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Electroanalytical-based Approaches for the Determination of Pesticides
from the Strobilurin Class

Abstract: Pesticides of the strobilurin class have been recently introduced against fungi
and have become widely used in various crops. Electroanalytical-based methods for
these substances have been recently emerged to either detect them or previously
separate them before detection. In the present study these approaches are critically
revised in order to show the potential of voltammetry, amperometry and capillary
electrophoresis to determine the strobilurin in various samples.

Keywords: Fungicides; strobilurins; voltammetry; amperometry; capilary
electrophoresis.

Resumo

Os agrotdxicos da classe das estrobilurinas foram introduzidos recentemente para o
tratamento de fungos em diversas lavouras. Métodos analiticos para a determinacao
dessas substancias vém surgindo com o intuito de detecta-las ou separa-las
previamente a quantificacdo. Nesse contexto, o uso de métodos eletroanaliticos é
revisado de modo a apresentar o potencial da voltametria, da amperometria e da
separacao eletroforética na determinacdo das estrobilurinas em amostras diversas.

Palavras-chave: Fungicidas; estrobilurinas; voltametria; amperometria; eletroforese
capilar.
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1. Agrotoxicos da classe das
estrobilurinas

Os agrotdxicos sdo todos os produtos e
componentes de processos quimico, fisico e
bioldgico utilizados para impedir, destruir,
repelir ou mitigar as pragas que causam
danos a producdo  agricola.’  Eles
desempenham um papel fundamental na

agricultura, no entanto, o controle dos seus
residuos em alimentos e no meio ambiente
sdo fundamentais para avaliar e prevenir
potencial prejuizo a populagdo.”? Dentre os
varios tipos de agrotdxicos, os pertencentes a
classe dos fungicidas destroem ou inibem a
acdo de fungos. O uso de eficientes
fungicidas sintéticos é muito comum na
agricultura, mas pode representar um risco
para os seres humanos,’® assim o
monitoramento destes é extremamente
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importante, requerendo para tal, o emprego
de métodos analiticos adequados.

As estrobilurinas sintéticas sao
agrotoxicos derivados das estrobilurinas
naturais A e B, cuja estrutura base é o
metil(E)-3-metoxi-2-(5-fenilpenta-2,4-dienil)
acrilato. As diferencas estruturais dessas

R 1

R2 e

Vo

estrobilurinas advém dos substituintes do
anel aromatico nas posicdes 3 e 4 (Figura 1).*
Na producdo das estrobilurinas sintéticas, a
modificagdo ocorre no grupo (E)-B-
metoxiacrilato com substituicbes a, ou pela
substituicdo de parte desse grupo por um
metoxiiminoacetato.’

Estrobilurina A, R = H, R =H
Estrobilurina B, R'= OCH,, R =Cl

Figura 1. Estrutura basica das estrobilurinas naturais A e B

As estobilurinas sintéticas foram
introduzidas na década de 2000 e vém se
tornando os mais utilizados no controle de
fungos, em funcdo da baixa toxicidade
relativa e réapida degradacdo.”® Contudo,
poucos estudos foram realizados para
averiguar o nivel de exposi¢do dos humanos a
tais substancias.” Dentre as principais
substancias sintéticas da classe das
estrobilurinas pode-se citar a azoxistrobina, o
cresoxim-metilico, a dimoxistrobina, a
fluoxastrobina, a metominostrobina, a
picoxistrobina, a piraclostrobina e a
trifloxistrobina, cujas  estruturas estdo
indicadas na Tabela 1.

A aplicacdo desses fungicidas na maioria
das lavouras é foliar, de modo que as
moléculas sdo absorvidas pelas folhas de
forma gradual e constante, possibilitando
protecdo mais prolongada e uniforme.
Porém, a escolha da estrobilurina deve ser
cuidadosa, pois o efeito fitotdxico ja foi
reportado para azoxistrobina e cresoxim-
metilico em variedades de maca e de cereja,
para trifloxistrobina em plantagdes de
banana e para piraclostrobina em videiras.®’
As estrobilurinas sintéticas sdo utilizadas
como fungicidas em lavouras de amendoim,
aveia, arroz, batata, cevada, centeio, frutas
citricas, magd, trigo, soja, uva entre

outras.*>® Esses fungicidas s3o tdxicos para

peixes e invertebrados aquaticos e seu uso
deve ser evitado em regides préximas a rios e
lagoas.?

De acordo com a Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA, Brasil), que
segue critérios adotados por outras agéncias
internacionais, os valores de ingestdo diaria
aceitaveis, para que as estrobilurinas ndo
causem intoxica¢gdo nos seres humanos, sdo:
20 pg kg™ para azoxistrobina;'° 500 pg kg™
para cresoxim-metilico;'* 43 pg kg’ para
picoxistrobina;'> 2000 pg kg' para
piraclostrobina;> e 30 pg kg' para
trifloxistrobina'®. Para a dimoxistrobina, a
agéncia reguladora do Reino Unido, fixou a
guantidade de ingestdo didria aceitavel em
40 pg kg'.® O Codex Alimentarius (CODEX,

coletainea de cddigos de conduta,
orientacdes, recomendagdes, producdo e
seguranca relacionada a alimentos)
estabelece limites maximos de residuos

(LMR) para alguns agrotéxicos da classe das
estrobilurinas em diversos tipos de alimentos
e também valores para a ingestdo didria
aceitavel (IDA), para a azoxistrobina (0,02 mg
kg') cresoxim-metilico (0,40 mg kg™),
trifloxistrobina (0,04 mg kg™), piraclostrobina
(0,03 mg kg™), ndo sendo estabelecidos ainda
para as demais estrobilurinas.'®
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Tabela 1. Estrobilurinas sintéticas utilizadas como fungicidas na agricultura

Nome comercial

Nome IUPAC

Férmula estrutural

Azoxistrobina

Cresoxim-metilico

Dimoxistrobina

Fluoxastrobina

Metominostrobina

Picoxistrobina

Piraclostrobina

Trifloxistrobina

metil-(E)-2-{2-[6-(2-
cianofenoxi)pirimidin-4-
iloxi]fenil}-3-metoxiacrilato

metil-(E)-metoxiimino [a-(o-
toliloxi)-o-tolil] acetato

(E)-2-(metoxiimino)-N-metil-2-
[a-(2,5-xilil-oxi)-o-tolil]
acetamida

(E)-{2-[6-(2-clorofenoxi)-5-
fluoropirimidin-4-iloxi]
fenil}(5,6-di-hidro-1,4,2-
dioxazina-3-il)metanona-O-
metiloxima

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

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

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

metil-(E)-metoxiimino-{(E)-a-[1-
(a, a,a-trifluoro-m-tolil)-
etilidenoaminooxi]-o-
tolillacetato
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2. Breve contextualizacao do uso
da cromatografia na determinagao
de estrobilurinas

A presente secdo tem o objetivo de
mostrar o panorama atual de métodos para a
determinagao de estrobilurinas que foram
desenvolvidos desde a introducdo desses
fungicidas (a partir de 2002). As técnicas

majoritariamente utilizadas sdao a
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC
do inglés High Performance Liquid

Chromatography) com deteccdo fotométrica
de absorcdo e a cromatografia a gas (GC do
inglés Gas Chromatography) com detecgdo
por espectrometria de massas (MS do inglés
Mass Spectrometry), em alguns casos em
tandem. A separacao eficiente das espécies
na coluna cromatografica, a capacidade de se
determinar um grande numero de
agrotoéxicos de diversas classes em uma Unica
corrida e a maturidade consolidada fazem
dessas técnicas uma escolha ébvia. Porém,
em geral, sdo necessarios procedimentos
mais apurados para a limpeza da amostra
e/ou isolamento dos analitos presentes nas
matrizes das amostras. A detecgao por
espectrometria de massa ou por fotometria
de absorcdo (préximo a 220 nm) é pouco
sensivel para as estrobilurinas, o que exige a
pré-concentracdo dos analitos. O custo da
intrumentacdo e manuten¢do aliada a
complexidade dos procedimentos, em
especial para as abordagens em tandem,

contribuem para que se busquem
alternativas analiticas. Os trabalhos mais
relevantes envolvendo o uso da

cromatografia sdo descritos brevemente a
seguir.

A técnica de HPLC com detecg¢do por
espectrometria de massas em tandem
(MS/MS) foi empregada para determinar 24
agrotoxicos, dentre eles azoxistrobina,
cresoxim-metilico e trifloxistrobina, em
frutas, verduras e suco de frutas apds uso de
extragao liquido-liquido (ELL). As
recuperagdes obtidas variaram de 83 a 106 %
dependendo da estrobilurina.”

Vo

Abreu et al.,** em 2005, determinaram
azoxistrobina, cresoxim-metilico e
trifloxistrobina em amostras de uvas e vinhos
por HPLC com detec¢do absorciométrica no
UV. Os analitos foram extraidos das amostras
por ELL, o material extraido das amostras foi
seco e depois solubilizado em hexano. A
limpeza e a pré-concentracdo dos analitos
foram feitos em cartucho de silica. Os valores
de limite de deteccao (LD) foram 0,15 mg kg™
para a azoxistrobina; 0,36 mg kg para a
trifloxistrobina e 0,30 mg kg' para a
cresoxim-metilico. As recuperacdes foram de
53 a 164% para azoxistrobina, de 71 a 88 %
para cresoxim-metilico e de 85 a 94 % para
trifloxistrobina. Subsequentemente em 2006,
Abreu et al.,* desenvolveram um método
por HPLC com deteccdo absorciométrica para
determinar azoxistrobina, cresoxim-metilico,
piraclostrobina, trifloxistrobina e outros tipos
de fungicidas em amostras de vinhos e uvas.
Os analitos foram extraidos das amostras e
pré-concentrados por um procedimento de
ELL. Os valores de LD foram 0,2 mg kg™ para
todas as estrobilurinas estudadas e as
recuperagbes variaram de 96 a 105 %
dependendo da estrobilurina.

Recentemente, em 2013, o cresoxim-
metilico e outros agrotéxicos foram
determinados em acai por HPLC com
deteccdo absorciométrica (em 220 nm). Os
analitos foram extraidos por dispersdao da
amostra, juntamente com um adsorvente
solido de alumina em uma mistura de
ciclohexano/acetato de etila (1:1 %, v/v). O
limite de quantificagdo (LQ) obtido foi de
0,10 mg kg™, com uma recuperacdo de 126
%.° Em 2014, 47 agrotdxicos (entre eles
azoxistrobina e cresoxim-metilico) foram
determinados em amostras de urina de 3421
mulheres gravidas de diferentes regides da
Franca. Através da cromatografia liquida de
ultraeficiéncia (UPLC) com detec¢do MS/MS,
Jamin et al. determinaram quantidades-traco
de azoxistrobina, além de trés seus
metabdlitos.”*

Além destes, outros trabalhos foram
desenvolvidos por HPLC para determinagao
de agrotoxicos em diversas matrizes, dentre
eles tem-se os recentemente desenvolvidos
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por Zhu et al. e por Liang et al. no ano de
2013.”** Em nenhum trabalho da literatura
se descreve o emprego da cromatografia de

alta eficiéncia ou de ultra eficiéncia
(resolucdo rapida) em fase liquida com
deteccdo  eletroanalitica para a s

estrobilurinas.

A determinacdo de 450 agrotodxicos,
dentre eles azoxistrobina e cresoxim-
metilico, foi realizada por GC (acoplada a
espectroscopia de massas) em amostras de
vinhos branco e tinto, mel e em sucos de
maca e de pera. A extragdo em fase sélida
dos analitos foi feita em cartucho de carbono
grafitado e em cartucho de aminopropila. As
recuperacOes obtidas variaram de 79 a 116 %
para azoxistrobina e de 50 a 101 % para
cresoxim-metilico. O valor de LQ foi de 0,001
mg kg para azoxistrobina e de 0,012 mg kg™
(12 pg L") para cresoxim-metilico.”

Bempelou e Liapisze, em 2006, utilizaram
GC com o tradicional detector de captura de
elétrons para determinar 16 agrotoxicos,
entre eles o cresoxim-metilico, em amostras
de macga. Apds procedimento ELL com
mistura de solventes organicos, o valor do LQ
foi de 0,01 mg kg'l. Em 2008, Bo et al.,
usaram GC com deteccdo por MS para
determinar azoxistrobina, cresoxim-metilico,
dimoxistrobina, fluoxastrobina,
metominostrobina, picoxistrobina,
piraclostrobina e trifloxistrobina em frutas,
legumes, bebidas, cereais, nozes, carnes,
ovos e leite.”’” A extragdo dos analitos foi
realizada por cromatografia de permeacgdo
em gel. Os valores de LQ variaram de 0,002
mg kg™ a 0,015 mg kg’ e a recuperacdes
ficaram em torno de 60 a 120 %. Lagunas-
Allué et al.,”® em 2012, avaliaram quatro
diferentes procedimentos de extracdo para
oito agrotoxicos, entre eles piraclostrobina,
em amostras de uva, com a determinagao
por GC-MS. Os procedimentos de extracao
assistido por micro-ondas (LQ de 5,8 pg kg™)
e por adicdo da amostra com uma fase sélida
dispersa com posterior extracao dos
agrotoxicos com solvente organico foram
comparados. Para esta ultima abordagem, os
pares adsorventes:sistema de solventes

Almeida, J. M. S. et al.

avaliados para extrair os agrotoxicos foram:
silica, C18:diclorometano/acetato de etila
(1:1 % v/v) (permitindo o LQ de 8,7 pg kg);
cloreto e sulfato de sddio:acetonitrila (que
permitiu LQ de 13,6 pg kg') e mistura de
sulfato de magnésio e cloreto de
sodio:acetato de etila (com LQ obtido de 14,3
ng kg'). As recuperacbes variaram de 85 a
100 % para piraclostrobina nos quatro
métodos de extracdo diferentes. Além
desses, alguns outros trabalhos foram
desenvolvidos para determinagdo de
estrobilurinas por GC-MS como os de Vifias et
al.,”® Gonzales-Rodrigues et al.,* Filho et
al.,**>*e Campillo et al.*

3. Voltametria para a
determinacgao de estrobilurinas

A voltametria é uma técnica analitica que
foi empregada para a determinacdo de
diversos agrotoxicos tais como buprofezin,
paration, fenitrotion, carbaril, carbofuran em
matrizes como dgua de torneira e
leguminosas.***® Nesses casos, as espécies
guimicas a serem determinadas devem sofrer
reducdo e/ou oxidacdo mediada por um
eletrodo de trabalho e sob condicGes
experimentais especificas. Uma varredura de
potencial (magnitude e direcdo definidas) é
aplicada de modo a promover o processo
redox na solugdo presente na interface com o
eletrodo de trabalho. Em condi¢Ges onde o
transporte de massa de espécies de interesse
para a interface eletrodo/solugcio ¢é
minimizado, a corrente faradaica medida é
proporcional ao numero de espécies que
sofrem o processo redox, que por sua vez,
guarda proporcionalidade com a
concentracdo de analito na solugdo. A
sensibilidade da técnica é decorrente da
eficiéncia do processo redox e da garantia de
minimizag¢do do ruido capacitivo (conseguido
com técnicas de amostragem de sinal como o
pulso diferencial e onda quadrada e com o
uso de microeletrodos). A seletividade pode
ser elevada se o processo redox para uma
espécie quimica de interesse ocorrer numa
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regido de potencial diferente do das outras
substancias concomitantes na amostra.
Muitas vezes é possivel forcar a acumulagao
de espécies organicas no eletrodo de
trabalho (em geral por adsorgdo), aplicando
um potencial especifico. Tal situacdo permite
pré-concentrar o analito antes de dissolvé-lo
em solugdo (por oxidacdo ou redugdo)
produzindo uma corrente (sinal analitico)
amplificada. Essa estratégia é conhecida por
redissolugdo, que pode ser anddica ou
catédica dependendo da direcdo da
varredura aplicada para transferir o material
acumulado na superficie do eletrodo para a
solucdo.

Tradicionalmente, o eletrodo de trabalho
de mercurio (gota de mercurio ou filme de
mercurio) foi o mais usado nessa técnica
eletroanalitica, inclusive para determinacao
de agrotéxicos.***”?° Essa popularidade
ocorreu devido a renovacao reprodutiva da
superficie ativa (reprodutibilidade de sinal e
eliminacdo de efeito de memdria) e facil
acumulacdo de analito no mercurio, apesar
de sua janela de operagdo ser relativamente
limitada e quase que totalmente na regido
negativa de potencial. Entretanto, os motivos
qgue condenaram a sua utilizacdo foram
toxicidade, dificuldade de descarte e a atual
restricdo de seu uso em atividades
tecnoldgicas.®

A literatura reporta apenas um trabalho
do ano de 2010 que utilizou o eletrodo de
trabalho de gota pendente de mercurio na
determinagdao de substancias da classe das
estrobilurinas  por  voltametria.*  Esse
trabalho também foi o primeiro a empregar a
deteccdo eletroanalitica de estrobilurinas e
reportou a determinagao simultanea de
azoxistrobina e dimoxistrobina por
voltametria adsortiva de redissolucdo em
amostras de batata e uva. O eletrodo de
trabalho utilizado foi de gota pendente de
mercurio, com o eletrodo de Ag/AgCl como
referéncia, no qual se aplicou um potencial
de deposicao de -300 mV durante 30 s. As
medi¢ées foram feitas com varredura de
potencial de 300 mV a -1000 mV (varredura
catédica) em HCI 0,1 mol L™ como eletrdlito
suporte. Antes de realizar a primeira analise

Vo

na célula eletroquimica foi necessaria a purga
da solucdo.  Voltamogramas  ciclicos
apresentaram apenas um pico catddico tanto
para azoxistrobina (potencial maximo em -
1016 mV) quanto para dimoxistrobina (com
potencial maximo em -680 mV). Os fungicidas
foram extraidos das amostras por extracdo
em fase sdlida (SPE do inglés Solid Phase
Extraction) com cartucho C18. Os valores dos
LQ instrumental para azoxistrobina e
dimoxistrobina foram de 36 e 27 ug L*
respectivamente e as recupera¢des variaram
entre 72 e 102 %.

Eletrodos de carbono vitreo (em muitos
casos modificados quimicamente), pasta de
carbono, ouro, platina, prata, iridio, e varias
outras ligas e amalgamas tém sido propostos
para substituir a ampla utilizacdo do
mercurio, porém nenhum deles tem as
excelentes qualidades e versatilidade do
mercurio para as andlises eletroanaliticas.***
Um substituto com caracteristicas que mais
se aproximam das do mercurio é o eletrodo
de filme de bismuto (BiFE). Introduzido no
ano 2000, este apresenta boa capacidade
para pré-concentracdo de analitos e janela de
operac3o similar & do merctrio.” Além disso,
a toxicidade do Bi é bem menos significante
e, em muitos casos, a desoxigenagdo prévia
das solugdes n3o se faz necessaria.’®*
Similarmente ao filme de mercurio, o BiFE
consiste de um filme fino de bismuto
depositado (in situ ou ex situ) em um
substrato, cuja fungdo é fornecer sitios para a
formagao do filme. O carbono vitreo é
preferido como substrato, pois possui alta
condutividade elétrica, boa estabilidade
mecanica, baixo custo, além da producdo de
baixa corrente de fundo que o tornam
adequado.”” Apesar da maioria das aplicagdes
do BiFE serem na determinacdo de ions
metdlicos, recentemente ele também foi
aplicado na determinacdo de moléculas
organicas.**°

Em relagdo as estrobilurinas, no caso a
picoxistrobina, apenas um trabalho com BiFE
foi descrito na literatura.” Ao contrario do
eletrodo de mercurio, nenhum sinal foi
observado em potenciais negativos. A
picoxistrobina foi determinada em amostras
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de urina e de 4gua a partir da voltametria de
pulso diferencial com redissolu¢do anddica e
usando o eletrodo de referéncia de Ag/AgCl.
As condicGes experimentais foram ajustadas
para que o ciclo de medi¢cdo comegasse com
a aplicacao de um potencial de deposicdo em
-700 mV vs Ag/AgCl, durante 60 s, para a
formacdo in situ do filme de Bi sobre um
substrato de carbono vitreo e a simultanea
acumulagdo da picoxistrobina. Segundo os
autores, nas condicdes empregadas, uma
guantidade significativa de Bi permanece
como uma pelicula sobre a superficie do
eletrodo apesar da redissolucdo do analito s6
ocorrer num potencial acima do de oxidacao
do Bi. A varredura anddica foi feita na faixa
de potencial de + 790 mV a + 1050 mV com
velocidade de 40 mV s* e com eletrdlito
suporte constituido por HCl 1 mol L™ Os
autores provaram que a presenca de Bi é
fundamental para a acumulagdo e oxidacao
de picoxistrobina durante a redissolucdo
(pico maximo a + 954 mV). O problema de
memodria entre uma determinagao e outra foi
resolvido com a |utilizagdo de um
procedimento de limpeza que consistiu na
aplicagcdo de um potencial fixo de limpeza em
400 mV durante 90 s para evitar passivacao
do eletrodo. Respostas analiticas lineares (R’
> 0,99) e homocedasticas foram observadas,
com um LQ de 100 pg L*. Um simples
procedimento de SPE (em cartucho C18)
permitiu a pré-concentracdao do analito e
eliminou as interferéncias observadas nas
amostras de urina. Recuperagdes entre 89 e

105% foram encontradas, contudo
interferéncias de azoxistrobina,
dimoxistrobina, fluxastrobina, cresoxim-

metilico e piraclostrobina foram observadas
para esse método.>*

Um material avangado de carbono, o
diamante dopado com boro nanocristalino
(BDD do inglés Boron Doped Diamond) vem
ganhando espa¢o como eletrodo de trabalho
em voltametria e amperometria em fungdo
de sua estabilidade eletroquimica elevada e
ampla janela de potencial. Em solugdes
aquosas, o BDD desloca a regido de eletrdlise
da dgua e/ou oxigénio dissolvido para valores
além de + 2200 mV. Esta caracteristica
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possibilita a determinacdao de espécies que
tenham o seu potencial redox caracteristico
acima de + 1000 mV, o que ndo pode ser
feito utilizando o eletrodo de carbono vitreo
ou de pasta de carbono. O BDD é um material
com elevada estabilidade quimica e fisica, tal
propriedade habilita o desenvolvimento do
trabalho em condi¢des extremas, tais como
meio quimicamente agressivo, por exemplo,
fortemente acido. Além disso, ele possui boa
biocompatibilidade, resposta com baixa
corrente capacitiva (ruido) e uma menor
sensibilidade ao oxigénio dissolvido em
solucdo, ndo necessitando, na maioria dos
casos, de desoxigenacdo do eletrdlito
suporte.”* A maior sobretensdo ao O, confere
ao BDD alto poder de oxidagao, que promove
a degradacdo eletrolitica efetiva de
substdncias organicas (as vezes referido
como “combustdo”) com a formacgdo de CO,
e H,0, devido a producdo de grandes
guantidades de radical hidroxila (proveniente
da 4&gua) na superficie BDD.>*** Tais
propriedades tornam o BDD adequado para
analises com técnicas eletroanaliticas, sendo
um dos materiais mais promissores para a
construcdo de eletrodos de trabalho na
atualidade. Porém, ao opera-lo em potencias
mais extremos, muitas espécies quimicas
podem sofrer processos redox, aumentando
o risco de interferéncias.”**®

O eletrodo de BDD vem sendo aplicado
em quimica analitica, principalmente em
andlises eletroanaliticas de amostras de
interesse farmacoldgico®®”’ e em analises
ambientais.® No caso dos agrotdxicos, dois
trabalhos relataram a determinagdo de
estrobilurinas utilizando o eletrodo de BDD.
Nos dois casos ndo foi possivel realizar a
abordagem de redissolugdo com a pré-
concentracdao de analito no BDD. A
determinacdo de cresoxim-metilico por
voltametria de onda quadrada em amostras
fortificadas de sucos de uva foi descrita por
Dornellas et al. em 2013.®* A oxidacdo
irreversivel do agrotdxico foi observada e as
medicOes foram realizadas com a varredura
anédica e com eletrodo de referéncia de
Ag/AgCl (de + 1000 mV a + 1750 mV com
maximo em + 1420 mV) em eletrolito suporte
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constituido por solugcdo tampdo acetato (pH
4,0; 0,050 mol L). O sinal obtido gerou uma
resposta linear (R*> > 0,999) que cobriu uma
faixa de duas ordens de grandeza, iniciando
em 270 pg L. O uso de SPE para pré-
concentracdo do analito e eliminacdo de
possiveis interferéncias impostas por
componentes da matriz do suco de uva foi
usada. As recuperaglbes encontradas
variaram de 91.6 % a 105,3 %.

Em 2014, a determinac¢do ultra-traco de
piraclostrobina foi realizada wusando o
eletrodo de BDD, com eletrodo de referéncia
de Ag/AgCl.>® O processo de oxidago quasi-
reversivel foi identificado por voltametria
ciclica com dois picos de oxidacdo bem
definidos (em torno de + 1300 mV e em +
1650 mV). A determinacdo foi realizada por
voltametria de onda quadrada com varredura
anddica (a partir de + 1050 mV até + 1500
mV) com a corrente medida em + 1280 mV. O
eletrdlito suporte foi constituido por uma
solucdo de tampao acetato (pH 4,0; 050 mol
L™). A resposta foi linear (R*> 0,99) e cobriu
duas ordens de magnitude, a partir do LQ
(320 pg LY). Os valores de recuperacdo
obtidos para o analito em amostras
fortificadas de dgua e de suco de uva ficaram
entre 94 e 102 %.

Vo

4. Comportamento eletroquimico
de algumas estrobilurinas no
eletrodo de BDD

O mecanismo de reagdo para 0 processo
de oxidacao irreversivel do cresoxim-metilico
foi proposto por Dornelas et al. em 2013.%®
Esta estrobilurina ndo apresenta grupos
guimicos que podem ser facilmente
oxidados, por isso, a aplicacdo de um
potencial elevado foi necessaria para permitir
gue uma reag¢do ocorresse. A proposta de um
mecanismo (Figura 2) baseou-se na oxidagado
de um atomo de carbono ligado a um anel
aromatico presente na estrutura de
cresoxim-metilico, em conformidade com os
dados da literatura que descreve a oxidacao
de hidrocarbonetos aromaticos e alquil-
aromaticos em meio aquoso.’ Isso foi
possivel, pois a agua, solvente da solucdo,
favoreceu um ataque nucleofilico em um
atomo de carbono deficiente em elétrons,
levando a formacdo de dois produtos apds a
clivagem da molécula.

CHs
CHs CHs
O DDﬁB o A o =
- -le > < 16
N i
HeC ™ S o O A, O ~ SN
X HG~ SN CH HsC N
o} o}
+ Hzo
X
/
HaC™
Iy (lny

Figura 2. Mecanismo proposto para a oxidagao de cresoxim-metilico

Segundo os autores, o processo se inicia
com a perda de um elétron para formar um
cation radical (na Figura 2). Em seguida, a
perda de um préton conduz a formacgdo do

radical. Uma vez formado, este radical perde
outro elétron promovendo a formacdo do
carbocation intermediario (estrutura 1) que é
estabilizado por ressonancia devido a
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deslocalizacdo da carga positiva no anel
aromatico.®> Na presenca de solventes
polares, carbocations s3o altamente
susceptiveis ao ataque nucleofilico, por isso,
é plausivel que uma molécula de agua
participe no processo, gerando a espécie |l.
No entanto, é importante notar que a
espécie (Il) pode sofrer uma clivagem, como
observado em sistemas que permitem a
eliminacdo de moléculas neutras.®’ Portanto,
0 mecanismo proposto justifica a oxidacao
irreversivel, promovido pela perda de dois
elétrons por molécula de cresoxim-metilico.

A resposta voltamétrica obtida para a
oxidagdo do fungicida cresoxim-metilico
revelou a presenca de dois picos anddicos,
um em + 1420 mV e outro em + 1700 mV,
ambos medidos em relacdo ao eletrodo de
Ag/AgCl. Estudos de diagndstico realizados
para o pico em + 1700 mV indicaram um
mecanismo quasi-reversivel com
transferéncia de massa controlada por
adsor¢do. Esta evidéncia vem da falta de
linearidade da: (i) relagdo entre corrente de
pico (l,) e a raiz quadrada da velocidade de
varredura (\v) obtida com a voltametria
ciclica (a reagdo eletroquimica é controlada
pela transferéncia eletrénica) e (ii) relagdo
observada entre |, e a frequéncia de
aplicagcdo dos pulsos (f ) na voltametria de
onda quadrada.’®

Estudos voltamétricos do processo
oxidativo de outras estrobilurinas também
foram reportados.® No caso da
dimoxistrobina, observou-se dois picos de
oxidacdo na voltametria de onda quadrada
(um com maximo em + 1350 mV e outro em
+ 1750 mV, ambos medidos em rela¢do ao
eletrodo de Ag/AgCl). No estudo do
mecanismo redox do primeiro pico de
oxidacdo (em + 1350 mV), o grafico que
relaciona Vv e I, produziu resposta linear,
indicando indica que a reacdo eletroquimica
é controlada pelo transporte de massa das
espécies eletroativas na superficie do
eletrodo. Um perfil linear também foi
observado no gréafico da f em fun¢do de I,
confirmando tratar-se de um processo
eletroquimico irreversivel. Ao avaliar-se o
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perfil do pico para esse analito e substituindo
o valor de largura de pico na metade da sua
altura (AE,;) de 79 mV na equagdo AE,; =
127/n, obtém-se um valor de n igual a 1,6,
sugerindo a oxidacdo de 2 elétrons por
molécula de dimoxistrobina. Considerando os
resultados similares aos obtidos para o
cresoxim-metilico e em virtude da
semelhanca nas estruturas da dimoxistrobina
e cresoxim-metilico, um mecanismo reacional
similar também pode ser atribuido para a
dimoxistrobina.

O estudo feito com o segundo pico de
oxidagcdo da dimoxistrobina (com maximo em
+ 1750 mV) mostrou que, diferentemente do
que foi descrito para o primeiro pico, ambos
os graficos, |, em fungdo de Vv, e f em funcdo
de |,, ndo apresentaram uma relagdo linear,
indicando um mecanismo redox quasi-
reversivel com transferéncia de massa
controlada por difusao.

Para a picoxistrobina, que possui dois
picos de oxidagdo (um com maximo em +
1450 mV e outro em + 1950 mV, ambos
medidos em relacdo ao eletrodo de Ag/AgCl),
ambos irreversiveis e com  reagdo
eletroquimica controlada pelo transporte de
massa das espécies eletroativas na superficie
do eletrodo, pois os graficos de |, em fun¢do
de W e de I, em fungdo de f mostraram
comportamento linear mediada pelo BDD.%
Utilizando a equagdo AE,;, = 127/n, onde se
substitui os valores para AE,;; de 80 mV e de
AE,, de 74 mV, obtém-se os valores de n
respectivamente iguais a 1,6 e 1,7, sugerindo
gue a oxidagdo que ocorre nos potenciais
envolve, cada um, dois elétrons por molécula
de picoxistrobina.

J& para piraclostrobina, os estudos dos
dois picos de oxidagdo (o primeiro com
maximo em + 1280 mV e o segundo com
maximo em + 1650 mV, ambos medidos em
relacdo ao eletrodo de Ag/AgCl) indicaram
gque ambos o0s processos sao quasi-reversiveis
(reacdo eletroquimica é controlada pela
transferéncia eletrdnica). Os graficos de I, em
funcdo de v e de I, em fung¢do de f ndo
foram lineares para os dois processos de
oxidacdo de piraclostrobina em DDB.*
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5. Degradagao fotoquimica e
térmica de algumas estrobilurinas
monitorada por voltametria

As estrobilurinas sao facilmente
degradadas quando expostas a radiacdo UV,
sendo este um fator importante que pode
influenciar na sua determinacao
eletroanalitica. A radiacdo uv é
consideravelmente energética e pode romper
muitas ligagbes quimicas levando a
degradacdo da molécula com formacdo de
outros produtos.® Lagunas-Allué et al.®>, em
2012, realizaram um estudo para avaliar a
degradacdo fotocatalitica de piraclostrobina
em solucdo aquosa e na presenga de TiO, em
suspensao. A fotodegradacao de
piraclostrobina foi acompanhada por HPLC
(deteccdo absorciométrica) e 0s
intermedidrios da reacdo de fotodegradacao
foram concentrados em cartuchos de SPE
(C18) e identificados por LC-MS/MS. A
cinética de fotodegradacao para
piraclostrobina foi de pseudo-primeira
ordem, com a degradacdo completa apds 60
min. de irradiaggo com a ldmpada
ultravioleta (UV de 125 W de poténcia).

O estudo de degradacdo fotoquimica de
trés estrobilurinas (cresoxim-metilico,
picoxistrobina e  piraclostrobina) por
exposicio ao UV foi realizado por
Dornellas,”®®® monitorando a intensidade do
primeiro pico de oxidagdao de cada uma das
estrobilurinas. Para o estudo, solucGes dos
analitos foram preparadas em acetonitrila,
numa concentrac¢ao de 1,0 x 102 mol L. As
solucGes, foram expostas a radiacdo UV num
reator contendo duas lampadas germicidas
de 6 W cada. Amostras foram retiradas no
intervalo de tempo entre 5 e 90 min.
Aliquotas de 100 uL destas solugdes foram
adicionadas a célula eletroquimica e
analisadas por voltametria de onda quadrada
com eletrodo de BDD.

Para o cresoxim-metilico, os resultados
revelaram resisténcia da estrobilurina ao UV
até 15 min de exposicdo. A degradacdo
comeca a ser mensuravel apds 15 min. e com
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80 min. de irradiacdo, a degradacdo do
analito foi completa. A cinética de
degradacdo ndo foi proposta porque os
resultados obtidos ndo se enquadraram em
nenhum modelo cinético simples. No caso da

picoxistrobina, a diferenca entre a
concentragdo inicial do analito e as
concentragdes recuperadas nas aliquotas,

recolhidas a cada 5 min. de exposicdo a
radiacdo UV, indicou a rapida degradacdo do
analito, se tornando completa com 30 min. O
perfil indicou que a cinética de degradacao se
aproximou de um modelo de segunda ordem,
com uma constante de velocidade (k) de 1,06
x 10° L mol™ min™ e um tempo de meia vida
(ti) de 0,9 min. O modelo de segunda
ordem para a degradacdo, Y = (1,06 x 10° +
1,2 x 10%) X + (252,09 + 14,80) com R® =
0,9503, indicou que em 20 min. apenas 4,6 %
da picoxistrobina permaneceu ndo degradada
na solugao.

Para piraclostrobina, a diferenca entre a
concentracdo original do analito e as
concentragdes recuperadas nas aliquotas
indicou uma cinética de degradacdo de
segunda ordem, com uma constante de
velocidade (k) de 1,02 x 10° L mol™ mint e
um tempo de meia vida (t;;) de 9,8 min. O
modelo de segunda ordem de degradacao, Y
= (1,02 x 10 + 3,98) X + (1132 + 195), R* =
0,9836, indicou que em 90 min. apenas 9,6 %
da piraclostrobina permaneceu na solugao.

Nos estudos referente a variagdo de
temperatura (até 60 °C) realizados com as
solugdes de cresoxim-metilico, picoxistrobina
e piraclostrobina (1,0 x 10% mol L
preparadas em acetonitrila) mostraram que
entre 10 e 120 min. ndo ocorreu degradagao
relevante.

6. Determinagao de
dimoxistrobina e picoxistrobina
por amperometria

Na amperometria, a corrente produzida
pelo analito que sofre processo redox é
monitorada em uma diferenca de potencial
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fixa aplicada em fung¢do do tempo. Em geral,
para se tirar vantagem do processo, esse tipo
de determinacdo é feito em regime de fluxo
associado as técnicas de cromatografia
liguida e analise por alguma abordagem de
injecdo em fluxo como o FIA (do inglés Flow
Injection Analysis). Mais recentemente, a
abordagem de andlise por injecio em
batelada (BIA do inglés Batch Injection
Analysis) foi usada para realizar andlises com
deteccdo amperométrica.®*® Esta técnica
possui caracteristicas andlogas ao FIA como a
rapidez, simplicidade, uso de volumes
pequenos de amostra (tipicos de analises
ultra-traco) e repetibilidade, porém, no BIA
ndo se tem o processo automatizado ja que
ndo utilizam bombas, tubos de conexdo e
valvulas que mantém a fase movel
constantemente fluindo no sistema de modo
a carrear a zona de analito.”®”*

No ano de 2014 a dimoxistrobina foi
determinada por BIA-amperometria
utilizando uma célula, contendo no seu
fundo, o eletrodo de BDD como sensor.
Mergulhados na abertura do topo da célula
foram colocados os eletrodos auxiliar de
platina e o eletrodo de referéncia de
Ag/AgCl.”*  Nessa  abordagem, alguns
microlitros de solucdo de analito foram
adicionados, por meio de uma micropipeta
eletronica, diretamente na superficie do
eletrodo de BDD de tal forma que o analito
contido na zona injetada sofresse oxidagdo
gerando um pico transiente. Apds atingir um
maximo, o sinal diminui ao valor da linha
base em fung¢do da dissipa¢do do analito no
volume de eletrdlito suporte da cela,
alcangcando concentragdes finais infimas e
nao detectaveis.

O monitoramento foi feito no potencial de
+ 1900 mV vs Ag/AgCl em eletrdlito suporte
de tampdo Britton-Robinson (pH 2,0; 0,040
mol L') para a determinacio de
dimoxistrobina em aguas naturais. O método
apresentou alta frequéncia de analise (180
injecBes h™), boa precisdo (RSD < 3 %, n = 10),
e um limite de detecgdo de 124 pg L. Os
valores de recuperacao obtidos em amostras
de agua fortificada com o analito ficaram
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entre 80 e 105 %. Além disso, uma estratégia
amperométrica de multiplos pulsos foi
proposta para detectar a presenga de
moléculas interferentes nas amostras de
agua. Para tal, um fator amperométrico foi
usado, selecionando dois pulsos medidos em
duas diferencas de potencial (coincidentes
com as correntes de pico maximos do
analito), de tal maneira que dois eventos
eletroquimicos relacionados com a
dimoxistrobina fossem monitorados
sequencialmente.”* O calculo na relagdo das
correntes (lg/lg1), onde I, é a corrente de
pico gerada pelo pulso de potencial referente
ao segundo pico de oxida¢do (o mais intenso)
e lg; é a corrente de pico gerada pelo pulso
de potencial referente ao primeiro pico de
oxidagdo (o menos intenso), resultou no valor
do fator (sempre maior do que a unidade).
Esse fator permanece constante se apenas a
dimoxistrobina estd presente na amostra
como espécie eletroativa para o método. A
presenca de outras espécies eletroativas na
mesma amostra deve alterar o valor do fator,
mas ndo necessariamente mantendo-o
constante, devido principalmente a duas
causas: (i) adsorcdo da molécula interferente
ou do produto de oxidacdo na superficie do
eletrodo diminuindo a corrente final medida;
(i) oxidacdo destas espécies produzindo
correntes que se somam a do analito
aumentando o valor final medido.”

Com base nos estudos realizados o valor
obtido para o fator de dimoxistrobina na
auséncia de espécies quimicas interferentes
(1,62 + 0,10) era alterado quando outras
espécies quimicas eletroativas estivessem
presentes na amostra.”*

7. Separacgao eletroforética de
estrobilurinas

As técnicas de separagao feitas por meio
do efeito da eletroforese em tubo capilar
vém evoluindo muito desde os anos 80 a
ponto de se tornar uma abordagem robusta e
atingir certa maturidade.””® O rapido avanco
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da eletroforese capilar decorre, em parte, da
simplicidade instrumental, mas
principalmente da variedade dos modos de
separacdo que podem ser efetuados em uma
Gnica coluna capilar’*’® e da diversidade de
classes de compostos (de carater mais polar,
de carater mais apolar e iGnico) passiveis de
serem separados e determinados.

A eletroforese capilar (CE do inglés
Capillary Electrophoresis) ja é utilizada em
alguns trabalhos analiticos voltados para
determinacdo de agrotdxicos em diferentes
tipos de amostras aplicando seus varios
modos de operacdo. Dois trabalhos se
destacam por se concentrarem apenas nas
estrobilurinas.

No primeiro deles, de Souza et al.,”” em
2009 usaram uma abordagem da
eletroforese capilar denominada
cromatografia eletrocinética capilar micelar
(MEKC do inglés WMicellar Electrokinetic
Chromatography) para determinar
picoxistrobina e piraclostrobina em amostras
de urina fortificadas com os analitos, usando
azoxistrobina como padrdo interno. Na
MECK, um surfactante i6nico é usado na
concentracdo acima da micelar critica de tal
forma que o analito e as micelas formem um
conjunto com caracteristicas eletroforéticas
Uteis para se obter a migracdo diferenciada
que resulta na separagao dos analitos de
interesse. O eletrdlito de corrida foi
constituido por tampdo borato (pH 8,5; 40
mmol L) contendo SDS (dodecil sulfato de
sédio) como fase pseudo-estacionaria e
acetonitrila (15 % em volume) como
modificador quimico. A concentragdo dos
analitos no capilar (on-line) pelo modo de
empilhamento normal (normal stacking) foi
empregada a partir da diferenga de forga
ibnica entre a solucdo de analito introduzida
no sistema e o eletrélito de corrida. Essa
estratégia foi usada para melhorar em uma
ordem de magnitude o LD do método que
usou deteccdo fotométrica (deteccdo em 200
nm). Uma cela do tipo Z que aumentou o
caminho éptico da zona de deteccdo em trés
vezes também foi utilizada. A limpeza da
amostra e a extracdo dos fungicidas foram
feitas por SPE (cartucho C18). O valor de LQ
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instrumental para a picoxistrobina foi 32 ug L’
! enquanto o da piraclostrobina foi 21 pg L™
As recuperacbes obtidas em amostras de
urina fortificadas com os agrotéxicos ficaram
em torno de 109 % para picoxistrobina e de
75 % para piraclostrobina. A migracdo das
duas espécies ocorreu em menos de 10 min.

Mais recentemente, no ano de 2014,
Wang et al.,’”® desenvolveram um outro
método baseado em MECK para determinar
azoxistrobina, cresoxim-metilico e
piraclostrobina em frutas e vegetais. As
condicbes do eletrélito de corrida foram
proximas das usadas por Souza et al., porém
a estratégia de concentracdao de analitos no
capilar foi feita por varredura (sweeping) no
qual os analitos contidos no volume de
amostra introduzido migram com velocidade
maior que a das micelas no eletrdlito de
corrida em frente do volume injetado.
Quando as micelas que existem antes do plug
de amostra ingressam no plug de analito
(inicialmente sem surfactante) elas varrem os
analitos contra as micelas na frente do plug
de amostra concentrando-os numa zona e
iniciando efetivamente a migracdo diferencial
dos sistemas analito-micela. O tempo para
separacdo eletroforética e deteccdo das
estrobilurinas foi de um pouco mais de 9 min.
A deteccdo absorciométrica em 220 nm
permitiu limites de deteccdo de até 1 pg kg™
para o cresoxim-metilico e 2 pg kg™ para as
outras duas estrobilurinas. As amostras
foram fortificadas com os analitos e extraidas
com diclorometano, filtradas, limpas por
efeito salting-out e evaporadas antes de
serem retomadas em solu¢do adequada para
a introdugao no sistema. As recuperagdes
ficaram entre 85 e 99 %.

8. Consideragoes finais

O uso das estrobilurinas na agricultura
tem se tornado intensivo, assim, a demanda
pelo controle destas substancias nos
alimentos e em amostras ambientais
incentivou o desenvolvimento de métodos
analiticos por HPLC e por GC ji partir do
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inicio dos anos 2000. A cromatografia
permite a separacdo das estrobilurinas e a
determinacdo destas, e de varios outros
agrotoxicos, numa mesma corrida
cromatografica, o que é primordial para os
drgdos sanitarios e de controle de qualidade.

Os métodos eletroanaliticos disponiveis
para a determinacgdo das estrobilurinas foram
desenvolvidos mais recentemente (entre
2009 e 2014). Estes métodos e algumas de
suas caracteristicas estao listados na Tabela
2. A voltametria com o uso do eletrodo de
mercurio parece prover resposta
razoavelmente seletiva para a azoxistrobina e
dimoxistrobina, com base nos dados
reportados. No entanto, esse tipo de
eletrodo vem sendo desestimulado por
raz0es de seguranca e de impacto no meio-
ambiente. Ja o eletrodo de filme de bismuto
produziu resposta analitica sensivel e
aparentemente seletiva para a picoxstrobina,
porém o potencial efeito de memdria requer
a limpeza recorrente do substrato de carbono
vitreo, o que torna complicado o uso desse
método em rotina. Um grande potencial
pode ser vislumbrado para a deteccdo
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eletroanalitica usando o eletrodo de BDD,
gue é eficiente para a oxidagao das varias das
estrobilurinas. Porém, como o potencial
aplicado é suficientemente elevado, a
oxidacdo de outras substancias organicas é
provavel, o que diminui a seletividade de sua
aplicacdo em andlise direta de amostras na
cela eletroquimica. O wuso do fator
amperométrico é apenas um indicador de
que algum interferente se encontra presente
na amostra e ndo resolve a questdo da
determinacdo seletiva. No entanto, essa
capacidade de promover a oxidacdo das
estobilurinas, além da oxidacdo de diversas
outras espécies quimicas (por exemplo, a de
agrotoxicos de outras classes) pode ser
bastante Uutil no caso da associacdo da
eletroforese capilar ou da cromatografia
liqguida de alta eficiéncia com a detecgao
amperomeétrica usando o eletrodo de BDD, j3
gue isso uniria a capacidade seletiva
propiciada pelo método de separacdo, a
sensibilidade  produzida pela resposta
eletroquimica no BDD e a universalidade da
resposta para a  estrobilurinas e,
potencialmente para outros agrotoxicos.

Tabela 2. Procedimentos eletroquimicos para determinacgdo de estrobilurinas

Amostra Analito Técnica Tipo de Eletrdlito pH LD Ref.
deteccdo Suporte
Batata/ Dimoxistrobina/A  SW-ASV Eletrodo de HCl 0,1 mol L™ - 0,72 ug L™/ 41
Uva zoxistrobina gota pendente 0,36 ug L™
de Hg
Urina/ Picoxistrobina DP-ASV Eletrodo de HCI 1,0 mol L™ - 8,4 ug L 51
Agua filme de Bi
Suco de Cresoxim-metil SWV Eletrodo de Tampdo acetato 4,0 90O gL’ 58
Uva DDB 0,050 mol L*
Agua/suco Piraclostrobina SWV Eletrodo de Tampado acetato 4,0 95 ug L 59
de uva DDB 0,050 mol L*
Agua Dimoxistrobina BIA® Eletrodo de Tampao BR" 10 124 pg L* 71
DDB 0,040 mol L™
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Vo

Urina Picoxistrobina/ MEKC® Fotometriade Tampdo Borato 85 9,6 ug L'l/ 7,0 ug
Piraclostrobina absorgdo (220 40 mmol L‘l, Lt
nm) SDS® 30 mmol L
!, ACN® 15% v/v
Frutas e Azoxistrobina/ MEKC® Fotometriade Tampdo Borato 8,4 0,002 pg g'l/
Vegetais Cresoxim-metil/ absorc¢do (220 40 mmol L7, 0,001 pgg’/

SDS® 30 mmol L 0,002 pg g™

! ACN® 15% v/v

Piraclostrobina nm)

77

78

°BIA: BIA-Amperometria; bTamp;io BR: Tamp3o Britton Robinson; “MEKC: Cromatografia

eletrocinética capilar micelar; SDS: Dodecil sulfato de sédio; ®ACN: Acetonitrila.
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