,
imediatamente produz-se uma orientagdo nas moléculas do solvente na interface
eletrodo/solucéo criando uma contra camada elétrica de carga total igual, porém
com o sinal oposto. A regido de fronteira formada por duas camadas de carga oposta
em sinais é chamada de dupla camada elétrica. Alguns modelos sdo descritos para
explicar o que acontece nesta regido. O modelo descrito por Stern é um resumo dos
modelos de dupla camada elétrica propostos por Helmholtz, Gouy e Chapman.
Neste modelo propde-se uma primeira camada compacta adjacente ao eletrodo. Ela
é composta de moléculas do solvente e ions de carga contraria, sem mobilidade,
adsorvidos na superficie do eletrodo (plano interno de Helmholtz ou camada
interna). Uma segunda camada é formada subsequentemente a primeira e é
denominada plano externo de Helmholtz ou de camada difusdo. A camada de
difusdo é composta por moléculas solvatadas da espécie eletroativa de interesse,
que devido ao seu raio de hidratacdo, ndo conseguem atingir a superficie do
eletrodo. Mais externamente, tem-se a regido denominada de seio da solucdo, onde
0 eletrodo ndo exerce influéncia sobre as espécies eletroativas. EXiste
proporcionalidade entre as concentrac6es do analito presentes na camada de difusao
e seio da solucdo, o que viabiliza a realizacdo de andlises quantitativas
(TICIANELLI e GONZALEZ, 2005; BARD e FAULKNER, 2001). Na Figura 3 é

apresentado um esquema do modelo de Stern para a dupla camada elétrica.
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Figura 3 - Representacdo esquematica da dupla camada elétrica segundo a sintese de
Stern dos modelos propostos por Helmholtz, Gouy e Chapman, onde: ¢' é a camada
interna e 0% a camada de difusdo. Fonte: Adaptado de TICIANELLI e GONZALEZ, 2005.

A camada de difusdo € mais espessa que a camada interna, o0 que possibilita
certa mobilidade as espécies eletroativas solvatadas e o eletrodo exerce, nestas
espécies, atracdo por interacoes de longa distancia. Alguns fatores limitam a largura
dessa camada de difusdo como a conveccdo e a composicdo do eletrdlito suporte.
Sua espessura em solucdes sem agitacdo mecéanica varia entre 0,3 a 0,5 mm e, em
solugdes com agitacdo, diminui significativamente, variando de 0,01 a 0,001 mm
(TICIANELLI e GONZALEZ, 2005; BARD e FAULKNER, 2001).

Como mencionado, dois tipos de corrente sdo gerados em um processo
voltamétrico, a corrente faradaica e a capacitiva. A corrente faradaica é gerada
apenas pelos processos redox que envolvem espécies eletroativas na interface
eletrodo de trabalho/solucéo, sendo essa a corrente que tem utilidade analitica. A
corrente capacitiva é a principal componente da corrente residual ou de fundo, que
limita a sensibilidade das técnicas voltamétricas. A corrente capacitiva é
proveniente de processos decorrentes do carregamento e descarregamento da dupla
camada elétrica, que nesse caso funciona como um capacitor. A corrente residual
tem outro componente do tipo corrente faradaica, vinda das impurezas presentes

nos reagentes, eletrolito suporte e o oxigénio dissolvido e que podem sofrer
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processos redox na regido caracteristica do processo relativo ao analito de interesse.
A contribuicéo dessa corrente faradaica pode ser reduzida ou eliminada com uso de
reagentes de maior grau de pureza e pela desoxigenacdo da solu¢do com um gas
inerte. Porém, quando amostras complexas sdo analisadas, sempre existe o risco do
aparecimento de corrente faradaica proveniente de espécies quimicas interferentes.
Assim, quando possivel, um controle usando um branco adequado é fundamental
para a garantia da obtengdo de resultados exatos e sem erro sistematico. (ALEIXO,
2001; TICIANELLI e GONZALEZ, 2005; BAREK et al., 2010; MIRCESKI et al.,
2007).

As técnicas voltamétricas sdo classificadas pela forma em que a diferenca de
potencial é aplicada e pela forma como a corrente (sinal analitico) é adquirida
(Figura 4). A estratégia de obtengdo do sinal analitico é fundamental para se
minimizar a contribuicdo da corrente capacitiva, para a discriminagédo de sinal do
analito e de interferentes que produzem corrente na mesma janela de potencial do
analito e para a melhoria geral da razdo sinal do analito/sinal de fundo. A
classificagdo das técnicas voltamétricas também é feita de acordo com o uso de
estratégias prévias a medicdo de sinal, por exemplo, concentracdo prévia de analito
via processos eletroliticos (SKOOG et al., 2002).
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Figura 4 - Estratégias de aplicacdo da taxa de variagdo de potencial: A) Voltametria com
varredura linear; B) voltametria de varredura do tipo ciclico; C) voltametria com varredura
do tipo pulso diferencial e D) voltametria com varredura do tipo onda quadrada. Fonte:
Adaptado de SKOOG, et. al, 2002.

2.2.1. Voltametria de pulso diferencial (DPV).

A teécnica de varredura linear, primeiramente utilizada na polarografia
classica e nas primeiras abordagens com eletrodos que ndo eram de mercurio,
apresentavam baixa sensibilidade causada em grande parte pela falta de
discriminacdo entre as correntes capacitiva e faradaica e também pela resolucao
pobre entre os sinais (nesse caso dito ondas) de duas ou mais espécies quimicas
cujos processos redox ocorrem em potenciais caracteristicos (nessa abordagem,
ditos potenciais de meia onda E1) proximos uns dos outros. Com a melhoria da
tecnologia da instrumentacdo, foi possivel desenvolver as técnicas de controle na
aplicacdo de pulsos reprodutivos e curtos (técnicas de pulso) e aquisi¢do de sinal
(corrente) em tempos especificos da varredura (RILEY E WATSON, 1987;
SKOOG et al., 2002).

Na voltametria de pulso diferencial uma programacdo de potencial é
realizada, aplicando pulsos superpostos em uma rampa linearmente crescente. A

amostragem da corrente ocorre em dois intervalos de tempo, o0 primeiro


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 1021460/CA


PUC-RIo - Certificacdo Digital N° 1021460/CA

67

imediatamente apos aplicagdo do pulso (Si) e o segundo préximo ao final (S,),
como ilustrado na Figura 5. O valor final de corrente registrado é igual a diferenca
entre as intensidades dessas duas correntes. Desse modo, a corrente capacitiva é
compensada, sendo o seu valor muito préximo nos dois pontos onde a corrente total
é medida. A amplitude do pulso de potencial aplicado (em mV), durante um tempo
de aplicacdo (em ms), separa 0s pontos de amostragem da corrente (SKOOG et al.,
2002; BARD e FAULKNER, 2001).

Potencial

Tempo -

Figura 5 - Aplicacdo de potencial em funcdo do tempo em voltametria de pulso diferencial.
A corrente € amostrada em Si e S: e a diferenca entre elas € que é registrada: | = Isz2 — Isa,
sendo t o tempo. Fonte: Adaptado de SKOOG, et. al, 2002.

As correntes terdo uma diferenca maior, considerando como referéncia a
voltametria classica de varredura linear, na regido proxima ao Ei, da espécie
eletroativa, onde uma pequena variacdo de potencial produzira grande variacao de
corrente na voltametria de pulso diferencial. Assim, a corrente aumenta até atingir
0 seu valor maximo em E12, denominado na voltametria de pulso diferencial de
potencial de pico (Ep), decaindo posteriormente para o nivel da corrente de fundo,
logo, o formato do voltamograma sera o de picos relativamente finos, o que melhora
a resolucdo entre espécies que sofrem processos redox em regides de potencial
proximos (SKOOG et al., 2002; BARD e FAULKNER, 2001).

Na voltametria de pulso diferencial, o valor da corrente maxima em E €
denominado corrente de pico (l,), e, dentro de condi¢Ges ideais, € proporcional a

concentracdo da espécie eletroativa no seio da célula eletroquimica. Como I, € uma
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corrente de difusdo, pode-se utilizar a voltametria de pulso diferencial em analises
quantitativas (GREEF, et al., 1985).

2.2.2.
Voltametria de onda quadrada (SWV).

A voltametria de onda quadrada (SWV do inglés square wave voltammetry)
é uma técnica, na qual a aquisicdo da corrente resultante do processo redox é
proveniente da sobreposi¢do de uma onda quadrada em uma rampa de potencial na
forma de escada, com uma amplitude de pulso (a), um incremento de varredura
(AEs), e o tempo (1) de duragéo da onda quadrada. Na Figura 6, a forma de aplicacéo
do potencial na voltametria de onda quadrada é apresentada. A frequéncia da onda
quadrada em Hz ¢ igual a 1/1. Assim como na DPV, a medicdo da corrente ¢
realizada em dois pontos na onda quadrada. A primeira medigdo (posi¢cdo 1 na
Figura 6) é no final do pulso direto (no sentido da varredura), ja a segunda medicéao
(posigéo 2 na Figura 6) € onde a direcdo do pulso é contraria a direcdo da varredura
(SOUZA et al., 2003; MIRCESKI et al., 2007).

r'IJ' F"
e

'\-\.__\_H_
-\.\_\__H-.
e,

Potenrial

-

Tempo -

Figura 6 - Forma de aplicacdo do potencial na voltametria de onda quadrada. Onde: a é a
amplitude de pulso; AEs é o incremento de varredura e t é o tempo. Fonte: Adaptado de
SOUZA, et. al, 2003.

A dupla amostragem na corrente minimiza a contribuicdo da corrente
capacitiva. Ja a amostragem da corrente nos dois sentidos de varredura de potencial
contribui também para um ganho na sensibilidade quando a espécie eletroativa tem

um mecanismo redox reversivel, pois as correntes de pico de reducédo e de oxidacado
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da espécie sdo somadas, gerando um sinal analitico (corrente resultante) maior do
que quando apenas uma dessas correntes € medida. Para espécies com 0 mecanismo
redox irreversivel ou quase-reversivel essa vantagem ja ndo é significativa, pois
apenas a corrente de um dos processos é relevante. Estes fatores contribuem para
que a voltametria de onda quadrada permita, muitas vezes, o alcance de limites de
deteccdo menores do que aqueles observados para a voltametria de pulso diferencial
(SOUZA et al., 2003; MIRCESKI et al., 2007).

A voltametria de onda quadrada permite a realizacdo de medi¢fes mais
rapidas, por causa da alta frequéncia de aplicacdo dos pulsos, quando comparada a
voltametria de pulso diferencial. A velocidade na medicdo da corrente para uma
analise por voltametria de onda quadrada é dada em funcdo do incremento de
varredura de potencial (AEs) e da frequéncia (f) de aplicacdo dos pulsos de potencial
(SOUZA et al., 2003; MIRCESKI et al., 2007).

O pico voltamétrico resultante apresenta a posicdo na escala de potencial, a
largura, a altura (intensidade) e a relativa simetria de pico que reflete as
caracteristicas do tipo de sistema redox. Ademais, a voltametria de onda quadrada
possui modelos matematicos que podem ser utilizados para diagnosticar o
mecanismo dos processos redox das espécies eletroativas que interagem com o
eletrodo de trabalho, e permite calcular parametros importantes como, por exemplo,
0 numero de elétrons envolvidos no processo redox nas reagdes irreversiveis.
Assim, esta técnica se torna uma ferramenta importante para o estudo dos
mecanismos redox de compostos organicos (SOUZA et al., 2003; LOVRIC e
BRANICA, 1987).

No estudo dos mecanismos redox, por voltametria de onda quadrada, 0s
sistemas irreversiveis sdo caracterizados por uma relacao linear entre a corrente de
pico (lp) e a frequéncia (f) de aplicacdo dos pulsos, como mostrado na Equacéo 1,

onde K é a constante de velocidade do processo redox (SOUZA et al., 2003).

lp= Kif (Eq. 1)

Desse modo, a Equacdo 1 indica que para sistemas redox irreversiveis, 0
aumento da frequéncia tende a melhorar a sensibilidade da resposta analitica.
Em reagOes irreversiveis, existe uma relagdo linear entre o potencial de pico

(Ep) e o logaritmo da frequéncia, como mostrado na Equacéo 2, e que possibilita o
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calculo do coeficiente de transferéncia eletronica (o) ou do nimero de elétrons (n)
através do coeficiente angular dessa relagdo, onde: R é a constante dos gases ideais,
T é a temperatura e F a constante de Faraday (SOUZA et al., 2003; GOSSER,
1993).

AEp/Alogf =-2,3RT/anF (Eq. 2)

Outro fato importante observado em reacdes redox irreversiveis, é que a
largura de meia-altura (AEpz) € independente da amplitude dos pulsos. O valor da
largura do pico na meia altura de intensidade de corrente é um indicador usado para
o calculo do namero de mol de elétrons envolvidos em reacfes redox irreversiveis,
como indicado na Equacéo 3 (SOUZA et al., 2003; GOSSER, 1993).

AEp2= (65,5 + 0,5)/on (Eq. 3)

Ao se aproximar o coeficiente de transferéncia eletronica para um valor
caracteristico de o = 0,5, a Equacdo 3 ¢ simplificada (Equagdo 4) (SOUSA et al.,
2003; GOSSER, 1993).

AEp2=127In  (Eq. 4)

Valores de coeficiente menores que 0,5, indicam que a transferéncia
eletrbnica acontece muito rapidamente do eletrodo para a espécie eletroativa.
Coeficientes com valores mais baixos também podem indicar uma mudanca
estrutural nos produtos redox gerados na superficie do eletrodo, causando uma
barreira para a transferéncia eletronica. Ja valores de a maiores que 0,5, podem
ocorrer em reacdes redox que envolvem mais de uma etapa. A aproximacao do
coeficiente de transferéncia eletrénica para 0,5 € aceitavel ao se considerar sistemas
redox irreversiveis, com apenas uma etapa de transferéncia eletrbnica, e com
geracdo de produtos que ndo interferem na eficiéncia da transferéncia de elétrons
(SOUZA et al., 2003; GOSSER, 1993).

Outra informag&o importante que se pode obter dos modelos mateméticos em
voltametria de onda quadrada é a concentracdo de espécie adsorvida (I') na

superficie do eletrodo de trabalho. Pode-se calcular I pela Equag@o 5, onde I faz
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parte do coeficiente angular da relagdo linear obtida entre a corrente de pico (Ip) e
a amplitude do pulso (LOVRIC e KOMORSKY-LOVRIC, 1988).

I/a = (5+1)10°qan’FfAES”  (Eq. 5)

Onde q ¢ a area da superficie ativa do eletrodo (cm), n é a quantidade de
elétrons (mol), o é o coeficiente de transferéncia eletrdnica, F é a constante de
Faraday (A s mol™?), a é aamplitude do pulso de onda quadrada (V), f é a frequéncia
aplicada de pulso (Hz) e AEs é o incremento de varredura (V).

Em sistemas com o mecanismo redox quase-reversiveis ndo é encontrado
comportamento linear na relacdo entre corrente de pico e frequéncia de pulso. Ja
em sistemas reversiveis, a relacdo linear ocorre quando a corrente de pico é
monitorada em funcdo da raiz quadrada da frequéncia de aplicacdo do pulso
(SOUZA et al., 2003).

2.2.3.
Voltametria de redissolucao e voltametria adsortiva de redissolucao.

Na abordagem de voltametria de redissolugdo, uma reacdo eletroquimica
entre a espécie eletroativa e o eletrodo de trabalho é forcada a ocorrer antes da
varredura do potencial para a aquisi¢cao da corrente. Esta reacdo ocorre por meio da
aplicacdo de um potencial fixo, durante um periodo estabelecido e em condicdes de
transporte de massa convectivo (controlado e reprodutivel). Assim, o analito € pré-
concentrado na superficie do eletrodo de trabalho (etapa de deposicdo), para
posteriormente ser redissolvido para solugcdo na varredura de potencial que forca a
reacao redox inversa. Essa abordagem promove a elevacdo significativa da corrente
final produzida (GREEF et al., 1985).

Existem dois tipos de voltametria de redissolucao, a anodica e a catodica. Na
voltametria de redissolucdo anddica, um potencial catodico € aplicado durante a
etapa de pré-concentracdo, reduzindo a espécie eletroativa na superficie do
eletrodo, posteriormente o potencial é varrido no sentido anddico oxidando-a para
solucdo. Ja na voltametria de redissolucdo catddica, um potencial anodico é

aplicado durante a etapa de pré-concentragdo oxidando a espécie eletroativa na
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superficie do eletrodo e posteriormente o potencial é varrido no sentido catédico
reduzindo-a para solucdo (SKOOG et al., 2002; GREEF et al., 1985).

Uma variante é a voltametria adsortiva de redissolucdo, técnica utilizada
quando ndo ocorre uma reagdo eletroquimica entre o analito e a superficie do
eletrodo de trabalho. O principio dessa técnica esta baseado na capacidade de alguns
compostos se adsorverem espontaneamente na superficie de um eletrodo comum
ou quimicamente modificado. A acumulagdo destes compostos ndo envolve
processo faradaico, mantendo-se ligados ao eletrodo por interacGes eletrostaticas,
covalentes ou de troca idnica. Diversos fatores influenciam a quantidade de
moléculas adsorvidas na superficie do eletrodo, com destaque para o tipo de
solvente, a constituicdo do eletrodo de trabalho, a for¢a idnica e pH do meio, o
transporte de massa, o potencial aplicado ou a temperatura do sistema. Para que a
voltametria adsortiva seja utilizada no desenvolvimento de um método
eletroanalitico, o processo de adsor¢éo do analito deve ser reprodutivel, sem ocorrer
a passivacgdo da superficie do eletrodo. Em concentragdes relativamente altas, pode
ocorrer perda de linearidade das curvas analiticas, podendo ser minimizada pela
utilizacdo de tempos menores de acumulacdo e baixa velocidade de agitacao
(GARAY, 2001; VIRE et al., 1989; PACHECO et al., 2013).

2.2.4.
Voltametria ciclica (CV).

Como na voltametria de varredura de potencial linear, na voltametria ciclica
(CV), a diferenca de potencial é aplicada numa taxa constante, produzindo uma
variacdo de potencial linear em funcao do tempo, partindo de um valor inicial, até
atingir um valor final. Porém, ao contrario da voltametria tradicional, no instante
em que o potencial final é atingido, a varredura é invertida até atingir novamente o
potencial de partida. Estas duas etapas de varredura fazem parte de um ciclo,
podendo ser repetido quantas vezes se desejar. A corrente produzida no processo €
graficada em funcdo do potencial aplicado, gerando o chamado voltamograma
ciclico. Na voltametria ciclica, os processos de oxidacdo e de reducao da espécie
quimica de interesse podem ocorrer no eletrodo de trabalho e, quando ocorrem, séo

representados por correntes de pico anddica (lp,a) catodica (Ip,c). No mais alto valor
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de corrente anddica, o lpa, tem-se 0 potencial de pico anddico (Ep,a). Similarmente,
0 mais alto valor de corrente catddica, o lpc, ocorre no potencial de pico catédico
(Epc) (GOSSER, 1993).

O valor de corrente de pico (Ip) depende de vérios parametros indicados na
Equacéo 6.

I, = (2,686 x 10°) n*? ACDY? y1/2 (Eq. 6)

Onde n é a quantidade de elétrons, em mol, envolvidos na semi-reacdo; A é a
area eletroativa do eletrodo (cm?); C é a concentragdo da espécie eletroativa (mol
L1); D é o coeficiente de difusdo da espécie no meio (cm? s™) e v é a velocidade de
varredura (V s).

Esta equacdo também possibilita o calculo da area eletroativa do eletrodo de
trabalho. No caso, se uma relagdo linear for encontrada para a relacdo entre a
corrente de pico e a raiz de velocidade de varredura, no coeficiente angular
encontrado para a reta se tem embutido varios desses parametros (GOSSER, 1993).

A voltametria ciclica pode ser usada como uma ferramenta para estudo da
eletroatividade de compostos inorganicos e moléculas organicas. A técnica também
fornece informacdes a respeito do mecanismo redox e do transporte de massa de
uma especie eletroativa. A reversibilidade eletroquimica esta associada a troca
rapida de elétrons entre as espécies eletroativas e o eletrodo. Quando a espécie
eletroativa tem mecanismo redox reversivel, uma relacao linear se estabelece entre
a raiz da velocidade de varredura de potencial e a corrente de pico (tanto a anddica
guanto a catddica). Para um transporte de massa controlado por difusdo, a relacéo
linear se estabelece entre o valor do pico de corrente (catddico ou anddico) e a raiz
da velocidade de varredura de potencial. Nas espécies com o transporte de massa
controlado adsorcéo, tal relacdo ndo é linear. Estas informagdes em conjunto com
as obtidas por voltametria de onda quadrada possibilitam propor mecanismos redox
e o transporte de massa para as espécies eletroativas estudadas (GOSSER, 1993).

A CV é utilizada principalmente em estudos exploratérios do comportamento
redox de espécies eletroativas no eletrodo de trabalho utilizado. Seu emprego é
limitado quando se deseja aplica-la quantitativamente na determinacdo de baixas
concentragdes (menores que 10° mol L7T). Isto se deve principalmente a

interferéncia da corrente capacitiva na corrente final resultante, ja que a varredura
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é basicamente a linear classica. Em algumas situacdes, a relagdo sinal ruido pode
ser melhorada fazendo-se uma amostragem num tempo especifico a cada
incremento de variagcdo de potencial, de modo a se ter um experimento similar a
voltametria ciclica, mas com variacdo de potencial em incrementos definidos.
Nesse caso, a aplicacdo quantitativa pode ser viabilizada, porém ainda tendo
limitagcGes em termos de sensibilidade (PACHECO et al., 2013; GOSSER, 1993).

2.3.
Amperometria.

A amperometria € uma técnica eletroquimica que se baseia na aplicacdo de
pulsos de diferenca de potencial (potencial fixo) que forca a oxidacdo ou reducdo
de uma espécie quimica, gerando uma corrente faradaica. O grafico que relaciona a
corrente medida num potencial fixo em funcdo do tempo é denominado
amperograma e a intensidade da corrente produzida, dentro de condigdes ideais, é
proporcional a concentracdo da espécie eletroativa no seio da solugéo
(ANGLESON e BETZ, 1997).

Diferente das técnicas voltameétricas, na amperometria a corrente capacitiva é
baixa, pois ao se manter o potencial constante, essa corrente também se torna
constante e proxima ao zero. Além disso, a amperometria apresenta maior
sensibilidade que as técnicas voltamétricas, em fungédo da reducéo na interferéncia
da corrente de fundo (QUINTINO e ANGNES, 2004).

Quando a amperometria é associada a abordagens analiticas como a analise
por injecdo em fluxo (FIA) ou em sistema por analise de injecdo em batelada (BIA),
é aconselhavel utilizar concentracdo relativamente alta do eletrolito suporte. Tal
eletrolito presente na amostra e nas solugcdes padrdes deve ser o mesmo presente no
carregador para o FIA ou no interior da célula BIA. 1sso € necessario para manter a
forca ibnica do meio, minimizando variacdes na regido da dupla camada elétrica e
garantindo que o sinal transiente registrado seja atribuido apenas ao processo
faradaico (QUINTINO e ANGNES, 2004).

Essa técnica é utilizada, na eletroanalise, em aplicacdes variadas e, sua
associacdo ao FIA e BIA atorna mais atraente para o desenvolvimento de métodos
eletroanaliticos. Nesse caso, as medi¢fes sdo dos picos transientes de corrente em

funcdo do tempo, obtidos por um potencial fixo aplicado ao eletrodo de trabalho.
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Vale ressaltar que os potenciais de oxidacdo ou reducdo, adequados a analise a ser
realizada, devem ser obtidos a partir de estudos prévios usando técnicas
voltamétricas (ANGLESON e BETZ, 1997).

A amperometria de multiplos-pulsos é mais uma abordagem amperométrica,
a qual permite a aplicagdo simultanea de dois ou mais pulsos de potenciais na
superficie do eletrodo de trabalho. O monitoramento das correntes geradas em
funcdo do tempo pode ser realizado atraves de amperogramas independentes
(LIMA et al., 2013).

A principal limitagdo das técnicas amperométricas é a sua baixa seletividade.
Se a anlise for realizada em potenciais muito positivos ou negativos, pode ocorrer
a oxidacao ou reducdo de todas as espécies eletroativas na solugdo, com potenciais
abaixo do aplicado. O célculo de um fator permite a identificacdo da presenca de
espécies eletroativas interferentes no sinal analitico. Para analitos com dois ou mais
picos de oxidacdo ou de reducéo, esse fator pode ser calculado pela razéo entre a
corrente do pico mais intensa (Ig) gerada pela aplicagdo de um pulso de potencial
especifico ¢ a corrente do pico menos intensa (I’e) gerada pela aplicagdo de um
pulso de outro potencial especifico, utilizando a amperometria de multiplos-pulsos.
O fator (Ie/I’e) é constante e maior que a unidade para o analito na auséncia de
interferéncia, ndo importando a concentragdo do mesmo. A presenca de outras
espécies eletroativas na solucdo que produzam sinal analitico interferente tende a
distorcer o valor desse fator (LIMA et al., 2013).

2.4.
Andlise por injecdo em batelada (BIA).

A analise por injecdo em batelada (BIA), do inglés batch injection analysis,
¢ uma abordagem analitica que teve seu inicio h& duas décadas e foi associada
inicialmente com deteccdo por amperometria. No BIA, pequenos volumes do
analito sdo injetados, com o auxilio de uma micropipeta eletrénica, diretamente
sobre o eletrodo de trabalho imerso em um grande volume de eletrélito suporte. O
contato entre a zona injetada do analito e a superficie do eletrodo resulta em sinais
transientes semelhantes aos obtidos em FIA. Esta técnica possui caracteristicas
anadlogas ao FIA como a rapidez, simplicidade, uso de volumes pequenos de

amostra, repetibilidade e sensibilidade, porém, no BIA ndo se tem 0 processo
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automatizado, ja que ndo utiliza bombas, tubos de conexao e valvulas que mantém
fase mdvel constantemente fluindo no sistema de modo a carrear a zona de analito
(WANG e TAHA, 1991).

Na Figura 7a é apresentado o esquema do primeiro sistema BIA construido.
A ceélula era feita de acrilico, com a distancia da superficie eletroativa do eletrodo
de trabalho para ponteira da micropipeta de 2 mm (WANG e TAHA, 1991). As
etapas envolvidas em uma injecdo no sistema BIA estdo esquematizadas na Figura
7b. A solugdo de amostra € injetada (em volumes na ordem de microlitros) atraves
de uma micropipeta eletrénica formando uma zona que entra em contato direto com
0 eletrodo, por causa da proximidade da ponta da micropipeta e do eletrodo, se
dispersa no eletrolito suporte tendendo a alcancar diluicdo infinita. O transporte da
zona ate o eletrodo é reprodutivel e a dispersdo controlada. Como consequéncia, a
resposta tem um sinal transiente na forma de pico, sequido de uma queda do sinal
até a linha base. A queda relativamente instantanea do sinal se da devido a corrente
de difuséo da espécie ser minima (desprezivel) em relacdo a corrente gerada pelo
BIA (alta vaz&o). A queda do sinal pode ser mais lenta em sistemas em que o analito
tende a se adsorver na superficie do eletrodo, necessitando de agitacdo mecanica do
eletrolito suporte para auxiliar a limpeza da superficie do eletrodo. Ajustadas as
condicdes experimentais e antes do limite de saturacdo da resposta analitica, a
intensidade do sinal obtido em um sistema com a abordagem do BIA € proporcional
a concentracgdo do analito na solucéo injetada na superficie do eletrodo (QUINTINO
e ANGNES, 2004).
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Figura 7 - a) Diagrama esquematico da primeira célula BIA: A - eletrodo de trabalho; B -

eletrodo auxiliar; C - eletrodo de referéncia; D - ponteira da micropipeta; E - orificio para
preenchimento da célula; F - barra de agitacédo; G - dreno. b) Etapas envolvidas em uma
injecdo no BIA. Fonte: Adaptado de WANG e TAHA, 1991 e QUINTINO e ANGNES, 2004.

O volume das primeiras células construidas para BIA variava de 250 a 700
mL, porque se acreditava na necessidade de uma grande diluicdo do microvolume
de solucdo de analito injetado de forma a produzir uma volta rapida do sinal
transiente para a linha base. No entanto, células de volumes menores (de 40 a 200
mL) se mostraram suficientes para realizar uma série de analises relativamente
numerosa. Os parametros que influenciam a resposta do sinal em um método
analitico baseado no uso da abordagem BIA s&o a velocidade de injecéo da solucéo;
o volume de solucdo injetado; a necessidade ou ndo de agitacdo e, caso seja
necessario agitar, a sua velocidade (QUINTINO e ANGNES, 2004).

A abordagem de BIA pode ser associada a técnicas de detec¢do como a
espectrofotometria (WANG e ANGNES, 1993), calorimetria (THAVARUNGKUL
et al., 1999), fluorescéncia (WANG et al., 1992; AMORNTHAMMARONG et al.,
2011), potenciometria (LU et al., 1993; FERNANDES et al., 1998), voltametria
(BRETT et al., 1999; BRETT et al., 2000). Porém, a principal associacdo desta
abordagem analitica € com a amperometria. O BIA-amperometria pode ser usada
para andlise de diversas matrizes como combustiveis (TORMIN et al., 2011;
TORMIN et al., 2012; PEREIRA et al., 2012), alimentos (DA-SILVA et al., 2012)
e farmacos (GIMENES et al., 2012; LIMA et al., 2012; FERREIRA et al., 2012).
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2.5.
Eletrodo de diamante dopado com boro (DDB).

O diamante é uma forma cristalina do carbono, extremamente dura, sendo
considerado um excelente material para muitas aplicagfes tecnolégicas, por causa
de suas propriedades fisicas e quimicas singulares, tais como alta resistividade
elétrica, elevada condutividade térmica e boa resisténcia a corrosdo. Além disso,
esse material tem baixo coeficiente de atrito, é praticamente inerte quimicamente e
possui transparéncia éptica. O diamante sintético ndo-dopado e livre de impurezas
tem propriedades isolantes, com resistividade > 108 Q cm. Porém quando dopado
com elementos quimicos adequados, sua propriedade de condugdo se modificam
significantemente (SWAIN e RAMESHAM, 1993).

A fabricagdo do primeiro diamante sintético dopado com boro foi datada de
1903 através do processo de crescimento em altas pressdes e temperaturas
(BURTON, 1905). Vérias técnicas foram desenvolvidas para a fabricagdo de filmes
ultrafinos de diamante dopado com boro (DDB), sendo a deposicéo quimica a partir
da fase de vapor (CVD do inglés chemical vapor deposition), a mais utilizada e
aprimorada. A dopagem do diamante com boro, pelo processo CVD, € geralmente
feita com gas trimetil-boro, em concentracdes que variam de 10 a 20.000 mg L*,
fornecendo ao material, dependendo da concentracao de boro, caracteristicas de um
semimetal ou semicondutor. Metano, metanol ou acetona podem ser utilizados
como fontes de carbono para a fabricacdo do DDB, sendo o metano o mais utilizado
por ser um gas, e por causa disso ser mais conveniente o seu uso no sistema CVD
(ZHANG et al., 1996).

O boro possui trés elétrons na camada de valéncia, e tende a doar os elétrons
ao carbono do diamante, gerando no material resultante as propriedades
semicondutoras tipo-p, com a reducéo do nivel de Fermi, em funcéo do aumento do
namero de elétrons. Esta caracteristica que o boro confere ao DDB, o torna atraente
para a construcdo de eletrodos de trabalho. Porém, por causa da alta tecnologia
envolvida na preparacdo do DDB, o seu custo é elevado comparado ao eletrodo de
carbono vitreo. No entanto, com o aprimoramento dessa tecnologia e com a
fabricacdo em série, o custo desse material vem diminuindo (SWAIN e
RAMESHAM, 1993).
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Os eletrodos de DDB séo muito utilizados em eletroanalise com vantagens
em relagdo ao eletrodo carbono vitreo e de filmes metalicos. Por exemplo, esse
eletrodo possui uma ampla janela de potencial em soluc¢bes aquosas, deslocando a
regido sobrepotencial (com eletrélise da dgua e/ou oxigénio dissolvido) para valores
acima de £2200 mV. Esta caracteristica possibilita a determinacéo de espécies que
tenham o seu potencial redox caracteristico acima de +1000 mV, o que ndo pode
ser feito utilizando o eletrodo de carbono vitreo. Além disso, produz baixa corrente
capacitiva, tem alta estabilidade (quimica/fisica) e baixa sensibilidade ao oxigénio
dissolvido na solugdo, ndo necessitando, na maioria dos casos, de uma
desoxigenacdo do eletrdlito suporte. O DDB abre novas oportunidades para o
trabalho em condicBGes extremas, tais como potencial anddico elevado e meio
quimicamente agressivo, por exemplo, fortemente acido. Essas propriedades do
DDB, aliadas a sua robustez, indicam que ele € adequado para analises com técnicas
eletroanaliticas, sendo um dos materiais mais promissores para a construcao de
eletrodos de trabalho na atualidade. Uma desvantagem é que quando se usa 0 DDB
em potenciais tdo extremos, muitas espécies quimicas sofrerdo processo redox € o
risco de interferéncias € maior (DRAGOE et al., 2006; WANG et al., 2011).

Na literatura, pode-se verificar a aplicacdo do DDB em diversas areas de
pesquisa, tais como tratamento de &guas residuais com a oxidacdo de poluentes
organicos (SAEZ et al., 2013), em andlises bioquimicas, detectando células
cancerosas por meio da medicdo da variacdo de impedancia (WENG et al., 2011),
em analises ambientais determinando, por exemplo, manganés em material
particulado atmosférico com a voltametria de onda quadrada (FELIX et al., 2005),
e eletroanalise com o objetivo de quantificar moléculas organicas como fenol
(INIESTA et al., 2001), pesticidas organofosforados (WElI et al., 2014), hidrazina
(CHANNON et al., 2013) aminobifenil e aminoftalenos (ZAVAZALOVA et al.,
2012) e 2-naftol (PANIZZA et al., 2001). Nenhum método foi descrito na literatura
cientifica, até os trabalhos realizados nesta tese para a determinacdo de

estrobilurinas utilizando o DDB como eletrodo de trabalho.
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2.6.
Eletrodos de filme metalico.

O eletrodo de trabalho feito de mercurio (filme ou gota pendente) tem sido
comumente utilizado durante varias décadas na execucdo de analises
eletroquimicas, em especial nas aplica¢des voltamétricas (polarograficas no caso da
gota de mercurio), apesar de sua elevada toxicidade. Em particular, o eletrodo de
filme de mercurio é frequentemente empregado devido ao procedimento de preparo
relativamente simples e a comodidade de sua aplicacdo em sistemas em fluxo
(ECONOMOU e FIELDEN, 1998). Muitos outros materiais sdo sugeridos como
substitutos para o filme de mercurio na fabricacdo de eletrodos de trabalho para
voltametria/amperometria, como, por exemplo, eletrodos modificados com ouro,
platina, prata, iridio, diversas ligas e amalgamas. Porém, nenhum deles apresentou
0 excelente desempenho dos eletrodos de mercurio na janela de potencial negativa
(FISCHER et al., 2006; ACHTERBERG e BRAUNGARDT, 1999; WANG e
TIAN, 1993; MIKKELSEN e SCHR@DER, 2001; WANG et al., 2001).

2.6.1.
Eletrodo de filme de bismuto (BiFE).

Uma das alternativas que merece destaque, para substituicdo do eletrodo de
mercurio € o eletrodo de filme de bismuto (BIiFE), por causa da baixa toxicidade do
Bi, alta capacidade de pré-concentracéo e janela de operacao similar a do mercurio
(WANG et al., 2000).

Assim como o mercurio, a utilidade do bismuto como um eletrodo é baseada
em sua capacidade de formar amalgamas com ions metalicos, na interface com a
solucdo, e de adsorver outras espéecies quimicas tais como substancias organicas e
complexos metélicos. O BIFE consiste de um filme fino de bismuto depositado em
um substrato adequado como, por exemplo, o carbono vitreo, cuja funcédo é fornecer
sitios para a formacdo do filme. O carbono vitreo € preferido como substrato, pois
possui alta condutividade elétrica, boa estabilidade mecéanica, baixo custo, além de
produzir baixa corrente de fundo. Acreditava-se, até o trabalho realizado nesta tese,
que a janela de potencial para trabalhos com BIFE era de -1200 mV a -180 mV,
sendo o filme completamente oxidado em potenciais mais positivos
(DEMETRIADES et al., 2004).
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O filme de bismuto pode ser preparado pelo método in situ e ex situ. No
processo in situ, o Bi** é adicionado na solugdo da cela de trabalho, sendo o filme
formado simultaneamente com a etapa de concentracdo do analito (da abordagem
de voltametria de redissolugdo). Assim, durante a formagéo do filme, em geral, o
analito de interesse é concomitantemente pré-concentrado, sendo que a
concentracéo de Bi** na cela deve ser otimizada, pois existe uma relagdo entre esta
e o sinal analitico das espécies quimicas que serdo determinadas. Na medida em
que se aumenta a concentracdo de Bi** na cela eletroanalitica, mais efetiva é a
formacdo do filme, o que possibilita 0 acimulo de maior quantidade da espécie
eletroativa de interesse no filme, aumentando consequentemente o sinal analitico.
J& no processo ex situ, o filme é formado separadamente em outra cela
eletroanalitica, contendo solucio de Bi**. Em seguida, o eletrodo é imerso na cela
de trabalho que contém a amostra aquosa para se fazer a determinacdo analitica.
Essa abordagem € a mais empregada quando as condigdes de analise ndo sdo
extremas. Ja quando ocorre aplicacdo de potenciais muito negativos ou eletrolitos
com valores de pH muito acidos, a sensibilidade das medicdes é afetada. Isso
porque pode haver formacdo de gas hidrogénio, devido ao sobrepotencial gerado
pelas reacdes redox de outras espécies presentes em solucdo e que ocasiona a
remocao do filme da superficie do substrato (ECONOMOU, 2005).

O BIFE foi introduzido na voltametria de redissolucdo anodica inicialmente
para a determinacdo de ions metalicos em solucdes aquosas, sendo posteriormente
utilizado em deteccéo eletroquimica de moléculas organicas. Tem como vantagem
o fato de a renovacdo do filme de bismuto ser simples e rapida, com possibilidade
de modificacdo quimica com adicdo de ligantes. Além disso, em muitos casos, a
eliminacdo do oxigénio dissolvido na solucdo ndo é necessaria (HUTTON et al.,
2001). Em abordagens de redissolucdo, todos os trabalhos mostram que a operagéao
do BiFE deve ser feita em potenciais menores do que o da oxidagdo do Bi** (em
torno de -150 mV, nas condicdes de trabalho do potenciostato com arranjo de trés
eletrodos sendo o de BIiFE formado em substrato de carbono vitreo, com o eletrodo
de referéncia de Ag/AgCl e um eletrodo auxiliar de platina), pois teoricamente o
filme seria redissolvido em potenciais mais positivos.

Na literatura cientifica, varios trabalhos foram publicados utilizando BiFE
como eletrodo de trabalho. A maior aplicacéo deste eletrodo é na determinacéo de
metais em diversas matrizes (WANG e LU, 2000; PACHECO et al., 2008;
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SIRIANGKHAWUT et al., 2009; ZONG e NAGAOSA, 2009; MIGUEL et al.,
2010; JORGE et al., 2010). BiFE também é utilizado na determinacgéo de moléculas
organicas (NIGOVIC et al., 2009; CAMPESTRINI et al., 2010; YANG et al.,
2006). Como no caso do DDB, este eletrodo ainda ndo foi utilizado no
desenvolvimento de métodos eletroanaliticos para a determinacéo de estrobilurinas.
Também ndo existe uma aplicacdo eletroanalitica utilizando BIiFE em potenciais

mais positivos, acima do seu potencial de oxidacao.


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 1021460/CA


PUC-RIo - Certificacdo Digital N° 1021460/CA

83

3.
Material e métodos.

3.1.
Reagentes.

Todas as solugbes foram preparadas com &gua ultrapura (resistividade
inferior a 18 MQ cm™) obtida de um purificador de agua Milli-Q (Millipore, EUA).
As solucOes aquosas estoque de Bi®* foram preparadas a partir de solucdo padrdo
de 1000 mg L* (Sigma-Aldrich, EUA). Acetonitrila (ACN), metanol e etanol foram
de grau HPLC Merck (Alemanha). Acido sulfarico (98,0%, m/v), hidréxido de
sodio (98,0%, m/m), &cido cloridrico (37,0%, m/v), &cido acético (65,0%, m/v),
acetato de sédio (99,0%, m/m), acido borico (99,8% m/m) e acido fosfdrico (85,0%,
m/v) foram grau analitico da marca Merck (Alemanha). Os padrdes utilizados, com
suas respectivas purezas, foram azoxistrobina (99,0%), cresoxim-metilico (99,0%),
dimoxistrobina (99,0%), fluoxastrobina (99,0%), picoxistrobina (99,0%),
piraclostrobina (99,0%), trifloxistrobina (99,0%), todos da marca Riedel-de-Haen
(Alemanha). Acido nitrico, metanol e ACN, todos de grau analitico, utilizados na
limpeza da vidraria e do eletrodo de DDB foram adquiridos da Vetec (Rio de
Janeiro, Brasil). Sulfato de potéssio e ferrocianeto de potassio foram da Sigma-
Aldrich. Oxido de aluminio 0,3 um foi obtido da Metrohm, Suica. Carbonato de

sodio anidro, e hidrogenoftalato de potéssio foram da Nacalai Tesque (Japéo).

3.2.
Solugbes e amostras.

As solucgdes estogque de azoxistrobina, cresoxim-metilico, dimoxistrobina,
fluoxastrobina, picoxistrobina, piraclostrobina e trifloxistrobina foram preparadas
em acetonitrila, nas concentragdes de 1,0 x 102 e 1,0 x 10° mol L. Quando fora
de uso, as soluc¢des foram armazenadas sob o abrigo de luz na temperatura de 4 °C.
A solucdo de tampdo de Britton-Robinson (tampdo BR) foi preparada na
concentracdo de 0,04 mol L™, por uma mistura de acido acético, acido bdrico e
acido fosforico com os valores de pH ajustados com hidroxido de sédio solido.
Amostras de agua da torneira foram obtidas do laboratério do Departamento de
Quimica da PUC-Rio. As amostras de dgua mineral foram obtidas no comércio
local. A amostra do rio Uberabinha (Uberlandia, Minas Gerais), do riacho Rainha

(Campus PUC-Rio, RJ) e da lagoa Rodrigo de Freitas (Rio de Janeiro, RJ) foram
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coletadas pelo proprio autor da Tese. Todas as amostras de aguas foram analisadas
sem qualquer pré-tratamento. O suco de uva integral ndo fermentado, o suco de uva
fermentado e o suco de uva preparado com leite de soja analisados foram adquiridos
em comércio local. Todas essas amostras de suco foram armazenadas depois de
aberto na temperatura de 4°C e foram fortificadas com uma quantidade especifica
dos analitos antes das determinacGes. As amostras de urina foram coletadas do
proprio autor deste trabalho e armazenadas na temperatura de 4°C até 0 momento
da fortificacdo com o analito e posterior analise.

3.3.
Materiais.

Os cartuchos de SPE com fase estacionaria C18 (500 mg de fase estacionaria
e 3,0 mL de volume), da marca AccuBond, foram adquiridos da Agilent
Technologies (Reino Unido). Para a filtracdo das amostras, foram usadas seringas
de 5 e 10 mL adquiridas da Becton Dickinson (Brasil) e filtros de seringa (17 mm
de didmetro e 0,45 um de didmetro de poro) adquiridos da National Scientific
Company (Reino Unido). As membranas para filtragem dos eluentes orgénicos (47
mm de didmetro) foram adquiridas da Fiber filter/Tokyo Soshi Kaisha Ltda (Japao)
e as membranas para a filtracdo de solucGes aquosas (1,2 um de diametro de poro
e 47 mm de diametro) foram adquiridas da Schleicher & Schuell (EUA). O DDB
policristalino foi adquirido na forma de placas (1,0 cm por 1,0 cm e 1,0 mm de
espessura) da Adamant Technologies, Suica. O revestimento do DDB tinha de 1,0
a 1,5 um de espessura e de 6000 a 8000 mg L de dopagem com boro (dopagem
tipo-p). O eletrodo auxiliar (fio de platina), eletrodo de referéncia (Ag/AgCl),
eletrodo de carbono vitreo e as células eletroquimicas de borosilicato foram
adquiridos da Bio Analytical System Inc (EUA). A ponteira plastica de micropipeta
eletrnica do tipo Combitip® de 1,0 mL foi a adquirida da Eppendorf (Alemanha).
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3.4.
Instrumentacao.

3.4.1.
Analisadores voltamétricos.

Os estudos eletroquimicos e o desenvolvimento dos métodos eletroanaliticos
utilizando o eletrodo de trabalho de DDB foram feitos usando um
potenciostato/galvanostato (Tipo Il u-AUTOLAB, Metrohm, Holanda) ligado a
um notebook, de onde se controlou o sistema usando o programa GPES da
Metrohm.

A célula de trabalho (de aproximadamente 15 mL de volume) tinha uma
forma cilindrica e foi construida em Teflon (Figura 8). O eletrodo auxiliar (fio de
platina) e o de referéncia (o de Ag/AgCl) ficavam posicionados na parte de cima da
célula para ficarem imersos na solucao a partir da parte superior da célula, enquanto
o0 eletrodo DDB foi fixado numa posicdao no fundo da célula, sobre uma placa de
cobre, que serviu para estabelecer o contato elétrico com o potenciostato.

Figura 8 - Célula eletroquimica de Teflon construida no laboratério: (A) Eletrodo auxiliar
de platina; (B) Eletrodo de referéncia de Ag/AgCl(say; (C) Eletrodo de trabalho de DDB.
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Para os métodos baseados em BlIA-amperometria, uma célula, com volume
total de aproximadamente 250 mL, foi construida no laboratdrio usando polietileno
e vidro (Figura 9). A tampa da célula, na parte superior da mesma, tinha quatro
entradas, uma para o eletrodo de referéncia (de Ag/AgClsay), outra para eletrodo
auxiliar (fio de platina), uma terceira para alojar a ponteira da micropipeta
eletrdnica e uma Ultima entrada, onde um bastdo de Teflon, acoplado a um
micromotor, serviu como barra de agitacdo da solucdo. O eletrodo de trabalho de
DDB ficava posicionado na parte inferior da célula, sobre uma placa de cobre. A
distancia entre a ponteira e a superficie do DDB era de aproximadamente 2,0 mm.

1 2 5
Polietileno
Vldro\
—
Polietileno

Figura 9 — 1) Representacdo esquematica de uma célula para realizacdo dos experimentos
de BIA-amperometria: (A) Eletrodo de referéncia de Ag/AgClsay; (B) eletrodo auxiliar; (C)
ponteira plastica de micropipeta eletrénica do tipo Combitip®; (D) barra de Teflon utilizada
como agitador; (E) placa de cobre para estabelecer contato elétrico com o potenciostato;
(F) Anel de vedacéo de borracha; (G) eletrodo de DDB. 2) Foto da célula utilizada na
abordagem BIA-amperometria. Fonte: Adaptado de TORMIN et al., 2011.
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No método desenvolvido utilizando BIiFE como eletrodo de trabalho, o
sistema voltamétrico utilizado foi um potenciostato BAS modelo CV-50W da Bio
Analytical System Inc (EUA), acoplado a um computador pessoal e controlado pelo
software BAS CV50W versdo 2.0 (Bio Analytical System Inc). As células de
trabalho foram copos de borosilicato, com volume interno de 15 mL, onde eram
imersos o eletrodo de referéncia de Ag/AgClsar, 0 eletrodo auxiliar de platina e o
eletrodo de carbono vitreo (GCE), que foi o substrato para a formacgéo do filme de

bismuto.

3.4.2.
Cromatdgrafo liquido de alta eficiéncia.

O cromatografo de fase movel liquida utilizado para comparar os resultados
analiticos obtidos com os métodos desenvolvidos neste trabalho foi um Perkin-
Elmer Series 200 HPLC system (Perkin-Elmer, USA). O sistema é equipado com
uma bomba binaria, uma unidade de degaseificacdo, um detector
espectrofotométrico de absor¢do no UV-Vis e injetor automatico. O sistema tem
interface com um computador pessoal controlado pelo software TOT ALChrom da
Perkin-Elmer.

Todas as separacOes foram feitas numa coluna cromatografica com fase
estacionaria C-18 (250 mm de comprimento, 4,6 mm de diametro interno e 5 um

de didmetro médio da particula interna).

3.4.3.
Reator fotoquimico.

O reator fotoquimico utilizado para avaliar a degradacdo UV das
estrobilurinas foi construido no laboratério e é constituido por seis lampadas de
vapor de mercurio, 6 W cada. Na parte de tras, foi acoplada uma mesa de notebook
com ventilador (Nylon, China) de 3010 RPM e seis reatores de 9 W (ECP, Brasil)
(um para cada lampada fluorescente). As lampadas foram colocadas na parte interna
de uma seccdo de tubo de PVC, de 0,22 m de diametro interno, 0,30 m de largura
(Figura 10), que serviu de carcaca do reator. O aparato foi feito para que pudessem
ser acionadas duas, quatro ou seis lampadas, de forma independente de acordo com

0 experimento a ser realizado. As lampadas de mercurio sdo comercialmente
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vendidas para esterilizacdo bacteriologica com emissdo mais intensa em 253 nm e
na faixa entre 296-313 nm. O fluxo de ar estabelecido pelo ventilador da mesa de

notebook manteve as solugdes dentro do reator com temperatura proxima a 25°C.

HIESA

Figura 10 - 1) Representac@o esquematica do reator fotoquimico utilizado no estudo da

degradacédo UV das estrobilurinas, onde: (A) Sentido do fluxo de ar no reator; (B) tubos de
quartzo; (C) extrator de ar (mesa com ventilador de notebook); (D) lampadas de vapor de
mercurio. 2) Foto do interior do fotoreator com duas lampadas ligadas. Fonte: Adaptado
de ANTONIO, 2012.

3.4.4.
Outros equipamentos.

Um analisador de carbono total, modelo TOC-VCNP da Shimadzu (Jap&o)
foi utilizado para determinar o carbono organico e total presente na amostra de agua
da Lagoa Rodrigo de Freitas. A condutividade da amostra foi medida com um
medidor de condutividade MA150, MS da Technopon, Brasil. Os estudos de
degradacdo térmica das estrobilurinas foram feitas em um banho termostatico
modelo 316-6DN, Nova Etica, Brasil.

As injecGes de solugbes padrdo ou amostras nos metodos analiticos
desenvolvidos com a abordagem BlA-amperometria, foram realizadas utilizando
micropipetas eletrénicas da Stream Multipette (Eppendorf, Alemanha) e
BRND705000 (Handy Step, USA). Ambas as micropipetas permitiam injecdes de
10 a 1000 pL, utilizando um Combitip® (ponteira) de 1000 pL. A taxa de injecéo
era programavel em uma faixa de 1,7 a 20,7 mL min para a Eppendorf e de 5,7 a
13,3 mL min’, para a Handy Step.

A balanca com precisdo analitica de cinco casas decimais foi da marca

Shimadzu modelo AUW220D (Japéo). As medigdes de pH foram feitas com um
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pHmetro modelo mPA 210, versdo 2.3 fornecido pela Tecnopon (Brasil). O
eletrodo para medicdo de pH foi um de membrana de vidro conjugado com um
eletrodo de referéncia de Ag/AgCl. A centrifuga foi uma do modelo BE 400 -
Brushless da Bio Eng (Brasil). O banho ultrassonico foi o0 modelo USC 1800 da
Unique (Brasil), utilizado na limpeza do material, homogeneizacéo das amostras e
degaseificacdo dos solventes. As micropipetas regulaveis de 10 a 100 uL, 20 a 200
puL e 100 a 1000 pL foram da Brand (Alemanha).

3.5.
Procedimentos nas determinacfes voltamétricas e por BIA-

amperometria das estrobilurinas com eletrodo de trabalho de DDB.

3.5.1.
Preparo das solucfes padrbes de dimoxistrobina e picoxistrobina

para as determinagfes por BIA-amperometria.

Para as medicOes eletroquimicas de dimoxistrobina, as solucbes padrbes
foram preparadas diariamente antes do trabalho por diluicdo de aliquotas das
solugdes estoque, mantendo constante o volume de acetonitrilaem 2 mL. O volume
final da solucéo era ajustado para 10 mL com tamp&o BR 0,04 mol L de pH 10,0.

Para as medicOGes eletroquimicas de picoxistrobina, as solucGes eram
preparadas da mesma forma que as de dimoxistrobina, diferindo pelo pH do tampao
BR 0,04 mol L, nesse caso pH 2,0.

3.5.2.
Preparo das amostras.

3.5.2.1.
Preparo das amostras para a determinacdo de cresoxim-metilico por

SWV.

Uma fracdo de 5 mL de cada suco de uva (aproximadamente 0,9 g de massa
solida) foi fortificada com cresoxim-metilico nos niveis de concentracdo de 6,0
umol Lt (1,9 mg L) e 11,8 umol L (3,7 mg L™?) e o volume foi ajustado para 10
mL com &gua ultrapura. A amostra foi, em seguida, carregada num cartucho de SPE

C18 e lavou-se posteriormente, com 20 mL de agua ultrapura. O cartucho foi
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previamente tratado com 2 mL de acetonitrila, seguido por 2 mL de agua ultrapura.
O analito retido foi eluido com acetonitrila (1 mL) e em seguida diluido para 2 ml
com agua ultrapura.

As massas de uva presentes nos volumes selecionados de amostra de suco
foram estimadas levando o suco de uva até a secura num forno a 110 °C durante 3
h. O residuo sélido foi pesado e usado como uma estimativa da massa de uva em
amostras de suco de uva.

Seis amostras de agua do Riacho Rainha foram fortificadas com cresoxim-
metilico (66,0 umol L™ ou 20,7 mg L) para a analise por HPLC e comparadas com
0 método voltamétrico proposto. A amostra de dgua requereu apenas uma filtragem
através de um filtro de membrana de 0,45 pum antes da injecdo no HPLC.

3.5.2.2.
Preparo das amostras para determinacéo de dimoxistrobina por BIA-

amperometria.

Para a analise por BIA-amperometria 5 mL de cada amostra de 4gua (mineral,
torneira e do Rio Uberabinha) foi fortificada com dimoxistrobina nas concentracdes
de 5,0 e 20,0 umol L, mantendo-se constante a proporcéo de 2 mL de acetonitrila
e 0 volume foi ajustado para 10 mL com tampdo BR (0,04 mol L*; pH 10,0).
Nenhum outro tipo de pré-tratamento nas amostras foi necessario.

Seis amostras de agua mineral foram enriquecidas com dimoxistrobina (66,0
umol Lt ou 21,5 mg L) para a analise por HPLC e comparadas com 0 método
BlA-amperométrico proposto. A amostra de dgua requereu apenas uma filtragem

através de um filtro de membrana de 0,45 um antes da injecdo no HPLC.

3.5.2.3.
Preparo das amostras para determinacdo de picoxistrobina por SWV

e BIA-amperometria.

No método desenvolvido para a determinacdo de picoxistrobina por SWV,
ndo foi necessario nenhum pré-tratamento para analise das amostras de agua
mineral e da Lagoa Rodrigo de Freitas. Volumes de 1 mL destas amostras foram

diretamente introduzidos na célula eletroquimica contendo 10 mL de eletrélito
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suporte para a determinacdo por SWV. A fortificacdo foi feita em dois niveis de
concentracéo na célula (5,4 e 9,0 umol L ou2,0e 3,3 mg LY.

Seis amostras de agua mineral foram fortificadas com picoxistrobina (66,0
umol L ou 24,1 mg L) para a analise por HPLC e comparadas com o método
voltamétrico proposto. A amostra de dgua requereu apenas uma filtragem através
de um filtro de membrana de 0,45 pm antes da inje¢édo no HPLC.

Para a analise por BIA-amperometria 5 mL de cada amostra de 4gua (mineral
e lagoa Rodrigo de Freitas) foram fortificados com picoxistrobina nas
concentracdes de 30,0 e 50,0 umol L, mantendo-se constante a proporgéo de 2 mL
de acetonitrila e o volume foi ajustado para 10 mL com tampao BR 0,04 mol L de

pH 2,0. Nenhum outro tipo de pré-tratamento das amostras foi necessario.

3.5.2.4.
Preparo das amostras para determinacao de piraclostrobina por SWV.

As amostras de dgua mineral e da Lagoa Rodrigo de Freitas ndo foram
submetidas a nenhum pré-tratamento antes da analise. Volumes de 1 mL das
amostras de dgua foram introduzidos diretamente na célula eletroquimica contendo
10 mL de eletrolito suporte. A fortificacdo foi feita em dois niveis de concentracao
na célula (5,4 e 9,0 umol L?).

Uma fracdo de 5 mL de suco de uva ndo fermentado foi fortificada com
piraclostrobina nos niveis de concentragio de 5,4 umol L (2,1 mg L?) e 9,0 pmol
Lt (3,5mg L) e o volume foi ajustado até 10 mL com agua ultrapura. A amostra
foi, em seguida, carregada num cartucho de SPE C18 e lavou-se posteriormente,
com 20 mL de agua ultrapura. O cartucho foi previamente tratado com 2 mL de
acetonitrila, seguido por 2 mL de agua ultrapura. O analito retido foi eluido com
acetonitrila (1 mL) e em seguida diluido para 2 mL com &gua ultrapura.

Seis amostras de dgua mineral foram enriquecidas com piraclostrobina (66,0
umol Lt ou 25,4 mg L) para a analise por HPLC e comparadas com 0 método
voltamétrico proposto. A amostra de dgua requereu apenas a filtragem através de

um filtro de membrana de 0,45 um antes da inje¢do no HPLC.
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3.5.3.
Caracterizagcdo da amostra de 4gua da Lagoa Rodrigo de Freitas.

A Lagoa Rodrigo de Freitas € uma mistura de 4gua do mar e de &gua doce
proveniente de varios cursos d'‘agua. A caracterizacdo foi feita com um analisador
de carbono total, indicando 27,87 mg L do carbono total presente na amostra do
lago (6,89 mg L de carbono organico). O pH da amostra foi de 7,5 e a sua
condutividade foi de 13,70 mS cm™.

3.5.4.
Procedimento para ativagéo do eletrodo de DDB.

Um tratamento do eletrodo de DDB foi realizado diariamente utilizando a
técnica de cronopotenciometria galvanostatica. Inicialmente DDB foi imerso em
uma solugéo de H2SO4 0,10 mol L e submetido a um tratamento na faixa anddica
de potencial através da aplicacdo de uma diferenca de potencial que gera uma
corrente de +0,01 A por 1000 s. Em seguida, um tratamento catodico foi realizado,
aplicando uma diferenca de potencial que gera uma corrente de -0,01 A por 1000 s.
Tal procedimento foi necessario, para garantir a repetibilidade da resposta do DDB.
Posteriormente, o eletrodo foi submetido a varreduras de voltametria ciclica (de 30
a 60 ciclos), no intervalo de potencial -500 a +1500 mV e velocidade de varredura
de 100 mV s, até estabilizacdo da corrente medida. Este parametro é considerado
estavel apos a obtencdo de ciclos voltamétricos constantes para o branco, em

comparacdo a outros registros do branco obtidos.

:Ii-r%gedimento de limpeza do eletrodo de DDB.

Um procedimento de limpeza era realizado no DDB a medida em que ocorria
perda sistematica de sensibilidade no sinal do analito. Este procedimento era feito
por meio de amperometria de multiplos pulsos, aplicando pulsos de potencial no
valor de +1200 e +1800 mV, com o tempo para a aplicacdo de cada pulso de 0,03 e
0,3 s respectivamente. O procedimento era realizado durante um tempo de 1000 s
em um eletrolito suporte de H,SO4 0,10 mol L. Posteriormente, 30 varreduras
sequenciais de voltametria ciclica, com intervalo de potencial +1200 a +2200 mV
e velocidade de varredura de 100 mV s, eram realizadas até a estabilizacdo da
corrente medida. Quando este procedimento de limpeza ndo era suficiente para

restaurar o sinal do analito, um novo procedimento de ativacdo (ja descrito) era
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realizado. Caso esses processos ndo fossem suficientes para produzir resposta
analitica adequada, em termos de intensidade e repetibilidade, a placa de DDB era
substituida por uma nova.

Outro procedimento de limpeza era realizado semanalmente na superficie do
eletrodo de DDB. A placa era colocada em um copo Becker contendo acetonitrila
suficiente para cobri-la totalmente, deixando-a em repouso por um periodo de
aproximadamente 12 h. Posteriormente, a placa de DDB era lavada com agua
ultrapura antes da aplicacdo do procedimento de ativacdo. Quanto a aplicacdo do
método analitico para a analise das amostras de suco, este procedimento de limpeza
era repetido ao final de cada dia de trabalho.

3.5.6.
Procedimento para as medic¢des eletroquimicas de cresoxim-metilico,

picoxistrobina e piraclostrobina por SWV.

MedicOes analiticas quantitativas foram realizadas utilizando a SWV. Para a
determinacéo de cresoxim-metilico, a cela eletroquimica foi preenchida com 10 mL
do eletrélito suporte, que consistiu de tamp&o acetato (0,05 mol L™ pH 4,0). Apds
15 s de repouso (tempo de equilibrio), o potencial aplicado foi variado de +1000 a
+1750 mV com o pico de cresoxim-metilico aparecendo com 0 maximo em cerca
de +1420 mV. A frequéncia de aplicacdo dos pulsos de 30 Hz, o incremento de
varredura de potencial de 15 mV e a amplitude de pulso de 50 mV completaram as
condicdes instrumentais.

Para a determinacdo de picoxistrobina, foi utilizado como eletrélito suporte
tampao BR (0,04 mol L*; pH 4,0). Ap6s 15 s de tempo de equilibrio, o potencial
aplicado foi variado +1100 a +1800 mV com o pico de picoxistrobina aparecendo
com o maximo em cerca de +1450 mV. A frequéncia de aplicacao dos pulsos de 30
Hz, o incremento de varredura de potencial de 5 mV e a amplitude de pulso de 50
mV completaram as condi¢des instrumentais.

Para a determinacdo de piraclostrobina, foi utilizado como eletrolito suporte
tampao acetato (0,05 mol L*; pH 4,0). Apds 15 s de tempo de equilibrio, o potencial
aplicado foi variado +1050 a +2100 mV com o pico de picoxistrobina aparecendo
com o0 maximo em cerca de +1280 mV. A frequéncia de aplicacao dos pulsos de 30
Hz, o incremento de varredura de potencial de 30 mV e a amplitude de pulso de 40

mV completaram as condi¢des instrumentais.
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Todos os célculos para fins de quantificacdo de analito foram feitos com base
na &rea do pico integrada. As quantificacdes cresoxim-metilico, picoxistrobina e
piraclostrobina foram feitas pelo método de adigdo de analito (abordagem maltipla).
Para as analises das amostras, um volume de 1 mL de cada amostra foi
adicionado a célula eletroquimica para posterior determinacdo de cresoxim-
metilico, picoxistrobina e piraclostrobina. As analises foram feitas em triplicatas

auténticas em trés dias diferentes.

3.5.7.
Procedimentos para determinagbes de dimoxistrobina e

picoxistrobina com a abordagem BIA-amperometria e eletrodo de
DDB.

Nas determinagGes de dimoxistrobina e picoxistrobina foi utilizada a
amperometria (juntamente com o sistema BIA) em um potencial constante de
+1900 mV com pulsos de 70 ms. Para dimoxistrobina, o eletrdlito suporte utilizado
foi o tampéo BR (0,04 mol L; pH 10,0). As determinagGes foram realizadas com
a solucdo no interior da célula mantida sob agitacdo, com uma velocidade de
agitacdo constante de 280 + 10 rpm. A velocidade de injecdo de 20,7 mL minteo
volume de injecdo de 100 pL completam os parametros do sistema BIA. Para
picoxistrobina, o eletrélito suporte utilizado foi o tamp&o BR (0,04 mol L; pH 2,0).
A velocidade de injecdo de 13,3 mL min? e o volume de injecdo de 50 pL
completam os parametros do sistema BIA. As analises foram feitas em triplicata e
a quantificacdo de dimoxistrobina e de picoxistrobina foi atraves de interpolacéo de
sinal em curva analitica baseada na altura do pico. A quantificacdo das
estrobilurinas nas amostras de aguas naturais foi realizada por meio da interpolacéo
de sinal na curva analitica em triplicata, por dois dias diferentes para dimoxistrobina
e trés dias diferentes para picoxistrobina.

Amperometria de multiplos-pulsos foi usada para obter o voltamograma
hidrodinamico de dimoxistrobina e picoxistrobina. Dez pulsos de potenciais
sequenciais (+1100 a +2000 mV com pulsos de 70 ms) foram aplicados para
injec6es em triplicata de solucdes padrdo de dimoxistrobina e picoxistrobina através
do sistema BIA. Esta técnica também foi aplicada para detectar a presenca de

possiveis moléculas interferentes eletroativos em amostras de agua. Para este fim,
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dois pulsos de potenciais foram selecionados com base na oxidacao eletroquimica
de dimoxistrobina e picoxistrobina (+1600 e +1900 mV).

3.5.8.
Procedimento para a determinagcdo de cresoxim-metilico,

dimoxistrobina, picoxistrobina e piraclostrobina por HPLC.

As condicBes cromatograficas escolhidas para a determinagdo de cresoxim-
metilico, dimoxistrobina, picoxistrobina e piraclostrobina consistiram no uso de
uma coluna de fase reversa C18, elui¢do isocratica, utilizando como fase mével
acetonitrila/solucéo aquosa de &cido fosforico (0,1% v/v) 60/40% v/v com um fluxo
de 1,4 mL min®. O volume injetado de amostra foi 10 puL e a deteccdo
absorciométrica em 220 nm. Essas condi¢fes foram adaptadas de Campillo e
colaboradores (2010). Sob tais condicdes, cresoxim-metilico apresentou um tempo
de retencdo de 7,0 min, dimoxistrobina apresentou um tempo de retencdo de 5,8
min, picoxistrobina apresentou um tempo de retencéo de 8,2 min e piraclostrobina
apresentou um tempo de retencédo de 8,9 min. A determinacéo foi feita através da
interpolacdo de sinal na curva analitica construida com cinco niveis de concentracao
(30,0; 50,0; 70,0; 90,0; 110,0 pmol L?).

As analises foram feitas em triplicata e a média das concentracdes obtidas
foram comparadas com a obtida pelos métodos voltamétricos ou amperométricos
usando teste t de Student (Comparacdo de duas médias experimentais, bicaudal de

mesmas variancias) através da Equacdo 7 (SKOOG et al., 2002).

X1— X
\/N1+N2 (Eq. 7)
Scomb N1N2z

t =

Onde: x; € a média das concentracGes obtidas pelo primeiro método; x, € a
média das concentracBes obtidas pelo segundo método; Scomp € 0 desvio padrdo
combinado; N1 é o nimero de réplicas de andlises feitas pelo primeiro método e N>

é 0 nimero de réplicas de analises feitas pelo segundo método.
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3.5.9.
Estudo do mecanismo redox e transferéncia de massa para as

estrobilurinas no eletrodo de DDB.

Os estudos de diagndstico dos mecanismos redox e transferéncia de massa
foram feitos usando a CV e a SWV. Na CV, a velocidade de varredura foi variada
de 10 a 200 mV s* e foram utilizados o incremento de varredura de 2 mV em um
intervalo de potencial +1200 a +2200 mV. Solugdo de tamp&do BR (0,04 mol L
com pH 2,0) foi o eletrélito suporte. Para estes estudos, a concentracdo da
estrobilurina na célula eletroquimica foi fixada em 15,0 umol L. Com o uso da
SWV para obter diagndstico dos mecanismos redox, o eletrélito suporte também
foi o tampéo BR (0,04 mol L™ com pH 2,0) e apds 15 s de tempo de equilibrio, o
potencial foi varrido de +1000 a +2200 mV. A frequéncia de aplicacdo dos pulsos
foi estudada em uma faixa de 10 a 50 Hz, com um incremento de varredura de 20
mV e amplitude de pulso de 40 mV. A concentragdo da estrobilurina na célula
eletroquimica foi fixada em 9,9 umol L.

3.5.10.
Calculo da area eletroativa do eletrodo de DDB.

A placa DDB utilizada tinha uma érea superficial de 10 mm?. No entanto,
parte desta superficie era isolada pelo anel de vedacdo de borracha da célula
eletroquimica, deixando exposto para o contato com a solucdo apenas a area
referente ao didametro interno do anel de vedacgéo. Essa area eletroativa do eletrodo
de trabalho foi estimada através da realizacdo de uma sequéncia de medicdes de
voltametria ciclica (-250 a +650 mV) de uma solucdo de [Fe(CN)e]*, na
concentracio de 1,0 x 10 mol L. Uma solugio aquosa de sulfato de potassio (0,5
mol L) foi o eletrdlito suporte e a velocidade de varredura variou sequencialmente
em ascensdo de 20 a 100 mV s, Um gréafico de corrente de pico (lp) em funcdo da
raiz da velocidade de varredura (v) foi construido com um coeficiente angular
encontrado igual a 2,36 x 10°. O coeficiente difusdo (D) de [Fe(CN)e]* € igual a
6,32 x 10% cm? s, com 1 mol de elétron por mol de molécula envolvida no processo
redox. A concentragdo da espécie eletroativa (C*) foi de 1,00 x 10 em mol cm?.

Substituindo estes valores na equagéo l,/v1? = (2,686 x 10°) n*? AC*D'? a éarea
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eletroativa (A) encontrada para o eletrodo de DDB utilizado nos trabalhos dessa
tese foi igual a 0,035 cm?.

3.5.11.
Estudo da degradacdo por exposicdo ao UV de cresoxim-metilico,

picoxistrobina e piraclostrobina.

Solugdes de cresoxim-metilico, picoxistrobina e piraclostrobina, na
concentracédo de 1,0 x 10 mol L, foram preparados em acetonitrila (10,0 mL) e
colocados em frascos de quartzo com tampa. Os frascos foram colocados no reator
UV em um suporte metalico na parte central. Apenas duas lampadas de vapor de
mercurio posicionadas na parte inferior do reator foram utilizadas para o estudo.
Aliquotas de 400 pL eram retiradas de cada frasco apds um tempo de exposicdo a
radiacdo UV que variou de 5 a 90 min. Uma aliquota de 100 pL desta solugéo era
adicionada a célula eletroquimica e a quantificacdo feita por adicdo de analito
(abordagem mudltipla). A degradacdo UV foi avaliada a partir da concentracao
medida, em porcentagem da concentracdo que deveria ser encontrada na célula (9,0
umol L™?). As analises foram feitas em triplicata para cada estrobilurina

separadamente.

3.5.12.
Estudo da degradacéo térmica de cresoxim-metilico, picoxistrobina e

piraclostrobina.

SolucBes de cresoxim-metilico, picoxistrobina e piraclostrobina, na
concentracdo de 1,0 x 102 mol L, foram preparadas (10,0 mL) e colocadas em
tubos de ensaio com tampa. Os tubos foram colocados em um banho termostatico
que teve sua temperatura variada de 30 a 60°C. Aliquotas de 400 pL foram retiradas
de cada frasco apos o tempo de 10, 30, 60 e 120 min em cada temperatura. Uma
aliquota de 100 pL destas solucdes foi adicionada a célula eletroquimica e analisado
pelo respectivo método proposto com a quantificacdo por adicdo de analito
(abordagem multipla). A degradacdo térmica foi avaliada a partir da concentracao
medida, em porcentagem da concentracdo que deveria ser encontrada na célula (9,0

umol L71). As analises foram feitas em triplicata.
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3.5.13.
Estudo na eficiéncia do processo de pré-concentracdo com SPE no

cartucho C18 para cresoxim-metilico, picoxistrobina e
piraclostrobina.

Uma fragdo de 50 mL de suco de uva foi fortificada com cresoxim-metilico,
na concentracdo méaxima de residuo (LMR) permitida pela legislagdo em uva (1,6
umol L™ ou 0,5 mg L de concentracdo final) e o volume foi completado até 100
mL com &gua ultrapura. A amostra foi em seguida, carregada num cartucho C18 de
SPE e lavou-se com 20 mL de &gua ultrapura. O cartucho foi previamente tratado
com 2 mL de acetonitrila, sequido por 2 mL de agua ultrapura. O analito retido foi
eluido com acetonitrila (4 mL) e em seguida diluido para 10 mL com agua ultrapura.
Uma aliquota de 1 mL desta solugdo foi adicionada a célula e a analise
eletroquimica foi feita utilizando o procedimento de adi¢do de analito (abordagem
multipla). O mesmo procedimento foi repetido para o picoxistrobina (1,9 pmol L*
ou 0,7 mg L™) e piraclostrobina (5,1 umol L™ ou 2,0 mg L™). Para cresoxim-
metilico uma outra fracdo de 50 mL de suco de uva foi fortificada na concentragéo
de 1,6 pmol L (0,5 mg L) e o volume foi ajustado para 200 mL com &gua
ultrapura. O procedimento de pré-concentracdo foi repetido, com a eluicdo do
analito retido realizada com 4 mL de acetonitrila e a diluicdo para 10 mL com agua
ultrapura.

SolucBes-padrbes de cresoxim-metilico, picoxistrobina e piraclostrobina
foram preparadas no volume de 100 mL cada, em dois niveis de concentracéo (7,9
e 11,8 umol L?). Elas foram submetidas ao mesmo procedimento de pré-
concentracdo descrito anteriormente, com a eluicéo do analito retido realizada com
4 mL de acetonitrila e a diluicdo para 10 mL com agua ultrapura. Uma aliquota de
1,0 mL desta solucéo foi adicionada a célula e a quantificacéo foi feita utilizando o
procedimento de adicdo de analito (abordagem mudltipla). O resultado obtido foi
comparado com solucdes-padres das estrobilurinas nas concentracdes de 7,9 e

11,8 umol L que n&o foram submetidas ao procedimento de pré-concentragao.
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3.6.
Metodologia de trabalho para a determinacdo voltamétrica de

picoxistrobina em filme de bismuto (BIiFE).

3.6.1.
Preparo das amostras.

As amostras de urina, fortificadas em dois niveis de concentracéo (4,8 e 12,8
umol Lt ou 1,8 e 4,7 mg L) com picoxistrobina, foram submetidas a SPE com
cartuchos contendo fase estacionaria C18. Antes da extracdo, 2 mL de acetonitrila
foi adicionado a 5 mL de amostra, seguido pelo ajuste do volume para 10 mL com
agua ultrapura. A solugdo foi centrifugada durante 20 min a 3000 rpm. O
sobrenadante da amostra de urina foi, em seguida, passado através do cartucho C18
previamente ativado com 2 mL de acetonitrila, seguido de 2 mL de agua. A amostra
foi carregada no cartucho de SPE e lavada com 20 mL de agua a 50 °C para remover
as impurezas retidas a partir da urina.

As amostras de agua do Riacho Rainha e da Lagoa Rodrigo de Freitas ndo
foram submetidas a nenhum pré-tratamento antes da analise. Volumes de 1 mL das
amostras de dgua foram introduzidos diretamente na célula eletroquimica contendo
10 mL de eletrolito suporte. A fortificacdo foi feita em dois niveis de concentracao
na célula (4,9 pmol Lt e 13,0 pmol L?).

Seis amostras de agua mineral foram enriquecidas com picoxistrobina (66,0
umol Lt ou 24,2 mg L) para a analise por HPLC e comparadas com 0 método
voltamétrico proposto. A amostra de agua requereu apenas a filtragem através de

um filtro de membrana de 0,45 um antes da inje¢do no HPLC.

3.6.2.
Procedimento de limpeza dos eletrodos.

A superficie do eletrodo de carbono vitreo era polida com 6xido de aluminio
0,3 um antes do inicio de uma anélise, a cada troca de solu¢do. Semanalmente 0s
eletrodos de carbono vitreo e auxiliar de platina eram imersos em &cido nitrico (10
%, v/v), durante 24 h para limpeza das suas superficies. Quando necessario era feita
a manutencdo do eletrodo de referéncia (limpeza da membrana porosa e a

substituicdo da solucdo interna).
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3.6.3.
Procedimento para medic¢éo eletroquimica.

Todas as medidas foram realizadas com voltametria de pulso diferencial com
redissolugdo anddica. A fim de realizar as determinag@es utilizando picoxistrobina,
um potencial inicial (-700 mV) foi aplicado durante 60 s, sob agitacdo continua
numa célula contendo HCI 1,0 mol L%, em que 300 pL de uma solugéo padrdo Bi**
1000 mg L™ foi adicionado previamente. Durante o processo, o filme de bismuto
foi formado in situ e a picoxistrobina foi acumulada simultaneamente. Ap6s 15 s de
tempo de equilibrio, o potencial foi variado de +790 a +1050 mV, com o pico
maximo para picoxistrobina aparecendo em cerca de +954 mV. A velocidade de
varredura de 40 mV st e amplitude de 75 mV completam os pardmetros
eletroquimicos. Um procedimento de limpeza eletroquimica, que consiste na
aplicagéo de +400 mV durante 90 s, foi usado a fim de eliminar quaisquer efeitos
de memoria de uma medicgéo prévia. O procedimento adotado para a obtencdo dos
resultados de medicdo em triplicata era de ter em conta apenas os resultados obtidos
a partir do quinto ciclo de medicao. Sob estas condicGes, as medigdes repetitivas de
picoxistrobina (em uma célula contendo HCI 1,0 mol L) indicaram a estabilidade
do analito no presente eletrolito suporte ao longo de um dia de trabalho (8 h). A
quantificacdo do analito foi realizada utilizando a adicdo de analito (abordagem
maultipla). Os calculos foram feitos com base na area do pico integrado. A
quantificacdo de picoxistrobina nas amostras foi feita por adicdo de analito

(abordagem mdaltipla) em triplicata e as analises feitas em trés dias diferentes.
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4.
Desenvolvimento de métodos voltamétricos com varredura

de potencial do tipo onda quadrada para a determinacao
cresoxim-metilico, picoxistrobina e piraclostrobina e estudo
do comportamento eletroquimico das estrobilurinas em

meio aquoso usando o DDB.

4.1.
Testes preliminares.

Alguns testes foram realizados com o intuito de verificar se seria viavel
produzir sinal analitico para sete estrobilurinas utilizando o eletrodo de trabalho de
DDB. Nesses testes preliminares utilizou-se as técnicas de voltametria ciclica (CV)
e voltametria de onda quadrada (SWV), abrangendo uma faixa de potencial ampla,
entre -500 a +2200 mV, tanto na direcdo de varredura anddica como na da catodica.
Solugdes de HC1 0,10 mol L™ e de tamp&o BR (0,04 mol L) com pH 2,0, foram os
eletrolitos suporte testados, sendo que na cela eletrolitica se colocou 7,0 mL de uma
dessas solugdes juntamente com 3,0 mL de acetonitrila, para se garantir a
solubilizacéo total das estrobilurinas. Em tais condic6es, foram identificados picos
de oxidagdo para as sete estrobilurinas (100,0 umol L na célula), nos potenciais
acima de +1000 mV. Como pode ser visto na Figura 11 e na Figura 12, todas as
estrobilurinas apresentaram dois picos de oxidacdo com potenciais bem distintos,
com excecdo da fluoxastrobina que apresentou apenas um pico de oxidacdo na

concentracdo avaliada.
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Figura 11 — Voltamogramas com uma varredura anddica de potencial em uma faixa de 0 a +2200 mV para as estrobilurinas (100,0 umol L) utilizando eletrodo
de trabalho de DDB. (A) azoxistrobina (Ep1 = +1390 mV e Ep2= +1958 mV); (B) cresoxim-metilico (Epr = +1420 mV e Ep2= +1700 mV); (C) dimoxistrobina (Ep1
=+1350 mV e Ep2= +1750 mV); (D) fluoxastrobina (Ep = +1884 mV); (E) picoxistrobina (Ep1 = +1450 mV e Ep2= +1950 mV); (F) piraclostrobina (Ep1 = +1280 mV

e Ep2= +1650 mV) e (G) trifloxistrobina (Ep1 = +1734 mV e Ep2= +2048 mV). ParAmetros instrumentais: 25 mV de amplitude de pulso; 15 mV de incremento de

varredura; 30 Hz de frequéncia e célula contendo tamp&do BR 0,04 mol L pH 2,0/ acetonitrila (70/30%). Traco pontilhado é o voltamograma da mistura de
tamp&o BR 0,04 mol L** pH 2,0/acetonitrila (70/30%).
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Figura 12 — Voltamogramas ciclicos obtidos para as estrobilurinas utilizando como eletrodo de trabalho o DDB. (A) azoxistrobina; (B) cresoxim-metilico; (C)
dimoxistrobina; (D) fluoxastrobina; (E) picoxistrobina; (F) piraclostrobina e (G) trifloxistrobina. Parametros instrumentais: 100 mV s de velocidade de varredura;
5 mV de incremento de varredura e célula contendo tampdo BR 0,04 mol L pH 2,0/ acetonitrila (70/30%). Traco pontilhado é o voltamograma da mistura de
tamp&o BR 0,04 mol L** pH 2,0/ acetonitrila (70/30%).
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Vale ressaltar que a magnitude dos picos de oxidagdo aumentava de maneira
diretamente proporcional em fungdo do aumento da concentracdo (dobro da
concentracdo) da estrobilurina testada na célula o que indicou que os picos que
surgiram eram caracteristicos para cada analito.

O estudo usando SWV foi repetido para fluoxastrobina, com uma
concentracdo menor (10,0 umol L) na célula eletroquimica, para que se verificasse
se a mesma possuia apenas um pico de oxidacdo ou se existia picos proximos que
se sobrepunham em concentracdes mais elevadas. Como pode ser observado na
Figura 13, o voltamograma da fluoxastrobina também apresentou dois picos de
oxidacdo muito proximos (Ep: = +1820 mV e Ep = +1910 mV). Os resultados
obtidos poderiam indicar que para as estrobilurinas ocorreria um processo de
oxidacdo em duas etapas ou dois processos de oxidacao distintos no eletrodo de
DDB.

16

1400 1600 1800 2000 2200
E (mV)

Figura 13 — Voltamogramas obtidos com uma varredura anddica de potencial em umafaixa
de +1400 a +2200 mV para as fluoxastrobina (10,0 pmol L) utilizando como eletrodo de
trabalho o DDB. Parametros instrumentais: 25 mV de amplitude de pulso; 15 mV de
incremento de varredura; 30 Hz de frequéncia e célula contendo tamp&o BR 0,04 mol L*
pH 2,0/ acetonitrila (70/30%).
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As medidas com SWV foram repetidas, aplicando potenciais de deposicao
que variaram de -500 a +1700 mV por 60 s, seguido de uma varredura ao longo do
intervalo de potencial de +1000 a +2200 mV. Este estudo foi realizado para avaliar
se as estrobilurinas podiam acumular-se diretamente sobre a superficie do DDB, a
fim de serem redissolvidas durante a varredura anddica. Os resultados obtidos com
tais testes de voltametria de redissolugdo anoddica ndo apresentaram diferenga
significativa em relacdo ao sinal obtido originalmente (sem a etapa de espera na
aplicacdo de potencial fixo), indicando que as estrobilurinas ndo se acumulam na
superficie do DDB, sendo a reacdo de oxidacdo apenas eletrocatalisada por este
material durante a varredura anddica de potencial.

Né&o foram observados picos de reducgéo para as estrobilurinas nas varreduras

de potencial no sentido catodico com as condigdes experimentais avaliadas.

4.2,
Estudo do mecanismo redox e transferéncia de massa para as

estrobilurinas no eletrodo de DDB.

As estrobilurinas escolhidas para o desenvolvimento de métodos analiticos
por SWV ou BlA-amperometria (descritos no capitulo seguinte) com o eletrodo de
DDB, por apresentarem maior sensibilidade ou estabilidade do sinal nos testes
iniciais, foram cresoxim-metilico, dimoxistrobina, picoxistrobina e piraclostrobina.
O mecanismo redox e a transferéncia de massa para os dois picos de oxidacdo destas
estrobilurinas foi estudado no DDB. O estudo foi realizado no intuito de confirmar
Se 0S processos eram irreversiveis ou quase-reversiveis, ja que estas estrobilurinas
apresentavam apenas picos de oxidacao. Os diagnosticos foram realizados com CV
e SWV. Na CV, foi avaliada a transferéncia de massa a partir da existéncia de
relacéo linear no grafico que relacionou a raiz quadrada da velocidade de varredura
(\v) em funcéo da corrente de pico (Ip) do analito. Na SWV, a avaliagdo foi feita
através da existéncia ou ndo na relacdo linear dos gréficos: i) frequéncia de
aplicagdo dos pulsos (f) em fungéo de I, do analito e ii) do logaritmo da frequéncia
(log f) em funcédo do potencial de pico (Ep).

Para cresoxim-metilico, no primeiro pico de oxidagdo (Ep = +1420 mV), 0s
estudos de diagndstico por CV indicaram a irreversibilidade do processo com

transferéncia de massa controlada por difusdo, com uma relacdo linear (Figura 14A)
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entre o valor medido para I, e Vv, no qual v foi variado entre 40 e 280 mV s. A
relagdo linear entre a intensidade de I, para cresoxim-metilico e f (Figura 14B)
confirmou a irreversibilidade do processo de oxidacao eletroquimico que ocorre em
+1420 mV.

Para sistemas irreversiveis, a largura maxima a meia altura do pico (AEpp)
em SWV ¢ definida pela Equagdo 3 (AEp2= (65,5 + 0,5)/an), onde n € o nimero de
elétrons envolvidos no processo e a é o coeficiente de transferéncia eletrdnica
(SOUZA et al., 2003; GOSSER, 1993). Considerando-se o sistema com o valor o
igual a 0,5, tem-se a Equagdo 4 (AEp2= 127/n). Como o valor de AEp» foi igual a
78 mV, o valor de n era de 1,6, sugerindo que a oxidacdo envolve dois mols de
elétrons por mol de analito. Para reacGes totalmente irreversiveis existe uma relacédo
linear no grafico entre Ep e os valores de log f, com o coeficiente angular igual a -
2,3RT/anF (SOUZA et al., 2003). Como pode ser observado na Figura 15A, existe
relagéo linear para este grafico no primeiro pico de oxidagéo de cresoxim-metilico,
possibilitando calcular o valor de a e verificar se a aproximacéo feita no calculo
anterior estava correta. O produto an (produto do coeficiente de transferéncia
eletrénica e o nimero de eletrons envolvidos na reacdo do eletrodo) encontrado foi
de 1,04, que conduziria ao valor de o igual a 0,52 para dois mols de elétrons. Estes
resultados confirmaram a perda de dois elétrons por molécula de cresoxim-metilico

envolvida no processo de oxidacéo.
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Figura 14 - (A) Variacdo da raiz quadrada da velocidade de varredura (Vv) em funcéo da

corrente de pico de cresoxim-metilico (I) de cresoxim-metilico. (B) I em funcdo da
frequéncia (f). Parametros instrumentais para CV: tamp&o BR (0,04 mol L) pH 2,0 foi o
eletrdlito suporte; 2 mV de incremento de varredura; +1200 a +2200 mV de intervalo de
potencial e 15,0 umol L' de concentragdo final de cresoxim-metilico. Parametros
instrumentais para SWV: tamp&o BR (0,04 mol L'Y) pH 2,0 foi o eletrélito suporte; 20 mV
de incremento de varredura; 40 mV de amplitude de pulso e 9,9 umol L de concentracdo

final de cresoxim-metilico.

Como pode ser observado na Figura 15B, para cresoxim-metilico, o valor de
Ip varia linearmente em funcdo da amplitude de pulso (a) (até 50 mV). Esta relagéo

permite o calculo da concentragdo de espécies adsorvidas na superficie (I') do DDB
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através do coeficiente angular, utilizando a Equacéo 5 (Ip/a = (5+1)102qanFfAED).
Com a érea eletroativa (q) calculada de 0,035 cm?, nimero de elétrons (n) igual a
2, coeficiente de transferéncia eletronica (o) de 0,52, a concentragdo na superficie
das espécies adsorvidas (I') foi igual a 1,3 x 10° mol cm? (LOVRIC e
KOMORSKY-LOVRIC, 1988).
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=
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Figura 15 - (A) Potencial de pico (Ep) em fun¢éo do logaritmo da frequéncia (log f) aplicada
a uma amplitude de pulso (a) de 30 mV. (B) Variacdo da corrente de pico (lp) em fungéo
de a para f de 30 Hz. Parametros instrumentais: tamp&do BR (0,04 mol L) pH 2,0 foi o
eletrdlito suporte; 20 mV de incremento de varredura e 9,9 umol L de concentragéo final

de cresoxim-metilico.

Com base nos resultados experimentais e em informacdes da literatura (ver
abaixo), foi proposto um mecanismo para o processo de oxidacdo irreversivel de
cresoxim-metilico. Uma vez que esta estrobilurina ndo apresenta grupos quimicos

que podem ser facilmente oxidados, um potencial elevado é necessario para
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permitir que a reacdo quimica aconteca. O mecanismo baseia-se na oxidacdo dos
grupos aromaticos presentes na estrutura de cresoxim-metilico, em conformidade
com os dados da literatura, que descreve a oxidacdo de hidrocarbonetos aromaticos
e alquil aroméaticos em meio aquoso (WEINBERG e WEINBERG, 1968). Nestes
casos, o0 solvente (4gua) presente no sistema promove um ataque nucleofilico num
atomo de carbono deficiente em elétrons, levando a formacdo de um produto de
substituicdo. Na Figura 16 dois possiveis mecanismos sdo propostos, ambos
comegando com a perda de um elétron para formar um carbocétion radical (em duas
possiveis posicdes indicadas no mecanismo 1 e no mecanismo 2). Em seguida, a
perda de um préton, conduz a formacdo do radical. Uma vez formado, este radical
perde outro elétron promovendo a formacédo do carbocéation intermediario (estrutura
| seguindo o0 mecanismo 1) ou (estrutura V seguindo o mecanismo 2). Ambos
carbocéations tém boa estabilidade, devido a possibilidade de ressonancia da carga
positiva ao longo dos aneis aromaticos (HOWELL et al., 1984). Na presenca de
solventes polares, carbocéations sdo altamente susceptiveis ao ataque nucleofilico,
por isso, € plausivel que uma molécula de adgua participe no processo, gerando as
espécies (11 seguindo o mecanismo 1) ou (VI seguindo o mecanismo 2). No entanto,
é importante notar que a espécie (I1) pode sofrer uma clivagem formando as
substancias (I11) e (IV), como observado em sistemas que permitem a eliminagéo
de moléculas neutras (BUSSY et al., 2012). Portanto, 0s mecanismos propostos

justificam a oxidacéo irreversivel, promovido pela perda de dois elétrons.
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Figura 16 - Mecanismos propostos para a oxidacdo de cresoxim-metilico.
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Estudos de diagndstico realizados para o segundo pico de oxidacdo (Ep =
+1700 mV) de cresoxim-metilico indicaram um mecanismo quase-reversivel com
transferéncia de massa controlada por adsorcéo. Esta evidéncia vem de: (i) arelacéo
entre I, e Vv em CV (com v entre 10 e 280 mV s) e (ii) a relagéo entre I, e f (com

f entre 10 a 50 Hz) em SWV néo serem lineares (Figura 17).
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Figura 17 - (A) Variacdo da raiz quadrada da velocidade de varredura (Vv) em funcéo da
corrente de pico de cresoxim-metilico (Ip). (B) Ip em funcdo da frequéncia (f). Pardmetros
instrumentais para CV: tamp&o BR (0,04 mol L) pH 2,0 foi o eletrdlito suporte; 2 mV de
incremento de varredura; +1200 a +2200 mV de intervalo de potencial e 15,0 pmol L de
concentracao final de cresoxim-metilico. Pardmetros instrumentais para SWV: tampéo BR
(0,04 mol L1) pH 2,0 foi o eletrdlito suporte; 20 mV de incremento de varredura; 40 mV de
amplitude de pulso e 9,9 umol L de concentrago final de cresoxim-metilico.

Para dimoxistrobina, no estudo do mecanismo redox do primeiro pico de
oxidacao (Ep = +1350 mV), o gréfico que relaciona \v (com v variado de 10 a 200
mV s?) e a I, produziu resposta linear, indicando que transferéncia de massa ¢

controlada por difusdo (Figura 18A). Um perfil linear também foi observado no
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gréafico do f (de 10 a 50 Hz) em funcdo de I, (Figura 18B), o que confirmou o

processo eletroquimico irreversivel.
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Figura 18 — (A) Variacdo da raiz quadrada da velocidade de varredura (¥v) em funcéo da

o
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corrente de pico (Ip) da dimoxistrobina. (B) Ip em funcdo da frequéncia (f). Pardmetros
instrumentais para CV: tamp&o BR (0,04 mol L'Y) pH 2,0 foi o eletrélito suporte; 2 mV de
incremento de varredura; +1200 a +2200 mV de intervalo de potencial e 15,0 pmol L de
concentracao final de dimoxistrobina. Pardmetros instrumentais para SWV: tampéo BR
(0,04 mol L1) pH 2,0 foi o eletrdlito suporte; 20 mV de incremento de varredura; 40 mV de

amplitude de pulso e 9,9 umol L de concentracao final de dimoxistrobina.

Ao avaliar o perfil do pico, substituiu-se o valor de AEy2 de 79 mV na
Equagdo 4 (AEp2 = 127/n), 0 que indicou o valor de n igual a 1,6, sugerindo que a
oxidacao envolve 2 mols de elétrons por 1 mol de dimoxistrobina.

Como os resultados foram similares aos obtidos para o cresoxim-metilico e

em virtude da semelhanca nas estruturas da dimoxistrobina e cresoxim-metilico, o
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mecanismo reacional similar ao da Figura 16 também pode ser atribuido para a
dimoxistrobina.

O estudo feito com o segundo pico de oxidagdo de dimoxistrobina (Ep =
+1750 mV) indicou que diferentemente do que foi descrito para o primeiro pico,
ambos os gréficos, I, em funcdo de Vv (Figura 19A), e f em funcéo de Ip, ndo
apresentaram uma resposta linear, indicando um mecanismo redox quase-reversivel

com transferéncia de massa controlada por difusdo (GOSSER, 1993).

A 061
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Figura 19 — (A) Variagdo da raiz quadrada da velocidade de varredura (Vv) em funcéo da
corrente de pico (Ip) de dimoxistrobina. (B) Ip em funcéo da frequéncia (f). Parametros
instrumentais para CV: tampado BR (0,04 mol L'!) pH 2,0 foi o eletrélito suporte; 2 mV de
incremento de varredura; +1200 a +2200 mV de intervalo de potencial e 15,0 umol L de
concentracao final de dimoxistrobina. Pardmetros instrumentais para SWV: tamp&o BR
(0,04 mol L1) pH 2,0 foi o eletrélito suporte; 20 mV de incremento de varredura; 40 mV de

amplitude de pulso e 9,9 umol L de concentracao final de dimoxistrobina.
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Para picoxistrobina, os estudos com os dois picos de oxidagdo indicaram que

ambos o0s processos redox sdo irreversiveis com transferéncia de massa controlada

por difusdo, pois os graficos de I, em funcéo de v e de I, em fungéo de f mostraram

comportamento linear para os dois processos de oxidagdo de picoxistrobina em

DDB (Figura 20).
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Figura 20 - (A) Corrente de pico em fungéo de frequéncia (f). (B) Variagdo da raiz quadrada da

velocidade de varredura em fungéo de I, de picoxistrobina. (1) Pico de oxidagdo com méaximo em

+1450 mV e (2) pico de oxidagdo com méximo em +1950 mV. Pardmetros instrumentais para CV:

tampéo BR (0,04 mol L) pH 2,0 foi o eletrdlito suporte; 2 mV de incremento de varredura; +1200

a +2200 mV de intervalo de potencial e 15,0 umol L de concentracdo final de picoxistrobina.

Pardmetros instrumentais para SWV: tampao BR (0,04 mol L) pH 2,0 foi o eletrdlito suporte; 20

mV de incremento de varredura; 40 mV de amplitude de pulso e 9,9 pmol L™ de concentragéo final

de picoxistrobina.
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Utilizando a Equagdo 4 (AEp2 = 127/n) e substituindo os valores para AEp»
de 80 mV e 74 mV, os valores de n encontrados foram 1,6 e 1,7, sugerindo que a
oxidacéo, que ocorre em ambos os potenciais, envolve dois elétrons. Processos
similares aos mecanismos propostos para o cresoxim-metilico (Figura 16) podem
ser atribuidos para a oxidacdo de picoxistrobina, ja que estas duas estrobilurinas sdo
semelhantes em termos de estrutura.

J& para piraclostrobina, os estudos dos dois picos de oxidac¢do indicaram que
ambos 0s processos sdo quase-reversiveis com a transferéncia de massa controlada
por adsorcdo. Os gréficos de 1, em funcéo de Vv e de I, em funcéo de f ndo foram

lineares para os dois processos de oxidacao de piraclostrobina em DDB (Figura 21).
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Figura 21 - (A) Corrente de pico em funcdo de frequéncia (f) e (B) Variacdo da raiz

guadrada da velocidade de varredura em funcdo de I, de piraclostrobina. (1) Pico de

oxidagdo com méximo em +1280 mV e (2) pico de oxida¢cdo com maximo em +1650 mV.

Parametros instrumentais para CV: tamp&o BR (0,04 mol L) pH 2,0 foi o eletrdlito suporte;

2 mV de incremento de varredura; +1200 a +2200 mV de intervalo de potencial e 15,0

umol L de concentracdo final de piraclostrobina. Parametros instrumentais para SWV:

tampao BR (0,04 mol L) pH 2,0 foi o eletrdlito suporte; 20 mV de incremento de varredura;

40 mV de amplitude de pulso e 9,9 umol L de concentracéo final de piraclostrobina.
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4.3.
Selecé&o das condi¢gbes experimentais e instrumentais.

A fim de alcancar as melhores condi¢des experimentais e instrumentais para
a determinacdo voltamétrica com varredura de potencial do tipo onda quadrada para
cresoxim-metilico, picoxistrobina e piraclostrobina usando o eletrodo de DDB, um
estudo exaustivo foi realizado levando em consideragdo os parametros criticos que
afetam a intensidade, estabilidade e reprodutibilidade do sinal. A escolha dos
parametros a serem estudados se baseou no procedimento geral de analise, que
consistiu na adicdo da amostra ou solugcdo padrdo de analito em uma célula que
continha apenas o eletrdlito suporte (tampdo BR 0,04 mol L e pH 4,0 ou tampéo
acetato 0,05 mol L e pH 4,0). O ciclo de medicéo era feito por uma varredura
anodica de potencial sem a utilizacdo de potencial ou tempo de deposi¢do. Assim,
0s parametros criticos que foram estudados consistiram em: (i) tipo e concentracao
do eletrolito suporte, (ii) frequéncia de aplicacdo dos pulsos (f), (iii) amplitude de
pulso (a) e (iv) o incremento de potencial (AEs). Todos os estudos foram feitos de
forma univariada, em triplicata e avaliando apenas o primeiro pico de oxidagéo de

cada uma das estrobilurina.

4.3.1.
Estudo do eletrolito suporte.

A primeira opcdo critica foi a escolha do eletrolito suporte a ser empregado.
Estudos utilizando tampdo BR (0,04 mol L), que é uma mistura dos tampdes
acetato, fosfato e borato, em uma faixa de pH entre 2,0 a 12,0, foram realizados
para cresoxim-metilico, picoxistrobina e piraclostrobina. Observaram-se correntes

caracteristicas das trés estrobilurinas em todos os pH avaliados (Figura 22).
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Figura 22 — Influéncia do pH no eletrdlito suporte para a area integrada do pico. (A)
Cresoxim-metilico; (B) picoxistrobina; (C) piraclostrobina. Parametros instrumentais:
tampéo BR (0,04 mol L'Y) pH 2,0 a 12,0 foi o eletrdlito suporte; 40 Hz de frequéncia; 10 mV
de incremento de varredura; 20 mV de amplitude de pulso e 9,9 pmol L de concentracédo

final de cada estrobilurina na célula.

Como pode ser observado na Figura 22, as areas integradas do pico para as
trés estrobilurinas sdo influenciadas pelo pH do sistema aquoso. Para todas as
estrobilurinas avaliadas as maiores intensidades de sinal foram obtidas em meio
acido. Em meio basico, o segundo pico de oxidacdo desaparece, além de ocorrer
um ligeiro deslocamento no E, (sentido de potencial mais positivo) do primeiro pico
de oxidacdo para todos os analitos. Embora tenha sido observada correntes de
difusdo significativa para os analitos ao longo de toda a faixa de pH estudada, a
faixa &cida foi preferida para o desenvolvimento dos métodos analiticos de forma a
preservar a integridade do eletrodo (o filme de DDB € depositado sobre um
substrato de silicio), porque em meio basico o substrato sofre degradacédo devido a
reacdo entre silicio e a hidroxila. O pH 4,0 foi escolhido para a determinacédo de
todas as estrobilurinas, uma vez que a resposta analitica € maxima e porque pode
ser prontamente coberto pela utilizacdo do tampéo de acetato.

Testes utilizando solucdo de tampao acetato pH 4,0 (0,001 a 0,10 mol L)

foram realizados e os resultados obtidos podem ser observados na Figura 23.
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Figura 23 — Influéncia na concentracdo da solucdo de tampdao acetato na area integrada
do pico. (A) Cresoxim-metilico; (B) picoxistrobina; (C) piraclostrobina. Parametros
instrumentais: tampao acetato pH 4,0 foi o eletrdlito suporte; 40 Hz de frequéncia; 10 mV
de incremento de varredura; 20 mV de amplitude de pulso e 9,9 pmol L de concentracédo

final de cada estrobilurina na célula.

Verificou-se que o sinal analitico no tampdo de acetato (pH 4,0) em uma
concentracdo de 0,050 mol L™ tinha uma maior intensidade para o cresoxim-
metilico e piraclostrobina, sendo portanto, escolhido como eletrélito suporte nas
determinacdes analiticas destas estrobilurinas. Para picoxistrobina, o sinal analitico
em uma solucdo de tampéao acetato pH 4,0 era em torno de 70% menor (ver Figura
22) que no tampdo BR (pH 4,0), sendo este ultimo o escolhido como eletrdlito
suporte para as determinac6es analiticas. As solugdes aquosas de HCl e H2SO4 (0,01
a 0,10 mol L) também foram testadas para todas as estrobilurinas. Os sinais
analiticos obtidos com estes eletrolitos suporte foram consideravelmente menores

gue os observados com o0s outros tampdes testados.
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4.3.2.
Estudo da frequéncia, amplitude e incremento de varredura.

A fim de permitir maior resposta analitica usando a SWV, as condicfes
instrumentais foram otimizadas: amplitude de pulso (a) ao longo do intervalo 10 a
100 mV; a frequéncia dos pulsos aplicados (f) ao longo do intervalo 10 a50 Hze o
incremento de potencial (AEs) ao longo do intervalo 5 e 35 mV.

O primeiro parametro avaliado foi a amplitude do pulso e os resultados
obtidos podem ser vistos na Figura 24.
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Figura 24 — Influéncia da amplitude de pulso (a) na area integrada do pico. (A) Cresoxim-
metilico; (B) picoxistrobina; (C) piraclostrobina. Parametros instrumentais: tampao acetato
(0,05 mol L1) pH 4,0, para cresoxim-metilico e piraclostrobina e tamp&o BR (0,04 mol L?)
pH 4,0 para picoxistrobina foram os eletrélitos suporte; 40 Hz de frequéncia; 10 mV de
incremento de varredura e 9,9 pmol L de concentracdo final de cada estrobilurina na

célula.

Para cresoxim-metilico e picoxistrobina, a intensidade do sinal (medida em

area) aumentou até a amplitude de 50 mV, sem variacdes significativas para 0s
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valores maiores. Esta amplitude foi escolhida para as determinacGes analiticas
destas duas estrobilurinas. Para piraclostrobina ocorreu um aumento na &rea
integrada do pico até se atingir o patamar de valor maximo de 80 a 100 mV (Figura
24C). Com o0 aumento na area integrada do pico, sua largura foi aumentando (o que
pode afetar a resolucdo dos picos na hipotese de outras substancias na amostra
oxidem quando usado o DDB), por conseguinte, um valor de amplitude igual a 40
mV foi selecionado por ter uma boa relacéo entre sinal e largura de pico.

A frequéncia de aplicagéo dos pulsos foi avaliada para as trés estrobilurinas
em uma faixa que variou de 10 a 50 Hz (Figura 25). Nos trés casos avaliados foram
observados aumento na area integrada do pico com o aumento da frequéncia. Como
também foi observado um aumento na largura do pico com a frequéncia, um melhor
compromisso entre a intensidade do sinal e largura do pico foi obtido com 30 Hz
para todos os analitos.
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Figura 25 — Influéncia da frequéncia de pulso (f) na area integrada do pico. (A) Cresoxim-
metilico; (B) picoxistrobina; (C) piraclostrobina. Parametros instrumentais: tampao acetato
(0,05 mol L1) pH 4,0, para cresoxim-metilico e piraclostrobina e tamp&o BR (0,04 mol L)
pH 4,0 para picoxistrobina foram os eletrdlitos suporte; 50 mV de amplitude para cresoxim-
metilico e picoxistrobina e 40 mV de amplitude para piraclostrobina; 10 mV de incremento

de varredura e 9,9 umol L de concentragéo final de cada estrobilurina na célula.
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O dltimo parametro instrumental avaliado foi o incremento de varredura em
uma faixa que variou de 5 e 35 mV (Figura 26). A velocidade na andlise
voltamétrica por varredura do tipo onda quadrada é diretamente influenciada por
esse parametro sendo a velocidade de varredura um produto da f e do AEs. O valor
de AEs pode aumentar o sinal medido e afetar a largura do pico voltamétrico. Para
cresoxim-metilico e piraclostrobina ocorreu um aumento na intensidade de sinal
com a varia¢do de AEs. Ja para picoxistrobina a varia¢ao do valor de AEs ndo trouxe
mudangas significativas na intensidade de sinal. Em todos os casos a varia¢do do
AEs afetou diretamente a largura do pico, o que pode afetar a resolugédo nas
medi¢des analiticas. Assim, com o melhor compromisso intensidade do sinal e
largura do pico, o AEs de 15 mV foi escolhido para a determinacé@o de cresoxim-
metilico, 5 mV para a determinacédo de picoxistrobina e 30 mV para a determinacao

de piraclostrobina.
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Figura 26 — Influéncia do incremento de varredura na area integrada do pico. (A) Cresoxim-
metilico; (B) picoxistrobina; (C) piraclostrobina. Parametros instrumentais: tampao acetato
(0,05 mol L) pH 4,0, para cresoxim-metilico e piraclostrobina e tamp&o BR (0,04 mol L)
pH 4,0 para picoxistrobina foram os eletrdlitos suporte; 50 mV de amplitude para cresoxim-
metilico e picoxistrobina e 40 mV de amplitude para piraclostrobina; 30 Hz de frequéncia

e 9,9 umol L de concentracgao final de cada estrobilurina na célula.
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Os parametros experimentais escolhidos para a voltametria de onda quadrada

emum eletrodo de trabalho de DDB est&o descritos na Tabela 8 para a determinagéo

de cresoxim-metilico, na Tabela 9 para a determinacdo de picoxistrobina e na

Tabela 10 para a determinacéo de piraclostrobina.

Tabela 8 - Condi¢cbes experimentais selecionadas para a determinagdo voltamétrica de

cresoxim-metilico usando o eletrodo de trabalho de DDB.

Parametro

Valor

Eletrolito suporte

Amplitude (a)

Incremento de varredura (AEs)
Frequéncia (f)

Sinal monitorado

Faixa de potencial varrido

Tampao acetato 0,05 mol L™ pH 4,0
50 mV
15mV

30 Hz
em +1420 mV
de +1000 para +1750 mV

Tabela 9 - Condicdes experimentais selecionados para a determinagdo voltamétrica de

picoxistrobina usando o eletrodo de trabalho DDB.

Parametro

Valor

Eletrélito suporte

Amplitude (a)

Incremento de varredura (AE;)
Frequéncia (f)

Sinal monitorado

Faixa de potencial varrido

Tampao BR 0,04 mol L pH 4,0
50 mV
5mV

30 Hz
em +1450 mV
de +1100 para +1800 mV

Tabela 10 - Condi¢des experimentais selecionados para a determinagéo voltamétrica de

piraclostrobina usando o eletrodo de trabalho DDB.

Parametro

Valor

Eletrolito suporte

Amplitude (a)

Incremento de varredura (AEs)
Frequéncia (f)

Sinal monitorado

Faixa de potencial varrido

Tampéo acetato 0,05 mol L pH 4,0
40 mV
30 mv

30 Hz
em +1280 mV
de +1050 para +2100 mV
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Na Figura 27 sdo apresentados voltamogramas caracteristicos para cresoxim-
metilico, picoxistrobina e piraclostrobina (todos na concentracdo de 9,9 umol L™
na célula de medicao) utilizando as condi¢des experimentais selecionadas com um
eletrodo de DDB.
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Figura 27 — Voltamogramas caracteristicos utilizando eletrodo de trabalho DDB nas
condicdes experimentais escolhidas para: (A) cresoxim-metilico; (B) picoxistrobina; (C)
piraclostrobina. Pardmetros instrumentais: ver Tabela 8 para cresoxim-metilico; ver Tabela
9 para picoxistrobina; ver Tabela 10 para piraclostrobina e 9,9 umol L de concentragdo

final de cada estrobilurina na célula.

Um estudo foi realizado com medic¢des sequenciais (n = 50) de uma solucao
padrdo de estrobilurina (cresoxim-metilico, picoxistrobina e piraclostrobina nas
concentracdes de 9,9 pmol L™ na célula) nas condicGes experimentais selecionadas
para SWV com DDB para verificar se era necessario aplicar um procedimento de
limpeza do eletrodo de modo a se evitar a influéncia de sinal residual do processo
de medicéo anterior na medida subsequente. O resultado confirmou que ndo houve
efeito de memdria entre as medi¢bes sequenciais das estrobilurinas, ndo sendo
necessario procedimento de limpeza entre medicdes. As medi¢bes sequenciais
resultaram em variacdo aleatéria de sinal com desvio padréo relativo de 4,8% para

cresoxim-metilico, 2,7% para picoxistrobina e 2,8% para piraclostrobina.
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4.4,
Desempenho analitico.

Os parametros analiticos de mérito dos métodos foram obtidos usando as
condicBes experimentais selecionadas para determinar cresoxim-metilico,
picoxistrobina e piraclostrobina. Uma sequéncia de voltamogramas de solucdes
contendo concentracBes crescentes de cresoxim-metilico € apresentada na Figura
28A. A area do pico de redissolucdo foi diretamente e linearmente proporcional a
concentracdo de cresoxim-metilico na célula eletroquimica (Figura 28B). A curva
analitica, Y = (3,3 x 102 + 2,5 x 10* pA L mol?) X - (2,1 x 102+ 5,3 x 10™),
apresentou uma resposta linear (R? = 0,9995) a partir do limite de quantificagcio
(LOQ) até 34,0 umol L%, O limite de deteccdo (LOD) na célula analitica foi de 0,3
umol L (0,09 mg L) para cresoxim-metilico. O LOQ calculado na célula foi de
0,9 umol L (0,27 mg L1). O LOD foi calculado usando os critérios 3sg/S € 0 LOQ
foi calculado usando os critérios 10 sg/S, onde sg é 0 desvio padrdo de 10 medi¢coes
consecutivas da menor concentracéo do analito na curva e S é a inclinacao da curva
analitica. Na Figura 29 é apresentada a diferenca entre o sinal produzido pela
concentracdo do LOQ (0,9 umol L) de cresoxim-metilico e o produzido pelo

branco.
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Figura 28 - (A) Voltamogramas de concentracdes crescentes de cresoxim-metilico: (A)
branco; (B) 3,9 umol L%; (C) 7,9 umol LY; (D) 12,0 pmol LL; (E) 16,0 umol L%; (F) 20,0 pmol
L% (G) 23,0 umol L% (H) 27,0 umol L% (1) 31,0 pmol L (J) 34,0 umol L. (B) Curva
analitcacom Y = (3,3x 102+ 25x 10* pA L mol?) X - (2,1 x 108+ 53 x 10%) e R2 =

0,9995. Parametros eletroquimicos utilizados estao descritos na Tabela 8.
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Figura 29 — Voltamogramas que mostram a diferenca entre o sinal produzido pelo (A)
branco e (B) por uma concentracéo de cresoxim-metilico equivalente ao LOQ (0,9 pumol L

1). Parametros eletroguimicos utilizados estéo descritos na Tabela 8.

Para picoxistrobina, a sequéncia de voltamogramas de concentracGes
crescentes e a curva analitica sdo apresentadas na Figura 30. A curva analitica (Y =
(2,0 x 102 + 7,1 x 10* pAL mol?) X + (1,1 x 102 + 8,4 x 10%)) apresentou uma
relacio linear (R? = 0,9941) entre a area integrada do pico e a concentragdo do
analito na célula eletroquimica. O LOD na célula foi de 0,2 umol L (0,07 mg L™?)
e LOQ foi de 0,7 umol L (0,25 mg L?). A Figura 31 apresenta a diferenca entre o
sinal produzido pela concentragdo do LOQ (0,7 pmol L) de picoxistrobina e o

branco.
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Figura 30 - (A) Voltamogramas de concentracdes crescentes de picoxistrobina: (A) branco;
(B) 3,9 pmol L%; (C) 7,9 pmol L%; (D) 12,0 umol LL; (E) 16,0 pmol LL; (F) 20,0 umol L. (B)
Curva analiticacom Y = (2,0 x 102+ 7,1 x 10* pA L mol?) X + (1,1 x 102+ 8,4 x 10°%) e

R?=0,9941. Parametros eletroguimicos utilizados estdo descritos na Tabela 9.
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Figura 31 — Voltamogramas que mostram a diferenca entre o sinal produzido pelo (A)
branco e (B) por uma concentracdo de picoxistrobina equivalente ao LOQ (0,7 umol L™?).

Parametros eletroquimicos utilizados estao descritos na Tabela 9.

Para piraclostrobina, a sequéncia de voltamogramas de concentracdes
crescentes desse analito e a curva analitica sdo apresentadas na Figura 32. A curva
analitica (Y = (5,5 x 102 + 2,3 x 10® pAL mol?) X + (4,5 x 102 + 2,7 x 10%))
apresentou uma relagdo linear (R? = 0,9912) entre a area integrada do pico e a
concentracdo do analito na célula eletroquimica. O LOD na célula foi de 0,2 pmol
L (0,09 mg L?) e LOQ foide 0,8 umol L™ (0,32 mg L1). A Figura 33 apresenta a
diferenca entre o sinal produzido pela concentragdo do LOQ (0,8 umol L?) de

piraclostrobina e o branco.
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Figura 32 - (a) Voltamogramas de concentracdes crescentes de piraclostrobina: (A)
branco; (B) 3,9 umol L%; (C) 7,9 umol LY; (D) 12,0 pmol LL; (E) 16,0 umol L%; (F) 20,0 pmol
L. (b) Curva analiticacom Y = (5,5 x 102 + 2,3 x 10° pAL mol?) X + (4,5x 102 + 2,7 x 10

3) e R?=0,9912. Parametros eletroquimicos utilizados est&o descritos na Tabela 10.
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Figura 33 - Voltamogramas que mostram a diferenca entre o sinal produzido pelo (A)
Branco e (B) por uma concentracdo de piraclostrobina equivalente ao LOQ (0,8 umol L?)

e 0 (A) branco. Parametros eletroquimicos utilizados estdo descritos na Tabela 10.

A precisdo de cada método foi avaliada por estudos de repetibilidade e de
precisdo intermediaria. A repetibilidade foi avaliada pelo coeficiente de variacéo de
dez medicGes consecutivas do sinal produzido por cada um dos analitos na
concentracdo de 3,9 pmol L. A precisdo intermediaria foi determinada pela
comparacdo dos resultados obtidos a partir da analise (dez repetices
independentes) de solugcdes aquosas de cada estrobilurina feitas por dois analistas
diferentes (cada analista preparou o seu préprio conjunto de solucdo). As
repetibilidades foram representadas por valores de coeficiente de variacdo de 3,6;
4,8 e 4,2% e as precisOes intermediarias foram 4,7; 4,9 e 5,3% para cresoxim-
metilico, picoxistrobina e piraclostrobina, respectivamente.

Embora seja incomum o uso combinado de diferentes estrobilurinas no
tratamento das culturas, os estudos de interferéncia foram feitos através da
avaliacdo no efeito da presenca de outras estrobilurinas no sinal do analito. A
interferéncia foi avaliada através dos valores de | analito /1 (analito + interferente), que € dada
pela relacdo entre o sinal obtido a partir de uma solucdo contendo apenas o analito
e o sinal medido a partir de uma solucdo contendo a mistura do analito com outra
estrobilurina (neste caso, a concentracdo de analito é igual nas duas solugdes).

Valores de razdo proximos a unidade ndo indicaram interferéncia. Valores
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superiores a 1 indicaram uma diminuicdo do sinal do analito devido a presenca de
outra estrobilurina. Os testes foram feitos com proporcdes crescentes de
estrobilurina interferente/analito. As medigdes foram efetuadas em triplicata e os
calculos basearam-se na area integrada do pico. Os resultados de interferéncia no
sinal analitico para cresoxim-metilico sdo apresentados na Tabela 11.

Tabela 11 - Avaliacdo da interferéncia de outros estrobilurinas no sinal de eletroanalitico

de cresoxim-metilico (3,9 umol L1).

Proporcao
. . . | cresoxim-metilico /
Interferente (Estrobilurina/cresoxim
. | (cresoxim-metilico + interferente)
-metilico)
Fluoxastrobina 0:1 1,00
1:1 0,94
2:1 1,27
Trifloxistrobina 0:1 1,00
1:1 1,05
2:1 1,05
31 1,05
5:1 0,93
10:1 1,19

Para condigdes instrumentais ver Tabela 8.

Azoxistrobina, picoxistrobina e piraclostrobina sdo oxidados em potenciais
muito proximos ao de cresoxim-metilico, por conseguinte, a interferéncia destes
pesticidas foi observada com razdo molar de (1:1). Uma situacdo mais satisfatoria
foi encontrada quando cresoxim-metilico € medida na presenca de trifloxistrobina
ou fluoxastrobina, porque estas estrobilurinas sdo oxidadas em potencial mais alto
(acima de +1700 mV). Néo foi observada interferéncia em misturas contendo
trifloxistrobina em concentracdes de até cinco vezes mais elevada do que a do
analito. Por outro lado, fluoxastrobina impds interferéncias em misturas contendo
duas vezes a concentragdo do analito com a relagao | cresoxim-metitico / | (cresoxim-metilico +

interferente) aumentando para 1,27.
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Os resultados de interferéncia no sinal analitico para picoxistrobina séo
apresentados na Tabela 12. Azoxistrobina, cresoxim-metilico e piraclostrobina
também impdem interferéncia com a razdo molar de (1:1) para a determinacao de
picoxistrobina, devido a proximidade dos picos de oxidagdo. Ndo foi observada
interferéncia em misturas contendo trifloxistrobina ou fluoxastrobina em

concentracdes de até duas vezes mais elevada do que a do analito.

Tabela 12 - Avaliacdo da interferéncia de outros estrobilurinas no sinal de eletroanalitico
de picoxistrobina (3,9 pmol L?).

Interferente Proporgao ! piosrcnina
(Estrobilurina/picoxistrobina) | (picoxistrobina + Interferente)
Fluoxastrobina 0:1 1,00
1:1 1,08
2:1 1,15
31 1,52
Trifloxistrobina 0:1 1,00
11 1,01
2:1 1,13
31 1,60

Para condigdes instrumentais ver Tabela 9.

Os resultados de interferéncia no sinal analitico para piraclostrobina sdo
apresentados na Tabela 13. Picoxistrobina, dimoxistrobina e a cresoxim-metilico
impdem interferéncia com a razdo molar de (1:1) para a determinacdo de
piraclostrobina, devido a proximidade dos picos de oxidacdo. A azoxistrobina
apresenta picos de oxidacdo proximos aos da piraclostrobina, assim, a interferéncia
foi encontrada quando a concentracdo é duas vezes mais elevada do que a do
analito. Para fluoxastrobina e trifloxistrobina foram obtidos resultados mais
satisfatorios na recuperacdo de piraclostrobina, mesmo quando a concentragéo

destas outras estrobilurinas € cinco vezes mais elevada do que a do analito.


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 1021460/CA


PUC-RIo - Certificacdo Digital N° 1021460/CA

134

Tabela 13 - Avaliacao da interferéncia de outros estrobilurinas no sinal de eletroanalitico
de piraclostrobina (3,9 umol L1).

Proporcéo I piraclostrobina /
Interferente (Estrobilurina/piraclostrobina) | (piraclostrobina + Interferente)
Azoxistrobina 0:1 1,00
1:1 0,99
2:1 0,94
3:1 6,96
Fluoxastrobina 0:1 1,00
1.1 0,98
5:1 0,98
10:1 1,07
15:1 1,13
20:1 1,15
Trifloxistrobina 0:1 1,00
1:1 1,01
5:1 1,02
10:1 1,10
15:1 1,19
20:1 1,33

Para condig@es instrumentais ver Tabela 10.

Para todos os métodos avaliados a interferéncia no sinal analitico ndo é
significativa, porque as amostras reais ndo devem conter outra estrobilurina, devido

ao fato de ndo ser comum o uso de misturas destes fungicidas para tratar as culturas.

4.5,
Aplicacdo dos métodos.

Os metodos propostos utilizando a voltametria de onda quadrada com
eletrodo de trabalho de DDB para a determinacdo de cresoxim-metilico,
picoxistrobina e piraclostrobina foram aplicados na analise de amostras de aguas
naturais, sucos comerciais de uva (fermentado e ndo fermentado), e suco de uva
com leite de soja. A quantificacdo dessas estrobilurinas foi feita por adicdo de
analito (abordagem multipla). Na Tabela 14, os resultados para a analise de
cresoxim-metilico (em trés dias diferentes) sdo listados, indicando as concentracdes
recuperadas do analito em trés amostras diferentes de suco de uva, fortificadas em

dois niveis de concentracdo (6,0 e 11,8 umol L ou 1,9 e 3,7 mg L™). Os valores
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de recuperacéo ficaram na faixa de 93 % e 105%, o que pode ser considerado como
aceitavel. Valores de LOD e LOQ na amostra foram da ordem de pmol L devido
ao fator de diluicdo nas amostras (cerca de 10 vezes). No entanto, conforme
indicado no procedimento de extracdo, a utilizacdo do cartucho C18 para limpeza
da matriz da amostra pode também ser utilizado para pré-concentracdo do analito,
compensando este fator de dilui¢éo.

Tabela 14 - Recuperagdo de cresoxim-metilico (n = 3) em amostras de suco de uva

fortificadas em dois niveis de concentragdo (6,0 e 11,8 umol L%).

Cresoxim-metilico
Amostra (umol L) Recuperago (%)
Adicionado Encontrado Dia

Suco de uva fermentado 1 -

0,0 <LOD 2 -

3 -

6,0 5,7+0,6 1 96,3+9,0
57+05 2 96,0+ 7,7
55+0/4 3 93,1+6,5

11,8 115+05 1 97,1+4,1
120+05 2 101,5+45
11,3403 3 96,1+23

Suco de uva néo fermentado 0,0 <LOD 1 -
: _

6,0 6,0+ 0,3 1 100,0 + 5,8
5505 2 91,6 +8,6
6,3+03 3 105,3+5,4

11,8 124+£10 1 105,3+8,1
11,108 2 943+71
121+1,7 3 103,0 + 14,5

Suco de uva com leite de soja 1 -

0,0 <LOD 2 -

3 -

6,0 6,0+0,3 1 100,0 + 5,8
55+0,3 2 91,6 +5,3
6,0+04 3 100,9+6,2

11,8 12,1+03 1 102,6 + 2,7
11,0+12 2 93,6 + 10,1
120+0,7 3 101,7+5,9

Para condigdes instrumentais ver Tabela 8.
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Para picoxistrobina o0 método proposto foi aplicado na analise de amostras de
agua naturais. As amostras ndo indicaram a presenca de picoxistrobina acima do
limite de determinacdo do método. Assim, as amostras foram fortificadas com o
analito em duas concentracdes diferentes (5,4 e 9,0 pmol L2 ou 2,0e 3,3 mg L™D).
As medicOes foram realizadas em triplicata, em trés dias diferentes. As
recuperacdes sdo apresentadas na Tabela 15, variando de 93 a 104%, 0 que pode

ser considerado aceitavel.

Tabela 15 - Recuperacdo de picoxistrobina (n = 3) em amostras de aguas naturais

fortificadas em dois niveis de concentragédo (5,4 e 9,0 umol L?).

Picoxistrobina
Amostra (umol L) Recuperado (%)
Adicionado  Encontrado  Dia

Agua mineral 1 -

0,0 <LOD 2 -

3 -

5,4 5,7£0,8 1 104,3 + 6,3
51+0,1 2 94,7+2,0
50+0,1 3 93,1+0,9

9,0 8,6 +0,0 1 96,0 +0,5
9,0+0,6 2 100,3+£6,0
9,0+0,5 3 100,5+5,6

Agua da lagoa Rodrigo de Freitas 1 -

0,0 <LOD 2 )

3 -

5,4 5,2+ 0,1 1 95,8 +2,2
53+0,1 2 97,9+2,0
53+0,2 3 98,0+4,1

9,0 9,3+0,3 1 103,5+ 3,9
8,8+0,4 2 97,5+4,0
8,9+0,3 3 98,3+ 3,0

Para condigdes instrumentais ver Tabela 9.

Para piraclostrobina o método foi aplicado em amostras de agua naturais e de
sucos de uva. As amostras originais ndo apresentaram a presenca de piraclostrobina
acima do limite de determinacdo do método. Assim, as amostras foram fortificadas
com o analito em duas concentracdes diferentes. As recuperacoes sdo apresentadas
na Tabela 16 e foram obtidos resultados satisfatérios em todos os casos, com

recuperacdes que variaram de 92 a 102%.
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Tabela 16 - Recuperacao de piraclostrobina (n = 3) em amostras de aguas naturais em
dois niveis de concentragéo (5,4 e 9,0 umol L%).

Piraclostrobina

Amostra (umol L) Recuperado (%)
Adicionado Encontrado Dia
Agua mineral 1 -
0,0 <LOD 2 -
3 -

5,4 52+0,1 1 99,8+ 1,6
5,6+0,2 2 102,5+4,6
51+0,0 3 94,2+0,3

9,0 9,2+0,7 1 102,1+8,2
8,5+0/4 2 94,6 +4,0
8,501 3 94,4+1,6

Agua da lagoa Rodrigo 1 -

de Freit
e Freitas 0.0 <LOD , ]
3 -

54 52+0,2 1 957+3,1
5001 2 92,8+2,8
52+0,0 3 95,8+0,8

9,0 8,5+0,7 1 943+77
8,6 +0,6 2 95,4+6,3
8,56+0,2 3 949+21

Para condigdes instrumentais ver Tabela 10.

O método para piraclostrobina também foi aplicado na analise de uma
amostra de suco de uva (n = 3), fortificada em dois niveis de concentracdo. Na
concentracdo fortificada de 5,4 pmol L™ (2,1 mg L) a recuperacéo foi 102,0 + 13,8
%, enquanto que a recuperagdo das amostras fortificadas em 9,0 umol L (3,5 mg
L) foi de 98,7 + 3,4 % (n = 3).

O desempenho dos métodos propostos para a analise de amostras fortificadas
com cresoxim-metilico, picoxistrobina e piraclostrobina (66,0 pmol L™ na amostra
ou 6,0 pmol L™ na célula eletroquimica) foram comparados com o obtido por meio
de um método usando HPLC com deteccdo absorciométrica. Seis réplicas
auténticas de agua mineral e suco de uva (apenas para cresoxim-metilico) foram
analisadas e os resultados médios obtidos pelos métodos voltamétricos de onda
quadrada com DDB propostos e 0 de comparacdo foram comparados pelo teste t de
Student em um intervalo de confianca de 95%. Os valores para t experimental de
1,11 (4gua) e 2,14 (suco de uva) para cresoxim-metilico, 1,67 para picoxistrobina e

1,38 para piraclostrobina foram menores do que o valor de t tabelado (2,23) para 10
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graus de liberdade. Portanto, os resultados indicaram que ndo houve diferencga
significativa nos resultados obtidos pelos dois metodos diferentes para cada

estrobilurina.

4.6.
Estudo da degradacédo térmica e fotoquimica (por exposicdo ao UV)

de cresoxim-metilico, picoxistrobina e piraclostrobina.

A degradacdo fotoquimica por exposicdo ao UV de cresoxim-metilico,
picoxistrobina e piraclostrobina foi avaliada monitorando o primeiro pico de
oxidagdo de cada estrobilurina. As solucdes dos analitos foram preparadas em
acetonitrila, numa concentracéo de 1,0 x 10° mol L, e armazenadas em tubos de
quartzo. Posteriormente, foram expostas a radiacdo UV em um intervalo de tempo
entre 5 e 90 min. Aliquotas de 100 pL destas solu¢bes foram colocadas na célula
eletroquimica e analisadas utilizando os métodos propostos. As concentracdes
determinadas, a partir das solu¢des contendo o analito exposto a radiacdo UV,
foram representadas por sinal proporcional a 100% da concentragéo da estrobilurina
original ndo degradada. As determinacGes foram realizadas em triplicata, utilizando
adicao de analito (abordagem multipla).

Na Figura 34A ¢ apresentado o perfil de degradacao para cresoxim-metilico
com a exposicdo ao UV. Os resultados obtidos mostram uma resiliéncia desta
estrobilurina até 15 min de exposi¢cdo ao UV, comecando posteriormente a se
degradar. Em 80 min a degradacao do analito é completa. N&o foi possivel propor
uma cinética para a degradacdo de cresoxim-metilico, porque os resultados obtidos
ndo se enquadram em nenhum perfil cinético simples ja que os graficos que
relacionam o log da razéo entre a concentracao inicial (Co) e a concentracdo medida
(C) em funcao do tempo (que indica cinética de primeira ordem) (Figura 34B) e 0
da relagdo entre o inverso da concentracdo de cresoxim-metilico e o tempo (que
indica cinética de segunda ordem) (Figura 34C) ndo sao lineares. Um estudo mais
profundo deve ser realizado para se entender o perfil de degradacdo por exposicao

ao UV de cresoxim-metilico.
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Figura 34 — (A) Degradacéo de cresoxim-metilico (%) em func¢éo do tempo de exposi¢céo
aradiacdo UV. (B) Log da raz&o entre a concentracao inicial (Co) e a concentracdo medida
(C) de cresoxim-metilico em funcdo do tempo. (C) Relagcdo entre o inverso da

concentracdo de cresoxim-metilico e o tempo. Pardmetros instrumentais: ver Tabela 8.

Para picoxistrobina, a diferenca entre a concentracao original do analito e as
concentracdes recuperadas nas aliquotas, recolhidas a cada 5 ou 10 min de
exposicdo a radiacdo UV, indicou a degradacdo do analito (Figura 35). Pode se
observar uma degradacdo muito rapida de picoxistrobina com 5 min de exposi¢ao
ao UV, se tornando completa apds 30 min. O perfil indicou que a cinética de
degradacdo se aproxima de um modelo de segunda ordem, com uma constante de
velocidade (k) de 1,06 x 102 L mol™ min' e o tempo de meia vida (ti2) de 0,9 min.
O modelo de segunda ordem para a degradacgdo (Y = (1,06 x 10% + 120,90) X +
(252,09 + 14,80), R? = 0,9503) indica que em 20 min apenas 4,6 % da picoxistrobina
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ndo degradada permanece na solugdo, o que se aproxima do valor experimental
(4,3%), medida com o método.

100 =
80-
60-
40-
20-

Concentragdo ndo degradada (%)

0 ) "
0 5 10 15 20 25 30 35
Tempo de degradagéo por UV (min)

o

5x10°- d

w

w

1/[picoxistrobina]
N w S
X X X
o o o
w

1x10°7 =

0 5 10 15 20
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Figura 35 - (A) Degradacgédo de picoxistrobina (%) em funcdo do tempo de exposicdo a

radiagdo UV. (B) Cinética de segunda ordem para degradac&o de picoxistrobina com k=

1,06 x 10° L mol* min*? e tyz = 0,9 min. Pardmetros instrumentais: ver Tabela 9.

Para piraclostrobina, a diferenca entre a concentracédo original do analito e as
concentracBes recuperadas nas aliquotas, recolhidas a cada 5 ou 10 min de
exposicdo a radiacdo UV, indicou a degradacdo do analito. Na Figura 36, o perfil
de degradacdo é apresentado. O perfil indicou uma cinética de degradagdo de

segunda ordem, com uma constante de velocidade (k) de 1,02 x 102 L mol™ mint e
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0 tempo de meia vida (t12) de 9,8 min. O modelo de segunda ordem de degradacédo
(Y = (1,02 x 10% + 3,98) X + (1132 + 195), R? = 0,9836) indica que em 90 min
apenas 9,6 % da piraclostrobina ndo degradada permanece na solucdo, que se
aproxima do valor experimental (10,2%), medida com o método. De acordo com
este modelo, a concentragdo de piraclostrobina diminuiria a 1,0 umol L* (99,9 %
de degradacdo) apos aproximadamente 10* min.

Em comparacdo, Lagunas-Allué e colaboradores (2012a) estudaram a
fotodegradacdo por UV de piraclostrobina (5,9 umol L, cerca de trés ordens de
grandeza menos concentrada do que o utilizado no presente trabalho) em uma
suspensdo aquosa de pd de TiO, (0,5 g L) e usando um reator contendo uma
lampada de mercdrio de 125 W. Sob tais condicGes, 0s autores encontraram uma
cinética de primeira ordem para a degradacdo da piraclostrobina com k de 1,45 x
102 min?t e ti2 de 47,8 minutos. A degradacdo de 99% de piraclostrobina foi
atingida apos 60 min. Essa comparagdo mostra que mesmo na presenca de
catalisador (TiO2) a degradacéo total ocorre em questdo de poucas horas. Nao €
possivel comparar o efeito das radiancias dos dois experimentos, pois apesar de
Lagunas-Allué utilizar uma fonte muito mais intensa, a mistura irradiada tinha

material particulado que espalha grande parte da luz incidente.
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Figura 36 - (A) Degradacéo de piraclostrobina (%) em funcdo do tempo de exposicdo a

radiagdo UV. (B) Cinética de segunda ordem para degradacao de piraclostrobina com k=

1,02 x 102 e ti2 = 9,8 min. Pardmetros instrumentais: ver Tabela 10.

A degradacdo térmica de cresoxim-metilico, picoxistrobina e piraclostrobina

(1,0 x 10" mol L* preparadas em acetonitrila) foi avaliada nas temperaturas de 30

a 60 °C durante um tempo de 10 a 120 min. Aliquotas de 100 pL destas solucdes

foram colocadas na célula eletroquimica e analisadas utilizando os métodos

propostos. As determinacdes foram realizadas em triplicata, utilizando adicdo de

analito (abordagem mdltipla). Os resultados obtidos mostram que ndo ocorreu

degradacéo relevante destas estrobilurinas sob tais condicdes.
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4.7.
Estudo na eficiéncia do processo de pré-concentracéo para cresoxim-

metilico, picoxistrobina e piraclostrobina.

A eficiéncia do processo de pré-concentragdo das estrobilurinas por extracdo
em fase sélida (SPE), com cartucho contendo fase estacionaria C18, foi avaliada.
Amostras de suco de uva comercial foram fortificadas na concentracdo do limite
maximo de residuo (LMR) permitido pela legislacdo em uva para cresoxim-
metilico e piraclostrobina com o procedimento de carregamento e eluicdo ajustado
para se alcancar a pré-concentracdo de dez vezes de analito no eluato em relacédo a
concentracdo na amostra. Para o cresoxim-metilico o procedimento foi ajustado
também visando um fator de concentracdo de 20 vezes. Para a picoxistrobina o
procedimento foi ajustado visando um fator de pré-concentracdo de 10 vezes em
uma amostra de suco de uva fortificada em 1,9 pmol L™, para avaliar a eficiéncia
do procedimento, ja que ndo existe um LMR para este analito em uva e derivados.
Uma aliquota de 1,0 mL de cada eluato foi adicionada a célula eletroquimica e
analisada utilizando os métodos propostos. As determinagdes foram realizadas em
triplicata, utilizando adicdo de analito (abordagem mualtipla). O fator de
enriquecimento (FE) foi utilizado para avaliar a eficiéncia do procedimento de pré-
concentracdo no fator de dez vezes por SPE, com cartucho contendo fase
estacionaria C18. O fator (Equacédo 8) foi calculado pela razdo entre a concentracéao
do analito pré-concentrado (Cc) e a concentracdo do analito original (Ca), sem
passar pelo cartucho:

FE = Cd/Ca (Eq. 8)

Quanto maior os valores do fator, mais eficiente é o processo de pré-
concentracdo (FERREIRA et al., 2000). Dois niveis de concentracdo de 7,9 e 11,8
umol L foram utilizados para avaliar a eficiéncia na pré-concentracio de
cresoxim-metilico, picoxistrobina e piraclostrobina. As determinacdes foram
realizadas em triplicata, utilizando adicdo de analito (abordagem multipla). Os

resultados obtidos séo representados na Tabela 17.
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Tabela 17 — Recuperacdes de amostras de suco de uva (n = 3) pré-concentradas por SPE
em cartucho C18 e fortificadas para picoxistrobina (1,9 umol L) ou com concentragées no
limite maximo de residuos (LMR) permitido pela legislacdo para cresoxim-metilico (1,6
pumol L) e piraclostrobina (5,1 umol Lt). Calculo do fator de enriquecimento (FE) pela
razdo entre a concentracdo do analito pré-concentrado (Cc) dez vezes e a concentracao
do analito original (Ca) sem passar pelo cartucho, em duas concentracées (7,9 e 11,8 pmol
L.

Concentragdo (umol L?)

Estrobilurina Recuperado (%)
Amostra  Adicionado Encontrado FE (CJCy)
Cresoxim-metilico Suco de uva® 1,6 1,6+0,2 995+24 -
Suco de uva® 1,6 1,8+0,1 111,2+2,6 -
Ca 7,9 79+02 1009+1,0 -
11,8 119+0,3 101,3+28 -
C. 7,9 79,7+£2,0 999,9+11,2 10,0
11,8 119,1+2,1 1007,0+7,0 10,0
Picoxistrobina Sucodeuva 1,9 1,9+02 989+19 -
Ca 7,9 79+£02 99,7+15 -
11,8 119+0,8 100,9+23 -
C. 7,9 792+1,4 1011,0+0,6 10,0
11,8 120,0+5,0 1021,0+31,0 10,1
Piraclostrobina Sucodeuva 5,1 49+01 954+22 -
Ca 7,9 78+0,1 99,3+0,8 -
11,8 12,1+0,7 102,3+5,0 -
C. 7,9 79,0+1,2 998,0+6,2 10,1
11,8 122,0+5,2 1034,0+450 10,1

aAmostra pré-concentrada 10 vezes.
bAmostra pré-concentrada 20 vezes.

Para condigdes instrumentais ver: Tabelas 8, Tabela 9 e Tabela 10.
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Os resultados obtidos para as amostras variaram de 95 a 99% para a pré-
concentracdo de dez vezes e de 111% para a pré-concentracdo vinte vezes de
cresoxim-metilico. Estes resultados indicam que a pré-concentracdo em cartucho
C18 foi eficiente para atingir as concentragdes no LMR para a determinacao destes
analitos com os métodos analiticos propostos. Os valores do FE encontrados
variaram de 10,0 a 10,1 indicando que o procedimento por SPE com cartucho C18
foi eficiente para a pré-concentragdo de dez vezes destas estrobilurinas, ndo
ocorrendo perdas do analito.
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5.
Desenvolvimento de métodos baseados no uso da

abordagem BIA para determinar dimoxistrobina e

picoxistrobina.

5.1.
Otimizagcdo dos parametros para determinagdo de dimoxistrobina e

picoxistrobina na célula BIA.

Os parametros criticos estudados que influenciam a resposta do sinal em um
método analitico baseado no uso da abordagem BIA sdo: (i) pH da solucdo de
eletrolito suporte; (ii) potencial aplicado; (iii) necessidade ou ndo de agitacdo do
eletrolito suporte e, caso seja necessario a agitacao, a velocidade; (iv) velocidade

de injecdo da amostra e (v) volume de amostra injetado.

5.1.1.
Estudo do pH e potencial aplicado.

Nos estudos exploratorios para dimoxistrobina e picoxistrobina usando o
eletrodo de trabalho de DDB foram observados dois picos de oxidacdo bem
definidos para dimoxistrobina, nos potenciais +1350 e +1750 mV, e dois picos de
oxidacao para picoxistrobina, em +1450 e +1950 mV, utilizando SWV em solucéo
tampao BR 0,04 mol L (pH 2,0).

A partir destes resultados, um estudo sistematico foi realizado visando
encontrar o melhor pH e potencial aplicado para promover a reacdo de oxidacéo
dessas duas estrobilurinas. Assim, soluges-tampdo BR 0,04 mol L foram testadas
na faixa de pH entre 2,0 e 12,0. Para verificar as intensidades relativas dos sinais
medidos em cada uma dessas condigdes, o teste hidrodinamico foi feito numa faixa
de potencial entre +1100 a +2000 mV, usando a amperometria de maltiplos pulsos.
Na Figura 37, se tem as correntes de pico medidas para dimoxistrobina (20,0 pumol
L1) e para picoxistrobina (60,0 umol L™) obtidos nesses voltamogramas
hidrodinamicos (sinais obtidos em triplicata de injecdo num sistema BIA-

amperometria).
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Figura 37 - Voltamogramas hidrodinamicos de (A) dimoxistrobina (20,0 umol L) e (B)

picoxistrobina (60,0 umol L) em solucGes de tamp&o BR 0,04 mol L™ com o pH ajustado

para diferentes valores de 2,0a 12,0; obtidos através da corrente de pico em func¢éo dos

pulsos de potenciais aplicados (+1100 a +2000 mV). Velocidade de injecdo: 11,6 mL min-

! para dimoxistrobina e 9,6 mL min™ para picoxistrobina; volume de injegéo: 100 pL.

Diferentes perfis de resposta podem ser observados nos voltamogramas

hidrodinamicos de dimoxistrobina (Figura 37A) em funcdo do pH. O inicio da

oxidacao do analito ocorreu a partir de +1200 mV em solucdes com pH ajustado

em toda a faixa testada. O sinal de corrente mais baixo foi verificado na solugéo

tamponada de pH 12,0. Por outro lado, os sinais de corrente mais elevados foram
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obtidos nas solucgdes tamponadas de pH 6,0; 8,0 e 10,0, em potenciais superiores a
+1900 mV. A corrente de pico méxima para a oxidacdo de dimoxistrobina foi
observada na solucdo tamponada em pH 10,0, sendo esta condicdo selecionada para
as posteriores medicGes amperométricas. O potencial escolhido para as medic6es
foi +1900 mV mesmo sendo as correntes mais intensas observadas em +2000 mV.
Este potencial ndo foi utilizado porque um sinal decorrente da oxidacdo de
acetonitrila (solvente utilizado no preparo das soluc¢des das estrobilurinas e injetado
na célula na ordem de pL) foi observado, impondo um significativo sinal de fundo.
Para comprovar que a oxidacao da acetonitrila era a responsavel pelo sinal de fundo
no potencial de +2000 mV, monitorou-se o sinal produzido no sistema apos a
injecdo da solucdo de branco, que continha somente dgua e acetonitrila em uma
proporcdo equivalente a da usada na inje¢cdo da solucdo de analito (20% em
volume). Nessa circunsténcia, o sinal foi observado, ao contréario do que ocorreu
quando se injetou apenas agua na célula BIA.

Na Figura 37B podem ser observados os diferentes perfis nos voltamogramas
hidrodinamicos de picoxistrobina obtidos nas diferentes condi¢cbes de pH. A
oxidacao de picoxistrobina foi observada em todos as condi¢des testadas a partir do
pulso de potencial de +1100 mV. As menores correntes foram obtidas nas solucGes
tamponadas com pH na faixa bésica (8,0 a 12,0), sendo que no pH 8,0 ocorre um
aumento de corrente significativo a partir do pulso de potencial +1900 mV. O pH
2,0 foi 0 que produziu as maiores intensidades de corrente de pico a partir do pulso
de potencial igual a +1600 mV. Este pH entdo foi escolhido para as medicdes de
BlA-amperometria de picoxistrobina. Pelo mesmo motivo citado na descricdo nos
estudos da dimoxistrobina, o potencial escolhido para a determinacdo de
picoxistrobina também foi 0 +1900 mV em detrimento do potencial em +2000 mV.

Estudos eletroquimicos forma realizados com varredura em uma faixa de
potencial entre -1000 a -2000 mV, porém, ndo foram observados picos de reducgédo

para a dimoxistrobina nem para a picoxistrobina.
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Elé.sltlfdo da agitacdo na solucé&o do eletrélito suporte.

A necessidade de se realizar a agitacdo da solugdo de eletrolito suporte ao
longo do processo de injecdo e determinacdo das estrobilurinas no sistema BIA foi
avaliada. Para tal, o sistema foi ajustado para que a deteccdo amperométrica fosse
realizada com a aplicacdo de potencial constante de +1900 mV. No primeiro
conjunto de experimentos foram feitas medicGes sequenciais (n=10) de solucao
padrdo de dimoxistrobina (5,0 umol L*; 100 pL de volume injetado) e
picoxistrobina (20,0 pmol L%; 100 pL de volume injetado) sem utilizar agitacdo da
solugéo. Para dimoxistrobina, uma diminuigdo constante na corrente de pico para o
processo de oxidagéo foi verificada depois de sucessivas injecdes. Este resultado
indicou a adsorcdo de dimoxistrobina (ou dos seus produtos de oxidacdo) na
superficie do eletrodo de DDB, diminuindo assim a superficie de contato para a
oxidacdo de analito nas adi¢Ges subsequentes. Este fato esta de acordo com as
experiéncias com voltametria ciclica e que revelaram um processo de oxidagédo
controlada por adsorcéo (segundo pico de oxidagé@o). Por conseguinte, as medicdes
analiticas foram efetuadas sob a agitacdo constante da solucéo dentro da célula BIA,
de tal maneira que a zona da solucdo de amostra injetada fosse imediatamente
removida por conveccdo da interface da solugdo com o eletrodo. Velocidades
diferentes de agitacdo (até 560 rpm) foram testadas para a solucéo na célula BIA.
Um aumento na intensidade da corrente de pico para dimoxistrobina pode ser
observado (Figura 38) quando a agitacdo inicial de 116 rpm foi aplicada. A
magnitude de sinal permaneceu constante em velocidades de agitacao de 250 a 350
rpm. Em velocidades maiores, ocorreu uma queda de sinal, provavelmente devido
a remocao de uma fracdo de analito antes deste sofrer o processo de oxidacdo na
superficie do eletrodo. A velocidade de agitacdo escolhida foi a de 280 rpm para as
determinacgdes de dimoxistrobina por BIA-amperometria por estar na faixa robusta
da resposta analitica. Vale ressaltar também, que 0s sinais transientes de
dimoxistrobina foram mais estreitos (picos com maior resolucdo) com a utilizacao

da agitacéo.
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Figura 38 — Velocidade de agitacdo da solucdo na célula BIA em funcdo da corrente de
pico para dimoxistrobina (5,0 umol L1). Velocidade de injecédo: 11,6 mL min’; volume de
injecdo: 100 pL; eletrolito suporte: tamp&o BR 0,04 mol L* pH=10 e 0 a 560 rpm de

agitacao.

Nas medi¢6es sequenciais de picoxistrobina, ndo ocorreu diminuicao no sinal
de oxidacéao apds as injecoes, indicando que ndo ocorre adsor¢éo de picoxistrobina,
ou de seus produtos de oxidacdo, na superficie do eletrodo. Este comportamento
também esté de acordo com os resultados obtidos nos experimentos de voltametria
ciclica, que indicam que os dois processos de oxidagédo séo controlados por difuséo.
A agitacdo da solucao foi testada para verificar se isso influenciaria alguma variacao
de magnitude do sinal medido, porém nenhuma mudanca significativa foi
observada. Sendo assim, as medi¢Oes analiticas de picoxistrobina foram realizadas

sem agitacdo da solucdo na célula BIA.

5.1.3.
Estudo da velocidade e volume de injecdao.

A velocidade e o volume de injecdo da solucdo de amostra também foram
estudados de modo a se otimizar o procedimento de determinagdo usando BIA. Os
estudos para a dimoxistrobina foram realizados utilizando uma micropipeta

eletronica da Eppendorf, com velocidade de injecdo variavel e ajustada em valores
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entre 1,7 a 20,7 mL min™. J4 para picoxistrobina, a micropipeta utilizada foi a da
marca Handy Step, com velocidade de injecdo variavel e ajustada em valores entre
5,7 a 13,3 mL min. Na Figura 39 sdo apresentados os resultados obtidos com a
variacdo da velocidade de injecdo em fungéo da intensidade de corrente de pico
para as duas estrobilurinas, com medicOes feitas em triplicata para cada uma das
velocidades testadas.

A corrente de pico aumentou a medida que a velocidade de injecdo de ambas
as estrobilurinas foi aumentada, resultando na escolha dos valores méaximos de 20,7
mL min™ para dimoxistrobina e 13,3 ml min* para picoxistrobina. Este resultado
era esperado de acordo com os estudos realizados em célula wall-jet por Brett e
colaboradores (1995).

Ja os resultados do estudo da variacdo do volume de injecdo para
dimoxistrobina (20 a 200 pL) e de picoxistrobina (10 a 100 pL) em funcéo da
corrente de pico podem ser observados na Figura 40.

Verificou-se que a corrente de pico aumentou significativamente com o
aumento do volume de injecdo (entre 20 e 70 pL) para dimoxistrobina. Tal sinal
analitico continuou a aumentar, mas com menor taxa de incremento, quando o
volume de injecdo foi ajustado na faixa acima de 70 pL (até 150 puL) como indicado
na Figura 40A. O volume de injecdo de 100 pL foi selecionado para as
determinagcdes de dimoxistrobina no sistema BIlA-amperometria, porque 0s
volumes superiores a este, ndo apresentam mudanca significativa na corrente. Para
picoxistrobina (Figura 40B), o aumento do volume de injecdo entre 10 e 40 pL
provocou um aumento na corrente de pico. A partir de 40 pL, o sinal permaneceu
estavel até o volume de injecdo de 100 pL. O volume de injecdo de 50 pL foi

selecionado para a determinacdo de picoxistrobina por BIA-amperometria.
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Figura 39 - Efeito da variacdo na velocidade de injecdo sobre a corrente de pico para as
estrobilurinas: (A) dimoxistrobina (5,0 pmol L?) e (B) picoxistrobina (20,0 pmol L7).
Eletrdlito suporte: tampdo BR 0,04 mol L* pH 10,0 para dimoxistrobina e pH 2,0 para
picoxistrobina; potencial de trabalho +1900 mV; volume de inje¢éo de 100 pL e 280 rpm

de agitacé@o para dimoxistrobina.
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Figura 40 - Efeito do volume de injecdo sobre a corrente de pico: (A) dimoxistrobina (5,0

umol L1) e (B) picoxistrobina (20,0 pmol L1). Eletrdlito suporte: tamp&o BR 0,04 mol L?

pH 10,0 para dimoxistrobina e pH 2,0 para picoxistrobina; potencial de trabalho +1900 mV;

velocidade de injecdo de 20,7 mL min?' para dimoxistrobina e de 13,3 mL min*? para

picoxistrobina e 280 rpm de agitacdo para dimoxistrobina.

Os parametros experimentais escolhidos para o sistema BlIA-amperometria

estdo descritos na Tabela 18 para a determinacdo de dimoxistrobina e na Tabela 19

para picoxistrobina.
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Tabela 18 - Condi¢cdes experimentais escolhidas para o método BIA-amperométrico de

determinaco para dimoxistrobina.

Pardmetro Valor

Eletrélito suporte Tampao BR 0,04 mol L pH 10,0
Potencial de trabalho +1900 mV

Velocidade de injecédo 20,7 mL min’!

Volume de injegdo 100 pL

Agitacdo 280 rpm

Tabela 19 - Condicbes experimentais escolhidas para o método BIA-amperométrico de

determinacao para picoxistrobina.

Parametro Valor

Eletrélito suporte Tampao BR 0,04 mol L pH 2,0
Potencial de trabalho +1900 mV

Velocidade de injecdo 13,3 mL min*!

Volume de injecéo 50 pL

No biagrama da Figura 41A sdo apresentadas cinco injecBes sequenciais de
uma solugdo padréo de 5,0 umol L dimoxistrobina seguido por injecdes de uma
solucdo padrdo de 10,0 pmol L? nas condigBes experimentais escolhidas. O
resultado confirmou que ndo houve efeito de memdria decorrente de injecdes
prévias de dimoxistrobina. As medi¢des sequenciais resultaram num desvio padréo
relativo de 2,9 e 3,9 % para as dez injecOes das solugcdes padrdo de dimoxistrobina
nos niveis de concentracio de 5,0 e 10,0 umol L7, respectivamente. Para
picoxistrobina, as medi¢des sequenciais nas condi¢bes experimentais escolhidas
para o sistema BlA-amperometria sem agitacdo, produziu um desvio padrédo
relativo de 4,9 e 4,4 %, para dez injecGes de solucdes padrdo de picoxistrobina
(Figura 41B), com os niveis de concentracio de 10,0 e 20,0 umol L7,

respectivamente.
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Figura 41 — Biagrama mostrando injecdes sequenciais de uma solucdo de: (A)
dimoxistrobina nos niveis de 5,0 pmol L (a) e 10,0 umol L (b); (B) picoxistrobina nos
niveis de 10,0 pmol L (c) e 20,0 pmol L (d). Parametros instrumentais: ver Tabela 18

para dimoxistrobina e Tabela 19 para picoxistrobina.

5.2.
Desempenho analitico.

As respostas amperomeétricas, obtidas nas condicdes otimizadas, para injecoes
em triplicata de concentragfes crescentes (a-f) e decrescentes (f-a’) de
dimoxistrobina e as respectivas curvas analiticas sdo apresentadas na Figura 42. Um

comportamento linear foi observado com inje¢des das solugOes de dimoxistrobina
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na faixa de concentragéo de 1,0 a 60,0 pumol L™ tanto para concentragdes crescentes
como decrescentes, com coeficientes de determinacdo (R?) superiores a 0,999 e
sensibilidade de 8,21 x 10 + 1,19 x 10 pA L pmol* para curva analitica crescente
e 8,44 x 10" + 1,69 x 102 pA L pumol? para curva analitica decrescente. A faixa
dinamica linear pode ser estendida até 250,0 pmol L™ de dimoxistrobina (Figura
43), mantendo-se ainda o comportamento linear (R? = 0,998). No entanto, nessas
condigBes, a sensibilidade da curva é ligeiramente reduzida (7,37 x 10"+ 7,68 x 10"
3 A L umol™), o que pode ser consequéncia de processos adsortivos na superficie
do eletrodo quando maiores concentragdes de analito estdo presentes na interface
eletrodo/solucdo. Com base no registo amperométrico da Figura 42, a frequéncia
de analise pode ser estimada em 180 injecBes h™. Os LOD e LOQ foram de 0,38
umol L™ (0,12 mg L) e 1,27 pmol L (0,41 mg L™), respectivamente (LOD =
3se/S e LOQ = 10 sg/S, onde sg € 0 desvio padrdo de 10 medicGes consecutivas de
1,0 umol L e S é ainclinagdo da curva analitica crescente).
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Figura 42 - (1) Respostas no sistema BlA-amperometria com eletrodo de DDB para
injecées em triplicata de (a) 1,0; (b) 5,0; (c) 10,0; (d) 20,0; (e) 40,0 e (f) 60,0 pmol L*
solugBes padrdo de dimoxistrobina. (2) Curva analitica com modelo de equacéo de Y =
(8,21 x 10* + 1,19 x 102 L mol') X + 3,11 x 107 + 3,41 x 107 e R? = 0,99987 para
concentracdes crescentes de dimoxistrobina. (3) Curva analitica com modelo de equacéo
deY=(8,44%x10%+1,69x 102 L mol?) X + 2,34 x 107 + 4,82 x 107 e R? = 0,99976 para

concentracdes decrescentes de dimoxistrobina. Pardmetros instrumentais: ver Tabela 18.
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Figura 43 - Curva analitica com modelo de equacdo de Y = (7,37 x 10+ 7,68 x 102 pA L

umol?) X + 3,37 x 10°® + 6,83 x 107 e R? = 0,998 para concentrages crescentes de

dimoxistrobina (1,0 a 500,0 umol L1). Parametros instrumentais: ver Tabela 18.

Para picoxistrobina, as respostas amperométricas obtidas sob as condicGes
otimizadas para injeces em triplicata de concentragdes crescentes (a-f 10,0 a 100,0
umol L) e decrescentes (f-a> 100,0 a 10,0 pmol L) e suas respectivas curvas
analiticas sdo apresentadas na Figura 44. Um comportamento linear para a resposta
analitica foi observado nesta faixa de concentracdes de 10,0 a 100,0 pumol L na
direcéo crescente (R? = 0,999), com o0 modelo de equagdo Y = (2,65 x 10 + 2,63 x
102 L mol?) X + 1,80 x 107 + 1,48 x 10”7, e também na direcdo descendente (R? =
0,999), com equagcéo igual a Y = (2,61 x 10 + 3,44 x 10° L mol*) X + 1,10 x 10°
7+ 1,93 x 107. Nenhum efeito de memoria foi observado durante a adicdo de
diferentes concentracBes, 0 que indica que a agitacdo da solucdo ndo é mesmo
necessaria. Com base no registro amperométrico da Figura 44, a frequéncia de
analise pode ser estimada em 108 inje¢Ges h™. Os LOD e LOQ foram 1,59 pmol L-
10,58 mg L) e 5,30 umol L (1,95 mg L), respectivamente (LOD = 3sg/S e
LOQ = 10 sg/S, onde sg € 0 desvio padrdo de 10 medicBes consecutivas de 10,0
umol LT e S ¢é a inclinacdo da curva de calibragdo curva com concentracdes

crescente).
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Figura 44 — (1) Respostas no sistema BlIA-amperometria com eletrodo de DDB para
injecdes em triplicata de (a) 10,0; (b) 20,0; (c) 40,0; (d) 60,0; (e) 80,0 e (f) 100,0 pmol L*
solugBes padrdo de picoxistrobina. (2) Curva analitica com modelo de equacédo de Y =
(2,65 x 10! + 2,63 x 10° pA L mol!) X + 1,80 x 107 + 1,48 x 107 e R? = 0,99941 para
concentracgdes crescentes de picoxistrobina. (3) Curva analitica com modelo de equacéo
deY=(261x10'+3,44x10° pAL mol?) X+ 1,10x 107 + 1,93 x 107 e R? = 0,99986
para concentra¢des decrescentes de picoxistrobina. Pardmetros instrumentais: ver Tabela
19.

5.3.
Aplicacdo dos métodos de BIA-amperometria.

Os métodos propostos utilizando a abordagem BIA-amperometria para a
determinacdo de dimoxistrobina e picoxistrobina foram aplicados na analise de
amostras de gua naturais com a quantificacdo dessas estrobilurinas feita através de

interpolagdo na curva analitica. Na Tabela 20, os resultados para a analise de
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dimoxistrobina (em dois dias diferentes) sdo listados, indicando as concentragdes
recuperadas do analito em trés amostras diferentes (agua mineral, torneira e rio
Uberabinha), fortificadas em dois niveis de concentracdo. Os valores de
recuperagdo ficaram entre uma faixa de 80 % e 105 %, o que pode ser considerado
como aceitavel para as concentragdes de dimoxistrobina de 5,0 e 20,0 umol L.
Estes resultados sugerem que o método de BIA-amperometria proposto para
determinar a dimoxistrobina também ndo sofreu a interferéncia de outros
componentes potencialmente presentes nas matrizes das diferentes amostras de
agua. Uma tendéncia de recuperacGes menores para a concentracdo de 20,0 umol
L* foi observada. Na rotina de analise do laboratério, as amostras de maior
concentracdo foram determinadas apds a curva analitica e todas as amostras de
menor concentracdo (5,0 umol L™). Assim, a provavel causa na queda no valor de
recuperacdo, se deve a adsor¢do do analito e da matriz das amostras na superficie
do eletrodo, diminuindo a sua sensibilidade. O procedimento de limpeza
eletroquimico para o eletrodo de DDB pode ser realizado apés algumas medicdes

para solucionar este problema.
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Tabela 20 - Concentragdo dimoxistrobina em amostras naturais de 4gua analisadas pelo

método BIA proposto e os testes de recuperacéo (n=3).

Dimoxistrobina

Amostra (umol L) Recuperago (%)
Adicionado Encontrado Dia
Agua de 1 -
torneira 0,0 < LOD
2 -
50 50+04 1 100,7 £ 9,0
' 50+£0,5 2 100,4 + 9,3
20.0 182+1,1 1 91,1+5,5
! 169+15 2 84,4+ 7,7
Agua 1 -
mineral 0,0 <LOD
2 -
50 52+04 1 1049+7,1
' 51+05 2 102,5 + 9,6
18,2+1,6 1 90,9+8,1
20,0 16,6+ 0,7 2 83,2 +33
Agua do 1 -
rio
Uberabinha 0,0 <LOD
2 -
50+£0,5 1 100,3+8,7
5.0 5,0+ 0.4 2 99.4+75
179+1,2 1 89,3+6,1
200 16,0+ 0,7 2 80,2 + 3.4

Parametros instrumentais: ver Tabela 18.

Na Tabela 21, os resultados para a analise de picoxistrobina (em trés dias
diferentes) séo listados, indicando as concentracdes recuperadas do analito em duas
amostras diferentes (agua mineral, lagoa Rodrigo de Freitas), fortificadas em dois
niveis de concentragdo (30,0 e 50,0 umol L ). Os valores de recuperacéo estéo entre
uma faixa de 93 % e 105 %, 0 que é bastante aceitavel. Estes resultados sugerem
que o método de BIA-amperometria proposto para determinar a picoxistrobina
também ndo sofreu a interferéncia de outros componentes potencialmente presentes

nas matrizes das diferentes amostras de agua.
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Tabela 21 — Concentragdo de picoxistrobina em amostras naturais de agua analisadas

pelo método BIA proposto e os testes de recuperacao (n=3).

Picoxistrobina

Amostra (umol L) Recuperago (%)
Adicionado Encontrado Dia
Agua 1 -
mineral 0,0 <LOD , ]
3 -
279+1,2 1 93,1+4,1
30,0 28,7+25 2 95,6 +8,4
29,6 +£3,1 3 98,6 + 10,4
495+0,7 1 99,1+1,5
50,0 50,2+3,1 2 100,3+6,2
50,2 +3,8 3 100,4 + 7,7
Agua da
lagoa 1 )
Rodrigo de
Freitas 0.0 <LOD
2 -
3 -
30,7+2,3 1 102,2+ 7,5
30,0 30,6 +2,0 2 102,0+£6,6
31,7+2,2 3 105,6 + 7,4
50,1+3,8 1 100,3+7,5
50,0 50,4 +1,7 2 100,8 +3,4
509+1,1 3 101,9+ 2,3

Parametros instrumentais: ver Tabela 19.

Existe a possibilidade de outras espéecies eletroativas estarem presentes em
aguas naturais, como por exemplo, residuos da industria farmacéutica, tais como o
acido acetilsalicilico, paracetamol, dipirona, e diclofenaco (MELO et al., 2009), ou
até mesmo outras estrobilurinas. Nesse caso, como o0 DDB opera com um potencial
de oxidacdo elevado, a interferéncia na determinacdo de dimoxistrobina ou de
picoxistrobina pela abordagem de BIA-amperometria podera ocorrer.

A fim de pelo menos detectar a presenca dessas possiveis moléculas
eletroativas interferentes nas amostras de agua, uma estratégia simples pode ser
adotada com base no comportamento eletroquimico peculiar de dimoxistrobina ou
de picoxistrobina utilizando a amperometria de multiplos pulsos. Nos estudos
preliminares de avaliacdo do comportamento redox das estrobilurinas no eletrodo
de DDB, dois processos eletroquimicos independentes foram observados tanto para
dimoxistrobina, como para picoxistrobina. Assim, pode-se calcular um fator
amperométrico, selecionando dois pulsos de potencial por meio da técnica de

amperometria de mualtiplos pulsos, de tal maneira que dois eventos eletroquimicos
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diferentes relacionados com a dimoxistrobina ou com picoxistrobina s&o
controlados de uma maneira sequencial. O célculo na relagdo das correntes (Ig2/lg1),
onde Iz é a corrente de pico mais intensa gerada pelo pulso de potencial referente
ao segundo pico de oxidacgdo e Ig1 € a corrente de pico menos intensa gerada pelo
pulso de potencial referente ao primeiro pico de oxidacéo, resulta no valor do fator
(sempre maior do que a unidade). Esse fator permanece constante se apenas
dimoxistrobina ou picoxistrobina esta presente na amostra como espécie eletroativa
para 0 método. A presenca de outras espécies eletroativas na mesma amostra deve
alterar o valor do fator, mas ndo necessariamente mantendo-o constante, devido
principalmente a dois fatores: (i) adsor¢do da molécula interferente ou do produto
de oxidacdo na superficie do eletrodo diminuindo a corrente final medida; (ii) a
oxidacdo destas espécies produzindo correntes que se somam a do analito
aumentando o valor final medido (LIMA et al., 2013).

Seguindo esta ideia, 0s valores do fator (Ie2/lg1) foram calculados a partir de
dados coletados pela amperometria de multiplos pulsos em +1600 mV (E1) e +1900
mV (E2) para dimoxistrobina na auséncia e na presencga de potenciais interferentes.
Como pode ser visto na Tabela 22, o valor obtido para o fator de dimoxistrobina na
auséncia de espécies interferentes quimicos (1,62 + 0,10) é alterado quando outras
espécies quimicas eletroativas estdo presentes na amostra. Portanto, a simples
avaliacdo deste fator permite a deteccdo da presenca de espécies eletroativas
interferentes na amostra. Quando residuos de um desses farmacos sao encontrados
numa amostra de agua, a determinacdo por BIA-amperometria ndo pode ser
realizada, porém a voltametria de onda quadrada, poderia ser utilizada para
determinar dimoxistrobina, porque o potencial de oxidacdo dessas especies
quimicas testadas € menos positivo do que o primeiro potencial de oxidacdo da

dimoxistrobina.
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Tabela 22 - Valores do fator (le2/le1) calculado para dimoxistrobina na auséncia e na

presenca de diferentes substancias concomitantes em solugao (n = 5), sob condicédo

experimental escolhidas®.

le1 (MA)P lez (MA)° le2/lEx
Dimoxistrobina 9,78 + 0,37 15,83+ 0,74 1,62 +0,10
Dimoxistrobina + Acido 6,35+ 0,44 11,51+ 0,73 1,81+0,17
acetilsalicilico

Dimoxistrobina + 15,86 + 1,31 31,93 + 4,56 2,01 +0,33
Diclofenaco

Dimoxistrobina + Dipirona 15,78 + 1,30 30,87 + 4,62 2,02+0,34

Dimoxistrobina + 4,00 + 0,28 4,88 + 0,51 1,22 +0,15
Paracetamol

aParametros instrumentais: ver Tabela 18.
50Os desvios padréo indicados sdo propagados com base em: s(igz/ig1) = ig/ies X [(Sigr/ie1)? + (Sie2/ie2)?]*2, onde sig; € sig, foram

obtidos a partir de medi¢des em triplicata.

Para picoxistrobina, os valores do fator (Ie2/lg1) também foram calculados a
partir de dados coletados pela amperometria multiplos pulsos em +1600 mV (E1) e
+1900 mV (E2) na auséncia e presenga de potenciais estrobilurinas interferentes
(cresoxim-metilico, piraclostrobina e trifloxistrobina). O valor obtido para o fator
de picoxistrobina na auséncia de espécies quimicas interferentes (2,96 = 0,18)
também ¢é alterado na presenca de piraclostrobina (1,81 £+ 0,17), trifloxistrobina
(6,89 + 0,50) e cresoxim-metilico (1,95 £ 0,18). Quando uma dessas estrobilurinas
sdo encontradas numa amostra de agua, a determinacao por BIA-amperometria nao
pode ser realizada, porém a voltametria de onda quadrada, como Vvisto
anteriormente, poderia ser utilizada para determinar picoxistrobina.

O desempenho do método proposto para a andlise de amostras de agua
fortificadas com dimoxistrobina (66,0 pmol L™ na amostra ou 6,0 umol L™ na
célula BIA) foi comparado com o obtido por meio de um método usando HPLC
com deteccdo absorciométrica. Seis réplicas auténticas de agua mineral foram
analisadas e os resultados meédios obtidos pelo método BIA-amperométrico
proposto e o de comparacdo foram comparados pelo teste t de Student em um

intervalo de confianga de 95%. O valor de t experimental (0,55) para dimoxistrobina


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 1021460/CA


PUC-RIo - Certificacdo Digital N° 1021460/CA

165

foi menor do que o valor de t tabelado (2,23) para 10 graus de liberdade. Portanto,
os resultados indicaram que ndo houve diferenga significativa nos resultados

obtidos pelos dois métodos diferentes.
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6.
Voltametria de pulso diferencial para determinar

picoxistrobina mostrando a viabilidade do uso do eletrodo
de filme de bismuto em potenciais acima do de oxidacao do
Bi.

6.1.

Testes preliminares.

Alguns testes foram realizados com o intuito de verificar se seria viavel
produzir sinal analitico da picoxistrobina com o eletrodo de carbono vitreo, o
substrato utilizado para a formacdo do filme de bismuto. Os testes preliminares
foram realizados usando voltametria ciclica (CV) e voltametria de pulso diferencial
(DPV), abrangendo uma faixa de potencial que variou de -1000 a +1000 mV, tanto
na direcdo de varredura anddica como na da catddica. Solugbes de HCI1 0,10 mol L-
1 e de tampdo BR (0,04 mol L), em uma faixa de pH entre 2,0 a 4,0, foram os
eletrolitos suporte testados. Em tais condi¢fes, nenhum pico de oxidacdo ou de
reducdo caracteristico de picoxistrobina (nas concentrac6es de 1,0 ou 10,0 pumol L~
1) foi identificado. Os testes com CV e DPV também foram realizados, usando
concentracdo mais elevada de picoxistrobina (1,0 mmol L), em uma célula
eletroquimica que continha uma mistura de 7,0 mL de HCI 0,10 mol L™ e 3,0 mL
de acetonitrila, porém, nenhum sinal analitico foi observado.

O teste usando DPV foi repetido apOs a adicdo de nitrato de bismuto
(concentracdo final de 47,0 umol L) na célula eletroquimica visando & formagéo
in situ de um filme de Bi na superficie do eletrodo de carbono vitreo. A deposicao
Bi foi feita em -900 mV por 60 s. Em tais condic¢des, um pico (com valor maximo
de +954 mV) foi observado tanto no tampédo BR (pH 2,0) como em HCI 0,10 mol
L, quando o potencial foi varrido no sentido anddico (de +500 a +1000 mV).
Como esta faixa de potencial esta acima do potencial de oxidacéo do bismuto (cerca
de -180 mV), mais estudos foram necessarios para avaliar o papel do Bi neste
processo eletrolitico.

As medidas com DPV foram repetidas em uma célula na auséncia de Bi®*,
utilizando como eletrodo de trabalho o eletrodo de carbono vitreo, aplicando -900
mV por 60 s de tempo de deposigéo, seguido de uma varredura ao longo do intervalo

de potencial de +790 a +1050 mV. Esta experiéncia foi realizada para avaliar se 0
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analito pode acumular-se diretamente sobre a superficie do carbono vitreo, a fim de
voltar a ser redissolvido durante a varredura anddica. Os resultados obtidos na
célula contendo picoxistrobina (9,9 umol L) ndo foram diferentes da obtida na
célula que continha apenas o eletrélito suporte (HCI 0,10 mol L), como pode ser
visto nos voltamogramas A e B da Figura 45. No entanto, tal como indicado no
estudo preliminar, a adicdo de Bi** (47,0 umol L de concentracio final na célula)
promoveu 0 aparecimento de um pico com uma corrente maxima em +954 mV.
Este pico mudava a sua magnitude de uma forma proporcional, a medida que
concentracdes diferentes de picoxistrobina eram adicionadas na célula, o que indica
um pico caracteristico do analito. A magnitude do pico também foi maior a medida
que o tempo de deposicao foi aumentado para 90 s, demonstrando que o analito é
acumulado na medida em que o filme de Bi era formado, e que a presenca de Bi €
importante para o processo de acumulagéo de analito. Além disso, quando medigdes
sequenciais foram feitas na mesma célula, o sinal aumentou apos cada ciclo de
medicdo (formacdo do filme em -900 mV por 60 s e varredura anodica de +790 a
+1050 mV), indicando um efeito de memdria sobre a superficie do eletrodo. Como
este processo nio é observado na célula ndo contendo Bi®*, é possivel que parte do
filme de Bi com o analito adsorvido ainda esta presente na superficie do carbono

vitreo, apos a varredura anodica.
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Figura 45 - Voltamogramas obtidos com varredura anédica de potencial em uma faixa de
-300 a 1050 mV utilizando eletrodo de carbono vitreo: (A) HCI 0,10 mol L* com a presenca
de picoxistrobina (9,9 pmol L?); (B) HCI 0,10 mol L sem picoxistrobina; (C) HCI 0,10 mol
L' com a presenca de picoxistrobina (9,9 umol L) e Bi®* (47,0 pmol L). Parametros
instrumentais: potencial de deposicao de -900 mV; tempo de deposicao de 60 s; 50 mV de
amplitude de pulso e 25 mV s* de velocidade de varredura.

6.2.
Avaliacdo da oxidacao do filme de bismuto ap6s a varredura anodica

de potencial.

Outros testes foram realizados para avaliar a extensdo da oxidacdo do Bi apds
varredura anddica na faixa de potencial de +790 a +1050 mV com o objetivo de
investigar se ainda haveria bismuto deixado na superficie do carbono vitreo, mesmo
operando em potenciais positivos. Em primeiro lugar, o filme de Bi foi formado (60
s de tempo de deposi¢do em -900 mV) numa célula contendo Bi* (47,0 umol L™?)
dissolvido no eletrdlito suporte (HCI 0,10 mol L™). Em seguida, o eletrodo foi
lavado com &gua ultrapura antes de ser imerso em uma outra célula contendo apenas
0 eletrolito suporte. Uma varredura anddica de -300 a +50 mV foi realizada a fim

de se obter o pico de redissolucdo do Bi** (voltamograma A da Figura 46.1). A
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superficie do eletrodo foi polida com 6xido de aluminio para remover todos 0s
residuos, antes que outro processo de formacéo ex situ do filme fosse efetuado.
Depois do novo filme formado, o eletrodo foi lavado com &agua ultrapura, e
novamente imerso em uma célula que continha apenas o eletrélito suporte, a fim de
executar uma varredura na faixa de potencial positiva (de +790 a +1050 mV) antes
de se repetir a varredura de -300 a +50 mV. Surpreendentemente, um pico de
redissolucdo do Bi (voltamograma B da Figura 46.1) ainda foi observado,
apresentando cerca de 26% da area do pico obtido no experimento anterior. Apos
cinco varreduras sequenciais na faixa de +790 a +1050 mV, o pico de redissolucao
do Bi diminuiu para cerca de 3% do sinal original. Este resultado indicou que ainda
existia residuo de bismuto na superficie do carbono vitreo, mesmo ap6s a varredura
em potenciais positivamente elevados. Uma série semelhante de experimentos
(varreduras de +790 a +1050 mV feitas depois da formacao do filme de bismuto)
foram repetidas em uma célula que continha o eletrdlito suporte, onde a
picoxistrobina (100,0 umol L* de concentracdo final) foi adicionada. O
voltamograma feito logo apds a oxidacdo do filme de Bi indicou um pico de
redissolucéo do Bi com cerca de 20% da area do pico obtido com o filme de Bi sem
passar pela varredura anddica de potencial positivo. Apds cinco varreduras
sequenciais, 0 pico de redissolugdo do Bi diminuiu para cerca de 1% do sinal
original. Embora néo conclusivo, este experimento realizado na presenca do analito
indicou que picoxistrobina pode afetar o processo de oxidacdo do Bi, o que
implicaria em algum tipo de interacdo entre eles. Os resultados normalizados
obtidos com as experiéncias realizadas na auséncia e na presenca de picoxistrobina

sdo mostrados na Figura 46.2.
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Figura 46 - (1) Picos de redissolucdo do Bi (medidos pela varredura de -300 a +50 mV) a
partir do eletrodo de carbono de vitreo revestido com o filme de Bi (formado pela aplicacdo
de -900 mV por 60 s) apés a realizagdo (A) 0; (B) 1; e (C) 5 varreduras anddicas de
potencial na faixa de +790 a +1050 mV. (2) Correntes de pico normalizada apés a
realizacdo (A) 0; (B) 1; e (C) 5 varreduras anddicas de +790 a +1050 mV em uma célula
na auséncia (Al, B1 e C1) de picoxistrobina e em uma célula com 100,0 pumol L* de
picoxistrobina (A2, B2 e C2). Parametros instrumentais: o eletrdlito suporte foi o HCI 0,10
mol L'; a concentragéo de Bi®* na célula foi de 47,0 umol L; a amplitude de pulso de 50

mV e a velocidade de varredura de 25 mV s™.
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A diminuicdo da magnitude do pico de redissolucéo do Bi foi inversamente
proporcional ao nimero das varreduras anddicas (+790 a +1050 mV) efetuadas
antes da medicdo do sinal, na faixa de -300 a +50 mV. Este fato pode ser
comprovado na Figura 46.1, sendo que no voltamograma C, o pico de redissolucao
do Bi, observado ap6s cinco varreduras anddicas sequenciais, tem cerca de 3% da
area do pico de redissolugdo inicial.

A quantidade de Bi residual na superficie do carbono vitreo também foi
dependente da velocidade de varredura realizada na faixa positiva de potencial,
como indicado por experimentos feitos usando varreduras anddicas (+790 a +1050
mV) com diferentes velocidades de varredura (de 5 a 50 mV s?). Os resultados
(Figura 47) indicam que quanto menos tempo o potencial ficar em um valor maior
do que o da oxidacdo de bismuto (maior velocidade de varredura), maior é a
quantidade residual do filme de bismuto na superficie do eletrodo de carbono vitreo.
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Figura 47 - Picos de redissolucdo do Bi em um eletrodo de carbono de vitreo revestido
com filme de Bi ap0s a realizacdo de uma varredura anddica (+790 a +1050 mV) com
diferentes velocidades: (a) 5; (B) 10; (C) 15; (D) 20; (E) 25; (F) 30; (G) 35; 40 (H); (1) 45; e
(J) 50 mV s. Parametros instrumentais: potencial de deposicdo de -900 mV; tempo de
deposicao de 60 s; faixa de potencial varrida de -300 a +50 mV; eletrdlito suporte foi o HCI

0,10 mol L* e a concentracdo de Bi** na célula de 47,0 umol L.
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Estes estudos preliminares demonstraram claramente que uma parte
significativa do Bi ainda esta presente na superficie do eletrodo quando a varredura
anddica € feita, e que o Bi pode contribuir tanto para a eletrocatalise da
picoxistrobina, como para pré-concentracéo deste analito no eletrodo de trabalho.

6.3.
Estudo do mecanismo redox de picoxistrobina e sua préton-

dependéncia no filme de bismuto.

Os estudos de diagnostico foram feitos usando SWV, a fim de obter
conhecimentos sobre os mecanismos envolvidos nos processos eletroquimicos da
picoxistrobina. No primeiro estudo, a varia¢do da frequéncia do pulso aplicada (f),
de 10 a 50 Hz, nédo foi linearmente correlacionada com o valor da area integrada do
pico de corrente, o que € indicativo de sistemas redox quase-reversiveis (Figura
48A). Além disso, ndo existiu uma relacdo linear entre o logaritmo da f e o potencial
de pico (Figura 48B), o que descartou a possibilidade de que o sistema redox fosse
irreversivel (SOUZA et al., 2003). Informacdes complementares ndo puderam ser
alcancadas por CV, uma vez que a realizacédo de tais estudos ndo é possivel usando
o filme de bismuto na faixa de potencial positiva e também porque a picoxistrobina

ndo sofre oxidacdao direta na superficie do carbono vitreo.
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Figura 48 — (A) Area integrada do pico de picoxistrobina em fungéo da f (10 a 50 Hz). (B)
Potencial de pico (Ep) em fun¢éo do logaritmo da frequéncia. Pardmetros instrumentais:
potencial de deposi¢do de -900 mV; tempo de deposicdo de 60 s; amplitude de pulso de
30 mV; incremento de varredura de potencial de 10 mV; HCI 0,10 mol L* de eletrélito
suporte; concentracdo de Bi** na célula de 47,0 umol L? e a concentragdo de

picoxistrobina de 100,0 pmol L.

Para avaliar a préton-dependéncia no processo redox da picoxistrobina, um
estudo foi feito relacionando o sinal da area integrada do pico em funcdo da
concentracdo de HCI, que foi variada de 0,0050 a 1,00 mol L™ (Figura 49). A
préton-dependéncia do processo foi provada, onde o sinal do analito aumentou

significativamente quando a concentracdo de HCI, utilizado como o eletrdlito
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suporte, foi aumentada. De forma a manter a for¢a idnica da célula relativamente
constante, com diminuicdo da concentracdo de HCI, uma quantidade equivalente de
KCI foi adicionada, a fim de manter constante a concentracdo de CI-, que era
equivalente a soma de cations (H" + K*). Embora nenhum mecanismo possa ser
descrito por causa da falta de dados, acredita-se que a picoxistrobina é reduzida e
adsorvida no filme de bismuto, durante a etapa de acumulag&o, através da recepcao
de prétons. Em seguida, o produto de reducéo é oxidado pela varredura anddica de
potencial.
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Figura 49 - Relacdo entre a area integrada do pico de redissolugdo da picoxistrobina e a
concentracdo de HCI (0,0050 a 1,00 mol Lt). Parametros instrumentais: potencial de
deposicdo de -900 mV; tempo de deposicdo de 60 s; amplitude de pulso de 30 mV,
incremento de varredura de potencial de 10 mV; concentragédo de Bi®** na célula de 47,0

umol L e a concentracdo de picoxistrobina de 100,0 umol L.

6.4.
Selecdo das condi¢cbes experimentais e instrumentais.

A fim de alcancar as melhores condicdes experimentais e instrumentais para
a determinacdo voltamétrica de pulso diferencial da picoxistrobina usando o
eletrodo de BIiFE, um estudo exaustivo foi realizado levando em consideracdo o
procedimento de analise global e os parametros criticos que afetam a intensidade,

estabilidade e reprodutibilidade do sinal. O BIFE foi preparado com a deposigéo de
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Bi in situ sob a superficie do eletrodo carbono vitreo. O procedimento geral
consistiu na adicido de ambos (uma solugdo padrdo de Bi** e o analito) em uma
ceélula que contém o eletrélito suporte. O ciclo de medigdo era iniciado com um
potencial de deposicdo negativo aplicado durante um tempo especifico, a fim de
formar o filme e acumular o analito. Em seguida, a varredura anddica de potencial
na faixa de +790 a +1050 mV era realizada. Este ciclo podia ser repetido
sequencialmente a fim de se obter conjunto de sinais analiticos reprodutiveis na
célula. Uma etapa de limpeza era feita para deixar a superficie do eletrodo preparada
para um outro conjunto de ciclo de medicdo com outra célula eletroquimica.
Portanto, os pardmetros criticos que foram otimizados consistiram de: (i) tipo e
concentragdo do eletrélito suporte, (ii) a concentragdo de Bi** na célula, (iii) o
potencial de deposicéo, (iv) tempo de deposigéo, (v) velocidade de varredura, (Vi)
amplitude de pulso e (vii) o procedimento de limpeza do eletrodo.

6.4.1.
Estudo do eletrolito suporte.

A primeira opcao critica foi a escolha do eletrolito suporte a ser empregado.
Estudos anteriores utilizando tamp&o BR (0,04 mol L) em uma faixa de pH que
variou de 2,0 a 12,0, indicaram que a corrente caracteristica do analito era observada
apenas em pH 2,0. Assim, os testes foram realizados utilizando sistemas nédo
tamponados tais como H2SO4 (1,00; 0,10 e 0,01 mol L) e HCI (1,00; 0,10; 0,05 e
0,01 mol L?). Um efeito de memodria significativo nas medicOes sequenciais foi
encontrado em solucBes acidas menos concentradas e os melhores perfis de sinal
(de intensidade mais elevada e picos mais nitidos) foram obtidos em HCI 1,00 mol
L, por conseguinte, que esta solucdo foi escolhida para analise. Mesmo nessas
condicdes, um sinal do analito reprodutivel é conseguido apenas apds cerca de dez
medigdes, como mostrado na Figura 50. Ao longo destas Ultimas quatro ou cinco
medigdes consecutivas do ciclo, o sinal de redissolu¢do tornou-se constante e
estavel. Tal comportamento foi causado provavelmente pelo equilibrio de adsor¢éo
lenta do analito na interface filme de Bi/solu¢do. De fato, ao se determinar
azoxistrobina e dimoxistrobina usando o eletrodo de gota pendente de mercurio
com HCI 0,10 mol L como eletrélito suporte, Pacheco e colaboradores (2010)

também apontaram comportamento semelhante. Portanto, os dados considerados
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para a determinacédo de picoxistrobina foram as medidas sequenciais apos o quinto

ciclo de medigéo.
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Figura 50 - Medidas voltamétricas sequenciais de picoxistrobina. Parametros

instrumentais: -900 mV de potencial de deposic¢ao; 60 s de tempo de deposicdo; HCI 1,00
mol L de eletrdlito suporte; Bi** (60,0 pmol L?); 50 mV de amplitude de pulso; 25 mV st
de velocidade de varredura; faixa de potencial anddica varrida de +790 a +1050 mV e a

concentracdo de picoxistrobina de 10,0 umol L.

Outros testes foram feitos para tentar correlacionar o aumento do sinal da
picoxistrobina, durante os primeiros ciclos de medicao até estabilizacdo do sinal, e
a variacdo do pico de redissolucédo do Bi. Os resultados (Figura 51) mostraram que
0 pico de redissolucdo do Bi (picos de C a H) apresenta uma tendéncia para
aumentar ao longo dos ciclos (provavelmente devido ao Bi residual deixado sobre
a superficie do carbono vitreo depois de cada corrida), se estabilizando quando o
sinal do analito também estabiliza. O resultado indicou que a variacao no sinal do
analito pode ser correlacionada com as variacdes da quantidade de filme de Bi

formada na superficie do substrato.
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Figura 51 — Picos de redissolu¢cdo sequenciais do Bi e picoxistrobina em um eletrodo de
carbono vitreo revestido com um filme de Bi. (A) Sem Bi e analito; (B) com Bi e sem analito;
(C) primeira corrida com ambos Bi e analito; (D) terceira corrida com ambos Bi e analito;
(E) quinta corrida com ambos Bi e analito; (F) sexta corrida com ambos Bi e analito; (G)
nona corrida com ambos Bi e analito; e (H) décima segunda corrida com ambos Bi e
analito. Pardmetros instrumentais: -900 mV de potencial de deposi¢éo; 60 s de tempo de
deposicéo; HCI 1,00 mol L de eletrélito suporte; Bi** (47,0 umol LY); 50 mV de amplitude
de pulso; 25 mV s de velocidade de varredura e a concentracéo final de picoxistrobina
de 10,0 pmol L.

6.4.2.
Estudo do procedimento de limpeza eletroquimica no carbono vitreo.

Um procedimento de limpeza eletroquimica na superficie do carbono vitreo,
que consistiu na aplicacdo de um potencial de +400 mV durante 90 s, foi usado a
fim de eliminar quaisquer efeitos de memdria de uma analise prévia. Vale salientar
que a aplicacdo de qualquer valor de diferenca de potencial limpeza acima do

potencial de oxidagcdo do Bi levaria a uma limpeza adequada do eletrodo, ndo
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importando se o potencial estd abaixo do potencial de oxidacdo do analito. A
aplicagdo de potenciais de limpeza acima +1000 mV (acima do potencial de
oxidacdo da picoxistrobina) provoca uma passivacdo do eletrodo e uma sistematica
diminuicdo do sinal analitico. Portanto, esse potencial de limpeza foi evitado.

6.4.3.
Estudo da concentragdo de Bi*" na célula eletroquimica.

A concentragcdo de bismuto adicionada na célula eletroquimica para a
formacdo do filme in situ foi avaliada. As concentrac@es finais de Bi** na célula
foram testadas, variando de 0,0 a 270,0 umol L. Os resultados obtidos podem ser
observados na Figura 52.
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Figura 52 — Area integrada do pico de redissolucédo da picoxistrobina em funcdo da
concentracdo de Bi** na célula. Pardmetros instrumentais: HCI 1,00 mol L de eletrdlito
suporte; Bi®* (0,0 a 270,0 umol L1); -900 mV de potencial de deposicéo; 60 s de tempo de
deposicdo; 50 mV de amplitude de pulso; 35 mV s de velocidade de varredura; faixa de
potencial varrida de +790 a +1050 mV e a concentracao final de picoxistrobina de 10,0

pumol L.

O sinal do analito aumentou & medida que a concentracgdo de Bi** cresceu até
120,0 umol L e tornou-se estavel na presenca de concentragdes mais elevadas de
Bi** na célula. A concentracéo de bismuto de 140,0 pmol L™ foi escolhida uma vez

gue estava na faixa robusta da resposta analitica.

6.4.4.
Estudo do tempo de deposicéo.

O estudo para a escolha do tempo de deposicdo do filme (com acumulacéo
concomitante do analito) foi realizado variando o tempo de deposicdo de 0 a 300 s.
O sinal de redissolucdo do analito sofreu um aumento até o tempo de deposicédo de
210 s (Figura 53), tendo uma queda quando se aplicou tempos maiores. Tais dados
foram obtidos usando uma superficie limpa do GCE (depois do polimento com

oxido de aluminio) para cada um dos tempos de deposicdo estudados.
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Figura 53 - Efeito de diferentes tempos de deposicdo sobre area do pico de redissolucéo

da picoxistrobina. Parametros instrumentais: HCI 1,00 mol L! de eletrdlito suporte; Bi®*

(140,0 pmol L1); -900 mV de potencial de deposigdo; 0 a 300 s de tempo de deposicéo;

50 mV de amplitude de pulso e 35 mV s de velocidade de varredura; faixa de potencial

varrida de +790 a +1050 mV e a concentracéo final de picoxistrobina de 10,0 pmol L.

Quando os tempos de deposicdo aplicados foram maiores do que 90 s, a
passivacdo do eletrodo foi observada depois de sucessivas medigdes, usando o
mesmo eletrodo de carbono vitreo. Este processo de passivacdo foi provavelmente
devido a formacdo de o0xido de bismuto, que se liga ao carbono vitreo, impedindo
assim o seu contato elétrico com a solucéo para a formacéo do filme de Bi. De modo
a restaurar a capacidade de deteccdo do eletrodo, a sua superficie foi limpa
mecanicamente com uma lixa de 0,45 mm, seguida pela imersdo do eletrodo em
solucdo de &cido nitrico (10%, v/v), durante 24 h. Por vezes, também foi necessaria
a limpeza da superficie do eletrodo auxiliar, bem como a manutencdo do eletrodo
de referéncia. A fim de evitar a passivacdo do eletrodo e poder realizar analises
durante todo o dia de trabalho, o tempo de deposicéo foi ajustado para um valor
mais curto (60 s). Sob tais circunstancias, a analise pode ser realizada, sem a
passivacao da superficie do eletrodo, por pelo menos 60 ciclos de medicdo antes de

executar a limpeza do eletrodo.
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6.4.5.
Estudo do potencial de deposigéao.

O estudo do potencial de deposicéo foi realizado em uma faixa de potencial
que variou de 0 a -1000 mV, de modo a permitir a medicdo de sinais intensos e
reprodutivos. Para o potencial de deposicdo aplicado, o filme de bismuto é formado
(in situ) em conjunto com a acumulagdo do analito. A Figura 54 apresenta 0s
resultados obtidos.
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Figura 54 - Efeito de diferentes potenciais de deposi¢éo sobre area do pico de redissolugcéo
da picoxistrobina. Parametros instrumentais: HCI 1,00 mol L de eletrdlito suporte; Bi®*
(140,0 pmol L'Y); de 0 a -1000 mV de potencial de deposicéo; 60 s de tempo de deposicao;
50 mV de amplitude de pulso e 35 mV s de velocidade de varredura; faixa de potencial

varrida de +790 a +1050 mV e a concentragéo final de picoxistrobina de 10,0 umol L.

O sinal de picoxistrobina aumentou até -700 mV de potencial de deposicao,
diminuindo quando os valores mais elevados foram aplicados. Esta queda de sinal
ocorreu principalmente pela formacao de bolhas na superficie do eletrodo devido
ao sobrepotencial com eletrélise de (redugdo de H* a Hyg). O potencial de
deposicdo de -700 mV foi escolhido para o0 método propiciar sinais mais intensos e

também por ser mais reprodutivel apds uma série de varreduras consecutivas.
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Otimizacé&o da velocidade de varredura e amplitude de pulso.

A fim de se obter maximo de sinal para o pico de redissolucdo da

picoxistrobina, a velocidade de varredura e a amplitude do pulso (a) foram

otimizadas. Os resultados obtidos estéo representados na Figura 55.
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Figura 55 — (A) Estudo da velocidade de varredura (0 a 50 mV s') em funcdo da area

integrada do pico de redissolugéo de picoxistrobina. (B) Estudo da amplitude de pulso (0

a 150 mV) em funcdo da é&rea integrada do pico de redissolucdo de picoxistrobina.

Parametros instrumentais: HCI 1,00 mol L de eletrélito suporte; Bi%* (140,0 umol LY); -

700 mV de potencial de deposicao; 60 s de tempo de deposi¢éo; faixa de potencial varrida

de +790 a +1050 mV e a concentracéo final de picoxistrobina de 10,0 umol L.
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Avaliando o perfil das respostas, a velocidade de varredura de potencial de
40 mV s foi escolhida por estar na faixa robusta (35 a 50 mV s™) que permitiu
uma maior area de redissolucdo do analito. A amplitude do pulso (75 mV) foi
também escolhida dentro da faixa que permitia sinal maximo (60 a 120 mV). As
condigdes otimizadas para realizar as determinagbes de picoxistrobina séo

indicadas na Tabela 23.

Tabela 23 - Condicbes experimentais escolhidas para o método voltamétrico de

determinacdo da picoxistrobina.

Pardmetro Valor

Eletrélito suporte HCI 1,00 mol L'
Potencial de limpeza 400 mV

Tempo de limpeza 90s
Concentragdo de Bi** na célula 140,0 pmol L?
Potencial de deposicédo -700 mV

Tempo de deposicdo 60 s

Amplitude 75 mV
Velocidade de varredura 35mVst

6.5.
Desempenho analitico.

Os parametros analiticos de merito do método foram obtidos usando as
condicGes experimentais selecionadas para determinar picoxistrobina. Uma
sequéncia de voltamogramas de solu¢bes contendo concentragdes crescentes de
picoxistrobina € apresentada na Figura 56A. A area de redissolucdo do pico é
diretamente e linearmente proporcional a concentracao de picoxistrobina na célula
eletroquimica (Figura 56B). A curva analitica, Y = (4,29 x 103 + 1,41 x 10 L mol"
X + (2,42 x 10° + 1,64 x 10®), apresentou uma resposta linear (R? = 0,9945) a
partir do limite de quantificacdo (LOQ) até 19,0 pmol L. O LOD na célula foi de
0,8 umol L (0,31 mg L) e LOQ foi de 2,8 umol L™ (1,03 mg L), A Figura 57
apresenta a diferenca entre o sinal produzido pela concentracdo do LOD (0,8 umol

L) de picoxistrobina e o branco.
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Figura 56 - (A) Voltamogramas de concentragdes crescentes de picoxistrobina: (a) branco;
(b) 3,9 pmol LY; (c) 7,7 umol LL; (d) 12,0 pmol L; (e) 15,0 umol LL; (f) 19,0 umol L. (B)
curva analitica com o modelo de equacdo de Y = (4,29 x 103 + 1,41 x 10 pA L mol?) X +
2,42 x 10° + 1,64 x 10° e R? = 0,9945. Parametros instrumentais: ver Tabela 23.
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Figura 57 - Voltamogramas que mostram a diferenca entre o sinal produzido pelo (A)
Branco e (B) por uma concentracéo de picoxistrobina equivalente ao LOD (0,8 pmol L?).

Parametros eletroquimicos utilizados estao descritos na Tabela 23.

A precisdo foi avaliada atraves dos estudos de repetibilidade e de preciséo
intermediaria. A repetibilidade foi avaliada por dez medicdes de sinais consecutivos
(apds as cinco ou seis primeiras varreduras voltamétricas para estabilizacdo do
sinal) de uma solucdo contendo 3,9 pumol L? de picoxistrobina. A precisdo
intermediaria foi avaliada por meio da comparacao dos resultados obtidos a partir
das analises feitas por dois analistas diferentes, no qual cada um realizou dez
medicgdes de sinal de uma solucéo contendo o analito (cada analista preparou a sua
propria solucdo). Estes experimentos foram repetidos em trés dias diferentes,
utilizando solugdes de analitos preparados no proprio dia da analise. Os resultados
indicaram a repetibilidade de 4,1% e a precisdo intermediaria de 2,7% (valor que
indica a diferenca dos resultados alcancados pelos analistas).

A seletividade foi avaliada por testes de recuperacéo, no qual a influéncia das
outras estrobilurinas (azoxistrobina, dimoxistrobina, fluoxastrobina, cresoxim-
metilico, piraclostrobina e trifloxistrobina) foi testada. As relagcdes entre o sinal
obtido a partir de um padrdo de picoxistrobina e o sinal de uma mistura de
picoxistrobina e propor¢des crescentes de outra estrobilurina (I picoxistrobina/I

(picoxistrobina + interferente)) foram avaliados. Valores de razdo proximos a unidade nao
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indicaram interferéncia. Valores superiores a 1 indicaram uma diminuicdo do sinal
do analito devido a presenca de outra estrobilurina.

Nenhum sinal analitico de piraclostrobina, fluoxastrobina, cresoxim-metilico
e trifloxistrobina foram encontrados nas condi¢cdes experimentais definidas neste
trabalho. Fluoxastrobina e cresoxim-metilico ndo apresentaram quaisquer
interferéncias, quando estdo presentes em concentragcdes cinco vezes maiores do
que a da picoxistrobina na célula eletroquimica (ver Tabela 24). Quando a
proporcdo destes interferentes foi aumentada, o sinal de analito diminuiu, no
entanto, mesmo em tais casos, 0 analito ainda poderia ser determinado pelo método
de adicdo analito (abordagem multipla). A presenca de piraclostrobina ou
trifloxistrobina, mesmo em proporgdes equimolares, diminuiu o sinal de
picoxistrobina. Interferéncia de trifloxistrobina pode ser corrigida pela técnica de
adicdo de analito. No entanto, a interferéncia de piraclostrobina é maior, a ponto de
eliminar o sinal de analito quando esse interferente esta presente em proporgéo de

apenas duas vezes mais elevada do que a picoxistrobina.
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Tabela 24 — Avaliacdo da interferéncia de outras estrobilurinas no sinal eletroanalitico de
picoxistrobina.

Proporcéo I picoxistrobinal (I picoxistrobina + |
Interferente (Picoxistrobina:Interferente) Interferente)
Cresoxim-metilico 1.0 1,00
1:1 1,00
1:5 1,00
1:20 3,97
1:30 13,09
Fluoxastrobina 1.0 1,00
1:1 1,00
1:5 1,00
1:10 1,48
1:20 5,03
1:30 30,82
Piraclostrobina 1.0 1,00
1:1 6,59
1:2 1232,20
Trifloxistrobina 1:0 1,00
11 1,27
1:5 2,50
1:10 7,23

Potencial de pico medido em +954 mV (varredura +790 a +1050 mV).

Parametros instrumentais: ver Tabela 23.

Sob as condicdes experimentais selecionadas foram observados sinais
analiticos para azoxistrobina (+920 mV) e dimoxistrobina (+882 mV) préximos ao
potencial caracteristico de picoxistrobina. Portanto, estas duas estrobilurinas
impbdem interferéncia critica para o0 método. Os voltamogramas dos picos de
redissolucdo para azoxistrobina e dimoxistrobina em BIiFE podem ser vistos na

Figura 58.
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Figura 58 — Voltamogramas do pico de redissolucdo para (A) azoxistrobina e (B)
dimoxistrobina na concentracdo de 3,9 pumol L, em filme de bismuto. Parametros
instrumentais: ver Tabela 23. Trago pontilhado é o voltamograma da solucao de HCI 1,0

mol L1,

6.6.
Aplicacdo do método.

Estudos utilizando amostras de urina fortificadas com picoxistrobina foram
realizadas. A fortificacdo foi feita em dois niveis de concentracdo (4,85 e 12,82
umol L), Observou-se uma forte interferéncia da matriz de urina, que eliminou o
sinal do analito. Portanto, um procedimento de extracdo de fase solida com cartucho

C-18 foi utilizado para separar 0 analito dos componentes interferentes da matriz.
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Amostras de 4agua do Riacho Rainha e da Lagoa Rodrigo de Freitas foram
analisados diretamente.

A exatiddo do método foi avaliada através de testes de recuperagéo realizados
em trés dias diferentes, com as amostras fortificadas nos dois niveis de
concentracdo, utilizando a técnica de adi¢do de analito (abordagem maltipla) para
quantificacdo da picoxistrobina. Os resultados séo apresentados na Tabela 25, com
resultados satisfatorios em todos os casos. Os valores de LOD e de LOQ na amostra
foram na ordem de pmol L™ uma vez que o fator de diluicdo das amostras na célula
foi cerca de 10 vezes.

O desempenho do método proposto para a andlise de amostras de agua
fortificadas com picoxistrobina (66,0 pmol L™ na amostra ou 6,0 pumol L™ na célula
eletroquimica) foi comparado com o obtido por meio de um método usando HPLC
com deteccdo absorciométrica. Seis replicas auténticas de dgua do Riacho Rainha
foram analisadas e os resultados médios obtidos pelo método voltamétrico proposto
e 0 de comparacdo foram comparados pelo teste t de Student em um intervalo de
confianca de 95%. O valor t experimental (0,52) foi menor do que o valor de t
tabelado (2,23) para 10 graus de liberdade. Portanto, os resultados indicaram que
ndo houve diferenca significativa nos resultados obtidos pelos dois métodos

diferentes.
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Tabela 25 - Recuperacao de picoxistrobina em amostras de agua e urina fortificadas em
dois niveis de concentracéo (4,8 e 12,8 umol L2).

Picoxistrobina

Amostra (umol L) Recuperago (%)
Adicionado Encontrado Dia
Agua do 1 -
Riacho
Rainha 0,0 <LOD
2 -
3 -
51+£0,2 1 104,2 + 0,5
4,8 52+0,1 2 108,3+ 0,6
52+0,3 3 107,8+1,0
12,7+0,7 1 98,8+ 3,1
12,8 12,9+0,3 2 100,4 + 1,4
129+0,5 3 100,4 + 2,2
Agua da
lagoa
Rodrigo de 0.0 <LOD 1 )
Freitas
2 -
3 -
48 46+0,0 1 94,8+0,1
52+0,3 2 108,1+1,3
51+0,1 3 106,2 + 1,5
12,8 10,8 i 0,2 l 8414 i 019
13,0+0,5 2 101,4 + 2,5
13,1+0,3 3 102,0+ 2,1
Urina 1 -
0,0 < LOD 2 .
3 -
46+0,0 1 94,8+0,1
4,8 45+0,1 2 92,5+0,3
46+0,1 3 94,1+0,6
11,5+0,3 1 90,0+ 1,4
12,8 11,6 +0,2 2 90,1+0,8
11,7+0,2 3 90,8+1,1

Parametros instrumentais: ver Tabela 23.
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7.
Conclusao.

A oxidacdo eletroquimica de cresoxim-metilico, dimoxistrobina,
picoxistrobina e piraclostrobina usando o eletrodo de DDB foi apresentada pela
primeira vez e uma proposta para 0 mecanismo do processo foi apresentada. Os
métodos eletroanaliticos desenvolvidos para determinar cresoxim-metilico
(amostras de suco de uva), picoxistrobina (amostras de &guas naturais) e
piraclostrobina (amostras de aguas naturais e suco de uva) usando a técnica de SWV
com o eletrodo de trabalho de DDB foram precisos (coeficiente de variagdo <5%)
e a recuperacao foi satisfatoria.

As estrobilurinas ndo se degradaram termicamente em solucdes aquecidas a
60 °C por duas horas, indicando que as estrobilurinas nas lavouras ndo devem ser
degradadas pelo calor no qual sdo expostas. Nos estudos da degradacdo por
exposicdo ao UV, os resultados obtidos mostram que todas as estrobilurinas
avaliadas se degradam com o tempo, assim uma das possiveis causas da degradacédo
destes fungicidas nas lavouras pode ser decorrente da exposicdo a radiagdo UV
ambiente.

Novos métodos analiticos usando a abordagem de BlIA-amperometria com
eletrodo de DDB foram desenvolvidos para a determinacdo de dimoxistrobina e
picoxistrobina em amostras de aguas naturais. O processo eletroquimico foi
dependente do pH e do potencial aplicado, apresentando corrente de pico mais
intensa para dimoxistrobina em pH 10,0 e para picoxistrobina em pH 2,0 no
potencial +1900 mV. Os parametros de BIA-amperometria foram ajustados para
obter uma boa precisao (coeficiente de variacdo = 3% para dimoxistrobina e 5%
para picoxistrobina) e uma boa frequéncia de analise (180 e 108 inje¢Ges h™ para
dimoxistrobina e picoxistrobina, respectivamente). A exatiddo foi avaliada por
testes de recuperacdo com valores satisfatérios (80,2 a 105,6% dependendo da
estrobilurina).

Apesar de se identificar outras moléculas interferentes em amostras de agua
através de uma estratégia simples com a amperometria de multiplos pulsos, os
métodos de BIA-amperometria desenvolvidos ndo podem ser utilizados para
determinar as estrobilurinas quando os interferentes estiverem presentes,

necessitando de um pré-tratamento na amostra como a extrag&o.
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Um novo método para a determinagdo de picoxistrobina utilizando como
eletrodo de trabalho o BIiFE e a técnica de voltametria de pulso diferencial foi
desenvolvido. A abordagem utilizando o BIiFE em potenciais acima do potencial de
oxidacdo do Bi é nova e a importancia de Bi no processo, mesmo em potenciais
positivos, foi provada. O método foi utilizado para determinar o analito em amostras
de urina e guas naturais. SPE permitiu a pré-concentracéo do analito e eliminou as
interferéncias nas amostras de urina. Recuperacfes satisfatérias de 89,3 a 104,8%
foram encontradas e 0 método foi seletivo em relacdo a outras estrobilurinas.

Na analise de amostras com picoxistrobina, o tempo de deposi¢do para a
formacdo in situ do BiFE pode ser aumentado até 210 s, a fim de se pré-concentrar
mais analito na superficie do eletrodo e conseguir determinar concentracfes
menores que 0 LOQ estabelecido pelo método proposto. Porém, um procedimento
de limpeza deve ser realizado apds as analises para evitar uma passivacdo do
substrato (eletrodo de carbono vitreo) onde o BiFE é depositado.

De acordo com os resultados apresentados neste trabalho, podemos concluir
gue os métodos analiticos propostos mostraram-se eficientes e reprodutiveis para a
analise destas estrobilurinas nas matrizes avaliadas. Apesar da potencial limitagdo
em termos de seletividade, o bom desempenho analitico obtido, o curto tempo de
anélise e o baixo consumo de reagente em todos os métodos propostos neste
trabalho os tornam uma alternativa atraente em relacdo as técnicas mais complexas
e caras, como a eletroforese capilar, cromatografia gasosa e cromatografia liquida
para a determinacdo de estrobilurinas.

Picoxistrobina foi determinada por métodos analiticos desenvolvidos com
trés diferentes técnicas eletroquimicas, possibilitando uma comparacdo dos
resultados obtidos pelos mesmos. A faixa linear para os métodos desenvolvidos
com as técnicas de SWV e DPV foi proxima, a partir do LOQ até 20,0 umol L™ ou
19,0 umol L™, respectivamente. Ja para a técnica de amperometria ela foi mais
ampla, a partir do LOQ até 100,0 pmol L, o que possibilita a analise de amostras
com concentracGes mais elevadas do analito. Os coeficientes de determinacdo para
as trés técnicas sdo semelhantes, com valores proximos a 1. Em termos de
sensibilidade, o0 método desenvolvido com a técnica de SWV foi 0 que obteve os
menores LOD (0,2 umol L™ ou 0,07 mg L) e LOQ (0,7 umol L™ ou 0,25 mg L™Y);
ja o método com a técnica de DPV, foi 0 segundo a apresentar menores valores de
LOD (0,8 umol L ou 0,31 mg L) e LOQ (2,8 umol L™ ou 1,03 mg L?) e 0 método
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com a técnica de amperometria 0 menos sensivel dos trés, com os maiores valores
de LOD (1,6 pmol L™ ou 0,58 mg L) e LOQ (5,3 umol L ou 1,95 mg L™?). Estes
resultados, corroboram com o0 que seria esperado para a sensibilidade destas
técnicas eletroquimicas pela teoria. Em termos de seletividade, o método
desenvolvido com a técnica de DPV foi o melhor, porque sofreu interferéncia
significativa na proporcéo 1:1 apenas de azoxistrobina e dimoxistrobina, diferente
do método com a técnica de SWV que sofreu interferéncia na mesma proporc¢éo
para trés estrobilurinas (azoxistrobina, cresoxim-metilico e piraclostrobina). As
outras estrobilurinas interferentes avaliadas apresentaram uma interferéncia
significativa em proporc¢fes maiores no método com DPV em relagdo ao método
com SWV. O método desenvolvido com a técnica de amperometria ndo apresentou
seletividade. A frequéncia analitica foi maior, com 108 injecdes h no método
desenvolvido com amperometria. O segundo método com maior frequéncia
analitica foi o desenvolvido com SWV, por ndo necessitar de uma etapa de pré-
concentracdo entre as varreduras de potencial. JA 0 método desenvolvido com DPV
apresentou a menor frequéncia analitica, por necessitar de uma etapa de pré-
concentracdo do analito na superficie do eletrodo, aplicando um tempo de
deposicdo de 60 s entre as varreduras de potencial. A escolha do método mais
adequado para determinar picoxistrobina vai depender das condi¢fes da amostra a

ser analisada.
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7.1.
Perspectivas de trabalhos futuros.

Desenvolver métodos eletroanaliticos utilizando a técnica de SWV com o
eletrodo de DDB para determinar azoxistrobina, fluoxastrobina e trifloxistrobina.

Desenvolver método eletroanalitico com eletrodo de DDB e detec¢édo
amperométrica em uma célula de fluxo acoplada a um sistema de bomba e coluna
cromatografica para a determinacdo simultdnea de azoxistrobina, cresoxim-
metilico, dimoxistrobina, fluoxastrobina, picoxistrobina, piraclostrobina e
trifloxistrobina.

Desenvolver métodos eletroanaliticos utilizando a voltametria de pulso
diferencial com o eletrodo de BiFE para determinar azoxistrobina e dimoxistrobina.

Aplicar os métodos desenvolvidos no presente trabalho para quantificar as
estrobilurinas em amostras reais de regides onde estes pesticidas sdo utilizados nas
lavouras.

Avaliar a ecotoxicidade destas estrobilurinas em peixes e pequenos

crustaceos.
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