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RESUMO

N

O Dimetomorfe (DIM) pertence a classe dos fungicidas morfolinicos, tem agdo
sist€mica, é persistente nas matrizes alimenticias € em solos de plantio onde foi aplicado e é
um possivel interferente enddcrino, o que justifica o desenvolvimento de metodologias para
deteccao e quantificacdo desse composto. No estudo eletroquimico pode-se observar que DIM
apresentou processo eletroquimico controlado por difusdo e caracterizado como quasi-
reversivel, com potencial de eletrodo em torno de 1,28 V vs. eletrodo de Ag/AgCl/Cl ki sat.)»
referente a transferéncia de dois elétrons. No desenvolvimento da metodologia eletroanalitica
utilizando voltametria de onda quadrada e o eletrodo de diamante dopado com boro,
constatou-se que as melhores condi¢des experimentais e voltamétricas foram obtidas em
tampao Britton-Robinson pH 3, como eletrdlito de suporte, frequéncia de aplicagcdo dos pulsos
de potencial de 30 s, amplitude dos pulsos de potencial de S0 mV e incremento de potencial
de 2 mV. Partindo dessas condi¢des foi possivel desenvolver uma metodologia analitica com
faixa linear de 4,57x10° a 3,78x10 mol L™, limite de deteccdo de 3,11x107 mol L™, limite
de quantificacao de 1,04x10° mol L™, repetibilidade de 0,13% (n = 10) e reprodutibilidade de
0,92% (n = 5). A avaliacdao da interferéncia das espécies i0nicas presentes no eletrolito de
suporte e do Mancozebe (MZB), presente em coformulacdes de DIM, na exatiddao e na
precisdao da metodologia mostrou que essas espécies exercem pouca influéncia. A recuperagao
em eletrdlito foi de 97,25 + 0,70 %, com confianca de 95%, e BIAS de 2,74 %. O percentual
de interferéncia do MZB, em diferentes concentracdes, foi menor que 110%I. A aplicagao da
metodologia proposta na determinacao do DIM em uva in natura e em vinho tinto apresentou
percentual de recuperacdao de 101,0 £ 12,1% e 105,1 + 10,8% com confianca de 95%,
respectivamente, € BIAS menor que 6%. Baseando-se nas informagdes quimico-
computacionais, pode-se inferir que o sitio de oxidacdo do DIM € na dupla ligagdo ndo
aromatica. Os dados obtidos por cromatografia gasosa acoplada a um espectrometro de massa
levaram a conclusdo que a natureza do substrato eletrédico ndo interfere no mecanismo global
da reacdo de eletrooxidacio do DIM, sendo formado o (4-clorofenil)-(3,4-

dimetoxifenil)metanona como produto majoritério.

Palavras-chave: Eletrodo de diamante dopado com boro. Voltametria de onda quadrada.

Dimetomorfe. Estudos quimico-computacionais. Estudo mecanistico.



ABSTRACT

Dimethomorph (DIM) belongs to the class of morpholinic fungicides, it has systemic
action, it is persistent in food matrices and in planting soils where was applied and a possible
endocrine interferent, justifying the development of methodologies for detection and
quantification of this compound. In the electrochemical study can be seen that the DIM had
electrochemical process diffusion-controlled and characterized as quasi-reversible, with
electrode potential of approximately 1.28 V vs. Ag/AgCl/CI ¢ sat) electrode and involving
two electrons transfer. In the development of electroanalytical methods using the square-wave
voltammetry and the boron-doped diamond electrode, it was found that the best experimental
and voltammetric conditions were obtained in Britton-Robinson buffer pH 3, as supporting
electrolyte, pulse potential frequency of 30 s, square-wave amplitude of 50 mV and potential
step increment of 2 mV. From these conditions it was possible to develop an analytical
method with a linear range from 4.57x10°° to 3.78x10™ mol L'l, detection limit of 3.11x10”
mol L™, quantification limit of 1.04x10° mol L™, 0.13% of repeatability (n = 10) and 0.92%
of reproducibility (n = 5). The evaluation of the interference of the ionic compounds present
in the supporting electrolyte and the Mancozebe (MZB), present in DIM co-formulations, in
the accuracy and precision of the methodology showed that these species have little influence.
The recovery in electrolyte was of 97.25 + 0.70%, with 95% confidence, and BIAS of 2.74%.
The percentage of MZB interference, in different concentrations, was less than 110%I|. The
application of the proposed methodology for determining of the DIM in fresh grapes and red
wine showed a percent recovery equal to 101.0 = 12.1% and 105.1 * 10.8% with 95%
confidence, respectively, and BIAS less than 6 %. Based on the quantum-chemicals
information, we can infer that the site of oxidation of DIM is the non-aromatic double bond.
The data obtained by gas chromatography-mass spectrometry led to the conclusion that the
electrodic substrate nature does not interfere in the overall mechanism of the DIM
electrooxidation  reaction, in  which is formed the (4-chlorophenyl)-(3,4-

dimethoxyphenyl)methanone as major product.

Keywords: Boron-doped diamond electrode. Square-wave voltammetry. Dimethomorph.

Quantum-chemical study. Mechanistic study.
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I. INTRODUCAO

I.1 Pesticidas

Pesticidas, como definicdo mais abrangente, sdo substdncias ou misturas de
substancias destinadas a prevenir, destruir ou controlar qualquer praga, incluindo vetores de
doenga humana ou animal, as espécies ndo desejadas de plantas ou animais que causam danos
ou interferéncia na produgdo, transformacao, armazenamento, transporte ou comercializacdo
de alimentos, commodities agricolas, madeira ou produtos de madeira. O termo também inclui
substancias desfolhantes, dessecantes, destinadas para combate a insetos domésticos, para uso
como um regulador do crescimento de plantas e preven¢do da queda prematura de frutos [1].

O processo histdrico da evolugao e diversificagdo da indudstria quimica, que originou a
industria de pesticidas, iniciou-se na Primeira Guerra Mundial com a corrida armamentista
para o desenvolvimento e producdo de substincias toxicas utilizadas na guerra quimica. No
fim da década de 1930 e ao longo da década de 1940, pesquisadores identificaram que as
armas quimicas eram letais contra pragas que atacavam as culturas agricolas. No fim da
Segunda Guerra Mundial, em 1945, a estratégia de crescimento das empresas do ramo
quimico baseou-se na migracdo para novos mercados nos quais pudessem aproveitar as
moléculas desenvolvidas para fins bélicos. Foram criadas, entdo, empresas subsididrias
oriundas principalmente de grandes grupos quimicos (Bayer, Basf, Hoescht, DuPont) voltadas
a producgdo de pesticidas organossintéticos [2,3].

O crescimento e diversificagdo da produgdo agricola incentivou o desenvolvimento de
substancias com poder pesticida cada vez maior [2—4]. A ampla e ma utilizacdo de pesticidas
vem gerando um grande impacto ambiental, aumentando os niveis de residuos presentes em
aguas, solos e alimentos [5,6], enquadrando essas substancias no grupo dos “contaminantes
emergentes”. Os “contaminantes emergentes” constituem um grupo de substancias que tem
caracteristicas peculiares que os tornam ambientalmente destacdveis, devido aos seus niveis
crescentes de utilizagdo e contaminacao [7].

O Brasil vem se destacando no ambito dos agrotoxicos, uma vez que, em 2008, o pais
assumiu o posto de maior consumidor de pesticidas do mundo, ultrapassando os Estados
Unidos. Em 2010, o levantamento do Sindicato Nacional da Inddstria de Produtos para
Defesa Agricola (SINDAG) registrou o melhor ano de vendas da historia desse setor. E,

segundo as expectativas de Eduardo Daher, diretor-executivo da Associacdo Nacional de
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Defesa Vegetal (ANDEF), o Brasil ultrapassard os Estados Unidos em vendas de agrotdxicos
no ano de 2012 [8].

Como os pesticidas sdo potencialmente toxicos ao homem, podendo causar efeitos
adversos ao sistema nervoso central e periférico, ter acdo imunodepressora, ser cancerigeno,
entre outros efeitos maléficos para a biota em geral [2,3,6,7,9], o desenvolvimento de técnicas
de quantificacdo de residuos de diferentes pesticidas em dguas, alimentos e solo tornou-se de
fundamental importancia [5,10]. Em consequéncia, nos dltimos anos, tem crescido o nimero
de estudos realizados com o intuito de desenvolver metodologias de andlise mais precisas,
sensiveis, que sejam realizdveis com tempo e custo inferiores e que gerem menos residuos,
utilizando reagentes menos danosos ao ambiente. Nessa linha de raciocinio, surgem os
métodos de preparo de amostras denominados como QuEChERS (Quick, Easy, Cheap,
Effective, Rugged, Safe) [10]. Essa metodologia foi introduzida por Anastassiades e
colaboradores, em 2003, visando a simplificacdo de etapas de preparo da amostra, de modo
que constitua um procedimento dinamico, rapido, facil, barato, efetivo, robusto e seguro, que
possa ser aplicado em qualquer laboratério [10,11]. Em geral, utiliza-se a menor quantidade

possivel de amostra e de solventes [10].

I.2 Determinaciao analitica de pesticidas

O método padrao de determinag@o de pesticidas é o cromatografico, sendo que desde
os anos de 1970 as técnicas de cromatografia gasosa (CG) acoplada a detectores cldssicos,
como deteccdo por captura de elétrons (DCE), deteccdo de nitrogénio e fosforo (DNF) e
deteccao por fotometria de chama (DFC) sdo utilizadas para deteccao de residuos de
pesticidas. Porém, com o surgimento de novos pesticidas e com o requerimento de limites de
deteccao cada vez menores, esses sistemas nao se mostraram tao eficientes. Recentemente, as
técnicas de cromatografia gasosa e liquida acopladas a um ou dois espectrometros de massa
em sequéncia [CG(ou CL)-EM e CG(ou CL)-EM/EM, respectivamente] tém sido
frequentemente utilizadas para determinagcdo de multirresiduos de pesticidas em alimentos,
solo e dguas [10-14].

Como uma importante alternativa aos métodos complexos de determinacdo de
pesticidas, como os cromatograficos, os procedimentos voltamétricos vém ganhando
destaque. As técnicas eletroanaliticas baseiam-se na relagdo entre medidas de quantidades

elétricas (corrente, potencial ou carga) e parametros quimicos [15], com vantagens, tais como:
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curto tempo de medida (de fragdo de segundos a minutos) e possibilidade de andlise em tempo
real. As determinacdes podem ser realizadas em misturas heterogéneas que contenham
materiais bioldgicos, proteinas, surfactantes, bem como em coldides e materiais particulados
sem etapa de pré-tratamento (clean-up), além de apresentarem menor custo final por andlise
que as técnicas cromatogrificas comumente utilizadas [15,16]. Entre as metodologias
eletroanaliticas, o eletrodo de Diamante Dopado com Boro (EDDB) tem recebido muita
atencdo recentemente. Destacado por sua condutividade quase metdlica, estabilidade
eletroquimica e a corrosdo, ampla janela de potencial de trabalho (pode ser maior que 3,5 V),
inércia a adsorcao de espécies quimicas e a facilidade de limpeza, quando comparado com
outras superficies eletrédicas [17,18]. O que o torna um dos melhores eletrodos para aplicagcdo
em métodos eletroanaliticos de determinacdo de espécies, em matrizes complexas, que tém

facilidade de adsorver na superficie eletrédica.

1.3 Dimetomorfe

Segundo a Organiza¢do das Nacdes Unidas para a Agricultura e Alimentacdo (do
inglés, Found and Agriculture Organization - FAO), o Dimetomorfe, (E,Z)-4-[3-(4-
clorofenil)-3-(3,4-dimetoxifenil)acriloilJmorfolina, massa molecular (MM) igual a 3879 ¢
mol™, é um fungicida sistémico desenvolvido pela Shell Chemicals UK Ltda., para combate
do fungo Phytophthora infestans [19], mas atualmente ja se sabe que ele € efetivo contra
diversos membros do grupo Phytophthora, bem como contra alguns da familia dos
Peronosporaceae [20]. Ele ¢ um derivado do 4cido cindmico, pertencente a classe dos
fungicidas morfolinicos e constituido por uma mistura dos isémeros E e Z na propor¢ao de

48% e 52%, respectivamente, cujas formulas estruturais podem ser vistas na Figura 1 [19,20].

Figura 1 - Estrutura quimica do Dimetomorfe com a indicagdo dos A) isémero E e B) isomero Z.

A) / 21 B)

——
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As formulagdes comerciais do Dimetomorfe (DIM) mais comuns sido as na forma de
suspensdes aquosas e de pulverizados e granulos soliveis em dgua. Na maioria dos casos,
para diminuir a resisténcia das pragas ao principio ativo, o DIM é coformulado com outros
fungicidas, tais como Mancozebe (o mais utilizado, com MM por mondmero = 271,2 g mol™),
Folpet (MM = 296,5 g mol'l), Ditianon (MM = 296,3 g mol'l), Clorotalonil (MM = 265,9 g
mol'l) e sulfato de cobre (MM = 159,6¢g mol'l), cujas estuturas moleculares podem ser vistas

na Figura 2 (com excec¢do do sulfato de cobre) [19].

Figura 2 - Estrutura quimica do A) Mancozebe (sendo x/y = 11), B) Clorotalonil, C) Ditianon e D) Folpet.
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O crescente uso do DIM em culturas de tomate, batata, uva, pepino e outros vegetais,
aliado a sua acdo sistémica (ao ser aplicado nas folhas da planta, ele se distribui por meio da
seiva para todos os tecidos do vegetal), tem incentivado o desenvolvimento de métodos de
determinacdo de seus residuos em vegetais, bebidas e solo [20]. Os métodos de quantificacdo
desse pesticida em matrizes, em geral, envolvem procedimentos de extragdo com acetonitrila,
acetona ou metanol seguido de particdo com diclorometano, acetato de etila ou ciclohexano,
limpeza (clean-up) por cromatografia de permeacdo em gel e pré-concentracdo, conduzindo a
andlise por CL-UV, CG-DNF, CG-EM ou CL-EM/EM, atingindo limite de detec¢do minimo
de 0,01 mg kg'1 [19]. Em ensaios de campo supervisionados de plantacdes de uvas na Europa,

residuos de DIM foram medidos em vinho e outras fracdes de processamento a partir de uvas

N



LUCAS, FWILLIAN S. I. INTRODUCAO

tratadas com 4 a 10 aplica¢des foliares de 0,2 a 0,4 kg ha! de DIM e colhidas na maturidade,
geralmente de 28 a 42 dias apds a tltima aplicacdo na maior parte dos casos. Foram
encontrados residuos desse pesticida no teor de 0,05 a 1,6 mg kg™ nas amostras de uva, de
0,19 a 2,2 mg kg™ no bagaco, de 0,02 a 1,52 mg kg™ no mosto e de 0,02 a 1,22 mg kg’ em
vinhos [19]. Mayer-Helm e colaboradores determinaram, por meio de extragdo em fase sélida
e utilizando CL-EM, a presenca de DIM em tabaco e pepino pés colheita [21]. Cu§ e
colaboradores estudaram os metabdlitos de DIM, entre outros pesticidas, em uvas durante o
processo de vinificacdo, observando teores compreendidos entre 0,01 e 0,08 mg kg [22].
Foram estudadas, também, a dindmica de degradacdo e de dissipacdo desse pesticida e
metabodlitos em diferentes matrizes como, pimenta, uva, cebolinha e solo [20]. Calza e
colaboradores estudaram a degradacao fotoinduzida do DIM sobre suspensao de TiO,. Nesses
experimentos foi utilizado CL/EM para a caracterizacdo dos produtos de degradacido e
concluiram que a mineralizacio completa foi obtida com 14 horas de irradiacdo, porém
gerava produtos téxicos durante esse processo. Eles também propuseram o mecanismo de
fotodegradacdo do DIM envolvendo a participacdo de radicais hidroxilas [23].

No ambito nacional, apenas a aplicac@o foliar do DIM nas culturas de cebola (Limite
Miéximo de Residuos, LMR = 0,1mg kg'l), tomate (LMR = 0,03 mg kg‘l), batata (LMR =
0,03 mg kg'l), meldo (LMR = 0,03 mg kg'l), uva (LMR = 2,0 mg kg'l) e rosas (uso nao
alimentar) é regulamentada pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) [24].

Pelo exposto, percebe-se a necessidade de desenvolvimento de uma metodologia
eletroquimica de determinacdo do DIM em diferentes matrizes alimenticias in natura e
derivados, como uva in natura e vinho tinto, j4 que os métodos consolidados e propostos sdo,
comparativamente, mais caros, trabalhosos e demorados. Também, observa-se a necessidade
de elucidagdo do mecanismo eletroquimico do DIM, ja que ndo existe nenhum relato na

literatura.

——
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II. OBJETIVOS

I1.1 Objetivo geral

A proposta deste trabalho é estudar o comportamento eletroquimico do Dimetomorfe
(DIM) sobre a superficie do EDDB e os mecanismos de eletrooxidacdo, bem como
desenvolver uma metodologia eletroquimica para a detec¢do e a quantificacdo desse pesticida

em uva in natura € vinho tinto.

I1.2 Objetivos especificos

» Avaliar o comportamento eletroquimico do DIM sobre a superficie do EDDB;

» Otimizar os parimetros experimentais e voltamétricos para o desenvolvimento de
metodologia eletroanalitica para a determinacao do DIM;

» Estudar a interferéncia do Mancozebe (MZB) na determinagéo eletroanalitica do DIM;

» Desenvolver metodologia de extracdo, deteccdo e quantificacdo de DIM em uva in natura
e vinho tinto;

» Por meio de Quimica Computacional/Quimica-Quantica, calcular a distribui¢do dos
orbitais ocupados de mais alta energia e as cargas de Miilliken dos dtomos do DIM, a fim
de auxiliar a proposi¢do mecanistica;

» Promover a eletrdlise exaustiva do DIM sobre a superficie do EDDB, do eletrodo de
carbono vitreo (ECV) e do anodo dimensionalmente estivel (ADE) de Ti/Tip7Rug30,,
analisando os produtos das eletrolises por cromatografia gasosa acoplado a um
espectrometro de massa (CG-EM);

» Com base nos dados eletroquimicos, nos calculos computacionais e nas analises
cromatogréficas, propor o mecanismo de eletrooxidacao do DIM em diferentes superficies,

avaliando o efeito do substrato eletrodico.
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III. MATERIAIS E METODOS

ITI.1 Reagentes e solucoes

II1.1.1 Reagentes

Todos os reagentes utilizados foram de grau analitico. Na Tabela 1, estdo listadas as

procedéncias e as respectivas formulas quimicas de todos os reagentes utilizados para preparo

das solugdes.

Tabela 1 - Procedéncia, formula quimica e pureza dos reagentes utilizados nos experimentos.

Reagentes Férmula Quimica Procedéncia Pureza (%)
Acetonitrila CH;CN Vetec 99,8
Acido acético glacial CH;COOH Vetec 99,7
Acido bérico H;BO; Vetec 99,5
Acido citrico CgHgO4 Vetec 99,9
Acido fosférico H;PO,4 Vetec 99,9
Acido perclérico HCIO, Vetec 99.0
Acido sulfirico H,SO,4 Vetec 98.0
Cloreto de potassio KCI Vetec 99.0
Citrato de sodio K3CsHs04 Synth 99,0
Dihidrégeno fosfato de sédio NaH,PO, Vetec 98,0
Dimetomorfe C,1H,,CINOy Fluka Analytical 99.0
Hidroxido de sédio NaOH Synth 99.0
Perclorato de sodio NaClOy4 Vetec 98,0
Mancozebe CsHoN4SsMnxZny* Fluka Analytical 96,4

Nitrogénio N, White Martins 99,996

Sulfato de sédio Na,SO, Vetec 98.0

*xly =11
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I11.1.2 Solucoes

Todas as solugdes aquosas foram preparadas com &dgua purificada por um sistema
Milli-Q (Millipore, Inc.), apresentando resistividade 18,2 MQ cm. As pesagens foram
realizadas utilizando uma balanca analitica modelo 410 (Kern) com precisdo de + 0,1 mg. As

medidas de pH foram realizadas com o auxilio de um pHmetro modelo B474 (Micronal).

II1.1.2.1 Soluc¢ées tampao citrato / acido citrico e tampao dihidrogenofosfato / acido

fosforico

As solugdes tampao 0,04 mol L foram preparadas a partir da mistura equimolar dos
respectivos 4cidos e bases conjugadas 0,04 mol L. O ajuste do pH para o valor desejado foi
realizado pela adi¢io de NaOH 1 mol L™, sendo levada em consideragdo a faixa de pH de

trabalho de cada tampao.

I11.1.2.2 Soluc¢ao tampao Britton-Robinson

A solucdo tampdo Britton-Robinson (BR) 0,04 mol L' foi preparada a partir da
mistura equimolar de CH;COOH, H3BO3 e H3PO4 0,04 mol L. O ajuste do pH para o valor
desejado foi feito seguindo o mesmo procedimento realizado para os tampdes anteriormente
descritos. O poder tamponante desse tampao se estende de pH 2 a 12 e, por esse motivo, ele
foi escolhido como eletrélito de suporte para estudo do efeito do pH no comportamento

eletroquimico do DIM [25].

I11.1.2.3 Solucao tampao Mcllvaine

A solucao tampao Mcllvaine 0,04 mol L foi preparada a partir da mistura equimolar
de CsHsO7 e NaH,PO, 0,04 mol L. O ajuste do pH para o valor desejado foi feito seguindo o
mesmo procedimento realizado para os tampdes anteriormente descritos. O poder tamponante

desse tampao se estende de pH 2,2 a 8,0 [26].

——
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I11.1.2.4 Solucdes estoque de Dimetomorfe

A solugdo estoque de DIM 1,0x10° mol L™ foi preparada pesando-se uma quantidade
adequada do composto e solubilizando-a em acetonitrila. A solu¢do foi mantida ao abrigo de
luz e sob refrigeragdo (x5 °C).

Para os estudos de eletrdlise exaustiva, foi preparada uma solugdo estoque de DIM 5 g
L' dissolvendo 0,025 g de DIM em 5 mL de acetonitrila, sendo mantida ao abrigo de luz e

sob refrigeracdo (£5 °C).

I11.1.2.5 Solucéao de acido perclérico/perclorato de sédio

Nos experimentos de eletrlise exaustiva foi empregada a solucdo de d&cido
perclorico/perclorato de sédio com forca i6nica igual a 0,1 e pH 3 como eletrélito de suporte.
Essa solucdo foi preparada pela dissolucdo da quantidade ideal de &cido perclorico e
perclorato de sddio para preparar uma solucdo cuja concentragdo dessas substancias fosse

0,001 mol L'e 0,1 mol L'l, respectivamente.

I11.1.2.6 Solucoes de Mancozebe

No estudo da interferéncia do Mancozebe (MZB) na determinacgdo eletroanalitica do
DIM, as solucdes desse padrdo em trés niveis diferentes de concentragdo foram preparadas, no
momento da andlise, a partir da dissolu¢c@o das respectivas massas do composto em tampao

BR pH 3.

I11.2 Sistema eletroquimico

Os experimentos eletroquimicos foram realizados com o auxilio de um potenciostato /
galvanostato Autolab modelo PGSTAT 30 (Eco Chemie) conectado a um microcomputador e
usando o programa GPES versdo 4.9. O sistema eletroquimico foi composto por uma célula
confeccionada em vidro, com capacidade para 25 mL e tampa em Teflon® com cinco orificios
(entrada dos eletrodos de trabalho, de referéncia e auxiliar; de um tubo de vidro utilizado para

passagem do gds nitrogé€nio, para desaeracdo da solucdo e facilitacdo da desorcdo de
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reagentes/produtos da face do eletrodo de trabalho, melhorando a repetibilidade; e outro para

entrada da ponteira do pipetador ajustdvel na adi¢do de reagentes).

II1.2.1 Eletrodo de trabalho

Como eletrodo de trabalho, utilizou-se o diamante dopado com boro, fabricado pelo
Centre Suisse de Eletronique et Microtechnique, Neuchatel - Suica, com 0,25 cm? de 4rea
geométrica e suportado em lamina de cobre. O grau de dopagem € de, aproximadamente,
8000 ppm de boro. Antes da realizacdo dos experimentos didrios, o EDDB era condicionado,
em H,SO4 0,5 mol L'l, durante 5 minutos a 3 V e 10 minutos a -2 V (E vs. eletrodo de
referéncia).

Para os estudos eletroliticos, além do EDDB, foram utilizados o eletrodo de carbono
vitreo (ECV), procedéncia SIGRADUR®, e o0 anodo dimensionalmente estavel (ADE) de
T1/Tip7Rup30,, procedéncia Industria De Nora S.A, como eletrodos de trabalho. Os dois

L1 2 , poR
ultimos possuem 1,5 cm” de drea geométrica.

I11.2.2 Eletrodo de referéncia

O eletrodo de referéncia utilizado nos experimentos foi Ag/AgCl/Cl" em meio de KCl
saturado. O eletrodo foi obtido pelo recobrimento de um fio de prata com AgCl) por um

processo de anodizacdo a 3 V, em uma solugdo de HCI 0,3 mol L.

I11.2.3 Eletrodo auxiliar

O eletrodo auxiliar foi composto por uma placa de platina com area geométrica total
de aproximadamente 0,8 cm?, soldada a um fio de platina com extremidade embutida em
vidro cilindrico temperado. Para os estudos eletroliticos com ECV e ADE, foi utilizado o

. 2 2 » PR ey
eletrodo de aco inox com drea de 3 cm” de drea geométrica como eletrodo auxiliar.

I11.3 Metodologia eletroanalitica

Os experimentos eletroquimicos foram realizados utilizando 10 mL do eletrélito de

suporte e, entre cada medida, era realizada a agitacdo magnética da solucdo e o

—_
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borbulhamento de Ny, na face do eletrodo de trabalho, durante dois minutos, a fim de obter
melhor repetibilidade entre as medidas.

Primeiramente, foi avaliada a eletroatividade do DIM sobre a superficie do EDDB por
meio da técnica de voltametria ciclica, também, observou-se o carater adsortivo € o
mecanismo de transporte de massa da molécula. Posteriormente, utilizando a técnica de
Voltametria de Onda Quadrada (VOQ) para diagndstico, foi avaliado o efeito do pH no
comportamento eletroquimico do DIM em meio de tampdo BR. Baseando-se no
comportamento da intensidade da corrente de pico (Ip) e do deslocamento do potencial de pico
(Ep) com o pH, foi possivel obter informagdes eletroquimicas inerentes ao composto e
escolher o pH de trabalho otimizado. Partindo do pH otimizado, escolheu-se diferentes
tampOes ajustados para esse pH e avaliou-se, usando os mesmos critérios anteriores, o
eletrélito de suporte que apresentava, como resposta, maior intensidade de corrente elétrica.
Escolhido o valor de pH e o eletrdlito de suporte otimizado, foram avaliados os pardmetros
voltamétricos que influenciam o sinal eletroquimico obtido por VOQ, tais como frequéncia de
aplicacdo de pulsos de potencial (f), amplitude dos pulsos de potencial (a) e incremento de
potencial (AE), obtendo informagdes de diagndstico do processo eletroquimico e ajudando na
escolha dos parimetros da VOQ que promovem uma maior sensibilidade e seletividade
analitica do DIM.

Ap6s a escolha das condicdes otimizadas de pH, eletrélito de suporte e parametros da
VOQ, foram construidas curvas analiticas a partir da correlagdo entre corrente de pico e
concentracio do DIM ([DIM]). Foram realizados, também, estudos de reprodutibilidade,
repetibilidade, interferéncia do Mancozebe (MZB) e recuperacdo em eletrdlito de suporte, o

qual foi conduzido pelo método de adicdo de padrao.

II1. 3.1 Determinacao de Dimetomorfe em uva in natura e vinho tinto

A partir da adaptacdo de alguns métodos QUEChERS [10,11], a amostra de uva in
natura da espécie Vitis vinifera L. (20,0 g) foi lavada, triturada, pesada e adicionada em um
tubo de Falcon®. Em seguida, foram adicionados 5 g de sulfato de sédio e 10 mL de
acetonitrila, sendo a amostra vigorosamente agitada durante 5 minutos. Apds esse
procedimento, a amostra foi mantida em banho ultrassonico (frequéncia 42 kHz) durante 30
minutos e centrifugada a 4.000 rpm por 10 minutos, coletando-se o sobrenadante em um balao

de fundo redondo. O procedimento a partir da adi¢cdo da acetonitrila foi repetido. No final, a

11
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acetonitrila foi evaporada a 60 °C e baixa pressao com o auxilio de um rotoevaporador. Para
andlise voltamétrica, foram adicionados 10 mL de tampdo BR pH 3 ao baldo e, apds agitacio,
essa solucdo foi transferida para a célula eletroquimica.

A amostra de vinho (100,0 g — 92,8 mL) foi concentrada por evaporacao de solvente, a
60 °C e baixa pressdo, até ser atingida a massa de aproximadamente 10 g. Apds esse
procedimento, 10 g dessa amostra concentrada foram transferidos para um tubo de Falcon®,
seguindo todas as demais etapas descritas no preparo da amostra de uva. O Fluxograma do
preparo das amostras pode ser conferido na Figura 3.

Partindo das condi¢des voltamétricas e experimentais otimizadas, por VOQ foram
analisadas amostras naturais, a fim de se observar se as mesmas ja estavam contaminadas com
DIM, analisando a existéncia de um possivel processo eletroquimico atribuivel ao composto.
Constatando-se que a concentracdo de DIM presente nas amostras estava abaixo do limite de
deteccdo do procedimento, posteriormente, as mesmas amostras foram artificialmente
contaminadas com uma concentra¢do conhecida de DIM e, procedendo-se todas as etapas de
preparo de amostra anteriormente citadas, foi feito o estudo de recuperacdo pelo método da

adicao de padrdes. Ambas as amostras foram obtidas em um comércio de Fortaleza-CE.

Figura 3 - Fluxograma do preparo das amostras de uva in natura e vinho tinto.
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I11.4 Estudo mecanistico

A proposicao mecanistica para eletrooxidagdo do DIM foi realizada com o auxilio de
célculos computacionais de orbitais de fronteira e cargas de Miilliken e pelo método da
eletrélise exaustiva, a potencial constante, seguido da andlise dos produtos da reacdo por
cromatografia gasosa acoplada a um espectrometro de massa com ionizacdo por impacto de

elétrons (CG/EM).

I11. 4.1 Estudo quimico-computacional

Primeiramente, procedeu-se a geometrizacdo das moléculas dos isomeros do DIM,
tentando simular a conformacdo das moléculas de menor energia no ambiente quimico do
sistema em estudo. A seguir, com base na conformacido mais estdvel das moléculas, foi
realizado o célculo dos orbitais de fronteira; nesse caso, foi dado énfase ao orbital ocupado de
mais alta energia (do inglés, Highest Occupied Molecular Orbital - HOMO). E,
posteriormente, foi realizada a determinagdo das cargas de Miilliken dos dtomos. Foi utilizado
o programa quimico-quantico DMOL3, empregando o método da aproximagdo de gradiente

generalizado.

II1.4.2 Eletrdlise exaustiva de DIM a potencial constante seguida de analises

cromatograficas

A eletrolise exaustiva foi realizada empregando o mesmo sistema eletroquimico
descrito anteriormente e em trés superficies eletrddicas distintas, sendo elas: EDDB, ECV e
ADE de Ti/Tip7Ru30,. Um estudo prévio da eletroatividade do DIM nessas superficies foi
realizado por meio da técnica de VC, para constatar em qual potencial de eletrodo ocorre a
oxidacdo do DIM sobre cada substrato eletrédico, potencial esse que serd aplicado nos
experimentos eletroliticos.

A solugdo utilizada nas eletrdlises foi obtida pela dissolucdo de 1 mL da solucao
estoque de DIM 5 g L' em 10 mL da solugdo de 4cido perclorico/perclorato de sodio. A
eletrolise sobre a superficie de EDDB foi conduzida durante 5 horas. Ja para os eletrodos de

maior area, as eletrdlises foram realizadas durante 3 horas.

——
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No final das eletrdlises, as solugdes eletroliticas foram colocadas em tubos tipo
Falcon®, isolados da luz com papel aluminio, para posterior andlise cromatografica.

Partindo de uma adaptacdo do método proposto por Hengel e Shibamoto [27], os
ensaios cromatogrificos foram realizados no cromatégrafo Shimadzu modelo GCMS-
QP2010. Para a separagao foi utilizada uma coluna capilar com 30 m de comprimento DB1-
MS J&W Scientific (100% metilpolisiloxano, 0,25 mm de didmetro interno e 0,25 um de
espessura do filme). A operacdo instrumental e processamento dos dados foram realizados por
meio do software Labsolution (GCMSsolution, versdo 2.30). Todas as separacdes
cromatogréficas foram realizadas pela injecdo de 1 pLL da amostra no cromatdgrafo operando
com Split ratio de 27,0. O gas hélio (gas carreador) teve o seu fluxo mantido a uma taxa
constante de 1,7 mL min™. O programa de aquecimento do forno foi iniciado a 100 °C e a
temperatura foi elevada a uma taxa de 30 °C min™ até 250 °C e, depois, a 15 °C min™' com um
patamar a 290 °C durante 6,6 min. O detector EM foi interfaciado ao CG a uma temperatura
de 300 °C, o qual foi autossincronizado usando perflurotributilamina (PFTBA, padrdao de
calibracio). A ionizacdo molecular foi alcangcada pelo método de impacto de elétrons (IE),
usando uma corrente de emissao de 70 eV.

Partindo da molécula do DIM e baseando-se nos dados dos espectros de massa
obtidos, realizou-se a identificacdo dos produtos da eletrdlise para cada substrato eletrodico,

propondo mecanismos quimicos e eletroquimicos de produ¢do dos mesmos.
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IV. RESULTADOS E DISCUSSAO

IV.1 Voltametria Ciclica

IV.1.1 Avaliacao da eletroatividade, carater adsortivo e mecanismo de transporte de
massa do DIM

A técnica de voltametria ciclica (VC) foi empregada como técnica exploratdria para
avaliar a eletroatividade do DIM, ou seja, se ele pode ser oxidado ou reduzido na superficie
do eletrodo de trabalho. Para avaliar o comportamento eletroquimico da molécula de DIM
sobre a superficie do EDDB foi realizado um experimento na faixa de -0,90 a 1,60 V com
velocidade de 50 mV s™, observando-se apenas um processo em torno de 1,29 V (E vs.
Ag/AgCl/CI (ki satp)- Restringindo o intervalo de potencial para a faixa de 0,55 a 1,55 V,
realizou-se varreduras de potencial por dez ciclos consecutivos, a fim de observar o caréter

adsortivo da molécula. Os resultados desse estudo podem ser observados na Figura 4.

Figura 4 - Voltamogramas ciclicos de DIM 3,44x10” mol L' em meio de tampdo BR pH 3 sobre EDDB com
velocidade de varredura de 50 mV s™.

e f Ciclo
44 —f Ciclo
# Ciclo
3| —4&Ciclo
i & Ciclo
$ ., —"Ciclo
(-

E/V

A partir dos resultados obtidos, pode-se perceber um decréscimo na corrente de pico
(Ip) com o avango dos ciclos de varredura de potencial, havendo uma redugdo de
aproximadamente 40% na corrente pico do primeiro para o segundo ciclo. Esse
comportamento pode ser associado a adsor¢do do produto da reacdo na superficie eletrddica,
diminuindo, assim, a drea ativa do eletrodo e impossibilitando posterior oxidacdo de

moléculas do DIM. Observando o comportamento voltamétrico, também, ja se pode inferir

I |
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que o processo eletroquimico de oxidacdo do DIM ndo € reversivel, pois ndo apresenta
processo eletroquimico na varredura reversa de potencial bem definido, como o apresentado
na varredura direta.

Para avaliar o mecanismo de transporte de massa da molécula procedeu-se a avaliacao
da influéncia da velocidade de varredura de potencial (v) no comportamento eletroquimico do

DIM. Os perfis voltamétricos resultantes podem ser vistos na Figura 5.

Figura 5 - Voltamogramas ciclicos para DIM 3,44x10” mol L' sobre EDDB em meio de tampéo BR pH 3 em
diferentes velocidades de varredura.
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100 mV's™

|

Partindo das informacdes obtidas nesse estudo, pode-se estabelecer a dependéncia da

corrente e do potencial de pico com v, com os resultados estando ilustrados na Figura 6.

Figura 6 - Dependéncia do A) logaritmo da corrente de pico e do B) potencial de pico com o logaritmo da
velocidade de varredura de potencial para a oxidacdo do DIM 3,44x107 mol L sobre EDDB em meio de
tampdo BR pH 3.
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A relac@o entre logaritmo da corrente de pico e o logaritmo da velocidade de varredura
apresentou comportamento linear, com coeficiente de correlacdo linear (r*) de 0,9995,

apresentando equagao:
log(I,/ pA) = 0,5183(20,0352) + 0,4778(20,0045)log(v / V s™) (1)

Com base nos critérios de diagnéstico da VC, quando log(I,) vs. log(v) apresenta
relacdo linear com coeficiente angular préximo de 0,5, o processo € controlado por difusio
[28]. Assim, conclui-se que o DIM tem processo eletroquimico controlado por transporte de
massa.

A dependéncia do potencial de pico com o logaritmo da velocidade de varredura
apresentou comportamento linear, para o dominio de v de 10 a 50 mV s'l, = 0,9996,

apresentando equagao:
Ey(V) = 1,303(£0,2432) + 0,0356(+0,00143) log(v/ V s (2)

Observa-se que o E, apresentou deslocamento para valores mais positivos com o
aumento da velocidade de varredura, o que ratifica o comportamento de sistemas que nao sao

reversiveis [28].
IV.2 Voltametria de Onda Quadrada
1V.2.1 Efeito do pH do meio

O comportamento eletroquimico de moléculas organicas pode ser afetado pelo pH do
eletrélito de suporte, afetando a corrente e o potencial de pico do processo redox. Por esse
motivo, a avaliagdo do efeito do pH € de relevante importancia. Esse efeito na reacdo de
oxidacdo eletroquimica do DIM foi estudado em triplicata na faixa de pH de 2 a 10 em
tampao BR, utilizando a técnica de VOQ no intervalo de 0,55 V a 1,55 V, com frequéncia de
aplicacdo de pulsos de potencial (f) de 100 s, amplitude dos pulsos de potencial (a) de 50mV
e incremento de potencial (AE;) de 2 mV. O comportamento da corrente e do potencial de

pico como o pH pode ser visto na Figura 7.
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Figura 7 - Comportamento das correntes e dos potenciais de pico para DIM 3,44x10” mol L' sobre EDDB
em fungdo do pH, em meio de tampdo BR, empregando f = 100 sLa=50mVeAE,=2mV.
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Nio se constata comportamento linear da I, nem do E, com o pH. Os valores mais
intensos de I, foram observados em pH 3, diminuindo gradativamente com o seu aumento.
Observa-se que os valores de E, sdo pouco influenciados pela variagdao do pH (menos que 20
mV por unidade de pH ) havendo apenas pequeno deslocamento para valores mais negativos
com a diminuicdo da concentragdo hidrogenidnica, evidenciando que a protonacdo da
molécula do DIM nio € a etapa determinante do mecanismo de oxidacao [28]. Deste modo, o
pH 3 foi selecionado como condicdo otimizada nos experimentos subsequentes, ji que

apresentou maior intensidade de sinal.

1V.2.2 Efeito do eletrélito de suporte

Como a caracteristica do eletrdlito de suporte afeta diretamente o coeficiente de
atividade e o nimero de transporte da espécie eletroativa, a espessura da dupla camada
elétrica, a viscosidade e condutividade da solugdo e a cinética dos processos eletrodicos [29],
€ necessdrio avaliar o efeito desse parametro na resposta eletroquimica do sistema em estudo.
Partindo do pH otimizado, pH 3, foram realizadas anélises em uma solucdo de DIM 3,44x10'5
mol L'l, utilizando a técnica de VOQ com f'= 100 s'l, a=50mV e AE; =2 mV em diferentes
solugdes tampdo em pH 3. O comportamento eletroquimico que se obteve pode ser visto na

Figura 8.
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Figura 8 - Comportamento eletroquimico de DIM 3,34x10” mol L' sobre EDDB em fungdo do eletrolito de
suporte, em pH 3, empregando VOQ com f = 100 s, a=50mVeAE,=2mV.

5 Tampdes - pH 3
—BR
41 — Acetato
Citrato

a 3 —— Fosfato

~ .

- / Mcllvaine
2 4

0 T T T T T
1,1 1,2 1,3 1,4 1,5 1,6 1,7

E/V

Avaliando o comportamento eletroquimico do DIM em funcido do eletrdlito de
suporte, pode-se concluir que em tampao BR o processo eletroquimico apresenta maior I, e
menor largura de meia altura (AE,»), implicando em maior sensibilidade e seletividade,
respectivamente, quando comparado com o comportamento em tampdo acetato, citrato,
fosfato e Mcllvaine. Com base nisso, escolheu-se o tampdao BR com pH 3 como eletrélito de
suporte otimizado, ja4 que, dentre os estudados, ele promove uma maior intensidade do sinal
eletroquimico e seletividade para o DIM. Nos experimentos que seguem, esse tampao serd

utilizado como eletrélito de suporte.

IV.2.3. Estudo dos parametros da Voltametria de Onda Quadrada

No processo de desenvolvimento de uma metodologia eletroanalitica empregando a
técnica de VOQ, deve-se realizar, inicialmente, o estudo dos seus parametros (componentes
de corrente, f, a e AE;) a fim de se obter as condi¢cdes otimizadas da técnica, ou seja, o
conjunto de valores dos parametros que promove sinal analitico da corrente de pico com
maior intensidade e perfis voltamétricos bem definidos. Com base nesses pardmetros, também
€ possivel determinar o grau de reversibilidade do processo e nimeros de elétrons e prétons

envolvidos na etapa determinante de transferéncia de carga.
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1V.2.3.1 Estudo das componentes de corrente

O sinal eletroquimico obtido pela técnica de VOQ é composto por trés componentes
de corrente, direta (I3), a reversa (I;) e a resultante (I). A tdltima € o resultado da diferenca
entre I e I, a qual é geralmente utilizada nos estudos eletroanaliticos. O elevado ganho dessa
técnica € a minimizagdo da corrente residual (corrente capacitiva) e o incremento da corrente
faradaica, ja4 que a corrente resultante, em geral, € mais intensa que as componentes direta e
reversa. A avaliagdo dessas componentes serve de auxilio para caracterizar o processo
eletroquimico estudado como reversivel, quasi-reversivel e irreversivel. Para os processos
eletroquimicos reversiveis, as componentes de I4 e de I; apresentam intensidades similares. Ja
para os totalmente irreversiveis, a componente I; € praticamente nula [15,28,30].

Com a utilizagdo dos parametros otimizados, o perfil das componentes de corrente da

VOQ na eletrooxidacdo do DIM na superficie do EDDB pode ser visto na Figura 9.

Figura 9 - Componentes de corrente do voltamograma de onda quadrada de DIM 2,09x10” mol L' em meio
de tampdo BR pH 3, sobre EDDB, com f=100s", AE;=2mV e a = 50 mV.
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Observando o perfil das componentes de corrente da VOQ mostrado na Figura 9,
pode-se perceber que o comportamento desse processo eletroquimico, nas condi¢des
estudadas, € caracteristico de sistemas quasi-reversiveis, j4 que a componente I; ndo é nula,

mas apresenta intensidade 50% menor que a da componente Iy, aproximadamente.
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IV.2.3.2 Estudo da frequéncia de aplicacao dos pulsos de potencial

Em geral, o aumento de f promove o aumento da intensidade da corrente de pico,
sendo um dos artificios utilizados para se obter um incremento na razao sinal / concentracao
de espécies eletroativas [28,30]. Para tal estudo, a amplitude dos pulsos de potencial e o
incremento de potencial foram mantidos constantes, e a frequéncia foi variada, em triplicata,
no intervalo de 10 a 100 s™, ja que a partir de 100 s™ h4 distor¢do do perfil voltamétrico. A

Figura 10 apresenta o comportamento da I, e do E, com a variacdo da frequéncia.

Figura 10 - Comportamento do potencial de pico versus o logaritmo da frequéncia (O) e da corrente de pico
versus frequéncia (0), para a eletrooxidacdo de DIM 2,09x10” mol L sobre EDDB, em meio de tampio BR pH
3, empregando a = 50 mV e AE; = 2 mV.
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Analisando o comportamento de I, com a frequéncia, pode-se perceber a presencga de
um méximo em 30 s, podendo-se estabelecer esse valor de frequéncia como otimizada.
Observa-se que, com o aumento da frequéncia, o valor do potencial de pico € deslocado para
valores mais positivos, atingindo um patamar em 70 s™'. Existe um comportamento linear do

E, com o log f, com 1’ =0,9982, cuja equagao é:
E,/V =121 (+0,002) + 0,0395(+0,00123) log [f/s] 3)

Para sistemas irreversiveis, um comportamento linear de E, com o log f pode ser
correlacionado ao numero de elétrons e ao coeficiente de transferéncia de carga pela relagdo:

d0Ep 0,059V 4
dlogf T an

21




LUCAS, F.WILLIAN S. IV. RESULTADOS E DISCUSSAO

em que a € o coeficiente de transferéncia de carga e n o nimero de elétrons evolvidos na etapa
determinante da reacgdo, a 25°C [28,30].

Aplicando grosseiramente o valor do coeficiente angular da equacdo 3 na equagdo 4
(ja que o processo do DIM nido € irreversivel, sim quasi-reversivel), chega-se ao valor de on =
1,49, o que pode ser associado a um coeficiente de transferéncia de carga igual a 0,74 e dois
elétrons (n = 2) envolvidos na oxidacdo do DIM. Esse valor de nimero de elétrons envolvidos
na etapa determinante da reacdo, mesmo que aproximado de um sistema irreversivel, serd util

para direcionar a proposta mecanistica.

1V.2.3.3 Estudo da amplitude dos pulsos de potencial

Avaliando a relag@o entre a razdo I,/ AE,; e a amplitude (a), pode-se escolher o valor
otimizado desse parametro, que implique em melhor sensibilidade e resolucdo analitica [30].
No presente estudo foi empregada uma variacdo de amplitude na faixa de 5 a 60 mV, ja que a
partir de 60 mV h4 distor¢do do perfil voltamétrico. Os outros pardmetros voltamétricos
foram mantidos constantes, f= 100 ste AE, =2 mV.

A Figura 11 ilustra o comportamento de I, I,/ AE,» e E, em func¢io da amplitude do

pulso de potencial.

Figura 11 - A) Dependéncia da corrente de pico (O) e da razdo entre corrente de pico e largura de meia altura
(O) e B) do potencial de pico com a amplitude de pulso para DIM 2,09x107 mol L' sobre EDDB, em meio de
tampdo BR pH 3, empregando f = 100 s e AE; = 2 mV.
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Na Figura 11A, observou-se um comportamento ndo linear de I, e da razdo I,/ AE,

com a frequéncia, apresentando méaximo em 50 mV, sendo esse o valor escolhido para a
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amplitude otimizada. Pela Figura 11B, constatou-se, também, que o E, ndo apresenta
dependéncia com a amplitude, permanecendo quase constante até 50 mV. A assimetria do
valor do E, para a = 60 mV, em relacdo aos perfis obtidos para menores amplitudes, pode
advir do aumento da distor¢do do perfil voltamétrico que se inicia nessa regido e se agrava

com o aumento da amplitude.

1V.2.3.4 Estudo do incremento de potencial

O incremento de potencial juntamente com a frequéncia fornecem a velocidade de
varredura na VOQ. A velocidade ¢ dada pelo produto da frequéncia pelo incremento (v = f
AEy). A intensidade da corrente de pico € proporcional a velocidade de varredura de potencial,
o aumento no AE; pode contribuir positivamente para a sensibilidade do método. Esse estudo
foi realizado no intervalo de 2 a 10 mV, com os resultados obtidos podendo ser visualizados

na Figura 12.

Figura 12 - Relacdo entre corrente de pico e incremento de potencial obtida a partir dos voltamogramas de
onda quadrada de DIM 2,09x10” mol L em meio de tampédo BR pH 3 sobre EDDB com = 100 s ¢ a = 50
mV.
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Na Figura 12 pode-se observar que os incrementos de 2 mV e 4 mV apresentam
maiores intensidades de corrente de pico, implicando em maior sensibilidade analitica. Como
no incremento de potencial de 4 mV existe uma maior variacdo na corrente de pico (erro
estatistico), escolheu-se o incremento de 2 mV como o valor otimizado, ji que também & o

incremento padrdo para experimentos de VOQ.
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Com base nos estudos dos parametros da VOQ, pode-se constatar que os valores
otimizados sdo: f=30s", a = 50 mV e AE, = 2 mV. A velocidade de varredura de potencial,
obtido a partir desses parimetros, é de 60 mV s o que estd de acordo como a velocidade
limite em que o processo eletroquimico ocorre sob controle difusional, determinado
anteriormente por VC. A falta de critérios de diagndstico eletroquimicos para avaliacdo da
quantidade de elétrons e prétons envolvidos no processo oxidativo guasi-reversivel do DIM,
aliada a presenca de vdrios sitios de possivel oxidacdo na molécula, impossibilitou a
proposicao mecanistica baseada apenas nos estudos eletroquimicos, sendo necessdria a

utilizacdo de técnicas auxiliares para essa proposta.
IV.3 Construcio da curva analitica

Utilizando-se das melhores condicdes experimentais de pH, eletrdlito de suporte e
parametros da VOQ, foram construidas curvas analiticas, em triplicata, a partir da correlagdo
entre corrente de pico e concentragdo do DIM ([DIM]). A linearidade entre corrente de pico e
[DIM] se estendeu de 4,57x10"6 a 3,78x10’4 mol L. Os perfis voltamétricos podem ser vistos

na Figura 13A.

Figura 13 - A) Voltamogramas de onda quadrada e B) curva analitica com as barras de erro (n=3) para DIM
em meio de tampdo BR pH 3 sobre EDDB com concentragdes variando de 4,57)610'6 a 4,91)510'4 mol L. Os
pardametros da VOQ utilizados foram: f= 30 s, a = 50 mV e AE,= 2 mV.
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A equagdo da reta da curva de calibragdo é dada por:

I,/ A=-1,11x107 (6,90x10°®) + 0,19(x7,21x10™*)[DIM /mol L] (5)
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Essa equacgdo foi obtida pelo método dos minimos quadrados [31], cujo coeficiente de
correlacdo linear foi de 0,9998 e os valores dos coeficientes linear e angular sdao dados pela
média das triplicatas, com confianca de 95%.

Os valores de limite de detec¢do (LD) e limite de quantificacdo (LQ) podem ser
calculados a partir das curvas analiticas. As relacdes matemadticas empregadas para o calculo

do LD e LQ podem ser vistas a seguir [31-34]:

_10xS, 10xLD

L
Q b 3

6)e (7

em que Sy € o desvio padrdo da média de dez medidas do branco, tomadas no potencial
equivalente aquele do pico de oxidacdo do DIM e b € a inclinacdo da curva analitica média.
Para avaliar a precisdo da metodologia eletroanalitica em desenvolvimento, foram
realizados ensaios de repetibilidade, envolvendo dez medidas em um mesmo dia, e de
reprodutibilidade, envolvendo cinco medidas em dias diferentes, com solugdes de DIM
3,34x10” mol L. Uma forma de estimar a precisdo do procedimento é utilizando o desvio
padrdo relativo (DPR) dos valores das correntes de pico. A Tabela 2 apresenta as figuras

analiticas de mérito obtidas pela metodologia proposta e pelo procedimento descrito.

Tabela 2 - Figuras de mérito para a determinagcdo de DIM sobre EDDB empregando Voltametria de Onda
Quadrada (VOQ) em meio de tampdo BR pH 3.

Parametro Valor
Regido linear 4,57x10° a 3,78x10" mol L' (1,77 a 146,66 mg L™
Equacdodacurva (n=3) | I,/ A=-1,11x107(£6,90x10") + 0,188 (£7,21x107)[DIM / mol L""]
r* 0,9997
Se 0,0195 pA
LD (mol L™ 3,11x107 (0,121 mg L™
LQ (mol L™ 1,04x10°(0,403 mg L™)
DPR (repetibilidade) 0,13% (n =10)
DPR (reprodutibilidade) 0,92% (n =5)

Os valores de LD = 3,11x10" mol L™ (0,121 mg L") e LQ = 1,04x10° mol L™ (0,403
mg L") foram compardveis ao obtidos por outros autores empregando espectrofluorimetria
(LQ = 12,4 mg L") [35], CG-EM (LQ = 0,1 mg L) [27]. A repetibilidade apresentou DPR =
0,13% (n = 10) e a reprodutibilidade DPR = 0,92% (n = 5). Esses dados comprovam que o

método proposto pode ser convenientemente aplicado na andlise desse fungicida em
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diferentes amostras de matriz complexa, tais como alimentos naturais e processados, ja que
trata-se de uma metodologia mais rdpida, que demanda menor capacitacdo técnica, de menor
custo por anélise, além de ser simples e eficiente.

Como o intercepto da equagdo da curva analitica apresentou um valor diferente de
zero, € necessario determinar, pelo teste de significancia, se o valor de intercepto é
estatisticamente zero e, assim, atribuindo essa diferenga a erros aleatérios (ou randéomicos). A

equacdo do teste de significancia pode ser vista a seguir [31]:
— Vn
t=( - W, 8)

sendo X a média das amostras, p o valor considerado como verdadeiro, s o desvio padrdo da
média e n o nimero de determinagdes.

O valor de t calculado foi comparado com t critico para um nivel de 95% de confianga.
O valor de t calculado foi de 2,79, sendo esse valor menor que o valor de t critico, que é de
4,30 [31], indicando que ndo houve diferenca estatistica entre o valor médio do intercepto e o

valor zero, a um nivel de confianga de 95%.
IV. 4 Estudo de interferente

O Mancozebe (MZB) € um dos componentes mais comum em coformulagoes de DIM,
existem relatos de sua persisténcia em diversas culturas nas quais foi aplicado, incluindo
alimentos processados provenientes dessas (como sucos, 6leos e vinhos) [36]. No Brasil, o
MZ/B pode ser utilizado em aplicagdo foliar em todas as culturas permitidas para o DIM,
assim como nas culturas de banana, café, manga e em muitas outras [37]. Devido a essas
caracteristicas, 0 MZB é um potencial interferente na determinagdo eletroanalitica do DIM.
Primeiramente, avaliou-se o cardter eletroativo do MZB sob as mesma condi¢des de estudo
realizado para o DIM, descrito no item IV.1.1, constatando-se que, nessa condi¢des, 0 MZB
ndo era eletroativo. Posteriormente, a interferéncia foi estudada a partir da andlise da variagdo
na resposta eletroquimica do DIM, a uma concentra¢io de 3,33 mg L (8,58x10° mol L™),
mediante a adicio de MZB nas concentracdes de 4,16; 5,99 e 21,84 mg L. A concentracio
de 21,84 mg L' refere-se a uma suspensdo de MZB, afim de avaliar a possibilidade de
determinag¢do de DIM nas formulagdes comerciais. A resposta percentual de interferéncia (I,

oM +MmzB] / Ip (pivy) pode ser vista no histograma mostrado na Figura 14.
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Figura 14 - Relac@o percentual do sinal de corrente, I (%), para o DIM na auséncia e na presenga do
interferente, MZB, em meio de tampdo BR pH 3 sobre EDDB com f= 305", a = 50 mV e AE;= 2 mV.
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Como pode ser visto na Figura 14, o MZB exerce pouca influéncia na resposta
eletroquimica do DIM, ndo apresentando processo eletroquimico na regido daquele observado
para o DIM nem competindo pelos sitios ativos da superficie de trabalho, j4 que o sinal de
corrente relativa a presenca do MZB em relacdo a auséncia € menor que 110%I, indicando que

o método € seletivo para determinacdo de DIM na presenca de MZB.
IV.5 Estudos de recuperacio de DIM em eletrélito de suporte

A avaliagdo da eficiéncia da metodologia proposta foi realizada pelo teste de
recuperacdo em eletrélito de suporte, empregando o método da adi¢do de padrdo. O valor da
recuperacgao foi calculado por meio da utilizagdo da equacdo 9, ja a exatidao do método pode
ser relacionado estatisticamente ao parametro %BIAS, o qual pode ser calculado a partir da

equacgdo 10 [31,33,34]:

R = [DIM]encontrada x100 (9)
[DIM ]

adicionada

%BIAS = (Y_—X())xloo (10)

0

em que X € o valor médio das concentragdes recuperadas e Xj é o valor de concentragdo

adicionada.
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Os estudos de recuperagdo foram realizados em tampao BR pH 3, com adicao de DIM
10,6x10° mol L™, sendo a curva de recuperagdo obtida pela consecutiva adicao de padrdes
resultando em concentracoes de 7,07)61()'6 mol L' a 27,8x10'6 mol L.

A Figura 15 apresenta os voltamogramas de onda quadrada e a curva de recuperacio

para DIM em eletrdlito de suporte.

Figura 15 - A) Voltamogramas de onda quadrada obtidos no estudo de recuperacdo de DIM em meio de
tampdo BR pH 3 sobre EDDB com f = 30 s, a = 50 mV e AE, = 2 mV. Insercdo: Relagdo entre corrente de
pico e concentragdo de DIM para curva de recuperagdo.
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A equagdo da reta da curva de recuperacdo, obtida pelo método dos minimos

quadrados [31] e cujo coeficiente de correlacdo linear foi de 0,9998, é dada por:

I,/ A=123x10°%4,80 x10®) + 0,13(x4,0 x10™*)[DIM /mol L] (11)
Os valores dos coeficientes linear e angular sdo dados pela média das triplicatas, com

confianga de 95%. Com base nos dados obtidos em cada replicata, podem-se obter os valores

de recuperagdo em eletrélito de suporte, os quais estdo organizados na Tabela 3.

Tabela 3 - Resultados de recuperacdo para DIM sobre EDDB em tampdo BR pH 3.

Replicata [Dllz/[g%lldlifitinada [Dlx(])el:nﬁ)_ritrada RCCUI:;;I'&(;&O
1 10,31x10° 97.52
2 10,57x10° 10.19x10° 96.45
3 10,33x10°° 97.78

[\
o)



LUCAS, F.WILLIAN S. IV. RESULTADOS E DISCUSSAO

A recuperacdo encontrada para a metodologia proposta foi de 97,25 + 0,70%, com
confianca de 95% e BIAS de 2,74 %. Pode-se constatar que as espécies iOnicas presentes na
solu¢do de tampao BR nio interferem na exatiddo e na precisdo da metodologia, ja que os
percentuais de recuperacdo obtidos estdo proximos a 100%. Esse valor de recuperacio estd

dentro da faixa aceitdvel para metodologias analiticas, de 70% a 120% [32-34].
IV.6 Determinacao de Dimetomorfe em uva in natura e vinho tinto

A massa média de uva in natura utilizada foi de 21,0 g e a pré-concentracdo das
amostras de vinho tinto resultaram em uma massa média de 10,8 g, sendo apenas 10,0 g
(proporcionais a 92,6 g da amostra original, ndo concentrada) adicionadas ao tubo de Falcon®.
Constatando-se que o teor de DIM nas amostras naturais estava abaixo do limite de deteccao
do procedimento, as matrizes iniciais foram contaminadas com 1,92 mg (4,95x10'6 mol) de
DIM por kilograma da matriz, j4 que o LMR para esse pesticida em uva é de 2 mg kg™ [24].

Apos extragdo, a quantidade de analito nos experimentos com vinho foi,
aproximadamente, 5 (cinco) vezes maior que na uva, devido a diferenca na massa utilizada
das amostras. Na Figura 16, podem ser observados os voltamogramas de onda quadrada e as

curvas de recuperacio para DIM nas amostras analisadas.

Figura 16 - Voltamogramas de onda quadrada obtidos no estudo de recuperacdo de DIM em amostras de (A)
uva in natura e (B) vinho tinto em meio de tampdo BR pH 3 sobre EDDB com f=30s", a = 50 mV e AE, = 2
mV. Insercdo: Relacdo entre corrente de pico e concentracdo de DIM para as curvas de recuperacdo.
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As equacgOes das curvas de recuperacdo, médias de triplicatas, para a uva in natura e

vinho tinto, as quais foram obtidas pelo mesmo procedimento ja descrito anteriormente e

I |
1 29 |
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cujos coeficientes de correlacdo linear foram de 0,9993 e 0,9996, sdo representadas,

respectivamente, por:
I,/ A =1,73x10°(%5,58x10"%) + 0,17(x0,010) [DIM / mol L] (12)

I,/ A =6,14 x10°(%3,00x107) + 0,12(x0,003) [DIM / mol L] (13)

Tabela 4 - Resultados de recuperagdo para DIM em uva in natura e vinho tinto em meio de tampdo BR pH 3
como eletrdlito de suporte.

Parametro Uva ‘ Vinho

[DIM gicionads/ mg kg™ 1,92
Recuperacao (%) 101,0 105,1
DPR (%) 4,86 4,35
BIAS (%) 1,08 5,18

As recuperacdes encontradas para as amostras de uva in natura e vinho tinto foram de
101,0£12,1% e 105,1£10,8% com confianca de 95%, respectivamente, e BIAS < 6%,
podendo-se concluir que a metodologia proposta pode ser aplicada na determinagcdo de DIM
nas matrizes analisadas, servido como método de controle de qualidade, j4 que as
recuperagdes estdo na faixa aceitdvel para metodologias analiticas, de 70% a 120% [32-34], e
as recuperacOes estdo abaixo do LMR. Devido a auséncia de LMR de DIM em vinhos,

considerou-se o LMR preconizado para uva como alvo para ambas as amostras.

IV. 7 Estudo mecanistico

Nos estudos apresentados, pode-se concluir que os parametros eletroquimicos ndo sao
conclusivos para uma proposicdo mecanistica. Além disso, a presenca de diversos sitios na
molécula passiveis de oxidacdo e o potencial de oxidacdo experimental ser suficientemente
alto dificultam ao extremo a elucidagdo desse mecanismo, sendo necessdria a utilizacdo de
técnicas auxiliares. Com base nisso, foram empregados estudos quimico-computacionais e a
técnica da eletrélise exaustiva a potencial constante seguida de andlises cromatograficas para

elucidacdo do mecanismo eletrooxidativo do DIM.
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IV.7.1 Estudo quimico-computacional

Alguns estudos tedricos e experimentais mostram a eficiéncia dos cdlculos
computacionais no entendimento de mecanismos eletroquimicos de alguns compostos
organicos [38—40]. Baseado nisso, utilizando o programa DMOL?, procedeu-se a
geometrizacao da molécula do DIM (como o pH de estudo foi 3 e o pKa do DIM € 1,3 [19], o
DIM estava na forma neutra), o cdlculo dos HOMO e das cargas de Miilliken dos dtomos. A
distribui¢do dos HOMO e as cargas de Miilliken podem ser vistas nas Figuras 17A e 17B e na
Tabela 5.

Figura 17 - Distribuicdo dos orbitais ocupados de mais alta energia da molécula de DIM. A) Isémero E B)
isomero Z. Carbono (esfera cinza), hidrogénio (esfera banca), oxigénio (esfera vermelha), nitrogénio (esfera
azul), cloro (esfera verde) e nuvem eletronica do HOMO (azul e amarela). As setas apontam as regides de
predomindncia do HOMO; regido da dupla ligacdo ndo aromdtica (vermelha), regido do anel aromdtico
trissubstituido (preta) e regido da metoxila (verde).

Tabela 5 - Cargas de Miilliken dos dtomos dos isomeros E e Z do DIM com numeragdo referente a Figura 1.

Atomo Cargas de Atomo Cargas de Atomo Cargas de
Miilliken (E/Z) Miilliken (E/Z) Miilliken (E/Z)
c@ 0,099/ 0,102 C(8 -0,235/-0,237 C15) -0,221/-0,221
C@®2 -0,376/-0,376 c@H -0,248 / -0,248 C (16) -0,198 /-0,196
CcC@3 0,480/ 0,480 C 10 -0,356/-0,349 c@an 0,100 /0,099
C@4 0,075/ 0,075 c@ayn 0,323/0,317 C18) -0,199 /-0,196
C (5 0,088/ 0,086 Ca2 -0,255/-0,256 C@19 -0,224/-0,228
C (6) -0,099/-0,105 Cc@a3 0,310/0,308 C (20) -0,313/-0,337

C () -0,099/-0,118 C(14) -0,293/-0,293 C (21 -0,309 /-0,309
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Observando a Figura 17, que apresenta a distribuicdo dos orbitais ocupados de mais
alta energia, orbitais que vao ceder elétrons na oxidacdo da molécula, pode-se perceber que
estdo distribuidos mais predominantemente no anel aromatico trissubstituido (setas pretas),
nas metoxilas (setas verdes) e na dupla ligagdo ndo aromadtica (setas vermelhas), em ambas as
estruturas isoméricas, sendo esses 0s possiveis sitios onde se iniciard a oxidacdo da molécula
de DIM. Com base nas cargas de Miilliken (Tabela 5), pode-se concluir que o sitio mais
provdvel de oxidacdo é a dupla ligacdo, j4 que um dos carbonos (C-2) possui carga de

Miilliken mais negativa.

IV.7.2 Eletrolise exaustiva de DIM a potencial constante seguida de analises

cromatograficas

Como j& mencionado, além do EDDB, foram utilizados ECV e ADE de
Ti/Tip7Rup 30, para a realizacdo das eletrélises exaustivas a potencial constante do DIM, afim
de, a partir da identificacio dos produtos das eletrolise por CG/EM, fazer proposi¢oes
mecanisticas. ECV e ADE serdo utilizados para estudar o efeito do substrato eletrédico nos
mecanismos eletrooxidativos do DIM nas condi¢cdes estudadas. Foi utilizado o
HC104/NaClO4 pH 3, como eletrélito de suporte, devido a sua inércia a formacao de espécies
oxidantes, evitando que o DIM seja oxidado indiretamente. Antes de realizar as eletrolises
exaustivas, foi necessario estudar a eletroatividade do DIM nessas novas superficies, com a
finalidade de identificar em qual potencial de eletrodo ocorre a oxidagdo do DIM. Os pertis
voltamétricos do DIM, obtidos pela técnica de VC e utilizando como eletrodo de trabalho

ECV e ADE, podem ser vistos na Figura 18.

Figura 18 - Voltamogramas ciclico para DIM em meio de tampdo BR pH 3 com velocidade de varredura de 50
mV s sobre A) ECV e B) ADE. Linhas tracejadas para o branco e cheias para [DIM] = 1,16x107 mol L™.
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Observando o perfil dos voltamogramas ciclicos apresentados na Figura 18, pode-se
constatar que a oxidagdo eletroquimica do DIM sobre a superficie do ECV ocorre em torno de
1,28 V vs. Ag/AgCl/CI kci sat.), similar ao observado anteriormente para o EDDB na Figura 4.
O que ja era esperado, ja que sdo estruturas alotrépicas de carbono, ou seja, t€ém constitui¢do
quimica similar. J4 sobre a superficie do ADE, esse processo acontece em torno de 1,45 V. O
deslocamento do potencial de oxidacdo do DIM para maiores valores, em relacdo aos
eletrodos estudados, pode ser relacionado a menor condutividade do eletrodo recoberto por
6xidos, o que dificulta a transferéncia de carga entre a espécie eletroativa e a superficie
eletrédica. Observa-se, também, que a corrente residual no ADE € quase 10 vezes maior que
no ECV, mesmo eles possuindo drea geométrica similar. Associa-se esse fendmeno a elevada
rugosidade do ADE frente ao ECV, implicando em maior area ativa € aumento da corrente
capacitiva.

Nos procedimentos eletroliticos realizados com EDDB e ECV foi aplicado o potencial
de 1,28 V durante 5 e 3 horas, respectivamente. Para a eletrélise sobre o ADE foi aplicado o
potencial de 1,45 V durante 3 horas. Durantes esses periodos, os sistemas foram mantidos em
constante agitacdo e desaeracao pelo borbulhamento de nitrogénio.

Ap6s as eletrolises, observou-se a presenga de um composto de cor amarela adsorvido
na superficie da célula eletroquimica, o qual foi dissolvido em acetonitrila e analisado
separadamente. Para cada eletrdlise foi realizada uma andlise cromatogréfica do branco (DIM
+ eletrdlito de suporte), do composto insolivel e da solucdo aquosa. A identificagdo dos
compostos separados cromatograficamente foi realizada com base na fragmentacao oxidativa
da molécula de DIM e observando o pico do ion molecular, bem como suas respectivas
fragmentacdes nos espectros de massa. A andlise dos espectros possibilitou, também, a
identificacdo de quais picos cromatograficos que eram provenientes da eletrooxidagdo ndo
seletiva do DIM, de impurezas do reagente e do eletrdlito, além de derivados de siloxano
provenientes da coluna, observados nos cromatogramas como picos de menor intensidade.

Na Figura 19 estdo apresentados os cromatogramas, obtidos pela técnica de CG/EM, a
partir das eletrdlises sobre ECV, ADE e EDDB.

Na Tabela 6 estdo organizados os compostos identificados pelas informagdes extraidas
dos espectros de massa, bem como os respectivos valores de tempo de retencdo e do ion
molecular. Os espectros de massa e os mecanismos de fragmentagdo podem ser vistos no

APENDICE 1.
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Figura 19 - Cromatogramas obtidos por CG/EM para os estudos de eletrdlise exaustiva do DIM sobre as
superficies de A) ECV, B) ADE ¢ C) EDDB.
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A N T | | A
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Tabela 6 - Identificacdo dos compostos observados nos cromatogramas da Figura 19 seguido dos tempos
de retengdo e do valor do ion molecular

Estrutura Tempo de retencao Pico do ion
(min.) molecular (m/z)
(0]
I
I ~o l Cl 6,24 276
O\

(4-clorofenil)(3,4-dimetoxifenil)metanona

DIM 387

- E - 10,01

/
(0)
< o
/ N o Z-9,72
\__/
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Com base no composto identificado como o produto majoritario da eletrélise do DIM
(pico I) sobre as diferentes superficies e levando em consideracdo o possivel sitio de oxidacao
determinado pelos cdlculos quimico-computacionais, a estimativa do nimero de elétrons
envolvidos, determinada por VOQ, estd de acordo com o observado por outros pesquisadores,
os quais reportaram clivagens eletroquimicas de duplas ligacdes olefinicas em potencias
bastante positivos e envolvendo a retirada de dois elétrons [41-44], similar ao observado
nesse estudo. Nao foi identificada a presenca do fragmento morfolinico nos estudos
cromatograficos, possivelmente, ele tenha permanecido diluido na fase aquosa, por se tratar
de um fragmento polar, ficando a baixo do limite de detec¢dao. Assim, a proposi¢do
mecanistica resumida pode ser conferida na Figura 20. O mecanismo de reacdo mais

detalhado esté disposto no APENDICE 1II.

Figura 20 - Esquema da reagdo da eletrooxidacdo do Dimetomorfe.
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Com base no exposto, pode-se verificar que a oxidacdo do DIM em diferentes
superficies ocorre de forma similar, inferindo que a natureza do substrato ndo interfere no

mecanismo global dessa reagdo.
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V. CONCLUSOES

Com base nos resultados apresentados e discussdes realizadas, pode-se concluir que o
processo eletroquimico do DIM sobre EDDB € controlado por difusdo e apresenta
comportamento quasi-reversivel. As otimizacOes experimentais, instrumentais € os ensaios
realizados resultaram na validacdo da metodologia eletroanalitica para determinacdo e
quantificacdo desse pesticida utilizando a técnica de voltametria de onda quadrada,
apresentando faixa linear de 4,57)610"6 a 3,78x10"4 mol L (1,77 a 146,66 mg L'l), limite de
deteccdo de 3,11x107 mol L™ (0,121 mg L"), limite de quantificacdo de 1,04x10° mol L™
(0,403 mg L'l), repetibilidade de 0,13% (n = 10) e reprodutibilidade de 0,92% (n = 5). Os
estudos de recuperacdo em eletrélito de suporte indicaram que as espécies i0nicas presentes
na solucdo de tampao BR ndo interferem na exatiddo e na precisdo da metodologia,
apresentando recuperagdo de 97,25 + 0,70 %, com confianca de 95%, e BIAS de 2,74 %. O
estudo da interferéncia do MZB na determina¢do do DIM mostrou que esse composto exerce
pouca influéncia na seletividade do método, apresentado percentual de interferéncia menor
que 110%l.

A aplicagdo da metodologia proposta na determinagdo do DIM em uva in natura e em
vinho tinto se mostrou eficiente, apresentando percentual de recuperacdo de 101,0 + 12,1% e
105,1 £ 10,8% com confianca de 95%, respectivamente, ¢ BIAS menor que 6%.

As informagdes eletroquimicas, quimico-computacionais e os dados obtidos por
CG/EM levaram a conclusdo que a eletrooxidacdo do DIM nos substratos eletrodicos
estudados ocorre de forma similar, inferindo que a natureza do substrato ndo interfere no
mecanismo global dessa reacdo. A oxidacdo eletroquimica do DIM tem como produto
majoritdrio, resultado da transferéncia de dois elétrons seguida de etapas quimicas, o (4-

clorofenil)-(3,4-dimetoxifenil ) metanona.
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APENDICE I

Espectros de massa dos compostos
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APENDICE II

Proposicao mecanistica da eletrooxidacio do DIM*:
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*Mecanismo vdlido para ambos os isomeros do DIM.
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