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RESUMO

No Brasil, hd& um consumo significativo de tomate e, segundo o relatorio do Programa de
Analise de Residuos de Agrotoxicos em Alimentos (PARA) disponibilizado pela ANVISA,
o fungicida tiabendazol (TBZ) foi detectado em algumas amostras de tomate analisadas. A
deteccdo desta substancia é considerada irregular, ja que o TBZ é autorizado somente para
aplicacdo em sementes da planta e, portanto, ndo poderia ser encontrada em frutos. Assim,
métodos eletroquimicos podem ser empregados para a determinacdo de agrotdxicos em
amostras complexas e em niveis baixos de concentracdo, pois produzem medidas rapidas e
confidveis, consumindo pequenas quantidades de reagentes. Neste trabalho, um
procedimento para determinagdo eletroanalitica do fungicida TBZ em frutos de tomate
usando eletrodo de diamante dopado com boro (DDB) a partir da técnica de extracao e pré-
concentracdo por ponto nuvem (EPN) foi desenvolvido e validado. A técnica de analise
utilizada nesta determinacdo foi a Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia acoplada a um
detector eletroquimico (CLAE/EC), com eletrodo de DDB. Com o objetivo de avaliar as
principais variaveis do processo de EPN, utilizou-se um planejamento fatorial 2* completo.
A condicdo otimizada da EPN foi atingida pelo uso de Tergitol (19% v/v), NaCl (0,83 g),
por um tempo de agitacdo ultrassonica de 15 min e temperatura de 36 °C. Sob estas
condicBes, o fator de pré-concentracdo obtido foi de 5,7. Os limites de deteccdo e
quantificacdo foram de 2,7 x 10® mol L e 55 x 10® mol L™, respectivamente. As
recuperacdes médias variaram entre 80,7% e 115,1% e a precisdo (média de trés dias) foi
inferior a 15%, o que demonstra a boa exatiddo e precisdo do método desenvolvido. Na
aplicacdo do método em tomates comerciais, 0 TBZ foi detectado em uma das trés amostras
analisadas. A técnica de voltametria de pulso diferencial (VPD) também foi investigada
para determinacdo eletroanalitica do fungicida TBZ em frutos de tomate (extraido e pré-
concentrado por EPN) usando eletrodo de DDB com a finalidade de aumentar a frequéncia
analitica. Com a tecnica de VPD a frequéncia analitica aumentou em aproximadamente 90

vezes comparado a técnica de CLAE/EC.

Palavras-Chave: Tiabendazol, Extragcdo por Ponto Nuvem, CLAE/EC, VPD, Eletrodo de

Diamante.



ABSTRACT

In Brazil, there is a significant consumption of tomatoes and, according to the report of the
Program of Analysis of the Residues of Agrochemicals in Food (PARA) available by
ANVISA, the tiabendazole (TBZ) fungicide was detected in some tomato samples
analyzed. The detection of this substance is considered to be prohibited, since the TBZ is
authorized only for application in seeds of the plant and, therefore, could not be found in
fruits. Thus, electrochemical methods can be used for the determination of pesticides in
complex samples and in low concentration levels, because they produce fast and reliable
measurements, consuming small amounts of reagents. In this work, a procedure for the
electroanalytical determination of TBZ fungicide in tomato fruits using boron-doped
diamond electrode (BDD) was developed and validated using the cloud extraction and
preconcentration (CPE) technique. The analytical technique used in this determination was
the High Performance Liquid Chromatography coupled to an electrochemical detector
(HPLC-EC), by the use of the BDD electrode. In order to evaluate the main variables of the
CPE process, it was used a 2* complete factorial planning to optimize the parameters. The
CPE optimized condition was achieved by the use of Tergitol (19% V/V), NaCl (0.83 g),
ultrasonic stirring time of 15 min and temperature of 36 °C. Under these conditions, the
preconcentration factor obtained was 5.7. The limits of detection and quantification
obtained were 2.7 x 10® mol L™ and 5.5 x 10® mol L™, respectively. The average
recoveries obtained in 3 days were satisfactory, varying between 80.7% and 115.1%, which
demonstrates the good accuracy of the developed method. In the application of the method
in commercial tomatoes, TBZ was detected in one of the samples analyzed. The differential
pulse voltammetry (DPV) technique was also investigated for the electroanalytical
determination of TBZ fungicide in tomato fruit (extracted and pre-concentrated by CPE)
using BDD electrode in order to increase the analytical frequency. The use of DPV
technique increased the analytical frequency by approximately 90 times compared to the
HPLC/EC technique.

Keywords: Thiabendazole, Cloud Point Extraction, HPLC-EC, DPV, Diamond Electrode.
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1 INTRODUCAO
1.1 AGROTOXICOS: ASPECTOS GERAIS

Agrotdxicos, pesticidas, praguicidas e defensivos agricolas sdo designagdes
genéricas para 0s varios produtos quimicos usados na agricultura com o objetivo de
controlar pragas e doengas nas plantas de interesse comercial. Nesse sentido, 0 uso dos
agrotoxicos mantém o controle sobre as pragas nas culturas agricolas, ampliando a
producdo de alimentos para garantir o atendimento a demanda de uma populacdo humana
cada vez maior (JARDIM, ANDRADE e QUEIROZ, 2009).

Com o passar dos anos, 0 pais aumentou suas fronteiras agricolas, nimero de safras
por ano e intensificou o uso da irrigacdo, visando o aumento da produtividade de alimento
(RODRIGUES, 2006). Portanto, os agrotoxicos tém participacdo significativa no modelo
de desenvolvimento da agricultura do Brasil. Entretanto, em funcdo da alta toxicidade,
eliminacdo de residuos/embalagem, controle, inspecdo e monitoramento, existe um grande
nimero de normas brasileiras para legalizar e garantir seu uso de forma correta. O
referencial mais importante é a Lei n® 7802/89, que rege o processo de registro de um
produto agrotoxico, regulamentada pelo Decreto n® 4074/02 (MINISTERIO DO MEIO
AMBIENTE, 2018).

A Agéncia de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) traz como defini¢do de agrotéxico:

Agrotoxico € o termo legal e estd definido na Lei 7802/89,
também chamada Lei de Agrotoxicos. Os termos pesticida, praguicida e
defensivo agricola também sdo utilizados. A palavra estd associada ao
setor que a emprega: por exemplo, as empresas de agrotdxicos preferem
utilizar “defensivos agricolas” ja que na visdo deles os produtos sdo
utilizados com o objetivo de proteger a produgdo agricola. A Anvisa usa a
palavra “agrotoxicos”, que traduz bem os riscos potenciais do produto e
alerta os trabalhadores e a populagdo. “Praguicida” ¢é derivado
de plaguicidas, denominacéo utilizada pelos paises de lingua espanhola e
“pesticida” tem como equivalente o termo pesticide, utilizado na lingua
inglesa.

No Brasil, o Sistema Nacional de Registro de Agrotdxicos, conta com trés érgaos

competentes responsaveis pela regulamentacdo e fiscalizagdo de produtos agrotoxicos e



afins no pais: Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) e Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e
dos Recursos Naturais (IBAMA).

Conforme sua funcdo, os agrotoxicos podem ser divididos em classes. Alguns

exemplos sdo demonstrados na TABELA 1.

TABELA 1: Classes agrondmicas dos agrotdxicos

Classe agronémica Funcéo de controle
Inseticidas Insetos
Acaricidas Acaros

Nematicidas Nematoides
Fungicidas Fungos
Herbicidas Plantas daninhas

Fonte: ANVISA

Quanto a toxicidade, os agrotoxicos sdo divididos de acordo com a classe,
classificacdo toxicoldgica e cor de identificacdo, tal como descrito na TABELA 2. Estas
informacBes devem ser obrigatoriamente por lei, expostas nos rétulos de embalagem dos

produtos.

TABELA 2: Classificacdo toxicoldgica dos agrotoxicos

Classe Classificacdo toxicoldgica Cor de identificacéo
Classe | Extremamente Toxico Vermelha
Classe Il Altamente Toxico Amarela

Classe 11 Medianamente Toxico Azul
Classe IV Pouco Toxico Verde

Fonte: ANVISA

Amorello & Orecchio (2013) enfatizam a importancia de um controle mais eficiente

que contribua para a pratica do uso correto dos agrotoxicos, pois a exposicdo a estes



compostos tem sido associada ao desenvolvimento de vérios efeitos negativos sobre a saude
humana e o meio ambiente.

O principal problema relacionado aos agrotoxicos esta relacionado ao seu mau uso,
como por exemplo, o desrespeito a forma correta de manuseio e aplicacdo, 0 uso de
dosagens incorretas ou 0 uso em plantacdes e fase de cultivo ndo indicados para o produto.
Assim tanto os alimentos quanto o meio ambiente podem receber niveis de residuos muito
acima dos recomendados por lei (COSTA et al., 2017).

A falta de conscientizacdo dos aplicadores e/ou da fiscalizacdo dos Orgéaos
reguladores quanto ao uso correto dos equipamentos de protecdo individual (EPI’s)
proporcionam o aspecto mais visivel do impacto na salde humana, pois nestes casos a
intoxicacdo ocorre de forma direta, muitas vezes com o aparecimento dos sintomas logo
apos a exposicdo (FRANCA et al., 2012).

Dependendo do tempo que permanece disponivel no meio ambiente e de sua
toxicidade, os agrotdxicos podem interferir em processos basicos do ecossistema, tais como
a respiracdo do solo, a ciclagem de nutrientes, a mortandade e reducdo das populactes de
peixes ou aves, entre outros efeitos (IBAMA, 2009).

Os numeros expressivos de consumo de agrotoxicos no pais sdo evidenciados na
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FIGURA 1. Consumo de agrotoxicos e afins (em toneladas de ingredientes ativos, 1A) no
Brasil no periodo de 2000 a 2016. Fonte: IBAMA, 2017.

Os dados mostrados na FIGURA 1 séo divulgados pelo IBAMA e foram atualizados

em 17 de outubro de 2017. S&o dados fornecidos pelas empresas registrantes de produtos



técnicos, agrotoxicos e afins, conforme art. 41 do Decreto 4.074/2002. Essas informacges
confirmam o crescimento continuo do consumo de produtos agrotoxicos e afins no Brasil
nos ultimos anos.

O dossié da Associacdo Brasileira de Saude Coletiva (ABRASCO) faz um alerta
sobre o impacto dos agrotdxicos na saude, onde 70% dos alimentos in natura consumidos
no pais estdo contaminados por agrotoxicos. Desses 70%, de acordo com a ANVISA, 28%
contém substancias ndo autorizadas.

Além dos inimeros problemas que os agrotdxicos causam ao meio ambiente, é
necessario discutir os efeitos causados nos seres humanos. Portanto, conforme o exposto,
além de leis mais eficientes para o controle e comercializacdo desse tipo de produto no
Brasil, fica evidente a necessidade de estudos mais aprimorados para o desenvolvimento de
técnicas rapidas e baratas capazes de detectar e quantificar a presenca de residuos de

agrotoxicos acima do permitido nos alimentos de origem vegetal.

1.2 AGROTOXICO BENZIMIDAZOL: TIABENDAZOL

Os benzimidazo6is sdo substancias amplamente usadas como fungicidas vegetais de
amplo espectro na agricultura desde a década de 1960. O tiabendazol (TBZ) foi
desenvolvido por Merck & Co. Inc em 1962, inicialmente como anti-helmintico usado na
medicina humana e veterinaria, e em 1968 passou a ser utilizado na agricultura como
fungicida (OLIVEIRA & TOLEDO, 1999). O mecanismo de acdo do TBZ ocorre por meio
da inibi¢do da mitose e divisdo celular, e tem como sitio alvo a inibicdo da biossintese da
proteina tubulina (RODRIGUES, 2006). No Brasil, o TBZ é registrado com a marca
comercial Tecto SC® (AGROFIT, 2018). Na FIGURA 2 encontra-se a estrutura quimica do
TBZ.
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FIGURA 2: Estrutura quimica do TBZ. Fonte: KOUKOUVINOS et al., 2017.
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Além do uso médico, os seres humanos sdo submetidos a exposi¢do por meio da
alimentacdo, porque atualmente o TBZ é amplamente utilizado como fungicida na pds-
colheita em frutas e vegetais (FENG et al., 2018; HENEBERGA, SVOBODAB e PECH,
2018). O TBZ é geralmente considerado de baixa toxicidade aguda, no entanto tem
demonstrado causar sérios danos a salde caso se acumule no organismo. Ekman et al.
(2014) e Fu et al. (2019) advertem que o TBZ é considerado uma preocupacéo toxicoldgica
devido aos varios efeitos relatados em mamiferos, tais como nefrogénicos, hepatogénicos,
teratogénicos e neuroldgicos. Além disso, de acordo com Séide et al. (2016) o TBZ tem
demonstrado causar serios danos ao figado e foi classificado como potencialmente
carcinogénico. Na TABELA 3 € possivel visualizar algumas informacdes do fungicida

tiabendazol.

TABELA 3: Propriedades do fungicida TBZ

Ingrediente ativo ou home comum: Tiabendazol (Thiabendazole)
N° CAS 148-79-8
Nome quimico 2-(thiazol-4-yl) benzimidazole
Grupo quimico Benzimidazol
Classe Fungicida
Massa Molar 201,249 g mol ™

Fonte: ANVISA

De acordo com a ANVISA, o fungicida tiabendazol € indicado na aplicacdo foliar
nas culturas de abacate, abacaxi, banana, citros, coco, ervilha, feijdo-vagem, macd, mamao,
manga, maracuja, meldo, pimentdo e pera, e a aplicacdo em sementes de acelga, alface,
arroz, batata (tuberculos), cebola, cenoura, chicoria, espinafre, feijdo, girassol, melancia,
meldo, milho, ricula, soja, sorgo e tomate (ANVISA, 2018).

O uso indiscriminado de agrotdxicos para garantir produtos de qualidade e com a
maior lucratividade possivel é muito intenso no cultivo agricola. Assim, torna-se essencial

0 investimento em pesquisas para que ocorram avancos nos métodos que determinem e



auxiliem no controle de agrotoxicos presentes nos alimentos que estdo sendo consumidos
nos lares brasileiros.

Para maior fiscalizacdo, a ANVISA criou o Programa de Anélise de Residuos de
Agrotdxicos em Alimentos (PARA), com o objetivo de monitorar os niveis de agrotoxicos
que chegam a mesa do consumidor. A agéncia é responsavel pela avaliacdo de risco
dietético, por meio dos pardmetros de Limite Maximo de Residuos (LMR) e Ingestdo
Diaria Aceitavel (IDA) que estdo entrelacados e sdo determinados de maneira que nao
afetem a saude dos consumidores. A IDA, para cada um dos ingredientes ativos de
agrotoxicos autorizados no Brasil, é a quantidade maxima que uma pessoa pode ingerir
diariamente, durante toda a vida, sem que sofra danos a salde decorrentes desta ingestao.

A ANVISA também define o LMR a partir dos resultados de estudos de campo, ou
seja, a quantidade maxima de residuo de agrotoxico que pode estar presente em cada
cultura ap6s aplicagdo do mesmo em uma fase especifica, sequindo as Boas Praticas
Agricolas, desde sua producgdo até o consumo. Por meio de estudos toxicologicos, podera

haver alteracdo da IDA e/ou do LMR sempre que houver novas evidéncias.

1.3 TOMATE

Na atualidade, os agrotdxicos geram inumeros beneficios aos seres humanos por
possibilitar o controle continuo de pragas e doencas nas lavouras, aumentando o
rendimento agricola. Porém, seu uso intensivo e indiscriminado na agricultura gera
impactos negativos resultantes da contaminagdo do solo, da &gua e do ar, além da
contaminacdo humana por meio da alimentacao.

A populacdo brasileira consome regularmente uma quantidade significativa de
tomate devido a grande producdo nacional, facilidade de consumo in natura ou
industrializado e aos pregos acessiveis. O tomate € considerado um alimento funcional
porque contém antioxidantes, tais como 4acido ascoérbico, vitamina E, carotendides,
flavonoides, licopeno e acidos fendlicos que geram beneficios para a salde humana. Assim,
considerando-se o habito do brasileiro no consumo do fruto in natura, principalmente em
saladas e sanduiches, é de suma importancia a inocuidade do produto (SCHIAVON et al.,
2013; ANDRADE et al., 2015).



O cultivo do tomate, seja de mesa ou para processamento industrial, é uma das
atividades agricolas mais dificeis de ser realizada sem o uso de agrotdxicos, devido a alta
incidéncia e susceptibilidade a pragas e doencas. A classe agrondmica mais utilizada na
cultura do tomate sdo os fungicidas (ALVES et al., 2010).

Em relacdo a exposicdo aos agrotdxicos e por serem necessarias varias praticas
agrondmicas para a sua producgéo, os tomates estdo classificados dentro do grupo de alto
risco. Os frutos sdo uns dos alimentos que mais recebem pulverizacGes de agrotoxicos,
gerando problemas de saude publica. Além disso, as altas taxas residuais dessas substancias
nos frutos podem causar intoxicacdo alimentar decorrente do seu consumo (SILVA et al.,
2005; CARDOQOSO et al., 2010).

Dentre os estados brasileiros, Goids € o maior produtor de tomate, seguido dos
estados de Sdo Paulo e de Minas Gerais que, juntos, respondem por 57% da producédo
brasileira. A maior parte dessa producdo estd voltada para o chamado “tomate de mesa”.
Entretanto, a producdo de tomate destinada a industria de processamento tem chamado a
atencdo por sua importancia crescente no cenario nacional. O segmento brasileiro de tomate
para processamento industrial conquistou producdo de aproximadamente 1,82 milhdes de
toneladas no ano de 2010, valor 58% maior se comparado a produgdo obtida em 2000.
Diante desse resultado, o Brasil passou a ocupar o quinto lugar entre os maiores produtores
do setor, com destaque para o estado de Goias, que responde por cerca de 80% da producéo
nacional desse segmento (MOURA et al., 2014).

Segundo pesquisa realizada por Latorraca et al. (2008), os agrotoxicos mais
utilizados na regido de Goiania e Goianapolis-GO sdo das classes inseticidas e fungicidas.
Além disso, de acordo com o relatorio do Programa de Anélise de Residuos de Agrotoxicos
em Alimentos (PARA), o fungicida TBZ foi detectado em algumas amostras de tomate
analisadas. No entanto, essa deteccdo € considerada irregular pelo fato do TBZ ser
autorizado somente para aplicacdo em sementes de tomate (ANVISA, 2016). Nesse
contexto, € necessaria maior atencdo com 0s agrotoxicos utilizados no cultivo do tomate,
além de priorizar o desenvolvimento de metodologias simples e de baixo custo para

monitorar sua utilizagéo e garantir um alimento seguro.



1.4 TECNICAS VOLTAMETRICAS

Os avancos tecnoldgicos ocorridos nas Ultimas décadas permitiram o
desenvolvimento de técnicas eletroquimicas de analise, especialmente a viabilizacdo da
instrumentacdo alcangada com a evolucdo da informéatica. A possibilidade de
interfaceamento com equipamentos eletroquimicos para o controle digital da perturbacéo
imposta ao eletrodo de trabalho, assim como da medida do sinal resultante, possibilitou o
desenvolvimento das técnicas voltamétricas, em especial, das técnicas de pulso que, na
década de 50, comegaram a substituir as técnicas polarograficas até entdo utilizadas
(SOUZA, MACHADO e AVACA, 2003).

1.4.1 VOLTAMETRIA CICLICA (VC)

Desde a década de 80 do século passado, a voltametria ciclica tem sido reconhecida
como um dos métodos eletroquimicos mais populares. Este método fornece uma viséo
global dos processos que resultam de reacdo redox, que ocorrem em um eletrodo por efeito
da polarizacdo eletroquimica, entre dois valores de potenciais (E; e Ef), onde a varredura do
potencial é realizada em uma velocidade constante. A resposta da medida corresponde ao
registro da intensidade da corrente (I) versus potencial aplicado (E) (FONSECA,
PROENCA e CAPELO, 2015).

Nas técnicas voltamétricas é necessaria a utilizacdo da célula eletroquimica onde
acontece o processo de eletrdlise. Esta célula é composta pelo eletrélito suporte, eletrodo de
trabalho, eletrodo de referéncia e contra eletrodo.

Um voltamograma ciclico tipico envolve a variagdo do potencial do eletrodo de
trabalho com o tempo. A corrente no eletrodo de trabalho é registrada em funcdo do
potencial (E) aplicado. Em voltametria ciclica, a corrente medida é a soma da corrente
faradaica e a corrente capacitiva (AMIN et al., 2018).

Segundo Pacheco et al. (2013), as informagdes sobre o analito s&o obtidas quando é
aplicado um potencial entre o eletrodo de trabalho e o eletrodo de referéncia. O sinal
eletroanalitico € decorrente da medicdo da magnitude da corrente elétrica que surge
somente entre o eletrodo de trabalho e o contra-eletrodo, a qual € possivel pelo uso de



potenciostatos que garantem que nenhuma corrente elétrica circule para o eletrodo de
referéncia.

A resposta da corrente € registrada em funcdo de uma programacéo de potencial ao
longo do tempo na forma de uma onda triangular conforme (FIGURA 3), que produz a
varredura no sentido direto e depois no inverso. Um experimento envolvendo VC pode ser

empregado em um ciclo inteiro, parcial ou em varios ciclos (SKOOG et al., 2006).

A
— (Ciclol] —e

varredura
inversa

g

E:"mai

<+t

varredura
direta

Potencial

Emicial

>
Tempo

FIGURA 3: Voltametria ciclica: varia¢do de potencial com o tempo na forma de uma onda
triangular. Fonte: SOUZA, 2011.

De acordo com Amin et al. (2018), a voltametria ciclica é a técnica mais
frequentemente usada em quimica eletroanalitica. Por meio dela é possivel obter uma
riqueza de recursos analiticos. Nesta mesma vertente, Wang (2000) afirma a importancia da
VC para aquisicdo de informacBes qualitativas sobre os processos eletroquimicos,
tornando-se uma técnica eficiente em fornecer informacfes sobre a termodinamica de
processos redox, da cinética de reacdes heterogéneas de transferéncia de elétrons e sobre
reacbes quimicas acopladas a processos adsortivos. A FIGURA 4 mostra uma

representacdo esquematica de um VC tipico para processos reversiveis.
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FIGURA 4: Voltamograma ciclico para uma reacao reversa. Fonte: SOUZA, 2011.

De acordo com o VC da FIGURA 4, a medida que o potencial € varrido no sentido
anodico, a reacdo de oxidacdo das espécies eletroativas presentes em solucdo passa a
ocorrer, gerando uma corrente de pico anddica (Ip,). Continuando a varredura, a corrente
comeca a diminuir em funcdo de limitacbes por transporte de massa, ou seja, 0 processo €
totalmente controlado por difusdo (WANG, 2000). Quando a varredura de potencial é
invertida ocorre o0 processo de reducdo das espécies eletroativas, seguindo perfil de corrente
registrada semelhante ao anteriormente descrito. No caso de processos reversiveis, a reacdo
é suficientemente rapida para manter as concentragdes dos reagentes e produtos em
equilibrio na superficie do eletrodo. Assim, os produtos que foram gerados no sentido de
varredura direta (oxidacdo) sdo reduzidos na varredura inversa, gerando assim um pico
catodico simeétrico ao pico anddico. A intensidade de corrente é proporcional a
concentragdo adicionada do analito (SOUZA, 2011).

Pela voltametria ciclica é possivel verificar a reversibilidade do processo redox.
Testes diagndsticos sdo realizados baseados na dependéncia das correntes de pico e do
potencial de pico em funcdo da variacdo da velocidade de varredura. Esses parametros
permitem obter informagdes sobre os processos ocorridos, podendo ser classificados como

reversiveis, quase reversiveis e irreversiveis (RIBEIRO, 2012).
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1.4.2 VOLTAMETRIA DE PULSO DIFERENCIAL

Segundo Wang (2000), as técnicas de pulso foram desenvolvidas por Barker e
Jenkin com a intencdo de reduzir os limites de deteccdo das medidas voltamétricas. A
técnica de voltametria de pulso diferencial (VPD) € considerada uma técnica sensivel em
razdo da corrente capacitiva poder ser descontada nesta analise. Geralmente, os limites de
deteccdo com a VVPD séo duas ou trés ordens de grandeza menores que aqueles obtidos com
a voltametria ciclica (SKOOG et al., 2006). Duas componentes constinuem a corrente total:
a corrente faradaica, relativa a reacdo de oxirreducdo da espécie em estudo no eletrodo de
trabalho e a corrente capacitiva, que é a corrente necessaria para carregar a dupla camada
elétrica existente na interface eletrodo/solucdo (PACHECO et al., 2013).

Nas técnicas de pulso € utilizada a medida da corrente elétrica em fungdo do tempo
de aplicacdo de um determinado pulso de potencial. A forma que o pulso de potencial é
aplicado é que define e diferencia as técnicas de pulso. As magnitudes das correntes
registradas estdo relacionadas tanto com a amplitude do pulso como com a escada de
potencial (ou velocidade de varredura) que é aplicada no eletrodo para promover 0 processo
faradaico (SOUZA, MACHADO & AVACA, 2013).

Na voltametria de pulso diferencial, pulsos de igual amplitude sdo aplicados (e
sobrepostos) sobre uma rampa linear de potencial. A corrente é medida antes de o pulso ser
aplicado (FIGURA 5a, S1) e no final do pulso (FIGURA 5a, S2). A primeira corrente é
instrumentalmente subtraida da segunda e a diferenca das correntes é graficadas em funcéo
do potencial da rampa linear, gerando um voltamograma de pulso diferencial, com a forma
de uma curva gaussiana (FIGURA 5b). Nesta técnica, a corrente de pico (ip) € diretamente

proporcional a concentracao da espécie investigada (PACHECO et al., 2013).
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FIGURA 5: a) Programacdo da aplicacdo de pulso na VPD e b) Representacao
esquematica de um voltamograma de VVPD tipico.

1.5 ELETRODO DE DIAMANTE DOPADO COM BORO (DDB)

Em 1925, Heyrovsky iniciou o trabalho para desenvolver o eletrodo de mercurio
para deteccdo eletroquimica. De seus estudos, surgiu a polarografia de corrente direta, que
recebeu o Prémio Nobel de Quimica em 1950. Entre as inUmeras vantagens da utilizacdo do
eletrodo de mercdrio se encontra a deteccdo de agrotdxicos em diferentes matrizes. No
entanto, esse material de eletrodo é limitado para o intervalo de potenciais positivos, além
de ser um metal de elevada toxicidade (GALLI et al., 2006).

Nas ultimas décadas, o avanco da tecnologia propiciou o aperfeicoamento das
técnicas eletroquimicas, em destaque para variedade de materiais de eletrodo e suas
inimeras possibilidades de modificacdo da superficie com intencdo de melhorar a
sensibilidade do método.

O diamante puro possui caracteristicas isolantes, o que o impede de ser utilizado
como material de eletrodo. Como solucéo, a dopagem de eletrodos de diamante com algum
materiais condutores (BARROS et al., 2005) tornaram seu uso possivel dentro da area de
eletroquimica/eletroanalitica. Entre os eletrodos desenvolvidos, destaca-se o eletrodo de
diamante dopado com boro (DDB).

Os eletrodos de DDB tém sido utilizados como um material inovador,
especialmente por sua estabilidade e sensibilidade em detecgdes eletroquimicas. Seu uso
em aplicacBes eletroquimicas deve-se, essencialmente, as excelentes propriedades fisico-

quimicas apresentadas por este material (BELGHITI et al., 2016). O eletrodo de DDB se
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destaca de outras formas de carbono que sdo normalmente usadas como material de
eletrodo, tais como, pasta de carbono, grafite pirolitico e carbono vitreo. Essas propriedades
sdo (a) larga janela de potencial em meios aquosos e ndo aquosos; (b) baixa e estavel
corrente de fundo; (c) boa resposta, com pré-tratamento convencional a alguns analitos
aquosos e nado-aquosos; (d) estabilidade na resposta em longo prazo (por exemplo,
exposicdo ao ar durante meses); (e) extraordinaria estabilidade morfologica e micro-
estrutural a altas temperaturas (por exemplo, 180 °C) e densidades de corrente (por
exemplo, 0,1-10 A/cm?, 85% v/v HsPO,); (f) fraca adsorcdo de moléculas polares, o que
melhora a resisténcia do eletrodo a desativacdo ou envenenamento (HUPERT et al., 2003;
ANDRADE et al., 2009; YANG, FOORD e JIANG, 2016).

O eletrodo de DDB pode ter sua superficie modificada por meio de pré-tratamentos
de acordo com o interesse da analise. A polarizacdo do eletrodo de DDB provoca uma
modificacdo na sua superficie de tal forma que, quando ele é submetido a um pré-
tratamento anddico sua terminacdo superficial € preferencialmente de oxigénio, e quando é
aplicado um preé-tratamento catodico sua superficie fica com uma terminacéo preferencial
de hidrogénio (CARVALHO, 2007). Assim, o pré-tratamento eletroquimico (inicialmente
anodico, seguido pelo pré-tratamento catodico) pode ser considerado uma etapa simples e
rapida, capaz de melhorar a transferéncia de carga sobre a superficie do eletrodo de
trabalho. O efeito do pré-tratamento aplicado na superficie do eletrodo de DDB
proporciona um aumento do sinal de corrente quando comparado a uma analise feita com o
mesmo eletrodo sem realizacdo do pré-tratamento (RIBEIRO et al., 2018; DE AMORIM et
al., 2017; ANDRADE et al., 2009).

1.6 CLAE/EC

Métodos eletroquimicos tém sido empregados para a determinacdo de compostos
ativos farmacéuticos em niveis traco, em estudos de monitoramento de produtos
ambientais, industriais e biologicos com sensibilidade, precisdo e exatiddo adequadas. As
modernas técnicas eletroanaliticas sdo aplicaveis na quantificagdo de hormonios e
agroquimicos, com algumas vantagens em relagdo a outras metodologias, pois produzem
medidas rapidas e confiaveis do analito, consumindo pequenas quantidades de reagentes
(ASSIS et al., 2014; MIRANDA et al., 2015).
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Alguns métodos importantes em andlises eletroquimicas sdo aqueles que medem a
corrente enquanto se controla o potencial. Entre as técnicas desse grupo estdo a voltametria
e a amperometria. A amperometria mede a corrente (resultado da oxidacdo ou reducdo do
analito), quando o eletrodo de trabalho € mantido em potencial (E) fixo. Esse tipo de
deteccdo é o mais utilizado em detectores eletroquimicos em fluxo (HAGE e CARR, 2012).

Adams e seu grupo de pesquisa (KISSINGER, et al., 1973) foram os pioneiros no
desenvolvimento da deteccdo eletroquimica associada a cromatografia liquida. Assim, o
acoplamento das duas técnicas tornou a analise uma ferramenta poderosa para a quimica
analitica (MAHE, DEVILLIERS e DARDOIZE, 2015).

Na técnica de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia com Deteccdo
Eletroguimica (CLAE/EC) a amostra passa pela coluna cromatogréfica, onde ocorre a
separacdo dos analitos de interesse de acordo com a fase movel escolhida, e € detectada por
um sensor eletroquimico que ird gerar o sinal de corrente registrado em um
cronoamperograma.

Dentre os detectores eletroquimicos, o amperométrico se destaca, pois é
considerado mais seletivo devido ao fato de somente compostos eletroativos no potencial
aplicado serem detectados. Além disso, a amperometria € uma técnica considerada de
configuragdo simples, que tem boa relacdo sinal/ruido, elevada sensibilidade para muitas
espécies eletroativas, o que permite 0 emprego de pequenas quantidades de amostra (DOS
SANTOS et al., 2009; SEDENHO, 2016).

Esses detectores sdo compostos por um potenciostato e um sensor: uma célula de
fluxo composta por trés eletrodos (trabalho, referéncia e contra eletrodo), que é a parte
sensivel do detector. O principio dos detectores amperométricos baseia-se na aplicacdo de
um potencial elétrico adequado entre o eletrodo de referéncia e o eletrodo de trabalho e no
registro da corrente faradaica resultante da reacdo do analito no eletrodo de trabalho, a qual
é proporcional & concentracio da amostra (MAHE, DEVILLIERS e DARDOIZE, 2015).

Quando se trabalha com amostras de composi¢do quimica complexa como as de
alimentos, ambientais e clinicas, normalmente é necessario determinar compostos
organicos em baixas concentracbes, ou em nivel tracos. A detec¢do eletroquimica
combinada a cromatografia liquida pode, portanto, constituir-se uma ferramenta analitica
potencialmente Util e eficiente (DOS SANTOS et al., 2009).
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Mediante ao exposto, a CLAE/EC constitui uma técnica inovadora para detec¢éo do
fungicida TBZ em amostras de tomate. Até onde foi possivel verificar, a literatura
pertinente ndo aponta nenhum trabalho relacionado ao uso de CLAE/EC para determinagéo
de TBZ em tomate ou em qualquer outra matriz. Entretanto, existem alguns trabalhos
relacionados ao estudo desse agrotoxico por detec¢do eletroquimica além de outros
relacionados a determinacdo de TBZ utilizando diferentes técnicas de deteccdo, os quais
estdo descritos a seguir.

Li at al. (2019) criaram um sensor de polimero impresso molecularmente (MIP) a
partir da fabricacdo de uma membrana na superficie do eletrodo modificado com Oxido de
grafeno (ERGO) eletroquimicamente reduzido, para deteccdo TBZ. O sensor foi
caracterizado pelas técnicas de VC, VPD, espectroscopia de impedancia eletroquimica,
microscopia eletrdnica de varredura e espectroscopia de infravermelho. Esse sensor foi
utilizado para detectar TBZ nas concentracdes 5 umol L™, 15 pmol L™ e 25 pmol L™ em
amostras de suco de laranja e atingiu valores de recuperacdo que variaram de 96,3% para
104,9% com desvio padrdo relativo (DPR) médio de 4,9%.

Dong, Yang e Zhang (2017) desenvolveram um material nanohibrido de
ZnFe,O4/SWCNTs o qual foi sintetizado como material de eletrodo e aplicado a
determinacdo simultdnea de TBZ e carbendazim (CBZ). O comportamento eletroquimico
dos fungicidas foi investigado usando VC e VPD. Os resultados mostraram limites de
deteccdo de 0,05 umol L™ e 0,09 umol L, para TBZ e CBZ, respectivamente. O intervalo
de concentracdo para a determinagdo simultanea de TBZ e CBZ foi de 1,0 umol L™ a 100
umol L™,

Yang et al. (2015) desenvolveram um método simples e sensivel para detectar TBZ.
Utilizaram as técnicas de VC e VPD e como eletrodo de trabalho usaram nanotubos de
carbono vitreo modificado (MWCNT-COOH/GCE) em tampéo fosfato solucdo (pH = 6,0).
Os resultados mostraram que o método exibiu duas faixas lineares de concentracdo de TBZ
variando de 5,00 x 10" mol L™ a 4,95 x 10 mol L™ € 4,95 x 10 mol L™ 2 9,80 x 107
mol L™, respectivamente. O limite de deteccéo foi de 3,0 x 107 mol L™ e DPR inferior a
4,2%.

Wu e colaboradores (2009) desenvolveram um meétodo para determinar TBZ e

Carbendazim (CBZ) em amostras de agua e solo utilizando micro extracdo liquido-liquido
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dispersiva (DLLME) com analise por cromatografia liquida de alta eficiéncia com detec¢do
por fluorescéncia. Como resultados obtiveram recuperagfes de 50,8% e 70,9% para TBZ e
CBZ, respectivamente. A linearidade do método foi obtida no intervalo de 5 ng mL™ a 800
ng mL™ para anélise de amostras de 4gua e 10 ng g™ a 1000 ng g* para amostras de solo.
Os coeficientes de correlagéo (r) variaram de 0,9987 a 0,9997. Os limites de deteccédo
foram de 0,5-1,0 ng mL™ para amostras de 4gua e 1,0-1,6 ng g* para amostras de solo. Os
desvios padrdo relativos variaram entre 3,5% a 6,8%.

Moral et al. (2009) propuseram um método de microextracdo em uma Unica etapa
sem necessidade de limpeza ou concentracdo dos fungicidas TBZ, CBZ e fuberidazol
(FBZ), utilizando um solvente supramolecular constituido por micelas (SUSME). Os
analitos foram determinados no extrato supramolecular por cromatografia liquida (LC) com
deteccdo por fluorescéncia. Limites de quantificacdo para o0 TBZ, CBZ e FBZ em frutas e
legumes de 1,3 ug kg™, 14 pg kg* e 0,03 pug kg™ foram obtidos, respectivamente. A
precisdo do método, expresso como desvio padrao relativo, foi de 3,5% para TBZ, 3,3%
para CBZ e 2,8% para FBZ e recuperacdes para frutas fortificadas ao nivel de ug kg™
foram de 93% a 102%.

Blazkova et al. (2010) relataram o desenvolvimento de um teste de imunoensaio
para deteccdo do TBZ baseado no principio competitivo indireto usando particulas de
carbono como substrato. A linearidade do método foi obtida em um intervalo de 0,11 ng
mL™ a 4,13 ng mL™. Esta técnica foi aplicada na analise de sucos de frutas de laranja,
maca, banana e pera, obtendo-se limites de deteccdo para cada uma dessas matrizes de 0,10
ng mL™ 0,09 ng mL™?, 0,07 ng mL™ e 0,07 ng mL™, respectivamente As recuperaces dos
sucos foram de 81,9% a 123,6% e 0s desvios padrées relativos variaram de 9,9% a 19,3%.

Luo et al. (2016) aplicaram a técnica de Espectroscopia Raman amplificada por
superficie (SERS) acoplada a nanoparticulas de ouro para analise de TBZ e fosmete (FMT)
em macas. A concentracdo minima detectavel foi de 0,1 pg g™ para TBZ e 0,5 pg g™ para
FMT. Os coeficientes de correcéo linear (r?) obtidos foram de 0,959 para TBZ e 0,936 para
0 FMT.

Diaz-Alvarez & Martin-Esteban (2018) desenvolveram microesferas de polimeros
molecularmente impressas (MIP) com fibra oca de polipropileno (HF) para microextragdo
em fase solida de TBZ em casca de laranja e limédo. Para esta determinacao foi utilizada a
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técnica de CLAE acoplada a um detector do tipo UV com arranjo de diodos. Os resultados
obtidos mostraram limite de deteccdo de 0,004 mg kg™ em laranja e 0,009 mg kg™ em
limdo, sendo a recuperacdo variada de 5,1% a 6,1%, com desvio padrdo relativo inferior a
4,0%.

Feng et al. (2018) desenvolveram um quimiosensor de polimeros molecularmente
impressos (MIPs) para determinacdo de tiabendazol em suco de laranja. Como resultado
encontram coeficiente de correcdo linear (r?) de 0,99 e limite de deteccéo de 4 mg L™ e de
quantificacdo 13 mg L™

Alsammarraiea et al. (2018) desenvolveram um método de Espectroscopia Raman
amplificada por superficie (SERS) em combinagdo com novos substratos baseados em
nanomateriais de ouro (AuNRs) para medicdo e quantificacdo rapida do agrotoxico TBZ
extraido em amostra de sucos de limédo, cenoura e manga. Como resultado, os autores
obtiveram coeficientes de correcdo linear (r’) de 0,99, 0,98 e 0,99 e limites de deteccdo de
149 pg L™, 216 ug L™ e 179 pg L™ seguindo a ordem de matrizes anteriormente citada.

Fu et al. (2019) utilizaram espectroscopia Espectroscopia Raman amplificada por
superficie (SERS) combinada com um substrato de matriz de nanobastbes de ouro
reutilizaveis (GNR) para detectar tiabendazol em amostras de macas. Nas condi¢des 6timas
do método, foi obtido limite de deteccdo de 0,06 ppm e limite de quantificacdo de 0,980
ppm, com recuperacdo de 76% a 107%.

Diaz-Alvarez et al. (2019) desenvolveram uma barra de agitacdo molecularmente
impressa (SBSE) para extragdo por sor¢édo de TBZ e CBZ em amostras de laranja com
deteccdo por CLAE-UV com arranjo de diodo. Os limites de detecgdo encontrados foram
0,10 mg kg™ para o TBZ e 0,13 mg kg™* para 0 CBZ. Os limites de quantificacdo
determinados foram de 0,30 mg kg™ e 0,40 mg kg™ para o TBZ CBZ, respectivamente.

1.7 EXTRACAO POR PONTO NUVEM

A extragdo por ponto nuvem, do inglés “Cloud point extraction” (CPF), vem
despertando maior interesse nos Ultimos anos por ser uma técnica promissora de separacdo
e pre-concentracdo do analito, comparada a extracdo liquido-liquido convencional. A

extragcdo por ponto nuvem (EPN), introduzida pela primeira vez no ano de 1978 por
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Watanabe e Tanaka, é uma alternativa eficiente, pois é capaz de fornecer altos valores de
fator de pré-concentracdo, simplicidade de operacdo, além de permitir o uso de solucGes
diluidas de surfactantes como meio extrator, contribuindo para uma pequena geracao de
residuos de laboratdrio. Os surfactantes utilizados na técnica de EPN s&o considerados
pouco inflamaveis e de baixa toxicidade para o analista e para 0 meio ambiente. Essa
técnica € considerada mais vantajosa em comparagdo com a extracdo liquido-liquido
convencional, a qual demanda quantidade excessiva de solventes organicos (WANG et al.,
2016; COSTA, 2013 e RESENDE, 2010).

O estudo de matrizes orgénicas € complexo, uma vez que gera dificuldades
decorrentes dos interferentes da matriz, muitas vezes prejudicando a sensibilidade do
método. Assim, a determinacdo direta de analitos torna-se dificultada sem a realizacdo de
processos de separacdo e pré-concentracdo. Como uma alternativa, a EPN é considerada
uma técnica “limpa” porque segue os principios da “Quimica Verde” (LENARDAO et al.,
2003), ja que tem como vantagens a simplicidade, uso de menor quantidade de amostra,
baixo custo, utiliza reagentes com menor ou nenhuma toxicidade, quantidade reduzida de
solvente organico (POURREZA, SHARIFI e GOLMOHAMMADI, 2016).

Nesta técnica sdo utilizadas substancias surfactantes (tensoativos) que tém a
capacidade de modificar algumas propriedades reacionais com objetivo de melhorar a
sensibilidade e/ou seletividade do método analitico. Sua principal caracteristica € a
formacdo de ambientes micelares. Micelas sdo estruturas supramoleculares que possuem
regides estruturais hidrofilicas e hidrofébicas, que dinamicamente se associam
espontaneamente em solucdo aquosa a partir de certa concentragdo micelar, conhecida
como concentragdo micelar critica (CMC), formando grandes agregados moleculares de
dimensGes coloidais. Abaixo da CMC, o surfactante esta predominantemente na forma de
mondmeros ndo associados. As micelas sdo termodinamicamente estaveis, facilmente
reprodutiveis e sdo destruidas pela diluicdo com &gua, quando a concentracdo do tensoativo
ficar abaixo da CMC. Porém, quando a CMC é ultrapassada, o processo de formacédo de
agregados micelares é favorecido, dentro de uma dinamica de equilibrio com seus proprios
mondmeros, indicando que as micelas ndo sdo estruturas estaticas (MANIASSO, 2001;
ROCHA, 2013). A FIGURA 6 mostra uma representacdo esquematica da formacéo das

micelas.
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FIGURA 6: Representacdo esquematica da formacdo de um agregado micelar. Fonte:
Adaptado de BEZERRA et al., 2005.

A EPN é uma técnica que se baseia no uso de surfactantes como solvente extrator
onde uma solucdo aquosa de um surfactante torna-se turva em resposta a adicdo de uma
substancia apropriada ou por meio da alteracdo de algumas de suas propriedades, tais como
temperatura, forca iénica ou pressdo (DE AMORIM & ANDRADE, 2017). O ponto nuvem
€ 0 momento quando a surfactante torna a solucdo turva. Nessa etapa, ocorre a separacao da
solucdo em duas fases isotropicas distintas, a primeira contendo o menor volume, rica em
surfactante contendo o analito. A segunda fase com maior volume é considerada a fase
pobre porque contém pouco surfactante e analito. Na segunda fase, a concentracdo do
surfactante estd préximo da sua concentracdo micelar critica. A FIGURA 7 mostra uma

representacdo esquematica do processo anteriormente descrito.
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U W &

® Analito

Fase rica em Analise

U Surfactante surfactante " instrumental

FIGURA 7: Representacdo esquematica da extracdo em ponto nuvem. Fonte: adaptada de
XIE et al., 2010.
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Neste trabalho, a realizacdo do procedimento de EPN sera feita utilizado o
surfactante ndo iénico Tergitol TMN-6. O surfactante é uma substancia organica anfipatica
que possui uma longa cadeia hidrofébica e um pequeno grupo carregado ou polar
hidrofilico. Nos surfactantes derivados de alcodis secundarios de alquilpolioxietileno, a
parte hidrofobica é formada por grupos alquila e a parte hidrofilica por cadeias de
moléculas de oxietileno (EO) (WANG & DAI, 2010; DE AMORIM, 2015). A TABELA 4
mostra a estrutura do Tergitol TMN-6, nimero de unidades de oxietileno (EO), balanco

hidrofilico-lipofilico (HLB) e a correspondente temperatura de ponto nuvem (TPN).

TABELA 4: Pardmetros do surfactante Tergitol TMN-6.

Média de

Estrutura quimica unidadesde HLB TPN (°C) CMC-l
(mmol L™)
EO
6 13,1 36 0,16

Fonte: Adaptado de WANG & DAL, 2010 e DE AMORIN, 2015.

A EPN ¢é considerada uma técnica atrativa para analise de agrotoxicos, pois
normalmente estas substancias estdo presentes em niveis traco em amostras reais (FARIA
et al., 2005). Assim, esta técnica auxilia no preparo das amostras (pré-concentracdo) e
contribui para praticas mais sustentaveis tal como descrito anteriormente.

Para que a técnica de EPN seja utilizada de forma eficiente, é necessario encontrar
as melhores condicdes de trabalho relacionadas as variaveis envolvidas no processo, tais
como concentragdo do surfactante empregado, quantidade de sal adicionada, temperatura
das aliquotas no ponto nuvem e tempo de agitacdo ultrassénica.

Até onde foi possivel verificar, assim como no caso de trabalhos envolvendo
deteccdo eletroquimica de TBZ, poucos trabalhos relacionados a estudos de EPN para

determinacdo de TBZ, tém sido encontrados. Assim, encontram-se descritos abaixo 0s
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trabalhos que empregaram EPN para extrair/pré-concentrar TBZ juntamente com outros
agrotoxicos em diferentes matrizes e também aqueles relacionados a extracdo de outros
fungicidas também por ponto nuvem.

Santaladchaiyakit & Srijaranai (2012) criaram um método simples de extracdo por
ponto de nuvem usando surfactante Triton X-114 assistida por ultrassom combinado com
deteccdo por CLAE-UV para detectar TBZ, oxfendazol, mebendazol, albendazol e
fenbendazol em amostras de agua e leite. Sob condicGes otimizadas de EPN, foi obtido
linearidade na faixa de 0,1 mg L™ a 100 mg L™ com coeficiente de correlagéo (r?) superior
a 0,996. Os limites de deteccdo variaram no intervalo de 0,005 mg L™ a 0,1 mg L™ e as
recuperacOes variaram entre 81,6% a 111,4% (em matriz de agua) e 75,3% a 111,4% (em
matriz de leite).

No estudo realizado por Stangl & Niessner (1994), o surfactante Genapol X-80 foi
utilizado para extrair napropamida e TBZ de agua e solo. Limites de detec¢do abaixo de 0,2
Hg L™ e taxa de recuperacéo de até 95% foram relatados pelos autores pelo uso da técnica
de deteccdo por fluorescéncia.

Halko et al. (2004) desenvolveram um método de EPN para determinar fungicidas e
seus residuos (benomil, CBZ, TBZ e fuberidazol) em amostras de &gua utilizando os
surfactantes Genapol X-80 e POLE. As andlises foram realizadas por CLAE com
deteccdo por fluorescéncia. As recuperacdo variaram entre 68% e 96% para ambos
surfactantes e os limites de deteccdo obtidos pelo uso dos dois surfactantes foram de 6,0
g L 7,0 pg L 0,15 pg L 0,01 pg L™ para CBZ, benomil, TBZ e fuberidazol,
respectivamente.

Martines et al. (1996) utilizaram a técnica de EPN para extracdo e pré-concentracao
dos fungicidas Folpet, Captan e Captafol em agua de rio, empregando o surfactante Triton
X-114. Utilizaram CLAE acoplada a um detector eletroquimico com um eletrodo duplo de
carbono vitreo. Os limites de deteccdo obtidos foram de aproximadamente 4,0 pug L™ e os
desvios padrao relativos foram inferiores a 10%.

No trabalho de Jia et al. (2008), foi desenvolvido um procedimento para
determinacdo de cinco organofosforados em matriz de urina humana utilizando EPN
acoplada a micro-ondas. O surfactante ndo ionico usado foi Triton X-114. A deteccéo foi
feita por cromatografia gasosa com deteccao de fotometria de chama (GC-FPD) e os limites
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de deteccdo foram na faixa de 0,04 ng mL™ a 0,08 ng mL™ e os desvios padrdes relativos
foram inferiores a 9%.

Sohrabi et al. (2012) desenvolveram um método para extracdo e determinagédo do
organofosforado diazinon por EPN e deteccdo por espectrofotometria UV. Os autores
usaram o surfactante catidnico brometo de cetiltrimetilaménio (CTAB) e o limite de
deteccdo obtido foi de 0,02 ng mL™ com desvio padrao foi de 0,76%.

Liu et al. (2014) utilizaram EPN e CLAE-UV para deteccdo de quatro tipos de
triazinas (herbicidas) em matriz de leite. O surfactante usado foi Triton X-100 e os limites
de deteccio e recuperacéo obtidos foram de 6,79 ug L™ a 11,19 pg L™ e 70,5% a 96,9%,

respectivamente.
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2 OBJETIVO

2.1 OBJETIVO GERAL

O presente trabalho teve como objetivo desenvolver e validar um procedimento para
determinacdo eletroanalitica do fungicida TBZ em frutos de tomate usando eletrodo de
DDB a partir da extracdo e pré-concentracao pelo uso da técnica de ponto nuvem utilizando

o surfactante néo idnico Tergitol.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

v’ Caracterizacdo eletroquimica do TBZ sobre eletrodo de DDB;

v Desenvolvimento de metodologia eletroanalitica para a determinacdo de TBZ em
matriz de tomate sobre eletrodo de DDB;

v Otimizacdo de parametros experimentais nas etapas de extracdo e pré-concentracéo
por ponto nuvem, e avaliacdo da eficiéncia de extracao utilizando o surfactante ndo
ibnico Tergitol TMN-6;

v" Validacdo de metodologia analitica para a determinacdo e quantificacdo do
agrotoxico TBZ em matriz de tomate, sob condic¢Bes eletroquimicas otimizadas por
CLAE/EC e VPD.
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3 PARTE EXPERIMENTAL

3.1 MATERIAIS E REAGENTES

Para o preparo do eletrélito suporte de tampéo fosfato com concentracdo 0,01 mol
L realizou-se a dissolucdo do Fosfato de Potassio Monobasico Anidro P.A (Synth) em
agua deionizada (Milli-Q). Para o ajuste do pH das solugdes foi utilizado Hidréxido de
Sédio P.A (Synth) e Acido o-Fosférico (Synth) na concentragdo de 0,5 mol L.

Para a realizacdo do pré-tratamento do eletrodo DDB foi utilizada solucdo de H,SO4
(Synth) 0,5 mol L™.

A solucdo estoque do fungicida TBZ (Sigma-Aldrich) foi preparada na
concentracdo de 2,0 x 10° mol L™ em Acetonitrila (J.T. Baker) grau HPLC. A solucéo foi
mantida ao abrigo da luz e sob refrigeracéo.

As solucbes de surfactante Tergitol TMN-6 (Sigma-Aldrich) foram preparadas
adicionando quantidades adequadas de surfactante e dgua deionizada de tal forma a obter
concentracdes de 10%, 20% e 30% (em proporcdes V/V).

As amostras de tomates foram plantadas e cultivadas pela autora da dissertacdo sem
a utilizacdo de qualquer tipo de agrotdxico, garantindo a procedéncia 100% organica do
material (na agricultura orgénica ndo € permitido o uso de substancias que coloquem em
risco a salde humana e o meio ambiente). Apds a colheita, os frutos foram mantidos

congelados até a utilizacao.

3.2 MATRIZ ORGANICA: PLANTACAO E CULTIVO DO TOMATE

O estudo foi realizado na matriz tomate tipo cereja - Solanum lycopersicum var.
cerasiforme. As mudas foram adquiridas de um produtor rural da regido de Lagamar-MG,
Noroeste do estado de Minas Gerais, que mantém o plantio de hortalicas e vegetais
organicos, as quais foram plantadas na mesma cidade.

Tanto a plantagdo como o cultivo dos tomates foram realizadas de ‘“forma
organica”, com auséncia de qualquer tipo de agrotoxico com intuito de garantir a

procedéncia do material escolhido como matriz para pesquisa (FIGURA 8).



FIGURA 8: Fotos do cultivo e colheita da matriz orgénica (tomate). Fonte: Autora.

3.3 MATERIAIS E INSTRUMENTOS PARA MEDIDAS ELETROQUIMICAS
3.3.1 SISTEMA ELETROQUIMICO

As andlises eletroquimicas realizadas neste trabalho foram feitas em modo batelada
(VC e VPD) e em fluxo (CLAE/EC), utilizando célula eletroquimica do tipo convencional
(trés eletrodos) e um Potenciostato/Galvanostato modelo PGSTAT 128N da AUTOLAB
acoplado a um computador com software GPES versdo 4.9. Os dados obtidos foram
processados por meio do programa Origin 6.0 que gerou as figuras dos voltamogramas
apresentadas no decorrer do trabalho.

Para o pré-tratamento do eletrodo de DDB utilizou-se célula eletroquimica
convencional em vidro com capacidade de 40 mL, com tampa em Teflon e orificios para
posicionamento dos eletrodos e para adi¢do de aliquotas do analito.

O eletrodo de trabalho (ET) utilizado foi o DDB com &rea igual a 1,2 cm?, o qual foi
introduzido em um suporte de Teflon permitindo uma area exposta de 0,32 cm? (FIGURA
9). Como contra eletrodo (CE) utilizou-se uma placa de platina com area de 1,5 cm?

embutida em tubo de vidro.
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FIGURA 9: Suporte de teflon para o eletrodo de trabalho (DDB): (A) suporte aberto
mostrando o compartimento onde o eletrodo de trabalho é colocado (B) eletrodo de DDB
sendo colocado no suporte e (C) suporte fechado pronto para ser usado nas analises
eletroquimicas. Fonte: DE AMORIM, 2015.

Por ultimo, o eletrodo de Ag/AgCl em meio a KCI saturado foi utilizado como
eletrodo de referéncia (ER). Para sua construcdo realizou-se eletrodeposicao de um filme de
cloreto de prata (AgCl) em um fio de Prata (Ag) utilizando solucdo saturada de KCI (3,0
mol L) e aplicando-se uma corrente anédica de 100 mA por 30 s. Apds este procedimento,
o fio de Ag/AgCl foi colocado em um tubo de vidro contendo uma ponta de platina
embutida na extremidade. Na FIGURA 10 encontra-se a fotografia da célula eletroquimica

com trés eletrodos utilizada neste trabalho.

FIGURA 10: Fotografia da célula eletroquimica convencional de trés eletrodos: contra
eletrodo (CE), eletrodo de referéncia (ER) e eletrodo de trabalho (ET).

3.3.2 ELETRODO DE DIAMANTE DOPADO COM BORO (DDB)

O eletrodo de DDB utilizado neste trabalho foi produzido pelo Centro Suico de

Eletrénica e Microtécnica (CSEM), Neuchatel, Suica. O eletrodo foi preparado pela
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deposicao de um filme de DDB sobre um dos lados de uma placa de p-silicio. Sobre o outro
lado da placa de p-silicio foi depositado um filme fino de ouro, para propiciar contato
elétrico adequado.

O filme de DDB foi sintetizado pela técnica de deposicdo de vapor quimico
assistida por filamento quente HF-CVD (Hot Filament Chemical VVapor Deposition), com a
temperatura do filamento compreendida entre 2440 °C e 2560 °C. A fase gasosa consistia
dos gases metano e excesso de hidrogénio, sendo o gas de dopagem o trimetilboro. O teor

nominal de dopagem do eletrodo utilizado foi de 8000 ppm de boro.

3.4 PRE-TRATAMENTO DO ELETRODO DE DDB

Antes do inicio das medidas eletroanaliticas, o eletrodo de DDB foi submetido a
limpeza com &gua deionizada e condicionamento eletroquimico de sua superficie. O
condicionamento do eletrodo de DDB envolveu pré-tratamento anddico com duracdo de
30 s seguido de pré-tratamento catddico por 150 s, ambos utilizando uma densidade de
corrente de 1,0 A cm? em H,SO4 0,5 mol L™ Uma placa de platina foi utilizada como
contra-eletrodo e uma fonte de tensdo/corrente (Instrutherm®) forneceu a corrente

necessaria em cada pré-tratamento.

3.5 COMPORTAMENTO DO TBZ SOBRE O ELETRODO DE DDB

O estudo do perfil e caracterizacdo eletroquimica do TBZ foi realizado utilizando as
técnicas de voltametria ciclica (VC) e de pulso diferencial (VPD), ambas em eletrolito
suporte tamp&o fosfato (K,PO4) 0,01 mol L™.

As medidas voltamétricas foram realizadas em temperatura ambiente numa célula

eletroquimica com capacidade para 40 mL (FIGURA 10) e em diferentes pH.

3.5.1 VOLTAMETRIA CICLICA

O perfil voltamétrico do TBZ foi estudado pela técnica de voltametria ciclica em
uma faixade pH 2a11.
Apos a realizacdo do pré-tratamento (Secédo 3.4), o eletrodo de DDB foi submetido a

40 ciclos de voltametria ciclica em tamp&o fosfato para estabilizacdo eletroquimica, no
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intervalo de potencial de 0 a 2,0 V, com velocidade de varredura 250 mV s™. Em seguida, a
VC foi realizada no intervalo de potencial de 0,9 V a 1,6 V x Ag/AgCl (3,0 mol L™) com
velocidade de varredura 100 mV s gerando um voltamograma (branco).

Na mesma condicdo anteriormente descrita, realizou-se a VC da solugdo de TBZ
com concentracdo de 1,0 x 10 mol L™ (2,0 mg L™) a qual foi obtida pela adicéo de 200 pL
de solucéo padrdo de TBZ (2,0 x 10° mol L) aos 40 mL de eletrélito suporte presentes na

célula eletroquimica. O mesmo procedimento foi realizado para todos os pH investigados.

3.5.2 VOLTAMETRIA DE PULSO DIFERENCIAL

Com base nos resultados obtidos na VC, a analise do perfil voltamétrico do
fungicida TBZ foi investigado por VPD, no intervalo de potencial de 0,75 V a 1,5 V x
Ag/AgCI (3,0 mol L™) em faixas de pH que variaram de 2 a 11.

Apo6s definida a melhor condicdo de pH, os pardmetros de amplitude, escada de
potencial e velocidade de varredura foram devidamente otimizados. Uma vez obtida as
melhores condicdes de VPD, testes de repetitividade e de limites de deteccdo (LD) e
quantificacdo (LD) foram realizados. O LD foi determinado pelo método visual por meio
da anélise de solugdes de concentracGes conhecidas e decrescentes do analito, até ser
possivel fazer distingdo visual entre o sinal da menor concentracdo analitica (detectavel) e o
sinal gerado pelos ruidos Geralmente, as proporcdes de sinal-ruido aceitas como
estimativas do LD sdo de 3:1. O limite de quantificacdo (LQ) foi determinado pelo mesmo
critério do LD, utilizando a estimativa de 10:1 de relagdo sinal-ruido (INMETRO, 2016).
Para a obtencdo da curva analitica foram realizadas adi¢des da solugdo padrdo do fungicida
TBZ nas seguintes concentragdes: 1 pmol L™, 3 pmol L™, 4 umol L, 8 pmol L™, 12 pmol
L 16 pmol L™, 20 pmol L™ e 24 umol L™ Todas as medidas foram realizadas em
triplicata e cada ponto da curva foi obtido pela média aritmética do sinal de corrente

registrado de cada injecao.

3.6 EXTRACAO POR PONTO NUVEM

A metodologia de EPN desenvolvida neste trabalho foi baseada em trabalho prévio
(DE AMORIM & ANDRADE, 2017) de nosso grupo de pesquisa (LAPAM), com algumas

adequacdes e/ou modificagdes as quais estdo descritas a seguir.
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Os tomates cultivados foram triturados utilizando um misturador comercial (Mixer
PHILIPS WALITA) sem adicdo de &gua, até obter uma polpa homogénea. A polpa do
tomate foi armazenada em recipiente de vidro e congelada para posterior uso.

Aliquotas de 10 g da polpa foram pesadas em balanca analitica (Adventure AR2140
OHAUS CORPORATION) e transferidas para um tubo tipo falcon de capacidade de
50 mL, seguido da adicdo de 10 mL de &gua deionizada (FIGURA 11a). Em seguida, o
tubo foi submetido a agitacéo tipo vortex (IKA GENIUS) por 3 min para homogeneizar a
solucéo e depois levado a centrifuga (QUIMIS) por 5 min a uma velocidade de rotacao de
4000 rpm (FIGURA 11b). A aliquota do sobrenadante (FIGURA 11c) foi retirada e
adicionada a uma proveta com 100 mL de capacidade e fortificada com 500 pL de solucéo
padrdo do TBZ (2,0 mmol L™ em Acetonitrila).

5w '*"

FIGURA 11: Fotos das etapas iniciais da EPN. a) Polpa do tomate com agua; b) Amostra
apos 5 min na centrifuga; c) Aliquota do sobrenadante. Fonte: Autora.

Em seguida, o pH da solucdo sobrenadante foi ajustado e o volume da solucdo foi
completado com agua desionizada (Milli-Q - MILLIPORE, MERCK) até 100 mL. Desse
volume, aliquotas de 10 mL foram transferidas para 10 tubos de vidro com tampa e fundo
conico seguido de adicdo de 500 pL de solugdo 10% (V/V) de Tergitol TMN-6 (em agua)
em cada um deles, e posterior agitacdo manual. As amostras foram entdo deixadas em um
banho termostatico (EImasonic E30H 220 V ELMA) a 40 °C por 45 min, ao mesmo tempo
em que eram submetidas a uma agitacdo ultrassénica com frequéncia de 20 kHz (FIGURA
12a). Apoés este procedimento, quantidades de 0,6 g de NaCl foram adicionadas e
solubilizadas em cada um dos tubos contendo a amostra (FIGURA 12b).

Ao final, as aliquotas foram centrifugadas a uma velocidade de rotacdo de 4000 rpm

por 5 min. Essa etapa, adicional ao processo, € utilizada para acelerar o processo de
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separagdo das duas fases. Apds centrifugacdo, as amostras separaram-se em duas fases,
onde na parte superior do tubo encontra-se a fase rica em surfactante (FIGURA 12c), da
qual eram retirados 100 pL do sobrenadante com auxilio de uma micropipeta e entéo
transferidos para vials, acrescidos de 100 pL da fase movel em estudo e deixados em banho
ultrassénico por 2 min para homegenizacdo. Apds este procedimento, as amostras eram

injetadas no sistema CLAE e detectadas simultaneamente por UV e EC.

a) i

FIGURA 12: Fotos da EPN. a) Amostras no banho termostatico; b) Apds adicdo de 0,6 g
de NaCl e ¢) Amostras ap0s separacao de fases. Fonte: Autora.

3.6.1 FATOR DE PRE-CONCENTRACAO

A EPN tem a capacidade de extrair e pré-concentrar o analito. Assim, para
dimensionar o quanto da amostra pode ser pré-concentrada, utiliza-se o fator de pré-
concentracdo (Fc). O Fc é obtido a partir da construcdo de duas curvas analiticas, sendo
uma com procedimento de extracao e outra sem o procedimento de extracdo. A razdo entre
os coeficientes angulares das curvas analiticas obtidas com e sem o procedimento de
extracdo (Equacdo 1) é o que define o Fc (ESCALEIRA, 2005; COSTA, 2013 e DE
AMORIM, 2015).

Fc = bi/b, (Equacdo 1)

Onde, F¢ € o fator de pré-concentracéo, Ca; € o coeficiente angular da curva analitica com

extracdo e Ca, € o coeficiente angular da curva analitica sem extrag&o.

E importante ressaltar que a concentracdo do TBZ adicionada a aliquota no
sobrenadante do tomate antes da extracdo e pré-concentragdo por ponto nuvem (C,qg) ndo é

necessariamente igual a concentracdo obtida (Cop), pois seu valor ird depender da eficiéncia
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da extracdo. Ou seja, Cop sera diretamente dependente da eficiéncia dos processos de
extracdo e pré-concentracdo em ponto nuvem, os quais levam em conta o fator de pre-

concentragdo. Desta forma, Co, pode ser obtida de acordo com a Equagdo 2.
Cob = Cc/Fc (Equacéo 2)

Onde Cqp, € a concentracdo obtida, Cc € a concentracdo do analito determinada pela curva
analitica obtida sem qualquer processo de extracédo, e Fc é o fator de pré-concentracao.

3.6.2 VARIACAO DO pH DO TOMATE

O estudo do pH do sobrenadante do tomate foi realizado com a intencdo de verificar
se haveria modificagdo na eficiéncia do processo de extracdo e de pré-concentracdo em
ponto nuvem. O resultado foi verificado considerando-se a magnitude no sinal analitico do
TBZ obtido apos andlise por CLAE/EC.

Assim, antes da realizacdo do processo de EPN, o sobrenadante da polpa de tomate
teve seu pH ajustado entre 3 e 8, utilizando NaOH ou HCI 0,5 mol L™. Em seguida,
procedeu-se a EPN e, por fim, as aliquotas foram injetadas no sistema CLAE/EC a fim de

comparar os cromatogramas com deteccao eletroquimica resultantes.

3.6.3 PLANEJAMENTO FATORIAL

Planejamentos fatoriais sdo frequentemente empregados para sistemas onde existem
diversas variaveis ou fatores que podem influenciar na resposta de uma determinada
medida. Assim, a realizacdo de um planejamento fatorial torna possivel a determinacao das
melhores condicGes das variaveis experimentais envolvidas em um processo a partir das
interacdes observadas entre elas e que tém influéncia significativa sobre o registro da
resposta (BARROS NETO, SCARMINIO e BRUNS, 2010).

Nesse sentido, com a intengdo de avaliar e otimizar as principais variaveis
envolvidas no processo de EPN, utilizou-se um planejamento fatorial 2* completo. O
programa utilizado para analisar os resultados foi o Statistica®. As variaveis consideradas
neste planejamento foram concentragdo de Tergitol TMN-6 (% V/V), quantidade de NaCl
adicionada (g), temperatura das aliquotas no ponto nuvem (°C) e tempo de agitacao

ultrassonica (min).
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3.6.4 PLANEJAMENTO DE COMPOSTO CENTRAL

O planejamento de composto central é utilizado para verificar a curvatura de um
plano (CALADO e MONTGOMERY, 2003). Esse tipo de planejamento consiste de uma
parte referente ao planejamento fatorial 2*, onde é estudada somente a relacdo entre as
variaveis significativas para o modelo matematico proposto, com a finalidade de encontrar
os valores de méximo da curvatura da superficie de resposta, de onde se obtém os valores

otimizados do sinal analitico.

3.7 CLAE/EC

3.7.1 OTIMIZACAO DAS CONDICOES CROMATOGRAFICAS

Para a realizac@o das andlises por CLAE/EC, acoplou-se ao sistema cromatogréfico
(FIGURA 13) um detector eletroquimico especialmente projetado e confeccionado para
este fim (FIGURA 14). O sensor eletroquimico era controlado de forma paralela e
independente por um potenciostato (PGSTAT 128N) e sua entrada era conectada
diretamente a linha de saida do detector do cromatdgrafo. Dessa forma, 0s cromatogramas
com deteccdo UV e com deteccdo eletroquimica das amostras extraidas por ponto nuvem
foram obtidos simultaneamente, mas ndo de forma sincronizada, dado que sdo resultados

obtidos de equipamentos distintos.

Detector
Tag eletroquimico Saida do

detector UV

Potenciostato

FIGURA 13: Foto do sistema acoplado CLAE/EC usado para a detec¢do e quantificacao
do TBZ. Fonte: Autora.
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FIGURA 14: (1) Representagdo esquematica e (1) foto ilustrativo do sensor eletroquimico
utilizado nas analises por CLAE/EC. Fonte: ANDRADE et al., 20009.

O detector eletroquimico (FIGURA 14-1) € constituido por dois pequenos blocos de
Teflon®, onde em um deles encontra-se o compartimento para o eletrodo de trabalho (f), de
referéncia (d) e o contra eletrodo (c). Na parte inferior do detector, um parafuso fixado tem
a funcéo de fazer o contato elétrico com o eletrodo de trabalho (g). Um anel de silicone (e)
fixado a base de um dos blocos é responsavel pela vedacdo do sensor, impedindo que a
solucdo (fase mével) escape através da juncéo existente entre os dois blocos de Teflon®.
Um canal de entrada (a) conduz a solucdo a superficie do eletrodo de trabalho e
posteriormente a mesma passa por um canal de saida (c) (tubo de aco inoxidavel) o qual
também é utilizado como contra eletrodo.

O aparelho CLAE utilizado era da marca Agilent Technologies modelo 1220
Infinity LC (modelo G4288B) composto por um loop de injecdo de amostra de 20 uL e
detector UV-VIS. A coluna cromatogréafica utilizada foi do tipo C8 (4,6 mm x 250 mm,
ACE® 5 um) com faixa de trabalho entre pH de 2 a 8. Aliquotas de 40 pL de amostra da
EPN foram injetadas no sistema cromatografico, a fim de encontrar o sinal analitico
referente ao analito TBZ e, caso necessario, separa-lo dos possiveis interferentes da matriz.
Para a otimizacdo das condi¢fes cromatogréficas utilizaram-se diferentes composicdes de
fase movel contendo tampédo fosfato 0,01 mol L™ (pH 7) e ACN, a uma vazdo de 1,0 mL

min™.

3.7.2 VOLTAMOGRAMA HIDRODINAMICO

Ap0s determinada as melhores condi¢fes cromatogréficas, procedeu-se a obtencdo

da melhor condicdo do parametro de potencial aplicado (voltamograma hidrodindmico) por
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meio da técnica de amperometria em fluxo, variando-se os valores de potencial entre 1,10
Ve 1,45V x Ag/AgCl (3,0 mol L™).

Para isso, aliquotas de 100 puL do sobrenadante do tomate fortificado com 500 pL
de TBZ (2,0 mmol L) foram diluidas com 100 pL da fase mével (Tampao Fosfato/ACN
57:43, VIV) e entdo injetadas no sistema CLAE/EC para obtengdo do cronoamperograma

para cada potencial estudado.

3.8 VALIDACAO DO METODO ANALITICO
3.8.1 CLAE/EC

Apobs o desenvolvimento de um método analitico, deve-se realizar uma avaliagdo
sobre os diversos fatores experimentais que podem afetar a exatiddo e a precisdo dos
resultados. Essa avaliacdo é denominada de validacdo, e estd relacionada com a
confiabilidade dos resultados (FREITAS, 2005; LEITE, 2002).

Uma vez determinada as melhores condicdes para a detecgdo do TBZ em amostra
de tomates organicos a partir das condi¢cdes cromatograficas, eletroquimica e de extracao,
foram avaliados alguns parametros de anélise com a intencdo de validar o método proposto,
seguindo algumas indicacdes presentes em INMETRO (2016) e GARP (1999). Os
parametros avaliados foram limite de deteccdo, limite de quantificacdo, curva analitica
(com e sem EPN), precisdo, exatiddo intradia e interdia e estudo de interferentes. Além
disso, o método foi aplicado para analise de tomates adquiridos em estabelecimentos

comerciais localizados no municipio de Cataldao-GO.

Limite de Deteccao

O limite de detecgdo (LD) é definido como a menor quantidade de analito que pode
ser detectado pelo método, mas ndo necessariamente quantificado com um valor exato
(RIBANI et al.,, 2004). Neste trabalho, o LD foi obtido pela relagdo sinal/ruido,
considerando-se o sinal do pico de corrente como sendo, pelo menos, trés vezes maior do
que o sinal do ruido. Para isso, sucessivas injecdes em triplicata foram feitas com diferentes
concentragdes do padréo do fungicida (INMETRO, 2016).
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Limite de Quantificacao

O limite de quantificacdo (LQ) é definido como a concentracdo do analito que pode
ser quantificada na amostra com precisdo e exatiddo, dentro de condicdes analiticas
definidas (LEITE, 2002). O critério adotado para determinar o LQ para o TBZ foi a relacdo
sinal-ruido, considerando-se que a menor concentracdo da espécie analitica deve ser, no
minimo, 10 vezes maior que o sinal do ruido e pode ser determinada com reprodutibilidade
maior ou igual a 75% (INMETRO, 2016). Para isso, sucessivas injecfes realizadas em

triplicata foram feitas em diferentes concentracdes do padréo do fungicida.

Curva analitica (sem EPN)

Para a obtencdo da curva analitica sem qualquer processo de extracdo, injecdes do
padrdo do fungicida TBZ preparado na fase mével (tampdo fosfato 0,01 mol L™* e ACN na
proporcdo 57:43 V/V) foram realizadas nas seguintes concentragdes: 1,0 pg mL™?; 3,0 pg
mL™%: 5,0 pug mL™?; 7,0 pg mL™; 10,0 pg mL™Y; 13,0 ug mL™? e 20,0 pg mL™. Todas as
medidas foram realizadas em triplicata e cada ponto da curva foi obtido pela média

aritmética do sinal de corrente registrado de cada injecé&o.

Curva analitica (com EPN)

A curva analitica com processo de EPN foi obtida a partir da determinacédo do sinal
analitico referente ao TBZ extraido das amostras de tomate dopadas com concentracoes
nominais de TBZ de 0,125 pug mL™?, 0,250 ug mL™?, 0,500 ug mL™, 1,00 pg mL™, 1,50 pg
mL?, 2,00 pg mL™ e 3,00 pg mL™. Todas as medidas foram realizadas em triplicata e cada
ponto da curva foi obtido pela média aritmética do sinal de corrente registrado de cada

injecéo.
Fator de Pré-Concentragdo

Para verificagdo da eficiéncia do processo de EPN, o fator de pré-concentracéo (Fc)
foi determinado por meio da construcdo de uma curva analitica obtida com padrdo de TBZ
na faixa de 0,125 pg mL™ a 3,0 pg mL™ submetida ao procedimento de EPN, e uma

segunda curva compreendendo em uma faixa de 1,0 pg mL™ a 20,0 pg mL™" obtida sem o
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procedimento de EPN. O fator de pré-concentracdo foi obtido pela razdo dos coeficientes

angulares das curvas obtidas com e sem o processo de EPN (Equacéo 2).

Precisédo e Exatidao

Em um método analitico, a exatiddo esta relacionada com a proximidade do valor
por ele obtido com o valor considerado de referéncia. A exatidao pode ser expressa como a
quantidade percentual de analito recuperada no processo de extracdo e pré-concentracao

por ponto nuvem, tal como descrito na Equacéo 3.
R (%) = (Con/Cag) X 100 (Equacao 3)

Onde R € a porcentagem de recuperacdo, Cop (concentracdo obtida - ver secdo 3.6.1) é a
média aritmética do sinal de corrente registrado de cada injecdo, C,y (concentracdo
adicionada) € o valor de referéncia adicionado.

Jé& a precisdo é definida como uma medida do grau de aproximacédo dos resultados
obtidos entre ensaios independentes, repetidos de uma mesma amostra, amostras
semelhantes ou padrdes, sob condi¢bes definidas. Normalmente, a precisdo é expressa
como coeficiente de variagdo (CV), também conhecido como desvio padréo relativo (DPR),
sendo calculado de acordo com a Equacéo 4.

CV (%) = (DP/CMD) x 100 (Equacao 4)
Onde DP é o desvio padrdo e CMD ¢ a concentracdo média determinada.

Para avaliagdo da exatiddo e precisdo, o sobrenadante do tomate foi fortificado com
TBZ em trés niveis diferentes: i) nivel baixo (0,25 pg mL™), ii) nivel intermediério (1,00 pug
mL™) e iii) nivel alto (3,00 ug mL™). Foram realizadas analises intradia (realizadas no
mesmo dia) e interdia (realizados em trés dias consecutivos). Todas as analises foram feitas
em triplicata para cada nivel de concentragéo.

O critério de aceitagdo dos pardmetros de exatiddo e precisdo foi adotado com base
nos valores de referéncia estabelecidos por GARP (1999), no qual considera-se aceitavel o
intervalo de recuperacdo em analises de residuos de agrotoxicos entre 70% e 120%, com

precisdo + 20%. Entretanto, para amostras muito complexas do ponto de vista analitico ou
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mesmo do ponto de vista de matriz, valores de 50% a 120% e com precisdo de até +15%
sdo considerados aceitaveis do ponto de vista de validag&o.

Estudo de Interferentes

A seletividade, também chamada de especificidade, é a capacidade do método em
distinguir o analito de interesse de outras espécies presentes na amostra (HARRIS, 2012).

A influéncia de interferentes foi estudada pela adi¢do de um segundo agrotoxico, o
clopirifés (CPF). Sua escolha foi baseada na informacdo de que seu uso foi proibido no
cultivo de tomate em 2004 pela ANVISA, e autorizado somente para tomate rasteiro, para
fins industriais. Apesar disso, o uso do CPF ainda tem sido utilizado nas lavouras de tomate
de mesa do Brasil. Este fato foi comprovado a partir das informacdes contidas no relatério
do Programa de Analise de Residuos de Agrotoxicos em Alimentos (PARA) publicado em
2016, onde o agrotdxico CPF obteve o maior indice de detec¢éo irregular nas amostras de
tomate analisadas (ANVISA, 2016).

O estudo do interferente foi realizado pelo procedimento de EPN em condicdes
otimizadas em amostras de tomate orgénico nas seguintes condic¢des: a) Sem a adi¢do do
agrotéxico CPF e adicionando-se 25 pL de TBZ na concentragdo de 1,0 pg mL™; b)
Adicionando-se somente 25 uL de CPF na concentracdo de 1,0 ug mL™; ¢) Adicionando-se
volumes iguais de 25 puL de TBZ e CPF na mesma concentracdo (1,0 pg mL™) e d)
Adicionando-se volume de 25 pL de TBZ na concentracéo de 1,0 ug mL™ e 250 pL de CPF
na concentracdo de 10 pg mL™ Em seguida, procedeu-se a analise por CLAE/EC para

verificar o efeito do interferente no método desenvolvido.

3.9 APLICACAO DO METODO EM TOMATES COMERCIAIS

A otimizagdo e validagdo do método em tomates comerciais foram respaldadas
pelas analises de tomates organicos, plantados e cultivados pela prépria autora (Segéo 3.2),
0S quais garantem a isencdo de qualquer tipo de agrotdxico no fruto. Apds realizada a
validagdo do método proposto, foram adquiridas amostras de tomate de trés
estabelecimentos comerciais distintos e localizados na cidade de Cataldo-GO, as quais

foram denominadas de Comercial 01, Comercial 02, e Comercial 03. Foram separadas



38

quantidades de 100 g de cada amostra as quais foram, em seguida, trituradas e submetidas a
EPN sem a adicdo de TBZ (branco) e pela adi¢do de 25 uL de TBZ na concentragéo de 1,0
ng mL™. Todas as analises foram feitas em triplicata e nas condicdes previamente
otimizadas. A aplicacdo do método foi feita tanto para condicdo em fluxo (CLAE/EC)

como em batelada (VPD).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 PERFIL E CARACTERIZACAO ELETROQUIMICA DO TBZ

A voltametria ciclica tem como principal funcdo gerar informacgdes qualitativas
sobre 0s processos eletroquimicos sob diferentes condi¢cBes. A FIGURA 15 mostra os

voltamogramas ciclicos obtidos pela variagao do pH.
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FIGURA 15: Voltamogramas ciclicos do fungicida TBZ 1,0 x 10 mol L™ em tamp&o
fosfato 0,01 mol L™ em diferentes pH (de 2 a 11). Eletrodo de DDB. v = 100 mV s™.

Observa-se na FIGURA 15 que com o aumento do pH do meio ocorreu um
deslocamento para valores menos positivos de potencial. Além disso, os voltamogramas
mostram que ao inverter o sentido da varredura nenhum sinal de corrente de pico catodico
foi observado em toda faixa de pH investigada, indicando tratar-se de um processo
irreversivel.

Ap0s a obtencdo das informacdes e perfis voltamétricos para o0 TBZ, optou-se pelo
uso da VPD por possibilitar a obtencdo de voltamogramas melhor definidos e com maior
sensibilidade, tal como j& abordado anteriormente. Os parametros de VPD utilizados nesta
medida (amplitude e escada de potencial) foram escolhidos por apresentarem sinais

satisfatorios de deteccdo (a obtencdo das melhores condi¢cdes de VPD serd mostrada em
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secdo adiante). As FIGURAS 16a e 16b mostram os resultados obtidos no estudo da

influéncia do pH no comportamento voltamétrico do TBZ pela técnica de VPD.
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FIGURA 16: a) Voltamogramas de VPD do fungicida TBZ 1,0 x 10° mol L™ em tamp&o
fosfato 0,01 mol L™ em diferentes pH (de 2 a 11) e b) Relac&o Ip, x pH e Ep X pH obtidos
da VPD do TBZ (1,0 x 10° mol L%). a = 50 mV, escada de potencial = 5 mV e
v=100mVs™.

Conforme verificado na FIGURA 16a, relativo & oxidacdo do TBZ, é possivel
observar que os valores de potencial de pico anddico (Ep,) deslocaram-se para valores

menos positivos com o aumento do pH, tal como ja esperado levando-se em conta os VC
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mostrados na FIGURA 15. Isso pode ser atribuido a existéncia de uma reacdo de pré-
protonacdo acoplada ao processo de transferéncia eletronica evidenciando o envolvimento
de fons H30" no processo de oxidagdo do TBZ. Além disso, é possivel notar na FIGURA
16b uma mudanca de inclinacdo de reta (Ep x pH) préximo de pH 5, a qual pode ser
atribuida ao primeiro pKa da molécula TBZ (4,6). O segundo pKa da molécula de TBZ
possui valor igual a 12 (MORAL, SICILIA e RUBIO, 2009; RIBEIRO, 2014) e ndo foi
detectado nesta medida. A mudanga de inclinagdo da curva E, x pH (FIGURA 16b)
observada proxima de pH 5 passou de 51 mV/pH (sugerindo a participacao de numero igual
de prétons e elétrons na reacdo) para 30 mV/pH (o que estaria mais proximo de uma
relagdo préton/elétron igual a 0,5). Ainda de acordo com a FIGURA 16b, pode-se observar
que a partir de pH 8 o potencial de pico (E,) deixa de ser dependente do pH, indicando que
a partir dai o E, ndo é mais afetado pela concentragdo de fons H" sugerindo a auséncia de
qualquer etapa de protonagdo no mecanismo de oxidacao.

Assim, abaixo de pH 4,6 a molécula de TBZ estar4 majoritariamente em sua forma
protonada (TBZ"), acima de pH 4,6 a molécula estard majoritariamente em sua forma
neutra (TBZ) e acima de pH 12 a estrutura predominante do TBZ em solugdo sera a sua
forma ionizada (TBZ"). Um diagrama de distribuicdo das espécies TBZ presentes em
solucdo foi construido com base no seu equilibrio aquoso em funcdo do pH do meio e dos
pK, apontados pela literatura e esta apresentado na FIGURA 17.
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FIGURA 17: Diagrama de distribuicdo das espécies em funcio do pH para TBZ. (¢) TBZ",
(m) TBZ e (A) TBZ.
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Com relagéo a I,, a FIGURA 16a mostra claramente um decaimento significativo de
seu valor até pH 6. A explicacdo para este comportamento pode ser feita baseada em
estudos de impedancia eletroquimica com TBZ (e também sobre DDB) realizado por
Ribeiro (2014), nos quais foi demonstrado que em um intervalo de pH entre 2 e 6 houve um
aumento da resisténcia a transferéncia de carga, o que levou a uma diminuicéo na cinética
de transferéncia de carga com o aumento do pH. Em outras palavras, se a cinética de
transferéncia de carga diminui com o aumento do pH (na faixa de 2 a 6), entdo a
intensidade de sinal também deve diminuir como consequéncia da diminuicdo da
quantidade de TBZ" em relagdo a do TBZ. De acordo com o diagrama da FIGURA 17, é
possivel observar que a partir de pH 6 mais de 97% do TBZ encontra-se em sua forma
neutra. Assim, considerando-se os resultados mostrados na FIGURA 16a e o diagrama da
FIGURA 17 torna-se possivel inferir que a espécie TBZ' deve possui atividade
eletrogquimica maior do que a neutra, pois quanto mais ela esta presente em relacdo a
espécie neutra, maior é o sinal de corrente obtido. J4 0 aumento da I, observado a partir de
pH 6 (FIGURA 16a) deve ser atribuido a oxidacdo da espécie neutra (TBZ) a sua forma
ionizada (TBZ). A FIGURA 18 mostra as estruturas quimicas das espéecies de TBZ
existentes em equilibrios aquosos em diferentes pH.
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FIGURA 18: Estruturas quimicas das espécies formadas em diferentes valores de pH.
Fonte: RIBEIRO, 2014.
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Uma vez caracterizado o perfil eletroquimico envolvido no processo de oxidacao do
TBZ, a proxima etapa do trabalho envolvia a determinacdo de TBZ extraido de amostras de
tomate por ponto nuvem. Por se tratar de uma amostra real, optou-se por trabalhar os
parametros envolvidos na técnica de EPN utilizando a técnica de CLAE/EC no sentido de
possibilitar eliminacdo dos possiveis (e provaveis) interferentes naturais pertencentes a
amostra. Para isso, as condi¢cdes cromatogréaficas necessitaram ser primeiramente avaliadas,

as quais estao descritas na secao a seguir.

4.2 OTIMIZACAO DAS CONDICOES CROMATOGRAFICAS

Embora os estudos voltamétricos realizados tenham mostrado maior sinal de
corrente em pH 2, esta condicdo ndo foi escolhida para trabalhar com a técnica de
CLAE/EC por ser considerada extrema para a coluna cromatogréfica utilizada, a qual
possui faixa de pH indicada pelo fabricante entre 2 e 8. Assim, considerando-se que a
pequena diferencga entre os sinais de corrente obtidos em pH 3 e pH 7 (FIGURA 16b),
optou-se por trabalhar em pH 7 devido a maior facilidade de oxidacdo do TBZ (menor
potencial), a qual também resulta na obtencdo de menor corrente de fundo, e também
porque esta condicdo resulta na menor formacao de bolhas de oxigénio dentro da célula de
deteccdo eletroquimica (os potenciais de oxidacdo de TBZ e de geracdo de O, estdo mais
distantes um do outro em pH 7), promovida pela reacdo de oxidacdo da agua presente na
fase movel, e que poderia causar oscilacdo no sinal de corrente obtido. A condicdo de
potencial aplicado nesta avaliacdo foi adotada considerando-se que o valor de 1,5 V X
Ag/AgCI (3,0 mol L™) era superior aquele suficiente para oxidagdo do TBZ.

Assim, para a obtencdo das melhores condi¢cdes cromatograficas foram utilizadas
diferentes composicdes de fase movel nas proporcdes (V:V) de Tampdo fosfato
0,01 mol L™ (pH 7):ACN em 55:45, 56:44, 57:43, 58:42, 59:41, 60:40 e 62:38 a uma vazéo
de 1,0 mL min™. Os cromatogramas com deteccdo eletroquimica utilizando as diferentes

composicdes de fase movel estdo mostrados na FIGURA 109.
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FIGURA 19: Cromatogramas obtidos por deteccdo eletroquimica apdés EPN em tomate
fortificado com 500 pL de TBZ (2,0 mmol L™). Eletrélito suporte: fase mével tampéo
fosfato (0,01 mol L™, pH 7,0):ACN em diferentes composicdes de fase mével. E = 1,5 V x
Ag/AgCl. Volume de injecédo de 20 pL.

De acordo com os cromatogramas mostrados na FIGURA 19, pode-se observar a
presenca de alguns picos iniciais referentes aos interferentes da matriz (tomate organico) e,
em seguida, os picos referentes a0 TBZ obtidos em cada condicdo de fase movel. E
possivel notar também a formacao de picos referentes ao TBZ bem definidos, os quais sdo
deslocados para menores tempos de retencdo a medida que a forca da fase mével aumenta,
tal como esperado. Os sinais de corrente obtidos para cada condi¢do parecem nédo ter uma
relacdo direta com a composicdo da fase mével, uma vez que eles sdo oscilantes. Assim,
considerando-se a maior distancia entre o pico referente ao TBZ e os interferentes da matriz
bem como o sinal de corrente obtido, a fase mdvel considerada mais adequada para as
analises cromatograficas foi de 57:43. A FIGURA 20 mostra ainda 0s cromatogramas com
deteccdo eletroquimica obtidos com a amostra apos procedimento de EPN na auséncia de
TBZ (branco), na presenca de TBZ e apds fortificacdo da amostra com solucdo padrdo de
TBZ. Este procedimento de fortificagdo de amostra foi feito para fins de confirmagéo de

que se tratava, de fato, do sinal analitico referente ao TBZ. E importante ressaltar que como
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0s tempos de deteccdo amperométrica e por UV (ambos via CLAE) ndo eram precisamente
sincronizados, os tempos de retengdo mostrados na FIGURA 20 ndo sdo representativos.
Nesse sentido, o cromatograma registrado pela deteccéo do tipo UV mostrado na FIGURA
21 confirma que o tempo de retencdo do TBZ na condicdo de fase mdvel considerada mais
adequada (57:43) foi de apenas 4,6 min, o que do ponto de vista de frequéncia analitica é

bastante interessante.
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FIGURA 20: Cromatogramas obtidos por deteccdo eletroquimica apds procedimento de
EPN em tomate na auséncia de TBZ (branco, curva em azul), na presenca de TBZ (curva
em vermelho) e ap6s fortificacdo da amostra com adicéo de 50 uL solucdo padrdo de TBZ
(curva em preto). Eletrélito suporte: fase movel tampao fosfato (0,01 mol L™, pH 7,0):ACN
na proporcéao 57:43 (V/V), volume de injecdo de 20 uL e E=1,5V x Ag/AgCI.
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FIGURA 21: Cromatogramas obtidos por CLAE-UV ap6s procedimento de EPN em
tomate na auséncia de TBZ (branco, curva em azul), na presenca de TBZ (curva em
vermelho) e apds fortificacdo da amostra com adicdo de 50 pL solugdo padrdo de TBZ
(curva em preto). Eletrdlito suporte: fase mdvel tampao fosfato (0,01 mol L™, pH 7,0):ACN
na propor¢ao 57:43 (V/V), volume de injecdo de 20 uL e A = 274 nm.

4.2.1 VOLTAMOGRAMA HIDRODINAMICO

Ap0s determinacdo da melhor condicdo cromatografica, procedeu-se a obtencdo da
melhor condicdo do potencial a ser aplicado na técnica de amperométrica. Para isso, um
voltamograma hidrodinamico foi construido variando-se os valores de potencial aplicado
entre 1,10 V e 1,45 V x Ag/AgCl (3,0 mol L™), tal como mostrado na FIGURA 22.
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FIGURA 22: Cromatogramas obtidos por deteccdo eletroquimica ap6s EPN e na figura
inserida encontra-se voltamograma hidrodindmico obtido para o TBZ. Eletrdlito suporte:
fase mével tampéo fosfato (0,01 mol L™, pH 7,0):ACN na proporcéo 57:43 (V/V) e volume
de injecdo de 20 L.

De acordo com o voltamograma hidrodinamico mostrado FIGURA 22 (inserida), é
possivel observar a variacdo do sinal eletrogquimico do TBZ obtido em cada potencial
estudado. O sinal de corrente referente a oxidacdo do TBZ aumenta a medida que o
potencial aplicado é alterado para valores mais positivos, tendendo a um patamar partir do
potencial de 1,35 V x Ag/AgCl (3,0 mol L™). Este comportamento deve-se & limitacdes
referente ao transporte de massa do TBZ a superficie do eletrodo (difusdo). Como ndo ha
grandes variacOes de sinal de corrente acima desse valor e levando-se em conta as questfes
relacionadas ao desprendimento de gas ja mencionadas, o potencial mais adequado para ser
empregado na deteccdo eletroquimica do fungicida TBZ foi considerado ser de 1,35 V X
Ag/AgCI (3,0 mol L™). Além disso, é importante ressaltar que ndo apenas o sinal do TBZ
aumenta com o aumento do potencial aplicado, mas também, o sinal dos interferentes
presentes da amostra. Portanto, o fato dos interferentes da amostra também apresentarem
atividade eletroquimica ja se configuraria como um forte indicativo de que analises em

batelada por voltametria devem ser dificultadas.
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4.3 OTIMIZACAO DOS PARAMETROS DA EPN
4.3.1 VARIACAO DO pH DO SOBRENADANTE

O primeiro parametro a ser avaliado na otimizacdo do processo de EPN foi o0 pH do
sobrenadante. Para isso, as melhores condi¢cdes cromatograficas e eletroquimicas foram
empregadas neste estudo no sentido de verificar se haveria melhora do sinal analitico do
TBZ e/ou diminuicdo no sinal dos interferentes. Os resultados desta medida estéo
mostrados na FIGURA 23.

2,04 20
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FIGURA 23: Cromatogramas obtidos por detecgdo eletroquimica apés EPN em tomate
contendo 500 pL de TBZ (2,0 mmol L™?) em diferentes pH de sobrenadante do tomate.
Eletrélito suporte: fase mével tampéo fosfato (0,01 mol L™, pH 7,0):ACN na proporcéo de
57:43 (VIV), volume de injecdo de 20 pL. E =1,35 V x Ag/AgCI.

A FIGURA 23 mostra que em toda faixa de pH estudada (3,0 a 8,0) o sinal dos
interferentes presentes na matriz sdo diminuidos com o aumento do pH (os quais foram
ajustado com NaOH ou HCI 0,5 mol L™). Além disso, observa-se um aumento na
intensidade de corrente referente ao sinal de TBZ até pH neutro com posterior diminuicao
em pH 8. O uso do surfactante de Tergitol como solvente em processos de EPN de
compostos organicos ndo tem sido muito relatado na literatura dos ultimos anos (AMORIM
etal., 2017; LIU et al., 2014; CHEN et al., 2012; ZOU et al., 2012; MARTINS et al., 2011;
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PRAK et al., 2010; LI et al., 2008; BAI, et al., 2001). De acordo com FERRERA et al.
(2004), em processos de EPN o pH das amostras deve ser ajustado preferencialmente de
forma a priorizar a forma molecular do analito em sua forma neutra, considerando sua
maior afinidade com agregados micelares ndo idnicos nestas condi¢Ges. Portanto, maiores
eficiéncias de extragdo deveriam ser, de fato, esperadas, quando o pH das amostras de
tomate estivesse em um intervalo compreendido na faixa de 6 a 10, pois nesta condigdes a
espécie TBZ encontra-se majoritariamente em sua forma neutra (ver FIGURA 17). Assim,
acredita-se que o efeito do pH das amostras sobre a resposta eletroquimica do TBZ nas
analises mostradas na FIGURA 23 representem um balango entre a eficiéncia do
mecanismo de formacdo de micelas em diferentes pH e a afinidade dos analitos por elas. E
importante ressaltar que o uso de condi¢bes de pH neutro em estudos envolvendo EPN de
moléculas organicas com Tergitol mostrou ser a melhor condi¢éo, ndo apenas neste estudo,
mas em outros trabalhos que mencionaram o efeito do pH (LIU et al., 2014; ZOU et al.,
2012). Dessa forma, a condicdo de pH de sobrenadante considerada a mais adequada para
ser utilizada no processo de EPN foi aquela realizada em condicdo neutra. Nessa condicao,

o sinal analitico é maximo e o sinal dos interferentes € minimizado.

4.3.2 PLANEJAMENTO FATORIAL

Apbs definidas as melhores condi¢bes cromatograficas, eletroquimicas e de pH do
sobrenadante do tomate para a determinacdo do TBZ, procedeu-se a otimizacdo dos outros
parametros da extracdo por ponto nuvem (EPN) utilizando-se um planejamento fatorial 2*
completo. Em um planejamento fatorial completo avaliam-se os efeitos que as variaveis
exercem uma sobre as outras com o resultado final. A organizacdo do experimento visa
obter as combinagfes possiveis entre as variaveis estudadas e seus 0s niveis. Os niveis sao
representados, por convencao pelos sinais (-) e (+) que representam o nivel mais baixo (-) e
o nivel mais alto (+) das variaveis. Além do nivel alto e baixo, também é estudado o nivel
intermediario entre os valores inicialmente definidos (CALADO & MONTGOMERY,
2003). Para obtencdo de respostas significativas, é necessario fazer um levantamento
preliminar das variaveis mais expressivas e identificar os niveis mais adequados para cada
variavel. Assim, a escolha dos valores foi definida no sentido de obter a melhor condicéo

para trabalho visando rapidez, economia de reagente e eficiéncia no processo experimental
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de EPN. O planejamento fatorial empregado neste trabalho foi construido com base na
variacao e interacdo entre 4 parametros investigados, os quais estdo mostrados na TABELA

5, juntamente com os valores de sinal de corrente obtidos como resposta para cada ensaio.

TABELA 5: Resultado do planejamento fatorial 2* para estudo da extracdo e pré-
concentracdo por ponto nuvem do TBZ em tomate.

Experimento Tergitol TMN-6 (% V/V) NaCl/g t/min @/°C 1/pA

1 10 (-) 0,4 (-) 15() 36() 1,32
2 30 (+) 0,4 (-) 15(-) 36() 1,20
3 10 (-) 0,6 (+) 15(-) 36() 145
4 30 (+) 0,6 (+) 15(-) 36() 1,23
5 10 (-) 0,4 (-) 45(+) 36() 144
6 30 (+) 0,4 (-) 45(+) 36() 111
7 10 (-) 0,6 (+) 45(+) 36() 154
8 30 (+) 0,6 (+) 45(+) 36() 1,26
9 10 (-) 0,4 (-) 15(-) 40(+) 145
10 30 (+) 0,4 (-) 15(-) 40(+) 0,85
11 10 (-) 0,6 (+) 15(-) 40(+) 1,68
12 30 (+) 0,6 (+) 15(-) 40(+) 1,27
13 10 (-) 0,4 (-) 45(+) 40(+) 1,38
14 30 (+) 0,4 (-) 45 (+) 40(+) 1,03
15 10 (-) 0,6 (+) 45 (+) 40(+) 1,59
16 30 (+) 0,6 (+) 45 (+) 40(+) 1,30
17 (C) 20 (%) 0,5 (%) 30(x) 38(x) 1,29
18 (C) 20 (%) 0,5 (%) 30(¢x) 38(x) 141

A escolha da faixa de concentracdes (em % V/V) do surfactante Tergitol (10% em
nivel baixo, 20% em nivel intermediario e 30% em nivel alto) mostradas na TABELA 5 foi
baseada no fato de que este parametro tem influéncia direta no fator de pré-concentracéo.
No caso da temperatura, como a temperatura de formacdo de ponto nuvem do Tergitol
TMN-6 é 36 °C (WANG & DAI, 2010), este valor foi escolhido como nivel baixo.
Buscando manter a eficiéncia do processo, ndo foram estudas temperaturas muito alem do
ponto nuvem. Sendo assim, o nivel alto para a temperatura foi 40 °C e o intermediario de
38 °C. O tempo de ultrassom foi definido aletoriamente compreendendo uma faixa maior
(15 min a 45 min) de estudo, com a intencédo de verificar o tempo mais adequado no qual as
amostras devem ser submetidas a radiacdo ultrassonica. Por altimo, sabendo-se que as

condigdes do meio podem ser alteradas com a forca idnica da solucéo, a adi¢do de NaCl foi
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empregada para diminuir a temperatura de ponto nuvem, permitindo que a solucdo micelar
se separasse em uma fase rica de surfactante (menor volume) e outra pobre em surfactante
(maior volume). Assim, a quantidade de NaCl foi estudada nas faixas de 0,4 g (nivel
baixo), 0,5 g (intermediario) e 0,6 g (nivel alto).

A partir das respostas em corrente encontradas nos experimentos realizados por
meio do planejamento fatorial mostrado na TABELA 5, os efeitos das variaveis e suas
interacdes puderam ser representados pelo grafico de Pareto com nivel de confianca igual a
95% (p = 0,05), conforme mostra a FIGURA 24. Por meio deste grafico € possivel avaliar o
que acontece com a resposta quando ocorre a mudanca do nivel (-) para o nivel (+), ou seja,
0 comportamento causado por cada uma das variaveis (efeito principal) e 0 comportamento
causado pela interacdo entre as variaveis (efeito de interacdo). Além disso, o grafico de
Pareto mostra de forma clara e rapida os efeitos e suas interacfes que sao estatisticamente
importantes, de tal forma que se suas barras estiverem a direita da linha divisoria (p = 0,05)
a interacdo deve ser considerada significativa no modelo matematico. Os valores
localizados ao lado de cada barra representam a estatistica do teste t, que faz a comparacao
das medias dos resultados. O teste F faz a comparacdo das variancias, e por isso, a
significancia dos resultados (p > 0,05), é controlado através do mesmo (CALADO &
MONTGOMERY, 2003).
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FIGURA 24: Gréfico de Pareto obtido a partir do planejamento fatorial 2* completo
referente aos efeitos para as variaveis da EPN em tomate fortificado com TBZ. A resposta
utilizada foi o sinal de corrente. Nivel de confianga de 95%.

A partir do gréafico de Pareto mostrado na FIGURA 24 é possivel observar que as
variaveis tempo e temperatura ndo foram estatisticamente significativas no modelo
proposto. Portanto, as melhores condi¢bes de tempo e temperatura foram consideradas ser
de 15 min (menor tempo) e 36 °C, respectivamente. O efeito principal das variaveis
Tergitol e NaCl apresentaram-se estatisticamente significativas para o matematico
proposto, e por esse motivo, devem ser estudadas com mais detalhes, para obtencdo dos
valores 6timos que irdo proporcionar melhor sinal analitico. E importante ressaltar também
que o valor localizado ao lado da barra do Tergitol da FIGURA 24 esta com o sinal
negativo. Esta informacao sugere que o teor percentual de surfactante utilizado no processo
de EPN deve ser diminuido para obtencdo de melhores resultados. De fato, a adicéo
excessiva de surfactante pode resultar na formacdo de uma fase rica de maior volume,
causando um efeito de diluicdo do analito e, consequentemente, a diminuigéo do fator de
pré-concentragdo. Os resultados da tabela ANOVA dos quais foram gerados o grafico de
Pareto (FIGURA 24), mostra que o valor de coeficiente de determinacdo (R-sqr) foi de

0,9282+0,007279 (Ms Residual), comprovando que o modelo matematico proposto é
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valido. Com base nestas informagdes, foi possivel propor uma matriz para planejamento de
composto central, tal como descrito na TABELA 6, juntamente com os valores de sinal de
corrente obtidos para cada ensaio. A FIGURA 25 mostra a superficie de resposta obtida a
partir dos resultados da TABELA 6.

TABELA 6: Resultado do planejamento de composto central para estudo da extracdo e
pré-concentragdo por ponto nuvem do TBZ em tomate.

Experimento Tergitol TMN-6 (% V/V) NaCl /g 1/ pA
1 8,0 0,4 1,47

2 8,0 1,2 1,94

3 20,0 0,4 0,89

4 20,0 1,2 1,68
5(C) 14,0 0,8 1,77
6 5,51 0,8 1,47

7 22,48 0,8 1,27

8 14,0 0,234 0,235

9 14,0 1,365 1,56
10 (C) 14,0 0,8 1,68

g :WBNOY

FIGURA 25: Superficie de resposta obtida a partir dos resultados da TABELA 6, para
otimizagdo do teor de Tergitol TNM-6 e da quantidade de NaCl, tendo como resposta
analitica o sinal de corrente do TBZ.
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A partir da FIGURA 25 é possivel perceber a regido de méximo, a qual representa a
condicgé@o com possibilidade de obtencdo de maior sinal de corrente para o TBZ. Essa regido
é evidenciada pelo destaque na cor vermelha escura do grafico, a qual revela que a melhor
condicdo (pode ser alcancada pela adicdo de 1,0 g de NaCl para uma solucdo de Tergitol
com teor percentual de 10,6 %.

Uma vez encontrada a melhor condicdo para realizacdo da EPN, foi dado
continuidade ao processo de validacdo do método proposto. No entanto, é importante
ressaltar que os valores anteriormente citados como as melhores condic¢des sdo tedricos, ou
seja, eles sdo considerados com base no modelo mateméatico empregado. Entretanto, ao
realizar o experimento nas referidas condi¢c6es, ndo foi observada separacdo entre as fases
rica e podre em surfactante. Esse fato pode ter ocorrido devido ao excesso de sal que
diminuiu a temperatura de formacao do ponto nuvem. A adicdo de NaCl diminui o teor de
agua dentro da micela devido a sua caracteristica dessecante, fazendo com que o volume de
fase rica seja menor e, consequentemente, seja obtido um maior fator de pré-concentracao
(ROCHA, 2013). Entretanto, quando o sal é adicionado em excesso ha uma diminuicdo da
temperatura de formacdo do ponto nuvem (TPN) para valores abaixo da temperatura
ambiente, o que impede a separacdo de fases e impossibilita 0 uso da técnica de EPN.
Assim, como ndo foi possivel ocorrer a separacdo de fases na EPN com a melhor condicéo
sugerida pelo planejamento de composto central, foi construida uma nova tabela alterando
as quantidades de NaCl, tal como mostrado na TABELA 7, juntamente com os valores de
sinal de corrente obtidos para cada ensaio. A FIGURA 26 mostra a superficie de resposta
obtida a partir dos resultados da TABELA 7.

TABELA 7: Resultado do planejamento de composto central para estudo da extracdo e
pré-concentracdo por ponto nuvem do TBZ em tomate.

Experimento Tergitol TMN-6 (% V/V) NaCl /g I/ pA
1 8,0 0,4 1,30

2 8,0 0,8 1,78

3 20,0 0,4 1,52

4 20,0 0,8 2,23
5(C) 14,0 0,6 1,80

6 5,51 0,6 1,84

7 22,48 0,6 1,90

8 14,0 0,317 0,718
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9 14,0 0,883 2,52
10 (C) 14,0 0,6 2,29

g 20D

FIGURA 26: Superficie de resposta obtida a partir dos resultados da TABELA 7 para

otimizacdo do teor de Tergitol TNM-6 e da quantidade de NaCl, tendo como resposta
analitica o sinal de corrente do TBZ.

De acordo com o grafico de superficie de resposta (FIGURA 26), o ponto de
méaximo (regido onde encontra-se maior intensidade de corrente) pode ser observado
guando a quantidade de sal e o teor percentual de Tergitol utilizados no processo de EPN
estdo em 0,83 g e 19%, respectivamente. Como as demais varidveis ja haviam sido
definidas anteriormente, a TABELA 8 sumariza as condi¢fes otimizadas para a extracao de
TBZ em tomate a partir da técnica de EPN.

TABELA 8: Condicdes finais otimizadas para extracdo e pré-concentracdo do TBZ por
ponto nuvem em tomate.

Parametro Valor Otimo
Tergitol TMN-6/ (% V/V) 19
NaCl /g 0,83
0/°C 36

t/ min 15
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A utilizagdo do planejamento fatorial proporcionou encontrar a melhor condigédo
para EPN utilizando uma quantidade menor de experimentos, que resultou em diminui¢do
de tempo e temperatura. Assim, uma vez otimizados todos os parametros relacionados a
determinacéo eletroquimica de TBZ (por CLAE/EC) extraido de amostras de tomates por
EPN, o método foi devidamente validado segundo critérios de aceitagcdo contidos em
INMETRO (2016) e GARP (1999).

4.4 VALIDACAO DO METODO ANALITICO
4.4.1 CLAE/EC

Para verificacdo da eficiéncia da EPN, o fator de pré-concentracdo (Fc) foi
calculado (Secdo 3.6.1) a partir da construcdo de uma curva analitica obtida com TBZ na
faixa de 0,125 pug mL™ a 3,0 pg mL™ submetida ao procedimento de extracdo e pré-
concentracdo por ponto nuvem, e outra compreendendo a faixa de 1,0 pg mL™ a 20 pg mL™
obtida sem o procedimento de extracdo e pré-concentracdo. As FIGURAS 27 e 28 mostram
as curvas analiticas obtidas com e sem o procedimento EPN, respectivamente. As equacoes
de reta e os coeficientes de correlacdo obtidos referentes a cada determinacdo estdo
expostos nas proprias curvas analiticas mostradas nas FIGURAS 27 e 28. Os valores
obtidos confirmam a excelente linearidade do método dentro da faixa estudada. Os valores
das inclinacdes das curvas analiticas com e sem o procedimento de extracdo e pré-
concentracdo (0,10141 pA/ug mL™ e 0,01784 uA/pg mL™, respectivamente) permitiram
determinar o fator de pré-concentracdo da extracao, o qual foi de 5,7. Ou seja, a utilizacao
da técnica EPN permite extrair e pré-concentrar a amostra em aproximadamente seis vezes.
Este valor de fator de pré-concentracdo foi considerado muito bom, principalmente
considerando-se & complexidade da matriz analisada, uma vez que varios elementos
constituintes do fruto podem interferir no resultado final da analise (ALVES et al., 2010 e
VIEIRA & LICHTIG, 2004).
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FIGURA 27: Curva analitica obtida em condicdo otimizada com procedimento de EPN.

Eletrélito suporte: fase movel tampao fosfato (0,01 mol L, pH 7,0):ACN na proporcdo
57:43 (VIV), volume de injecdo de 20 pL. E =1,35 V x Ag/AgCI.
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FIGURA 28: Curva analitica obtida em condi¢do otimizada sem procedimento de EPN.
Eletrélito suporte: fase movel tampao fosfato (0,01 mol L, pH 7,0):ACN na proporgdo
57:43 (VIV), volume de injecdo de 20 puL. E = 1,35V x Ag/AgCI.
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O limite de deteccdo (LD) foi obtido considerando-se a concentracdo
correspondente ao sinal de detec¢cdo como sendo, no minimo, trés vezes maior que o sinal
do ruido. Como as concentragdes resultantes das adi¢des do fungicida na obtengdo do LD e
do LQ (Cc, Equacdo 2) foram de 0,0312 pg mL™ e 0,0625 pg mL™, respectivamente, 0s
valores correspondentes ao LD e LQ (Cop, Equacdo 2) para o0 agrotoxico TBZ em amostras
de tomate utilizando o processo de EPN foram de 5,5 ug L™ (2,7 x 108 mol L) e 11 pg L™
(5,5 x 10® mol L™), na mesma ordem. O cromatograma com deteccdo eletroquimica
referente & medida de obtencdo do LD estd mostrado na FIGURA 29 e a TABELA 9
sumariza os principais resultados encontrados na literatura relacionados a determinacao de

TBZ em matrizes diversas, para fins de comparacao.
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FIGURA 29: Cromatograma obtidos por deteccdo eletroquimica referente a determinacao
do limite de deteccdo do TBZ. Eletrolito suporte: fase mével de tampéo fosfato (0,01 mol
L, pH 7,0):ACN na proporcéo de 57:43 (V/V), volume de injec&o de 20 pL. E = 1,35 V x
Ag/AgCl.

TABELA 9: LD e LQ relatados na literatura referentes a determinagdo de TBZ em vaérias
matrizes, utilizando diferentes métodos de extracdo e anélise.

Meétodo
Matriz de Método analitico LD LQ Referéncia
extracao
Frutas N 1 1,3-1800 MORAL
e vegetais SUSME LC/Fluorescéncia 0,4 g kg g kg™ et al., 2009
Agua DLLME CLAE/ 10els 20 €32 \yyetal, 2000
e solo Fluorescéncia Mg kg ug L

Laranja, maca, - Imunoensaio 0,07 a0,10 - BLAZKOVA
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banana e pera pg L etal., 2010

Maca - SERS-Au 0,1 mg kg™ - LUO etal.,

2016
Maca, tomates, VCe VPD
alho-poro e - (nanotubo de 10 pg L™? - DONG etal.,

, 2017

agua carbono)

DIAZ-

J HIKY etal., 2018
Suco de laranja  SPE SERS 40mgL* 130mgL™ FEl\;%'fg al.,
Suco de liméo, ALSAMMAR

cenoura e - SERS-AuUNRSs 149 aL2_11 6 - RAIE
manga HY etal., 2018
Maca - SERS/GNR 006mgL™ 0980mgL™ FUetal., 2019
0,10 mg kg’ (AL
Laranja SBSE CLAE/UV 09K 930 mgkg?  ALVAREZ
etal., 2019
Tomate EPN CLAE/EC 55ugL”  1lugL?  Este trabalho

Os dados mostrados na TABELA 9 indicam claramente uma variacdo muito grande
nos valores de LD e LQ nos diferentes trabalhos da literatura e, portanto, mostram que
esses valores sao dependentes das diferentes técnicas de analise empregadas na detec¢do do
TBZ. Entretanto, é necessario mencionar que todas as etapas do método desenvolvido neste
trabalho foram realizadas em matriz organica (tomate), que apresentou sinal eletroquimico
referente aos interferentes da matriz em todas as analises realizadas. Devido a
complexidade da matriz estudada, os valores determinados de LD e LQ séo considerados
bons, confirmando a viabilidade do método desenvolvido.

Para avaliar a exatiddo do método proposto foram realizados ensaios de recuperacao
intradia e interdia em triplicata para comparar os resultados alcancados com os valores de
referéncia (Equacéo 3 - Se¢édo 3.9). Para isso, utilizou-se do coeficiente de variacdo (CV%)
para expressar a precisdo do método (Equacdo 4 - Secdo 3.9) e os valores obtidos estdo
apresentados na TABELA 10.
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TABELA 10: Exatiddo (%) e precisdo (+ %) intradia e interdia obtidos na determinacédo do
TBZ em amostras de tomate na EPN em trés niveis de concentracdo. Eletrolito suporte:
fase mével de tampéo fosfato (0,01 mol L™, pH 7):ACN na proporcdo de 57:43 (V/V),
volume de injecdo de 20 uL. E = 1,35 V x Ag/AgCI.

1° dia 2° dia 3% dia Média
Amostra (n=9)
(ng/mL) Exatiddo* Exatiddo* Exatiddo* Exatiddo
(%) (%) (%) (%)
0,25 122 +12 1105 113+ 12 115+ 10
1,0 89+ 25 807 73+11 81+15
3,0 119+8 89+4 85+ 16 98+9

Pela analise da TABELA 10 ¢é possivel observar que o método apresentou boa
exatidao para as amostras estudadas, com excecdo para a analise da concentracdo de 0,25
ng mL™? do primeiro dia de ensaio, que mostrou porcentagem de recuperagdo pouco acima
do valor aceitavel. Os valores de recuperacdo média para os trés dias de ensaio estiveram
dentro dos valores sugeridos para analises de residuos agrotoxicos. A precisao foi avaliada

pelo coeficiente de varia¢do (CV%) e confirmou boa precisdo do método proposto.

Estudo de Interferente

O método proposto foi avaliado quanto a presenca de um agrotoxico como
interferente, o clopirifés (CPF). O CPF é um inseticida organofosforado que foi proibido no
cultivo de tomate em 2004 pela ANVISA, sendo seu uso autorizado somente para tomate
rasteiro, com fins industriais. Entretanto, seu uso ainda tem sido comprovado nas lavouras
de tomate de mesa do Brasil, tal como descrito anteriormente. A FIGURA 30 mostra o

resultado dessa medida.
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FIGURA 30: Cromatogramas obtidos por detec¢cdo eletroquimica referente a EPN em
condicdo otimizada em tomate organico (pH 7). Eletrolito suporte: fase movel de tampéo

fosfato (0,01 mol L™, pH 7):ACN na proporcéo de 57:43 (V/V), volume de injecdo de 20
uL. E=1,35V x Ag/AgCI.

A FIGURA 30 mostra os cromatogramas obtidos para uma amostra sem adicao de
qualquer fungicida (branco), somente com CPF, com a adi¢cdo de TBZ e CPF na mesma
concentracdo e por ultimo somente com a adigdo de CPF em concentracdo dez vezes maior
que TBZ. Os cromatogramas demonstram claramente que o agrotoxico CPF, além de ndo
apresentar sinal eletroquimico, ndo interfere nas medidas realizadas para determinacdo de
TBZ, o que confirma a ndo interferéncia deste fungicida no método.

Para confirmacg&o do sinal analitico do CPF, foi necessario dopar a mesma amostra
de tomate que foi realizada nos experimentos mostrados na FIGURA 30, com uma
guantidade muito grande do agrotoxico. A FIGURA 31 mostra o resultado desta medida a

partir do cromatograma obtido por deteccdo UV.
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FIGURA 31: Cromatograma obtido por CLAE-UV referente a EPN em condicdo
otimizada em tomate organico (pH 7) adicionando 1,0 pg mL™ de TBZ e 100 ug mL™ de
CPF. Fase mével tamp&o fosfato (0,01 mol L™, pH 7):ACN na proporcéo de 57:43 (V/V),
volume de injecdo de 20 uL e A =274 nm.

De acordo com o cromatograma mostrado na FIGURA 31, os picos de retencédo
referentes ao CPF e TBZ aparecem em 3,3 min e 4,6 min, respectivamente. Para que fosse
possivel visualizar o sinal do CPF por CLAE/UV nas condi¢cBes do método proposto, foi
necessario dopar a amostra da EPN com uma quantidade cem vezes maior do agrotoxico
interferente. Nesta condicdo, o CPF ndo apresentou nenhum sinal eletroquimico e, portanto,

sua atividade eletroquimica parece ser muito pequena ou até mesmo nula.

Aplicacdo do método (CLAE/EC) para determinacéo de TBZ em tomates

Depois de validado, o método CLAE/EC foi aplicado na analise de amostras
comerciais de tomate de trés estabelecimentos na cidade de Cataldo-GO. As amostras
foram obtidas de fornecedores locais distintos e denominadas de Comercial 01, 02, e 03. As

FIGURAS 32-35 mostram os resultados obtidos para cada amostra de tomate comercial.
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FIGURA 32: Cromatogramas obtidos por deteccdo eletroquimica referente a EPN em
condicdo otimizada para o tomate Comercial 01 (pH 7) adicionando 25 pL de solucédo
padrdo de TBZ 1,0 pg mL™ (—) e seu respectivo branco (—). Eletrélito suporte: fase
mével tampdo fosfato (0,01 mol L, pH 7):ACN na proporcéo de 57/43 (V/V), volume de
injecdo de 20 pL. E =1,35V x Ag/AgCl.
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FIGURA 33: (a) Cromatogramas obtidos por deteccdo eletroquimica referente a EPN em
condigéo otimizada em tomate comercial 02 (pH 7) adicionando 25 pL de solugdo padréo
de TBZ 1,0 pg mL™ (—) e seu respectivo branco (—). Eletrélito suporte: fase movel
tampéo fosfato (0,01 mol L™, pH 7):ACN na proporgéo de 57/43 (V/V), volume de injecio
de 20 pL. E =1,35V x Ag/AgCI. (b) Regido ampliada onde se encontra o sinal analitico do
TBZ na amostra do branco.
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FIGURA 34: (a) Cromatogramas obtidos por CLAE-UV referente a EPN em condicao
otimizada em tomate comercial 02 (pH 7) adicionando 25 pL de solugédo padrdo de TBZ
1,0 pg mL™ (—) e seu respectivo branco (—). Eletrélito suporte: fase mével tampéo
fosfato (0,01 mol L™, pH 7):ACN na proporcéo de 57/43 (V/V), volume de injecio de 20
uL. E = 1,35V x Ag/AgCl. (b) Regido ampliada onde se encontra o sinal analitico do TBZ
na amostra do branco.
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FIGURA 35: Cromatogramas obtidos por detecgcdo eletroquimica referente a EPN em
condicdo otimizada em tomate comercial 03 (pH 7) adicionando 25 pL de solugdo padréao
de TBZ 1,0 ug mL™ (—) e seu respectivo branco (—). Eletrélito suporte: fase movel
tampéo fosfato (0,01 mol L™, pH 7):ACN na proporcdo de 57/43 (V/V), volume de injecdo
de 20 uL. E=1,35V x Ag/AgCI.



65

Tal como verificado na FIGURA 32, a amostra de tomate Comercial 01 ndo
continha nenhum trago de TBZ. J4 na amostra de tomate Comercial 02 é possivel observar
um sinal analitico do TBZ no branco da amostra (FIGURA 33a). A ampliacdo da regido do
pico mostrada na FIGURA 33 (inserida) possibilitou visualizar mais claramente o sinal
analitico do TBZ na amostra do branco, o qual também foi confirmado pela deteccéo por
UV (FIGURA 34). Por tltimo, a FIGURA 35 confirma que a amostra de tomate Comercial
03 néo apresentou TBZ em sua composicao (branco).

Portanto, de acordo com a aplicacdo do método desenvolvido em tomates
comerciais foi possivel identificar que uma das amostras estava contaminada com TBZ.
Utilizando a equacdo da reta da curva analitica sem extracdo, e o sinal de corrente do TBZ
obtido (FIGURA 33), foi possivel determinar a concentracdo presente na amostra de tomate
Comercial 2, a qual era de 0,178 mg L™ (8,85 x 107 mol L™). A determinagdo dessa
quantidade de TBZ presente na amostra € valida, pois a concentragdo encontrada estava
acima do LQ da metodologia desenvolvida. E importante ressaltar que a presenca de TBZ
em amostras de tomates é considerada irregular, dado que o fungicida TBZ é apenas
autorizado para aplicacdo em sementes da planta, e, portanto, ndo deveria ser encontrada
nos frutos (ANVISA, 2016).

Finalizada a otimizacdo do processo de EPN bem como a validacédo e aplicagéo do
método por CLAE/EC, um método para determinacdo eletroquimica do TBZ extraido de
tomate por EPN foi desenvolvido para analises em batelada por VPD, também empregando

eletrodo de DDB. Toda a descri¢do deste método encontra-se discutida a seguir.

4.4.2 VPD

De acordo com as informagOes descritas anteriormente, a condi¢cdo de pH 2 foi a
gue apresentou maior intensidade de sinal de corrente (Ip,) para oxidacdo do TBZ. Assim, a
obtencdo das melhores condi¢bes para aplicagdo do método por VPD foram realizadas
nesta condicéo de pH.

Na VPD, parametros tais como a amplitude e escada de potencial devem ser
cuidadosamente otimizados para que a técnica gere resultados com maior eficiéncia. Nesse
sentido, a FIGURA 36 mostra os voltamogramas de pulso diferencial obtidos na otimizacéo

do parametro amplitude. Para isso, os valores do tempo de intervalo entre cada pulso e da
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escada de potencial foram fixados em 0,1 s e 50 mV, respectivamente, enquanto a
amplitude foi variada de 10 mV a 100 mV.
12

104

|/ uA

1,25 1,30 | ‘I,|35 | 1,210 | ‘I,|45 | 1,50 | 1,55
E /V x Ag/AgCI

FIGURA 36: Voltamogramas de pulso diferencial com variagdo de amplitude de 10 mV a
100 mV obtidos para TBZ na concentracéo de 1,0 x 10° mol L™ em tampéo fosfato 0,01
mol L;l (pH 2,0). Escada de potencial de 5 mV, tempo de intervalo de pulso de 0,1 s. v=50
mVs™.

Verifica-se no voltamograma da FIGURA 36, um aumento da corrente de pico com
0 aumento da amplitude, o que denota um aumento na sensibilidade do método, tal como
esperado. Entretanto, o aumento da amplitude também leva a um aumento na largura do
pico, o que diminui sua resolucdo. Além disso, é observado um leve deslocamento do
potencial de pico para valores menos positivos com 0 aumento da amplitude,
provavelmente decorrente da maior facilidade de ocorréncia do processo de oxidagao para
maiores amplitudes. Portanto, os dados voltamétricos mostram que a condicao de amplitude
de potencial onde se obtém maior sensibilidade sem perda da resolucéo do sinal analitico,
se da em 60 mV, sendo este valor considerado como a condi¢cdo mais adequada para estas
analises.

Apos a obtengdo da melhor condigdo do pardmetro amplitude, o parametro
voltamétrico de escada de potencial foi avaliado fixando-se a amplitude na melhor condicéo
(60 mV) e o tempo de intervalo entre cada pulso (0,1 s), e variando-se os valores de escada
de potencial de 1 mV a 10 mV. A FIGURA 37 mostra os resultados dessa medida.
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FIGURA 37: Voltamogramas de pulso diferencial com variacdo da escada de potencial
entre 1 mV a 10 mV (ou 10 mV s™ a 100 mV s™) para TBZ 1,0 x 10° mol L™ em tampao
fosfato 0,01 mol L™ (pH 2,0). a = 60 mV e tempo de intervalo de pulso de 0,1 s.

De acordo com a FIGURA 37 pode-se observar um leve deslocamento do potencial
de pico para valores mais positivos com o aumento da escada de potencial, além do
aumento da corrente de pico. Na verdade, como o aumento da escada de potencial resulta
no aumento da velocidade de varredura (o tempo de intervalo € fixo), o deslocamento de
potencial observado deve ocorrer em funcdo de que quanto maiores sdo as velocidades de
varredura de potencial, maiores também serédo as taxas de transferéncia eletrdnica, as quais
tendem a ficar cada vez mais dificeis de serem mantidas pelo eletrodo a medida que a
velocidade de varredura aumenta. Dessa forma, considerando-se um balanco entre o sinal
analitico (corrente) e a largura de pico (resolucdo), o valor de 7 mV (correspondente a uma
velocidade de varredura de potencial de 70 mV s™) foi escolhido como a melhor condicéo
de escada de potencial. Como a varredura de potencial destas medi¢cdes compreende em
torno de 500 mV, o tempo gasto em cada medida é de somente 7 s, 0 que é extremamente
relevante do ponto de vista de frequéncia analitica.

Com as melhores condigdes definidas para a VPD, foi realizado o teste de

repetitividade, para verificar se a analise possui variabilidade aceitavel. As melhores
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condi¢bes de VPD encontradas foram com o uso de amplitude de 60 mV e escada de
potencial de 7 mV (velocidade de varredura 70 mV s™). Assim, anélises foram realizadas
nas mesmas condicdes para visualizacdo do comportamento do analito frente a uma série de

medidas sucessivas (repetitividade), as quais estdo mostradas na FIGURA 38.

I/ uA

1,25 1,30 1,35 1,40 1,45 1,50

E /V x Ag/AgCl

FIGURA 38: Voltamogramas de pulso diferencial obtido no teste de repetitividade. TBZ
(1,0 x 10 mol L™) em tampédo fosfato 0,01 mol L™ (pH 2). a = de 60 mV, escada de
potencial de 7 mV (v =70 mV s™).

De acordo com os resultados mostrados na FIGURA 38, para as 10 medidas obteve-
se um valor médio de 7,80 £ 0,02 pA, com 1,43% de desvio padrdo relativo. Utilizando-se
0 Teste t-Student (n = 10 e 9 graus de liberdade) o valor de t.y (calculado) foi de 0,0143,
bem abaixo do valor do t; (critico) de 2,262 para um intervalo de confianga de 95%.

O limite de deteccdo (LD) para o fungicida TBZ foi obtido considerando-se a
concentracédo correspondente ao sinal de detecgdo pelo menos trés vezes maior que o sinal
do ruido. Ja o limite de quantificacdo (LQ) para o fungicida TBZ foi obtido considerando-
se 0S menores sinais de pico de corrente registrado com possibilidade de serem
quantificados com reprodutibilidade de pelo menos 75%. Os LD e LQ obtidos para a
determinacéo eletroquimica de TBZ por VPD foram de 1,0 umol L™ e 3,0 pmol L™,
respectivamente, bem superiores aos obtidos por amperometria (CLAE/EC) no qual a
difusdo e favorecida pela presenca de fluxo. A FIGURA 39 mostra os VPD obtidos nas

concentracdes de LD e LQ na determinacdo eletroquimica do fungicida TBZ e a FIGURA
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40 apresenta a curva analitica bem como a correlagéo linear entre Iy, e concentragédo de
TBZ.
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FIGURA 39: Voltamogramas obtidos por VPD referentes a determinacdo do LD e LQ para
a determinagéo do TBZ. Eletrélito suporte: tampao fosfato 0,01 mol L™ (pH 2). a = 60 mV,
escada de potencial de 7 mV (v=70 mV s%).
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FIGURA 40: Curva analitica obtida em condi¢do otimizada da VPD para determinacao de
TBZ em meio de tampéo fosfato 0,01 mol L™ (pH 2). a = 60 mV, escada de potencial de 7
mV (v=70mV sY).
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A FIGURA 39 mostra que os voltamogramas obtidos na determinacéo do LD e LQ
apresentam-se com boa resolucdo para determinacfes analiticas. Além disso, a curva
analitica mostrada na FIGURA 40 mostra que o método satisfaz o critério de linearidade
(R?=0,997).

Aplicacédo do método (VPD) para determinagdo de TBZ em tomates

O método de VPD desenvolvido foi avaliado na determinacdo de TBZ em tomate
visando aplicacdo pratica e aumento da frequéncia analitica. Neste estudo, uma célula
eletroquimica convencional e de volume reduzido foi utilizada em funcdo dos pequenos
volumes de amostra disponiveis apds o processo de EPN. Para isso, volumes de 100 uL de
amostra de TBZ extraida por EPN foram adicionados a célula eletroquimica contendo 5 mL
de tampéo fosfato 0,01 mol L™ em pH 2. A FIGURA 41 mostra o voltamograma obtido

nesta medida.

1,4 — EPNbranco
| ——EPNcom TBZ

1,2 1
1,01
0,8 1

1/ uA

0,6 4
0,4 4
0,2

0,0- P

00 02 04 06 08 10 12 14 16
E /V x Ag/AgCl

FIGURA 41: Voltamograma de pulso diferencial para TBZ em meio de tampéo fosfato
0,01 mol L™ (pH 2) obtidos ap6s procedimento de EPN em tomate organico (—) e obtidos
apos procedimento de EPN em tomate organico com adigdo de TBZ (—) (Cag de 2,0 g
mL™). a = 60 mV, escada de potencial de 7 mV (v =70 mV s™).
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A FIGURA 41 em vermelho mostra a extracdo por ponto nuvem em tomate
organico (branco) que possui sinais referentes aos interferentes da matriz entre 0,2 Ve 1,2
V. Em preto a mesma amostra foi dopada com 2,0 ug mL™ de solucéo padrdo de TBZ (2,0
umol L™) antes de ser submetida & EPN, e 0os mesmos sinais referentes aos interferentes da
matriz foram observados, além da presenca de um terceiro pico em aproximadamente
1,5V, possivelmente decorrente da presenca de sinal eletroquimico referente a oxidacéo do
TBZ obtido apo6s a EPN.

Sabendo-se que a concentracdo de TBZ presente na fase rica do surfactante apos a
EPN pode ser estimada pelo produto C,¢ x F¢, a concentracdo de TBZ prevista deveria ser
de 11,4 mg L™ (ou 5,7 x 10° mol L™). Assim, a adicdo de 100 pL da fase rica do
surfactante (onde o TBZ estd presente) aos 5,0 mL (5000 upL) de eletrélito suporte
existentes na célula resulta na diluicdo do analito em 50 vezes. Em outras palavras, como a
concentracdo de TBZ analisada nesta condicdo é estimada ser de 1,14 x 10° mol L, a
presenca de TBZ deveria ser, de fato, detectada nesta medida, pois esta dentro da faixa de
LD prevista pela técnica (1,0 x 10° mol LY).

Para confirmar que o aparecimeto do pico em ~1,5 V era, de fato, referente ao TBZ,
foram adicionadas aliquotas adicionais da amostra extraida por ponto nuvem na mesma
célula eletroquimica. Os resultados dessa medida (FIGURA 42) mostraram que 0 pico em

questdo era, de fato, referente ao TBZ dado o aumento do sinal obtido na mesma regido.
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FIGURA 42: Voltamogramas de pulso diferencial para TBZ em meio de tampé&o fosfato
0,01 mol L™ (pH 2) obtidos ap6s procedimento de EPN em tomate (Caq de 2,0 pg mL™) e
extracdo fortificada com solucdo padrdo de TBZ. a = 60 mV, escada de potencial de 7 mV
(v=70mV s™).

Dessa forma, os resultados obtidos por VPD mostraram que esta técnica € capaz de
determinar TBZ extraido e pré-concentrado pela técnica de ponto nuvem de amostra de
tomate sem nenhuma interferéncia dos elementos presentes na matriz. Além disso, apesar
dos maiores LD e LQ obtidos, a técnica de VPD proporcionou um aumento de frequéncia
analitica em aproximadamente 90 vezes em comparacdo a técnica de CLAE/EC, o que
também demonstra ser um resultado bastante relevante e significativo do ponto de vista de

aplicabilidade e rotina analitica.
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5 CONCLUSAO

Os estudos de caracterizacdo eletroquimica do TBZ sobre eletrodo de DDB foram
devidamente realizados e mostraram que o pH do meio tem um papel importante na
deteccdo eletroquimica do fungicida. Ainda que maiores sinais de corrente possam ser
comprovadamente obtidos em condigdes de pH mais baixos, a instrumentacdo utilizada na
determinacdo de TBZ em tomates (CLAE) requer o uso de condi¢des analiticas mais
amenas para 0 equipamento.

A metodologia desenvolvida para extracdo e pré-concentracdo de TBZ por ponto
nuvem utilizando o surfactante ndo ionico Tergitol TMN-6, e deteccdo por cromatografia
liquida de alta eficiéncia acoplada a um detector eletroquimico (CLAE/EC), apresentou-se
como um método eficiente para extracdo, pré-concentracdo (6 vezes), deteccdo e
quantificacdo de baixas concentracbes do fungicida TBZ em amostra de tomate. A
utilizacdo do planejamento fatorial proporcionou encontrar a melhor condi¢cdo para EPN
utilizando uma quantidade menor de experimentos, e que resultou na diminui¢do de tempo
e temperatura de analise. Além disso, a aplicacdo do método desenvolvido na determinacéo
de TBZ em amostras de tomates comerciais demonstrou que uma das amostras analisadas
estava contaminada com TBZ, confirmando a eficiéncia do método proposto.

Um segundo método para determinacédo eletroanalitica do fungicida TBZ em frutos
de tomate usando eletrodo de DDB a partir da EPN e da VPD como técnica de detec¢éo foi
também desenvolvido e aplicado com a finalidade de aumentar a frequéncia analitica e
tornar o método mais simples. Um aumento de aproximadamente 90 vezes na frequéncia
analitica foi atingido pelo uso da técnica de VPD em comparacdo a técnica de CLAE/EC.

Portanto, considera-se que o trabalho de pesquisa desenvolvido alcangou seu
objetivo em desenvolver e validar um procedimento para determinacdo eletroanalitica do
fungicida TBZ em frutos de tomate usando eletrodo de DDB a partir da extracdo e pré-
concentragdo pelo uso da técnica de ponto nuvem utilizando surfactante n&o ionico
Tergitol-TM6.
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