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RESUMO
Rodenticidas sdo agentes quimicos destinados ao exterminio de roedores. A bromadiolona é
um rodenticida anticoagulante que atua como um antagonista da vitamina K. Intoxicagdes por
bromadiolona sdo relatadas na literatura e também pelas forcas policiais, seja de maneira
acidental ou intencional (tentativas de suicidio ou envenenamento intencional). Assim, é
necessaria a utilizacdo de métodos rapidos e eficientes para 0 monitoramento da bromadiolona,
tanto em amostras comerciais, como em amostras forenses. Uma ampla gama de meétodos
analiticos tem sido usada para essa finalidade, sendo a cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE) a mais comumente utilizada. Porém, apesar de eficientes, estes métodos apresentam
algumas desvantagens, como longo tempo de preparo de amostra e alto custo de
instrumentacdao. Como alternativa, os métodos eletroanaliticos vém ganhando espaco devido a
vantagens como operacdo mais simples, possibilidade de miniaturizacdo, alta sensibilidade,
custo relativamente baixo e limites de deteccdo comparaveis aos encontrados em técnicas
cromatograficas. O presente trabalho apresenta uma metodologia analitica de baixo custo para
a determinacdo de bromadiolona em amostras comerciais e forenses, utilizando pela primeira
vez sua reducdo eletroquimica e eletrodos de grafite de lapiseira. Para tal finalidade, a
voltametria de onda quadrada (VOQ) foi utilizada. Os limites de detec¢do (LD) e quantificagdo
(LQ) alcancados foram de 0,50 e 1,65 nM, respectivamente. Uma curva analitica foi construida
na faixa de concentracdo de 1,65 a 100 nM, obtendo-se um coeficiente de correlacdo (R) de
0,991. A metodologia proposta foi empregada de forma qualitativa em amostra forense de
chocolate em p6 e de forma quantitativa em amostras comerciais, onde as recuperacdes
encontradas foram de 73 e 79%. Também foram realizados ensaios de recupera¢do com padrao
de bromadiolona, em duas concentracdes diferentes, sendo obtidas recuperacfes entre 93 e
98%. Desta forma, a metodologia proposta para a determinacdo de bromadiolona demonstrou

eficiéncia para aplicac6es em controle de qualidade e para analises forenses.

Palavras-chave: Analise forense; Eletrodos de carbono; Hidroxicumarinico; Rodenticida

anticoagulante; VVoltametria.



ABSTRACT
Rodenticides are chemical agents intended for the extermination of rodents. Bromadiolone is
an anticoagulant rodenticide that acts as a vitamin K antagonist. Bromadiolone poisoning has
been reported in the literature and also by police forces, either accidentally or intentionally
(suicide attempts or intentional poisoning). Thus, it is necessary to use fast and efficient
methods for monitoring bromadiolone, both in commercial and forensic samples. A wide range
of analytical methods have been used for this purpose, with high performance liquid
chromatography (HPLC) being the most commonly used. However, although efficient, these
methods have some disadvantages, such as long sample preparation times and high
instrumentation costs. As an alternative, electroanalytical methods have been gaining space due
to advantages such as simpler operation, possibility of miniaturization, high sensitivity,
relatively low cost and detection limits comparable to those found in chromatographic
techniques. The present work presents a low-cost analytical methodology for the determination
of bromadiolone, in commercial and forensic samples, using for the first time its
electrochemical reduction and mechanical pencil graphite electrodes. For this purpose, square
wave voltammetry (SWV) was used. The limits of detection (LD) and quantification (LQ) were
0.5 and 1.65 nM, respectively. An analytical curve was built in the concentration range from
1.65 to 100 nM, obtaining a correlation coefficient (R) of 0.991. The proposed methodology
was used qualitatively in forensic sample of powdered chocolate and quantitatively in
commercial samples, where the recoveries found were 72 and 78 %. Recovery tests were also
performed with bromadiolone standard, in two different concentrations, obtaining recoveries
between 93 and 98 %. Thus, the proposed methodology for the determination of bromadiolone

demonstrated efficiency for applications in quality control and forensic analysis.

Keywords: Anticoagulant rodenticide; Carbon electrodes; Forensic analysis; Hidroxicumarin;

Voltammetry.
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1. INTRODUCAO

Os roedores constituem a mais numerosa ordem dos mamiferos, o que corresponde a
mais de 40 % dos mamiferos. A maior parte sdo de pequenas proporc¢des, como o camundongo-
pigmeu-africano [1]. Por outro lado, apresenta animais maiores como as capivaras, que podem
pesar até 80 kg [2].

Ecologicamente sdo muito diversos, e algumas espécies passam a maior parte da vida
nas florestas ou embaixo da terra. Muitas s&o em certa medida onivoras, assim como outras tém
uma dieta bem especifica, comendo, por exemplo, algumas espécies de fungos ou
invertebrados. Como exemplos deste grupo temos os ratos, 0os camundongos, as capivaras (0
maior roedor do mundo), os porquinhos-da-india, os esquilos, as marmotas e os castores. Estes
animais servem de alimento para muitas aves, répteis e mamiferos carnivoros [1-3].

Rato é uma designacdo comum para diversos pequenos mamiferos pertencentes a
ordem dos roedores. Caracterizam-se por possuir focinho pontudo, orelhas pequenas e
arredondadas, e uma longa cauda nua ou quase sem pelos. As espécies mais conhecidas de rato
sdo 0 Mus musculus[4], um tipico rato doméstico, Rattus rattus [5] e Rattus norvegicus [6], por
vezes chamados de ratazanas e que habitam esgotos e corregos. Os ratos também sdo animais
de estimacdo. J& em ambiente silvestre, a espécie mais comum € o rato-do-campo ou rato do
mato, espécie importante para a cadeia alimentar, pois sdo alimentos de grandes aves como
falcGes e aguias. [1-6].

Os ratos em alguns contextos sdo considerados pragas, quando danificam e destroem
plantacBes e silos de armazenamento de grdos, onde também causam danos estruturais
danificando fiacOes, estruturas, além de ser um vetor para diversas doencas, na maioria das
vezes transmitidas pelas suas fezes, urina ou pelo, e causam diversas doengas como a peste
bubdnica, salmonelose, tifo e leptospirose [7-10].

A infestacdo de ratos num local pode ser verificada através da observacao dos seguintes
sinais [9,10]:

= Fezes: sua presenca é um dos maiores indicadores de infestacdo. As fezes podem
levar a identificacdo da espécie presente;

= Trilhas: sua aparéncia é de um caminho bem batido, com 5 a 8 cm de largura,
sendo encontradas geralmente nas proximidades de muros, junto as paredes,

atras de materiais empilhados, sob tabuas e em areas de gramados;
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Roeduras: os ratos roem (mas ndo ingerem) principalmente materiais como
madeira, cabos de fiacdo elétrica e embalagens de alimentos para gastar sua
denticdo e como forma de transpor barreiras para alcancar os alimentos;

Tocas: sdo encontradas junto ao solo, junto aos muros, entre plantas e

normalmente indica infestag&o por ratazanas;

A prevencdo é possivel por meio das seguintes ac6es [9,10]:

Acondicionamento correto do lixo: dentro de sacos plasticos, em latas com
tampas apropriadamente fechadas e limpas periodicamente, de preferéncia sobre
estrado, para que ndo fiquem diretamente em contato com o solo;

Dispor o lixo na rua somente na hora que o coletor passa para recolher;

Nunca jogar lixo a céu aberto ou em terrenos baldios;

Acondicionamento correto dos alimentos: em recipientes bem fechados;
Inspecionar periodicamente e cuidadosamente caixas de papeldo, caixotes, atras
de armarios, gavetas e todo tipo de material que adentre ao ambiente e possa
estar servindo de transporte ou abrigo a camundongos;

Vedar frestas ou vaos que possam servir de porta de entrada aos ratos para 0s
ambientes internos;

Colocar telas, ralos do tipo "abre-fecha", sacos de areia ou outros artificios que
impecam a entrada desses animais através de ralos, encanamentos ou outros
orificios;

Evitar o acimulo de entulho ou materiais inserviveis que possam constituir
abrigo aos ratos;

Manter terrenos baldios limpos e murados;

Manter limpas as instalacdes de animais domésticos e ndo deixar a alimentacdo
destes exposta onde 0s ratos possam ter acesso, principalmente a noite;

Vistoriar e manter limpos garagens e sotaos.

1.1. Controle de roedores

O combate aos roedores deve ser feito através de um conjunto de métodos que

compreende ndo so a eliminacéo fisica dos roedores infestantes, mas também a modificacéo do

meio ambiente, de forma a torna-lo mais improprio a livre proliferacdo desses animais. De fato,
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quanto mais limpo e organizado for o ambiente, menor sera a probabilidade dos roedores ali se
instalarem. Porém o combate principal ainda se concentra nos métodos de eliminacdo dos
roedores infestantes e, didaticamente, podemos dividi-los em dois grandes grupos:
antirratizacdo e desratizacdo com as formas mecanica ou fisica, biologica e quimica (raticidas)
[9,10].

> Antirratizacao

E o conjunto de medidas que visam modificar as caracteristicas ambientais que
favorecem a penetracdo, instalacéo e a livre proliferagéo de roedores. Basicamente compreende
a eliminacdo dos meios que propiciem aos roedores 0 acesso ao alimento, abrigo e agua.
Compreendem também acbes de educacdo em saude, atraves de informacdo, orientacdo e
esclarecimento as pessoas ligadas diretamente ao problema, escolares e populacdo em geral.
Para se viabilizarem as medidas de antirratizacdo, € necessario agilizar os servicos de coleta de
lixo, aprimorar a utilizagdo de aterros sanitérios, aperfeicoar a legislacdo sanitaria e promover

o0 envolvimento e participacdo da comunidade [9,10].

> Desratizacao
A desratizacdo compreende todas as medidas empregadas para a eliminagdo dos
roedores infestados, através de métodos mecanicos (ratoeiras), bioldgicos (gatos e outros
animais predadores) e quimicos (raticida). Essas acGes de combate deverdo ser acompanhadas
de medidas de saneamento e controle ambiental (antirratizacdo). Para maior eficiéncia, a
desratizacdo deve ser realizada paralelamente aos trabalhos de limpeza e saneamento, a fim de
se evitar a disseminacéo da populacdo de roedores [9,10].

1.1.1. Métodos mecanicos
S&o empregados principalmente para camundongos, pois, devido a sua curiosidade vao
investigar todo e qualquer objeto novo colocado em seu territorio. Sao utilizados também em

situagdes onde ndo é recomendado o uso de raticida, quando se deseja capturar roedores vivos,

ou quando ha poucos roedores a combater [9,10].
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1.1.2. Métodos bioldgicos

Em area rural, os animais predadores tais como algumas aves, carnivoros e ofidios,

exercem certa atuacdo no controle de pequenos roedores. Em areas urbanas, os animais

domésticos como o gato e o cdo quase ndo influem no combate, sendo comum encontrar ratos

vivendo de restos de alimentos desses animais, enquanto o cdo ou o gato dormem [9,10].

1.1.3. Métodos quimicos

Raticidas (rodenticidas) sdo produtos quimicos, desenvolvidos e preparados para causar

a morte de roedores. Estes produtos recebem algumas classificacdes [9,10]:

R/
L X4

Quanto a rapidez do efeito, os raticidas podem ser classificados em:

Agudos: causam a morte do roedor desde alguns segundos até horas ap6s sua
ingestao;

Cronicos: provocam a morte do roedor alguns dias ap6s a ingestdo. Séao
anticoagulantes, interferindo no processo de coagulacéo sanguinea, provocando

a morte por hemorragia.
Quanto ao numero de doses, 0s raticidas anticoagulantes se classificam em:

Dose multipla ou de 12 geracdo: Sdo aqueles com baixa toxicidade,
apresentando efeito cumulativo no organismo, isto €, necessitam ser ingeridos
mais de uma vez, para que 0s sintomas de envenenamento aparegam.

Dose Unica ou de 22 geracdo: Sao 0s que com a ingestdo de apenas uma dose,
causam a morte do roedor entre 3 a 10 dias de sua ingestdo. Surgiram apos o
aparecimento dos casos de resisténcia aos raticidas de dose maltipla, sendo eles

bromadiolona e brodifacoum.
Quanto as formas de apresentacédo podem ser classificados em:

Iscas peletizadas ou granuladas: preparadas com alimentos ou cereais

atrativos e palataveis aos roedores;
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2. PO: raticida formulado com p6 finissimo, para ser empregado nas trilhas e
ninhos. O po adere aos pelos do roedor que lambe o corpo ao realizar sua higiene,

ingerindo, assim, o raticida.

1.2. Bromadiolona

Os rodenticidas sdo pesticidas utilizados para exterminar roedores, e podem ser
classificados como anticoagulantes e ndo anticoagulantes [11,12]. A segunda geracdo de
rodenticidas chamados de supervarfarinas tem o mais amplo espectro de uso. De acordo com
sua estrutura quimica, eles pertencem as hidroxicumarinas e seus derivados. Eles podem ser
absorvidos por um organismo através do sistema digestivo e respiratorio, eventualmente através
da pele. Apos a ingestdo dessas substancias, o figado é o principal 6rgdo envolvido em seu
metabolismo [13].

A bromadiolona (Figura 1) (3-(3-(4’-bromo-1-1’-bifenil-4-il)-3-idroxi-1-fenilpropil)-
4-hidroxicumarina) pertence ao grupo das supervarfarinas e € um rodenticida anticoagulante
[14].

Figura 1. Estrutura quimica da bromadiolona. Fonte: [15]

A bromadiolona atua como um antagonista da vitamina K1 (fitomenadion). Este
rodenticida inibe a producdo dos fatores Il, V11, IX e X no figado. Isso resulta no prolongamento
das vias de coagulacao extrinsecas, intrinsecas e comuns, levando a coagulopatia [16].

Como consequéncia da ingestdo de bromadiolona, foi observada a morte de animais

domeésticos e/ou de animais ndo-alvo. Concentracdes subletais de bromadiolona foram
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encontradas em figados de animais que consomem roedores como raposas, urubus e doninhas,
refletindo assim seu transporte através da cadeia alimentar[17-19].

A bromadiolona apresenta uma alta estabilidade, portanto pode persistir no meio
ambiente (em particular no solo); se bioacumula em organismos e pode ser encontrada em
granulos para aplicacéo, e se desintegram rapidamente nos campos de aplicagdo. Portanto, h4 o
risco de intoxicagGes primarias e secundérias de organismos nao-alvo, porque as substancias
transportadoras de granulos podem atrair minhocas [20].

Na literatura sdo encontrados diversos efeitos adversos do uso inadequado de
bromadiolona sendo os principais assuntos: intoxicagoes, sejam de forma acidental [21,22] ou
de forma intencional [23,24]; Intoxicagdes de animais domésticos [25]; e o uso ilegal [26] 0s
mais comentados.

As preparacdes comerciais de bromadiolona, geralmente utilizam a concentracdo de
0,005% p/p. E importante se ter metodologias para determinacdo e quantificagdo de
bromadiolona, para diagnésticos rapidos em caso de intoxicagdes, e também porque existem
muitos outros raticidas que sdo proibidos no Brasil e no mundo, mas que sdo confundidos com
bromadiolona, como é o caso do raticida M&o Branca ® [27].

Grande atengdo tem sido dada a vigilancia de residuos de agrotdxicos no meio ambiente.
O monitoramento da acdo da bromadiolona e sua distribuicdo no meio ambiente requerem
métodos analiticos rapidos, de baixo custo e faceis de usar para a detec¢do deste composto.
Uma ampla gama de métodos analiticos tem sido usada para esses fins, por exemplo,
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa (CG-MS), cromatografia de camada
fina (CCF) ou métodos imunoquimicos. A cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) é o
método mais comumente usados para a determinagdo de bromadiolona [15-20].

O uso da CLAE juntamente com detectores de fluorescéncia, massa e UV-Vis foi
relatado [15-20]. Cada método tem suas vantagens e limitacbes e pode atender a uma
necessidade especifica de analise. As técnicas cromatograficas apresentam as vantagens como
versatilidade, alta resolugdo, automacao, e algumas desvantagens como instrumentacdo de alto
custo e alto custo de operagéo [15-20].

Alternativamente, a detecgdo eletroquimica oferece um método atraente para a deteccéo
de espécies eletroativas por causa de suas vantagens inerentes de simplicidade, alta
sensibilidade, custo relativamente baixo e potencial para miniaturizacdo com limites de

deteccdo comparéveis a outras técnicas analiticas modernas [15-20].
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Em 2007, Beklova e colaboradores [15] publicaram um trabalho onde determinaram
bromadiolona em tecidos de faisdes e raposas, com a finalidade de verificar a presenca de
bromadiolona ao longo da cadeia alimentar. Para isso, desenvolveram uma metodologia
eletroanalitica utilizando uma célula convencional de trés eletrodos, sendo o eletrodo de
trabalho um eletrodo de pasta de carbono, eletrodo de referéncia um eletrodo de prata/cloreto
de prata e eletrodo auxiliar sendo um eletrodo de grafite. O eletrolito suporte utilizado foi
solucdo tampédo acetato 0,2 M (pH 4,2) e para solubilizar as amostras utilizou-se metanol. Os
autores utilizaram a voltametria ciclica para verificar a eletroatividade da bromadiolona, e
constataram que esta apresentou um pico de oxidacdo a 840 mV. Para realizar a determinacao
da bromadiolona foi utilizada a técnica de voltametria de pulso diferencial, onde nesta técnica
a bromadiolona apresentou um sinal em 730 mV. O método proposto neste trabalho obteve um
limite de deteccdo de 0,5 ng/mL (0,948 nM). Estes autores concluiram que a bromadiolona é
encontrada ao longo da cadeia alimentar, indicando que a biotransformacgdo em animais ocorre
lentamente.

Ainda em 2007, Krizkova e colaboradores [20] publicaram um trabalho onde mostraram
a possibilidade de intoxicacao de animais silvestres ndo-alvo da bromadiolona, neste caso foram
utilizadas minhocas. Para isso, desenvolveram uma metodologia analitica onde utilizaram
cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a deteccdo eletroquimica (CLAE-DE). Para
as medidas eletroquimicas utilizou-se uma célula convencional de trés eletrodos, sendo o
eletrodo de trabalho um eletrodo de pasta de carbono, eletrodo de referéncia um eletrodo de
prata/cloreto de prata e eletrodo auxiliar sendo um eletrodo de carbono vitreo. O eletrélito
suporte utilizado foi solucdo tampdo acetato 0,2 M (pH 4,0). Para solubilizar as amostras
utilizou-se metanol. Os autores utilizaram a voltametria ciclica para verificar a eletroatividade
da bromadiolona e constataram que esta apresentou um pico de oxidacdo a 836 mV. Neste
trabalho, os autores determinaram o limite de deteccdo utilizando a voltametria ciclica, e o valor
encontrado foi de 5 ng/mL (9,48 nM). Os autores propuseram uma metodologia de
determinacdo de fluxo (FIA) para tornar a analise mais rapida e adequada para a rotina. Sob
condicBes experimentais otimizadas usando FIA (potencial de trabalho 840 mV, eletrolito
solucéo tampdo acetato 0,2 M (pH 4,0), taxa de fluxo 0,8 mL/min), os autores concluiram que
a bromadiolona foi encontrada nos organismos das minhocas, indicando que héa riscos de
intoxicagOes secundarias.

Apesar de existir estes trabalhos na literatura, nenhum trabalho se propds a desenvolver

uma metodologia que possa ser focada em amostras diversas, como por exemplo amostras
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forenses ou amostras comerciais. Ambos os trabalhos utilizaram tecidos animais para
determinacédo de bromadiolona.

Além disso, apesar das vantagens das técnicas eletroquimicas, na literatura ainda sao
encontrados poucos trabalhos que utilizaram estas técnicas como meétodo de andlise de
bromadiolona [15,20]. Tal fato demonstra que esta € uma area muito pouco explorada e que
ainda demanda estudos, visto que detec¢gbes de bromadiolona precisam ser répidas e de

preferéncia que possam ser realizadas em campo.

2. FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1.  Eletroquimica

A eletroquimica é uma area da Quimica que tem como objetivo estudar os fendbmenos
fisico-quimicos que ocorrem em razdo do ganho e da perda de elétrons [28].

A oxidacéo representa a perda de elétrons em uma reacdo quimica, e a reducao é o ganho
de elétrons. Assim, as reacdes de oxirreducdo (redox) ocorrem quando elétrons sdo transferidos
de uma espécie que é oxidada a uma espécie que € reduzida. [29]. As reacdes redox podem
ocorrer em substancias organicas e inorganicas e nos estados fisicos sélido, liquido e gasoso
[30].

Vérias sdo as aplicacGes das reacdes de oxirreducdo, dentre elas funcionamento de
baterias e também em uma ampla variedade de processos naturais importantes, como a oxidacao
do ferro, o escurecimento de alimentos e a respiragéo dos animais [29].

A historia da eletroquimica nos remete a meados de 1780, onde Luigi Galvani ganhava
destaque. Galvani, um médico cuja area de pesquisa estava na chamada eletricidade animal,
acreditava na existéncia de uma eletricidade propria dos corpos animais. Enquanto trabalhava
com uma ra dessecada, verificou que ao tocar a perna de uma rd com um bisturi, houve a
contragdo dos masculos do animal morto. Mais tarde, em 1800, Alessandro Volta, intrigado
com os resultados obtidos por Galvani, conseguiu explicar melhor o fenémeno observado por
Galvani. Volta afirmou que o tecido da perna da rd permitia a passagem de eletricidade
(condutor elétrico), e concluiu que a eletricidade se originava do contato entre metais diferentes,
e a rd apenas reagia a essa eletricidade externa [31,32].

A partir das descobertas de Galvani e Volta, diversos outros pesquisadores fizeram

contribuicOes para a area da eletroquimica, como € o caso de Michael Faraday, que definiu os
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conceitos de anodo, catodo, eletrodo, eletrolito, ion e toda a relacdo entre a corrente elétrica
gerada durante uma eletrolise [31].

A eletrolise € um processo de oxirreducdo, ndo espontaneo, que forma compostos
quimicos a partir de uma substéncia, utilizando, para isso, a eletricidade. A sua ocorréncia
depende de uma fonte externa, como uma bateria ou a rede elétrica para fornecer corrente
elétrica continua [28].

Em outras palavras, os processos redox (eletrolise) que ocorrem na interface eletrodo-
solucdo sdo resultantes do processo de reducdo e/ou oxidacdo, onde a corrente medida do
processo de transferéncia de carga, a um potencial controlado, é proporcional a concentracdo
da espécie eletroativa. Os processos eletroquimicos requerem pelo menos dois eletrodos
condutores e um eletrolito para constituir a chamada célula eletroquimica. As transferéncias
eletrbnicas que ocorrem na interface eletrodo-solucdo movem-se entre o eletrodo e um eletrolito
[33,34].

O eletrodo onde ocorrem as reacOes de oxirreducdo é chamado de eletrodo de trabalho.
Podem ser utilizados na fabricacdo de um eletrodo de trabalho materiais como ouro, platina,
carbono, dentre outros. O contra-eletrodo ou eletrodo auxiliar atua em fechar o circuito elétrico
e diminuir a queda 6hmica causada pela resisténcia da célula eletroquimica no controle do
potencial do eletrodo de trabalho. Uma célula eletroquimica eletrolitica consome eletricidade
de uma fonte externa [35].

O eletrodo de referéncia possui potencial constante (isto €, independe das propriedades
da solucdo), tendo a funcéo de controlar o potencial aplicado no eletrodo de trabalho. Podem
ser utilizados, como eletrodos de referéncia, eletrodo-padrdo de hidrogénio, eletrodo de
calomelano saturado e eletrodo de prata/cloreto de prata[35,36].

Ha também os eletrodos de pseudo-referéncia, que possuem a mesma funcdo dos
eletrodos de referéncia convencionais, porém ndo atingem o mesmo objetivo de controlar o
potencial e deixa-lo constante, pois dependem da solucdo que esta contida na célula
eletroquimica [37,38].

Um fluxo de corrente elétrica flui na célula eletroquimica entre o eletrodo de trabalho e
0 contra-eletrodo quando uma medida é realizada com auxilio de um eletrdlito suporte. Este
eletrolito precisa obedecer a alguns critérios para assegurar a condutividade elétrica, tais como,
boa tensdo superficial e viscosidade, ser composto de sais inertes (podendo ser constituidos de
sais organicos, acidos minerais ou misturas de compostos com propriedades tamponantes) e ter

uma concentracdo de pelo menos 50 vezes maior que a concentracdo de espécie de interesse.

22



Tal fato é importante para que os efeitos da migragdo sejam minimizados, e que o transporte de
massa seja majoritariamente controlado por difuséo. A migragéo tem a contribuicdo da corrente
capacitiva proveniente da dupla camada elétrica, o que néo reflete a concentracdo do analito. Ja
a difusdo reflete a concentracéo real do analito no seio da solucgéo, sendo assim, este transporte
de massa o desejado[35].

Os métodos eletroanaliticos sdo usados para andlises quantitativas utilizando
propriedades elétricas, que por sua vez sdo responsaveis pela deteccdo da molécula alvo. Dentre
0s métodos analiticos modernos, as técnicas eletroquimicas tém sua importancia baseada
principalmente em vantagens como a sensibilidade satisfatoria, etapas de execu¢do menos
complexas do que as técnicas cromatogréficas, instrumentaco de baixo custo e uma variedade
de aplicacBGes nas analises do dia a dia como medidas de condutividade, analises clinicas,
determinacéo de pH, coulometria e etc [39-41].

Estes métodos sdo caracterizados por terem medidas rapidas, alta sensibilidade, boa
seletividade e baixo custo, o que reflete na vasta aplicacdo, sendo empregada para sistemas de
biossensores [42], investigacdes criminais (quimica forense) [43], avaliacdo de parametros no
meio ambiente [44], entre outras [45].

Os métodos eletroanaliticos podem ser classificados em [46]:

= Interfaciais — Métodos que envolvem processos que ocorrem na superficie do
eletrodo;
= Nao-interfaciais — Métodos que envolvem processos que ocorrem no seio da

solucdo. Exemplo: condutometria.

Os métodos interfaciais podem ser divididos em [46]:
= Estaticos — Auséncia de corrente elétrica no sistema eletroquimico.
(Potenciometria e titulacdes potenciométricas);

= Dindmicos — Presenca de corrente elétrica no sistema eletroquimico.

Os métodos dinamicos podem ser divididos em [46]:
= Técnicas de corrente constante (Titulagdes coulométricas e eletrogravimetria)

= Técnicas de potenciais controlados (voltametria e amperometria).

A Figura 2 apresenta um resumo esquematico das classificagbes dos métodos

eletroquimicos, e alguns exemplos de cada uma dessas classificagdes.
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Meétodos
eletroanaliticos
Métodos Meétodos nio-
interfaciais interfaciais

.- . i Titulagdes
Estaticos <‘ Dindmicos Condutometria condutométrica

. i Titulagio Potencial Corrente
Potenciometria P a

otenciométric, controlado constante

Titulagdes

T Eletrogravimetria
coulométricas

[Amperome‘tria] [Voltametria ]

Figura 2. Classificagdo dos métodos eletroanaliticos. Figura adaptada da referéncia
[46].

Técnicas de potencial controlado (como a voltametria ciclica) se preocupam em estudar
como ocorrem 0s processos de transferéncia eletronica na interface eletrodo-solugdo em
situacBes dindmicas (todo o processo redox € monitorado durante o procedimento), onde o
potencial do eletrodo é usado para derivar uma reacdo de transferéncia de cargas que resulta em
uma corrente, e é esta corrente que € medida na analise, e estas técnicas relacionam essa corrente
medida com a concentragdo do analito [34].

Os diferentes tipos de técnicas voltamétricas geram sinais que S0 expressos em
voltamogramas, que podem ser obtidos em funcdo do potencial-tempo ou potencial-corrente
nas quais sao registrados a magnitude da transferéncia de elétrons nos processos redox [35].

A corrente resultante do processo redox é denominada corrente faradaica, corrente esta
que obedece a lei de Faraday e € uma medida direta da taxa da reacdo. A reacdo no eletrodo
passa por varios passos e a velocidade das reacdes dependem da etapa mais lenta da reacdo. A
corrente resultante medida pode ser limitada pela velocidade de transferéncia eletrénica ou pelo
transporte de massa. Esse limite imposto é dependente de varios fatores tais como o material
do eletrodo, faixa de potencial analisada, meio reacional, dentre outros. Quando as reacGes séo
controladas unicamente pela transferéncia de elétrons (quando as espécies eletroativas atingem
a superficie do eletrodo), o transporte de massa é considerado limitado. Rea¢Ges como estas,
por obedecerem as relagdes termodindmicas, sdo chamadas de reversiveis [34,35,47].

A quantificacdo da espécie eletroativa estudada ocorre pelo transporte de massa dessas
espeécies até a superficie do eletrodo de trabalho. O transporte de massa pode ocorrer de trés
maneiras (Figura 3) [35,47]:

24



= Difusdo, que é o movimento espontaneo dos ions devido ao gradiente de
concentragédo do analito na solugéo;

= Conveccdo, causada pela perturbacdo mecénica (rotacdo ou agitacdo da
solucdo), que promove maior contato entre o analito e o eletrodo;

= Migracdo das espécies eletroativas, através do movimento de atracdo ou repulséo
entre os ions causado pelo campo elétrico gerado entre analito e eletrodo.

Tipo de
transporte Difusdo Migracdo Convecgdo

de massa

Eletrodo

Eletrodo

Eletrodo

‘_ )

S ll
5&‘5‘3‘5 1 ; &

.. : .Q...‘.: 0. f

Sob agita¢ao

Figura 3. Tipos de transporte de massa das espécies eletroativas para o eletrodo de

trabalho em solucdo. Fonte: [46].

Para evitar que os trés transportes de massa ocorram ao mesmo tempo, deve-se ajustar
as condicOes experimentais de uma forma a suprimir os efeitos da convecgédo e da migracéo,
pois estes ndo refletem a concentracdo da espécie de interesse no seio da solugdo. Este ajuste
pode ser feito para que a correlagdo entre a corrente e a concentracdo da espécie de interesse
ndo seja afetada. Dessa forma, utilizar um eletrdlito suporte em contragdes muito altas (pelo
menos 50 vezes maior que a concentracdo do analito) impede a formagdo do campo elétrico e
minimiza o processo de migracdo. Utilizar um meio estacionério é uma maneira de evitar a
contribuicdo da convecgdo. Logo, aplicando essas consideragfes, o transporte de massa
ocorrera majoritariamente pelo processo de difusdo. A difusdo é o processo que ocorre

primordialmente nas técnicas voltamétricas e, 0s processos adsortivos acontecem na superficie
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do eletrodo de trabalho por um processo homogéneo, onde a corrente sera proporcional a
concentragédo do analito [35].

2.1.1. Voltametria ciclica

Dos diversos métodos dinamicos em eletroanalitica, a voltametria ciclica (VC) é a
técnica mais versatil, e € muito utilizada para se obter informacfes qualitativas em reacdes
eletroquimicas. Essa versatilidade, combinada com a facilidade de medida de parametros de
interesse, faz com que ela seja largamente utilizada em quimica organica, quimica inorganica
ou bioguimica, no estudo de processos de adsorcédo, de transferéncia eletrénica em eletrodos
semicondutores, e em muitos outros tipos de processos dependentes do potencial [48].

A voltametria ciclica consiste na varredura de potencial (em um formato de onda
triangular) de um eletrodo de trabalho o qual se encontra mergulhado numa solugcéo em repouso,
medindo-se a corrente resultante. O potencial deste eletrodo é medido relativamente a um
eletrodo de referéncia. O potencial aplicado entre o eletrodo de trabalho e eletrodo de referéncia
pode ser considerado um sinal de excitacdo e a corrente resultante pode ser tida como um sinal
de resposta [35,48].

O sinal de excitacéo do eletrodo tem a forma indicada na Figura 4. Neste caso, o sinal
de excitacdo compreende de uma varredura linear de potencial no sentido positivo desde um
valor inicial (E;) até um valor considerado como um potencial de retorno (Ex;). A este valor a
direcdo da varredura de potencial € invertida, ocorrendo entdo uma nova varredura linear de
potencial, agora no sentido inverso, até um valor final (Ef) que pode, ou ndo, coincidir com o
valor inicial E;. Este ciclo pode ser repetido, e entdo, Es é de fato um novo potencial de retorno,
Ej.. Esta variagdo de uma varredura de potencial pode dar informagdes importantes relativas ao

mecanismo do processo de eletrodo [34,35,47,48].
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Figura 4. Aplicacdo de potencial em voltametria ciclica. Figura adaptada da referéncia
[48].

Em resumo, na voltametria ciclica o potencial é aplicado entre o eletrodo de trabalho e
o eletrodo de referéncia, e a corrente € medida entre o eletrodo de trabalho e o eletrodo auxiliar.
Este potencial é aplicado em uma forma triangular, e como resultado temos um grafico que

expressa corrente em funcdo do potencial, chamado de voltamograma (Figura 5).

CORRENTE

-

POTENCIAL

Figura 5. Voltamograma ciclico hipotético, que é um grafico que expressa a corrente

obtida em funcédo do potencial aplicado.

Além da varredura ciclica linear, existe a varredura ciclica na forma de uma escada
(staircase), onde cada degrau de potencial tera um tempo de duracédo, geralmente entre 10 - 50
ms, ou seja, ao final desse tempo de aplicacdo do potencial, a leitura da corrente sera realizada.
O intuito desse tempo € minimizar a contribui¢do da corrente capacitiva (que é uma corrente
referente a separacdo de cargas da dupla camada entre o eletrodo e a solucdo, sem ocorrer
transferéncia eletrénica) na corrente final que resultara no voltamograma [35].

Vamos analisar agora a transferéncia de carga de uma espécie eletroativa O e o eletrodo
de trabalho, ou vice-versa. Para que a reagdo de transferéncia de elétrons ocorra, a espécie
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eletroativa O deve estar localizada dentro de uma distancia molecular da superficie do eletrodo.
Portanto, a espécie Oseio localizada no seio da solucao, por meio dos processos de transporte de
massa € carreada até proxima da superficie do eletrodo, sendo agora Oeletrodo. POSteriormente,
supondo que a espécie ganhe elétrons ela ira se reduzir, transformando-se em Reletrodo, que
posteriormente por meio dos processos de transporte de massa se afasta do eletrodo virando
Rseio. ESte processo pode ocorrer no sentido inverso no qual Reletrodo (eSpécie reduzida) doa

elétrons e se transforma em Oeletrodo (eSpécie oxidada), conforme é visto na Figura 6.

Oele‘rrodo 0

seio da solucdo

ne-

R

Reletrodo seio da solucdo

ELETRODO

Figura 6. Etapas envolvidas no processo de oxidagdo ou reducdo de uma espécie sobre
a superficie de um eletrodo. Figura adaptada da referéncia [35].

Um processo reversivel € aquele no qual a velocidade de transferéncia de carga € tdo
elevada que se estabelece um equilibrio dindmico a superficie do eletrodo. Neste caso, a
Equacdo de Butler-Volmer (equacdo que descreve a transferéncia de carga) se reduz a equacgéo
de Nernst, uma vez que as concentragdes de Co e Cox dependem apenas do potencial do eletrodo

e ndo de efeitos cinéticos (Equacéo 1) [35,48].
E=E - (RT/nF)*In(Cox/Co) (Equacéo 1)

A Figura 7 apresenta um voltamograma ciclico tipico de um processo redox reversivel,

envolvendo espécies soltveis e um eletrodo de trabalho inerte.
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Figura 7. Voltamograma ciclico tipico de um processo redox reversivel. Fonte: [48]

Na Figura 7 sdo observados alguns pontos destacados. Supondo que uma varredura de
potencial positivo é escolhida, no ponto (a) temos o inicio da oxidacao da espécie O. No ponto
(b) temos o ponto maximo de oxidacao da espécie O. Posteriormente, esta concentracdo comeca
a diminuir, o que é observado no ponto (c). Na varredura inversa, a espécie O comeca a se
reduzir, e em (d) temos o ponto maximo de reducdo da espécie O. Outros parametros que séo
importantes de serem destacados e que sdo de interesse em qualquer voltametria ciclica sdo a
corrente de pico de anodico (lpa) e corrente de pico catddico (lpc), juntamente com 0s seus
potenciais de pico de anddico (Epa) € potencial de pico de catddico (Epc) [35,48].

Reacdes quimicas paralelas a reacdao na superficie do eletrodo podem afetar o formato

do voltamograma. A corrente de pico I, € dada pela equacdo de Randles-Sevcik (Equacéo 2):
i, = (2,69 x 10°)n3/24ACDY/?v*/? (Equaco 2)

Onde D € o coeficiente de difusio (cm2 s), C é a concentragdo (mol cm®) e v é a
velocidade de varredura do potencial (V s™). O indicio do tipo de transporte de massa pode ser
encontrado por meio da raiz quadrada da velocidade de varredura (v¥?) em relagio a corrente
de pico, caso o grafico apresente linearidade, isso vai significar um transporte de massa por
difusdo [47]. Além disso, a separacdo entre 0s potenciais de pico do voltamograma pode
fornecer informagdes sobre o nimero de elétrons envolvidos no processo redox, conforme a

Equacao 3:
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%4 (Equacao 3)

Onde Epa € 0 potencial de pico anddico, Epc € 0 potencial de pico catddico, e n é o nimero
de elétrons envolvidos.

A irreversibilidade eletroquimica resulta de uma transferéncia eletronica lenta entre as
espécies redox e o eletrodo de trabalho, os picos individuais tém seu tamanho reduzido e a
separacgdo entre eles aumenta. A corrente de pico sera proporcional a concentracdo do analito,
entretanto sera menor a depender do valor de a (coeficiente de transferéncia)[47]. Sendo assim,
a seguinte equacdo devera ser usada para encontrar a corrente de pico (Equacao 4):

i, = (2,99 x 10°)n (an,)/2ACDY/?v1/2 (Equaco 4)

Considerando uma reacdo quase-reversivel, assume-se um processo controlado tanto
pela transferéncia de carga quanto de massa. Dessa maneira os dois processos, direto e inverso,
sdo importantes, mas ndo sao rapidos o suficiente para alcancarem o equilibrio assim como
ocorre no processo reversivel. Baseado nisso, uma aproximacdo de equacdo de Nernst €
satisfeita [47].

Para resumir, os trés tipos de voltamogramas ciclicos, sistemas reversiveis, quase-

reversiveis e os irreversiveis estdo demonstrados na Figura 8.
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Figura 8. Voltamogramas ciclicos para processos reversiveis (A), quase-reversiveis (B)

e irreversiveis (C). Figura adaptada da referéncia [48]

A Figura 9, apresenta um resumo dos diagnosticos para verificar se um processo

eletroquimico é reversivel, quase-irreversivel ou irreversivel [49].

REVERSIVEL QUASE REVERSIVEL IRREVERSIVEL

Ip « pl/? J’p aumenta com v Ip o pl/?

|1pa/1pf| =1 |1pa/1p,,‘ =1se «<'=0,5 Auséncia de pico reverso

E, >59/n (mV)e
E, = |Epa — Epc| = 59/n (mV) |dE,/dlog v| = 29,6/(x n") (mV)

aumenta com v

|E, — Ep/2| = 56,6/n (mV) - |E, — Ep /o = 47,7/(x n') (mV)

E, independe de v E, depende de v E, depende de v

o= proporcional
o’'= coeficiente de transferéneia de carga
n = nimeros de elétrons

I,: corrente de pico (“a” anodico e “¢” catddico)
v: velocidade de varredura
Ep: potencial de pico (“a” anddico e “c” catddico)

Figura 9. resumo dos diagndsticos para verificar se um processo eletroquimico é

reversivel, quase-irreversivel ou irreversivel. Fonte: [49].

2.1.2. Voltametria de pulso diferencial

Na voltametria de pulso diferencial (VPD), pulsos de potencial sucessivos de igual

amplitude (AEp) sdo aplicados sobre uma rampa linear ou escada de potencial com incremento
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(AEs) em intervalos de tempo e a corrente € medida antes do pulso ser aplicado (1) e logo ao
final do pulso (l2), Figura 10-a. Estas correntes sdo subtraidas, ja que a primeira é
principalmente a contribuicdo da corrente capacitiva e a segunda a contribuicdo da corrente
faradaica, e entdo registradas contra o potencial, gerando um voltamograma de pulso diferencial
[34,35,47], Figura 10-b.

Figura 10. (A) Forma de aplicacdo do potencial e medicdo da corrente em VPD; (B)
voltamograma tipico da VVPD. Fonte: [35]

O decaimento da corrente capacitiva, apos a aplicacdo do pulso de potencial, € muito
mais rapido do que da corrente faradaica, pois ao se aplicar o pulso, ocorre um aumento da
contribuicdo da corrente capacitiva e da corrente faradaica, mas a corrente capacitiva diminui
exponencialmente, enquanto que a corrente faradaica diminui linearmente, assim, escolhendo
um tempo apropriado para se fazer a segunda leitura, faz-se a leitura da corrente total a um valor
de corrente onde a contribuicdo da corrente capacitiva pode ser desconsiderada. Assim, as
medidas de corrente somente sdo realizadas ap0s a contribuicdo da corrente capacitiva ter sido

minimizada [34,35,47], conforme ilustrado na Figura 11.
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Figura 11. Variacdo da corrente faradaica e corrente capacitiva com o tempo, em
técnicas de pulso. Fonte: [35].

O tempo 1 durante o qual o pulso de potencial ¢ aplicado define a largura do pulso. O
tempo T € 0 intervalo entre duas aplicagGes sucessivas de pulso, e determina conjuntamente
com o valor de AEs e a velocidade de varredura v = t AEs. Em VPD, a velocidade de varredura

varia normalmente entre 1 e 10 mV s [35,47].

2.1.3. Voltametria de onda quadrada

A voltametria de pulso diferencial (VPD) ainda é a técnica muito utilizada para fins
analiticos, devido as vantagens apresentadas em relacéo a detectabilidade e resolucédo frente as
técnicas de corrente continua. Mas, ao lado dela, uma técnica muito conveniente do ponto de
vista analitico que tem sido incorporada em diversos instrumentos comerciais é a voltametria
de onda quadrada (VOQ) [50].

Esta técnica pode ser usada para realizar-se experimentos de um modo bem mais rapido
do que usando-se a técnica de pulso diferencial, com sensibilidade semelhante ou um pouco
melhor, pois aqui também ocorrem compensagdes da corrente capacitiva [50].

A VOQ ¢ uma técnica em que a variagdo de potencial ¢é realizada na forma de uma
escada, onde pulsos de potencial (AE,) de igual amplitude s&o sobrepostos a uma escada de
potenciais de altura constante (AEs) e duragdo 2t, (periodo). As correntes elétricas sdo medidas

ao final dos pulsos direto e reverso, originando um pico simétrico com posic¢éo, largura e altura
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caracteristicos do sistema avaliado (Al), que ¢ um sinal obtido diferencialmente, e apresenta
excelente sensibilidade e alta rejeigéo a correntes capacitivas [47].

Nesta técnica, o regime de amostragem permite obter como resposta trés tipos de curvas:
a corrente 11 (ou lg) registrada no final do pulso de potencial direto (corrente direta), a corrente
I> (ou Iy) registrada no final do pulso reverso (corrente reversa) e a corrente total ou resultante
(AT ou Ir) que corresponde a diferenca entre essas duas. A corrente > possui sinal contrério a I1

[35,47,50]. O sinal da excitagdo e os voltamogramas correspondentes as amostragens de
corrente estdo na Figura 12.

A B resultante C
""" il B | resultante
N
+ " s L //\\
e cr f direta § ,{/ \\-\
B I A / £ / direta)
; g = / o[ \
E| l 2 reversa
0 o<
! \ reversa
i - E
. ! 1 1 1 1
1 | 7 Potencial Potencial

Figura 12. (A) Forma de aplicacdo de potencial e medicdo da corrente em VOQ); (B)
voltamograma esquematico de um processo redox de um sistema reversivel; (C) voltamograma

esquematico de um processo redox de um sistema irreversivel. Fonte [49].

De modo semelhante a técnica de pulso diferencial, a voltametria de onda quadrada

produz picos para processos faradaicos, cuja altura é proporcional a concentracdo da espécie
eletroativa [50].

2.2. Eletrodos de carbono

Associada a versatilidade das técnicas eletroanaliticas, a condutividade elétrica € um
fator determinante para a escolha do material do eletrodo. Os eletrodos a base de carbono
apresentam diversas vantagens como ampla janela de potencial, baixas correntes de fundo e

inércia quimica, quando comparados aos eletrodos de metais nobres, como o ouro e a platina
[51].
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O carbono, por apresentar diferentes alotropos, existe em diferentes formas (po, fibras,
espumas e compdsitos) e se apresenta como um material muito atrativo em aplicacOes
eletroquimicas [51].

As reacles eletroquimicas sdo, normalmente, mais lentas em materiais a base de
carbono que em comparagdo com eletrodos metélicos, sendo a cinética de transferéncia do
elétron dependente da estrutura e preparacdo da superficie do eletrodo. No entanto, o carbono
tem uma atividade superficial elevada, que pode ser aumentada no caso da presenca de grupos
funcionais na estrutura [52-54].

Existem na literatura diversas aplicagdes para os eletrodos de carbono em diferentes
formas, sdo elas eletrodos de pasta de carbono [55], carbono vitreo [56], nanotubos de carbono
[57], grafeno [58] e eletrodo de carbono impresso [59], dentre outras. O carbono néo se limita
a detectores eletroquimicos e tem sido amplamente aplicado, por exemplo, para melhorar as
técnicas de pré-concentracao e separa¢do de amostras.

As duas formas de carbono elementar mais conhecidas sdo o grafite e o diamante, dois
materiais que possuem caracteristicas completamente diferentes. O grafite € um material opaco
e um 6timo condutor de eletricidade, enquanto o diamante é transparente, e isolante. Esta
abrangéncia de possibilidades é o que torna o carbono um elemento bastante interessante [29].

Dentre os varios tipos de eletrodo de carbono, o eletrodo de grafite de lapiseira (PGEs
— do inglés pencil graphite electrodes) é o que vem ganhando destaque. Algumas de suas
caracteristicas o tornam uma excelente opcao para compor um eletrodo em relacdo a outros
materiais convencionais [52-54,60], sdo elas:

= F&cil manuseio;

= Vasta disponibilidade;

= Facilmente encontrado, ndo sendo necessario importar de grandes fornecedores;
= Baixo custo;

= E descartavel;

= Sua superficie é facilmente renovavel,

= N&o é toxico;

= Portatil;

= Tem boa estabilidade quimica e mecanica;

= Boa sensibilidade e condutividade;

A composicdo dos PGEs consiste em uma mistura de grafite natural (75 - 80 %),

aglutinante organico (13 %) e 6leo fuso (8 %) que é espremida em formato de haste e aquecida
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300 °C para desidratacao seguida de uma sinterizacdo a 1000 °C. Além disso, o grafite é a forma
mais estavel de carbono, sendo encontrado em carvao e minérios naturais. Os PGEs possuem
uma subclassificacdo que relaciona a quantidade de grafite nele, sendo de dois tipos: H
(representando sua dureza, do inglés hardness) e B (representando sua negritude, do inglés
blackness), aquele com maior teor de grafite, € também o mais macio. A juncdo HB também
existe, tendo a mesma quantidade em argila e grafite. Ambos possuem numeragfes que
representam sua dureza e maciez, variando de 1 a 9 [60].

Como foi visto, na literatura ainda sdo encontrados poucos trabalhos que utilizam
métodos eletroquimicos como método de anélise de bromadiolona. Assim, o presente trabalho,
reporta pela primeira vez o estudo eletroquimico da bromadiolona por meio da sua reducéo
eletroquimica, bem como o desenvolvimento de um método analitico para deteccdo do raticida
em amostras forenses e de produtos comerciais utilizando uma célula estacionaria e eletrodos

de grafite de lapiseira, como material renovavel.
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3. OBJETIVOS

Objetivo geral

Desenvolver uma metodologia analitica para determinacgdo do rodenticida bromadiolona
em amostras forenses de chocolate em pd e produtos comerciais, por meio da reducéao
eletroquimica da bromadiolona, utilizando eletrodo de grafite de lapiseira e voltametria de onda

quadrada como técnica voltamétrica.

Objetivos especificos

v" Realizar o estudo da reducdo eletroquimica da bromadiolona por meio da voltametria
ciclica utilizando eletrodo de grafite de lapiseira e solu¢do tampéo Britton-Robinson;

v Realizar o estudo da concentracdo da solucdo tampéo e do pH do meio;
v" Realizar estudo da velocidade de varredura;

v" Realizar a comparacdo das técnicas eletroquimicas VPD e VOQ;

v’ Otimizar os parametros da melhor técnica eletroquimica;

v" Realizar estudo da repetibilidade, reprodutibilidade e estabilidade;

v Realizar estudos para determinacdo de parametros analiticos, como limite de deteccdo

e limite de quantificacéo;
v" Construir uma curva analitica;

v Determinar bromadiolona utilizando a sua reducdo eletroquimica e eletrodos de grafite

de lapiseira em amostras de chocolate em p6 forense e amostras comerciais.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Materiais e reagentes

Hidroxido de sédio (50 % p/v) e é&cido ortofosforico (85 % de concentracdo) foram
fornecidos pela Acros Organics (Geel, Bélgica). O &cido bdrico (99,5 % de pureza) foi obtido
da Dinamica (Diadema, SP, Brasil). O acido acético (99,5 % de pureza) foi adquirido da Vetec
(Duque de Caxias, RJ, Brasil). Estes foram utilizados para o preparo da solugdo tampao Britton-
Robinson (Tampéo BR). As solucdes tampdo foram preparadas semanalmente.

O padrdo de bromadiolona (91,3 % de pureza) foi adquirido da Sigma-Aldrich (Buchs,
Suica). Dimetilformamida (99,5 % de pureza) foi adquirida da Merck e utilizado para preparo
da solucdo estoque de bromadiolona. Solugdes padrdo de trabalho foram preparadas
diariamente por dilui¢do da solucdo estoque.

Grafite de lapiseira (0,7 mm de didmetro, 2B, Faber Castell) foi adquirido em lojas
locais. Lixas d’agua de granulometria 2000 um foram utilizadas para preparo da superficie dos
eletrodos. Agua ultrapura (resistividade > 18.2 MQ cm) fornecida por um purificador de agua

de osmose reversa Permution RO0310, foi utilizada para lixar os eletrodos.

4.2.  Experimentos voltamétricos

Uma célula eletroquimica convencional de vidro de trés eletrodos (Figura 13-A) foi
empregada nas analises eletroquimicas. Grafites de lapiseira com didmetro de 0,7 mm do tipo
2B (Faber Castell) foram utilizados como eletrodos de trabalho e eletrodo auxiliar. O eletrodo
de referéncia utilizado foi um fio de prata de 0,3 mm de didmetro. Antes das medidas
voltamétricas, a solucdo foi homogeneizada usando um agitador magnético.

Os experimentos eletroquimicos foram realizados em uma célula eletroquimica
convencional de vidro contendo 10 mL de solugéo tampé&o Britton-Robinson (Solugéo tampé&o
BR), e aliquotas adequadas de solucdes de bromadiolona. O eletrodo de trabalho foi preparado
lixando a sua superficie com auxilio de lixas d’agua de granulometria 2000 pum. Para isso, fez-
se movimentos em forma de infinito (o), por 1 minuto. Posteriormente, lavou-se o eletrodo
com agua purificada e deixou secar naturalmente.

Uma tampa para a celula eletroquimica (Figura 13-B) foi produzida a partir de uma

impressora 3D utilizando filamento ABS (1,75 mm de diametro) adquirido da 3Dfila (Belo
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Horizonte, MG, Brasil). A modelagem da tampa foi realizada por meio do software de design
Fusion 360 free 3D CAD/CAM (Autodesk, San Rafael, CA, USA). O arquivo CAD obtido (.stl)
foi processado com o software Ultimaker Cura 5.0 (Geldermalsen, Paises Baixos) para obter o
arquivo GCODE contendo os comandos de impressdo. Uma impressora 3D Creality Ender 3
FDM (Creality, Shenzhen, China) equipada com bico de extruséo 0,4 mm de didmetro foi
utilizada.

Para que seja possivel realizar uma medida eletroquimica, os eletrodos precisam estar
em uma distancia adequada para que ndo haja contato entre eles, provocando um curto-circuito,
e também para que a corrente flua entre o eletrodo de trabalho e o eletrodo auxiliar. Assim, fez-
se necessario o uso da tampa da célula eletroquimica para auxiliar no posicionamento dos
eletrodos. Os eletrodos foram colocados em ponteiras de micropipeta e encaixados na tampa
impressa em 3D, assim tendo um controle da area exposta do eletrodo de trabalho, sendo de
0,28 cm?,

Os eletrodos foram conectados com auxilio de conectores do tipo jacaré a um
potenciostato/galvanostato Autolab modelo PGSTAT 128N (Ecochemie, Utrecht, Holanda),
que foi utilizado para realizar as medidas eletroquimicas, e este foi conectado a um computador

e gerenciado pelo software Metrohm Autolab Nova 2.1.4.

(B)

Figura 13. (A) Célula eletroquimica de vidro utilizada. (B) Tampa impressa em 3D;.

Para os experimentos eletroquimicos foram utilizadas as técnicas de voltametria ciclica

(VC), voltametria de pulso diferencial (VPD), voltametria de onda quadrada (VOQ).
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4.3.  Preparo e andlise das amostras reais

O meétodo desenvolvido neste trabalho foi aplicado para a analise qualitativa e
quantitativa de bromadiolona em raticidas comerciais e em amostras de chocolate em pé
fornecidas pela policia forense. Para preparo da amostra de chocolate em pd, inicialmente, em
um tubo de ensaio, adicionou-se uma massa apropriada de chocolate em pé e 2,0 mL de &4gua
destilada. Esta extracdo inicial com agua faz-se necessaria para que 0s compostos soliveis em
agua, como acucares, sejam separados da bromadiolona, visto que esta € muito pouco soltvel
em agua (solubilidade da bromadiolona em agua é de 19 mg L"a 20 °C). Posteriormente, levou-
se 0 tubo de ensaio para o ultrassom e sonicou-se por 10 min. Posteriormente, levou-se o tubo
de ensaio para a centrifuga. Centrifugou-se por 10 min a 2500 rpm. Apos a centrifugacéo,
descartou-se o0 sobrenadante e reservou-se o precipitado. Ao precipitado, adicionou-se 5,0 mL
de etanol 95 % e repetiu-se o procedimento descrito para a dgua destilada, com o diferencial
que ao final do processo, reservou-se o sobrenadante. A bromadiolona € solGvel em etanol,
tendo solubilidade de 8,2 g L™ Este sobrenadante foi utilizado para os experimentos

eletroquimicos. A Figura 14 apresenta o esquema do procedimento descrito.

o

Mo = 0,09658 g Sonicada
2 mL de agua destilada por 10 min

v

Centrifugada por
10 min a 2500 rpm

CHOCOLATE
EM PO

Descartou —se o

—) "
i sobrenadante - >
Sonicada Centrifugada por
3 s os
"= Reservouseo = . por 10 min 15 min & 2500 rpm
precipitado sl de
etOH 95%

Reservou —se o 500 uL.
/ sobrenadante \
~ Descartou -se o

precipitado

Célula
eletroquimica

Figura 14. Esquema do procedimento de preparo da amostra de chocolate em pé.
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Para determinagdo quantitativa de bromadiolona, amostras comerciais foram adquiridas
de lojas de materiais veterinarios, localizadas na cidade de Campo Grande, Mato Grosso do
Sul.

Para preparo das amostras comerciais, inicialmente, em um tubo de ensaio, adicionou-
se massas apropriadas das amostras comerciais e 5,0 mL de dimetilformamida (DMF),
solubilidade da bromadiolona em DMF é de 750 g L™ a 20 °C. Levou-se o tubo de ensaio para
0 ultrassom e sonicou-se por 10 min. Posteriormente, levou-se o tubo de ensaio para a
centrifuga. Centrifugou-se por 15 min a 3000 rpm. Apos a centrifugacdo, descartou-se o
precipitado e reservou-se o sobrenadante. Este sobrenadante foi utilizado para os experimentos
eletroquimicos. A Figura 15 apresenta o esquema do procedimento descrito.

> + —1 - »
m = 0,50000 g Sonicada E Centrifugado
5 mL de DMF 10 min L - 15 min
3000 rpm
Reservou-se
Sobrenadante
/ ——l )
50,0 uL
I — Descartou-se
Precipitad /
recipitado cétula

eletroquimica

Figura 15. Esquema do preparo das amostras comerciais de bromadiolona.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Comportamento eletroquimico da bromadiolona e estudo de pH

Primeiramente, o comportamento eletroquimico da bromadiolona foi investigado em
solugcdo tampdo Britton-Robinson, utilizando a técnica voltametria ciclica. Na literatura, séo
encontrados trabalhos que utilizam a oxidagdo da bromadiolona, e no presente trabalho optou-
se por investigar se a mesma apresentava um sinal de reducdo. A Figura 16 apresenta o

voltamograma ciclico da bromadiolona registrado com o eletrodo de grafite de lapiseira.

T T T T T 1

i/ puA

-100 |-

g0l f - - Branco
4 - Bromadiolona

-200 |- B

i, )-10 ) A R R N R R R B
-16 -14 -12 -10 -08 -06 -04 -02 0,0 0,2

E /V (vs fio de prata)

Figura 16. Voltamograma ciclico da bromadiolona 10 pM. Curva preta:
voltamograma ciclico na auséncia de bromadiolona. Curva vermelha: voltamograma ciclico
na presenca de bromadiolona. Parametros: eletrélito: solucdo tampao BR 0,1 M, pH 4,0.

Velocidade de varredura; 100 mV s,

A partir da andlise da Figura 16, € possivel observar que a bromadiolona apresentou
um Unico sinal eletroquimico sobre a superficie do eletrodo de grafite de lapiseira, sendo este
um pico catédico em E, = -0,83 V, e comparando a curva vermelha com a curva preta, que
representa o branco da medida, podemos atribuir o pico observado a bromadiolona. Este
resultado demonstra a viabilidade da determinagdo eletroquimica da bromadiolona na

superficie do eletrodo utilizado.
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Visando o desenvolvimento de um método analitico robusto e confiavel, as condigdes
experimentais e instrumentais necessitam ser otimizadas. O eletrélito suporte € um componente
muito importante nas medidas eletroquimicas, visto que este deve manter a mobilidade das
espeécies que estdo no interior da solucdo até a superficie do eletrodo de trabalho (local aonde
as reacdes de interesse acontecem) constantes [35]. Desta forma, a concentragdo do eletrolito
suporte foi otimizada. A solucdo tampdo BR foi utilizada como eletrolito suporte, e a Figura

17 apresenta a corrente obtida em funcéo da concentracao da solucdo tampéo BR.

-15 T T T T T T T

25 - e -

ip / LA

30 yd -

-40 1 N 1 N 1 N 1
0,05 0,10 0,15 0,20

Concentracao da solucdo tampéao BR / mol L1

Figura 17. Influéncia da concentracdo da solugdo tampédo BR na corrente de pico da
reducdo da bromadiolona (10 uM). Parametros: eletrélito: solu¢do tampdo BR, pH 4,0.

Velocidade de varredura: 100 mV st

Pela andlise da Figura 17, é possivel observar que a corrente de pico da bromadiolona
diminui conforme a concentracdo da solucdo tampédo aumenta. Além disso, percebe-se que 0
valor maximo obtido se encontrava quando a concentracao da solu¢do tampéo foi de 0,05 mol
L. Sendo assim, o valor de 0,05 mol L™ foi utilizado no decorrer dos experimentos.

Com o intuito de se verificar o efeito da concentracdo hidrogeniénica no comportamento
voltameétrico da bromadiolona, realizou-se um estudo de pH (Figura 18.A). Analisando a
corrente de pico de redugdo da bromadiolona em fungéo do valor de pH, como pode ser
observado na Figura 18.B, a corrente atinge 0 maximo em pH 4,5, e a partir do pH 5,5, a
corrente comeca a decair, sendo assim, este foi o valor escolhido para experimentos posteriores.

Tal fato, fica evidenciado ainda analisando os voltamogramas obtidos, Figura 18.B.
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Figura 18. Avaliacdo do pH na reducdo da bromadiolona 10 uM. (A) voltamograma
ciclico da reducdo de bromadiolona em diferentes pH. Parametros: eletrolito: solucdo tampéo
BR 0,05 M, em diferentes pH; Velocidade de varredura: 100 mV s™. (B) corrente de pico
catédico em funcdo do pH (n = 3 medidas);

5.2. Estudo da velocidade de varredura

O experimento da velocidade de varredura foi realizado no intervalo de 10 a 250 mV s
1 com o objetivo de avaliar o grau de reversibilidade e a natureza do transporte do material
eletroativo para a superficie do eletrodo [34,47]. A Figura 19 apresenta os voltamogramas
ciclicos obtidos em solucdo tampdo BR 0,05 M (pH 4,5), em diferentes velocidades de

varredura.
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Figura 19. Voltamogramas ciclicos registrados em diferentes velocidades de varredura,
variando de 10 mV s a 250 mV s™. Parametros: eletrolito: solugdo tampédo BR 0,05 M, pH

4,5; Concentracdo de bromadiolona 250 puM.

No intervalo de velocidade estudado, verificou-se que a bromadiolona se reduz
irreversivelmente pela auséncia de pico na varredura reversa de potencial. Analisando a
corrente de pico catddico, observou-se uma dependéncia linear com a raiz quadrada da
velocidade de varredura (Figura 20). Tal fato sugere um transporte de massa para a reacdo da
bromadiolona sobre a superficie do eletrodo de grafite que é controlado por difusdo. A equacéo
linear do pico catodico encontrada foi ip / WA = 1,6496 X 1076 — 2,1133 x 107¢ x v/2(Vv2
52, e o coeficiente de correlagdo (R) foi 0,975 [34,35,47].
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Figura 20. Gréfico da corrente de pico catddico em funcdo da raiz quadrada da
velocidade de varredura (n = 3 medidas).

A dependéncia entre o logaritmo da corrente de pico de reducdo da bromadiolona com
o0 logaritmo da velocidade de varredura foi investigada (Figura 21), e uma dependéncia linear
foi observada. A equacédo linear do pico catodico encontrada foi log ip / pA = —5,914 +
0,5679 logv (V s1), e o coeficiente de correlagdo (R) foi 0,980. A inclinagéo da curva foi
0,568, 0 que indica um processo majoritariamente controlado por difusdo em que a espécie

eletroativa se difunde do seio da solucdo para a superficie do eletrodo [34,35,47].
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Figura 21. Gréfico do logaritmo da corrente de pico em funcdo do logaritmo da
velocidade de varredura (n = 3 medidas).

A Figura 22 apresenta a dependéncia do potencial de pico de reducédo da bromadiolona
e do logaritmo da velocidade de varredura. Tal fato indica que o processo eletroquimico da
bromadiolona pode ser caracterizado como irreversivel na faixa de trabalho estudada
[34,35,47]. Os valores dos potenciais de pico catddico se tornaram mais negativos com o
aumento da velocidade de varredura. A equacgédo linear obtida foi Ep / V = —0,64333 —
0,10749 log v (V s*) com R de 0,968.
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Figura 22. Grafico do potencial de pico em funcdo do logaritmo da velocidade de
varredura (n = 3 medidas).

Diante dos graficos obtidos, podemos calcular o nimero de elétrons que participam da
reacao de reducdo da bromadiolona. Para isso, este valor pode ser obtido a partir da equacao de
Laviron (Equacéo 5) [34,47].

p )*logv

axnx*F asnxF

o 2,303«Rx* T R+«Tx* K° 2,303« R+ T
E,=E +(—)* og +<
axnx*F

Equacéo 5. Equacéo de Laviron.

Onde, R é a constante universal dos gases ideais (8,314 J K* mol™); T é a temperatura
(298 K); F é a constante de Faraday (96485 C mol™); a é o coeficiente de transferéncia, n é o
namero de elétrons transferidos e v é a velocidade de varredura.

A partir da curva Ep vs log v, é possivel obter o valor do coeficiente angular (8), que
para a reducao da bromadiolona foi de -0,107. Relacionando o valor do coeficiente angular da

curva com a equacéo de Laviron apresentada, temos:

g = 2,303« R«*T
 axnxF
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Substituindo os respectivos valores, temos que o valor de an é de 0,56. Para processos
irreversiveis, o valor de a pode ser atribuido como sendo 0,5 [47]. A partir dessa informacéo, o
namero de elétrons envolvidos no processo de reducdo da bromadiolona € de n = 1,11. Assim,
pode-se deduzir que 0 mecanismo de reducdo da bromadiolona sobre o eletrodo de grafite de
lapiseira envolve a transferéncia de 1 elétron.

Trabalhos anteriores que utilizaram derivados de cumarina demonstraram a participagao
de 1 elétron em reacdes de reducdo eletroquimica. Assim, o valor encontrado para reducao de
bromadiolona indica estar de acordo com a literatura, visto esta ser um derivado de compostos

cumarinicos [61].

5.3. Otimizagéo dos parametros instrumentais

Para definir qual a melhor técnica voltamétrica para os estudos quantitativos na
determinacdo de bromadiolona, escolheu-se a voltametria de pulso diferencial (VPD) e a
voltametria de onda quadrada (VOQ). Para isso, medidas de VPD e VOQ foram realizadas sob
as mesmas condicdes experimentais, sendo a velocidade de varredura de 0,05 V s. A Figura
23 apresenta os resultados obtidos. A VPD forneceu uma corrente de pico de -3,34 PA,
enquanto a VOQ apresentou um sinal com intensidade de -7,47 pA. Dessa forma, considerando

uma maior detectabilidade a VOQ foi selecionada para os estudos seguintes.

OF  aep S E

1k 4

2 —— Branco -

3 . —VOQ ]
| — VPD

i/ uA

PR RS R TS RS S R
-1,4 -1,2 -1,0 -0,8 -0,6 -0,4 -0,2 0,0 0,2

E /V (vs grafite)

Figura 23. Voltamograma de pulso diferencial e voltamograma de onda quadrada na
presenca de bromadiolona 10 uM. Parametros VVPD: step potential = 0,004 V; amplitude = 0,03
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V; modulation time = 0,05 s; intervalo de tempo = 0,080 s; Parametros VOQ: step potential =
0,004 V; amplitude = 0,03 V; frequéncia = 12,50 Hz;

Visando as melhores condicGes experimentais, os parametros da VOQ foram
otimizados. Os parametros avaliados foram frequéncia, incremento de potencial, amplitude do
pulso, potencial de deposicao e tempo de deposicao.

A frequéncia foi estudada na faixa de 10 a 60 Hz (Figura 24), e a corrente de pico em
funcdo da frequéncia mostrou uma dependéncia linear (R = 0,984). Como a corrente de pico
apresentou uma dependéncia linear, o valor 6timo escolhido para a frequéncia foi 10 Hz, pois

foi 0 que apresentou a maior corrente.

B
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= 30 Hz =
40 Hz sl ]
151 50 Hz %
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20+ 22k .
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10 20 30 40 50 60
frequéncia / Hz

E /V (vs fio de prata)
Figura 24. (A) voltamograma de onda quadrada da frequéncia variando de 10 Hz a 60
Hz. (B) correntes de pico em fungéo da frequéncia (n = 3 medidas). Parametros utilizados:
Solucédo tampéo BR 0,05 M, pH 4,5; bromadiolona 10 uM; amplitude = 0,03 V; step Potential:

0,004 V.

O incremento de potencial (step potential) foi estudado na faixa de 1 a 9 mV (Figura
25), e a corrente de pico em funcdo do step potential mostrou uma dependéncia linear (R =
0,970). O valor 6timo escolhido para o incremento de potencial foi 6 mV, pois este valor
apresentou a melhor relagéo entre resolugéo/intensidade do sinal, e acima deste valor ndo foram

observadas grandes diferencas na intensidade do sinal.
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Figura 25. (A) voltamograma de onda quadrada do incremento de potencial variando
de 1 mV a9 mV; (B) correntes de pico da reducdo da bromadiolona em func¢éo do step potential
(n = 3 medidas). Parametros utilizados: solugdo tampao BR 0,05 M, pH 4,5; bromadiolona
10 uM; frequéncia = 10 Hz; amplitude: 60 mV.

A amplitude foi estudada na faixa de 10 a 70 mV (Figura 26), e a corrente de pico em
funcdo da amplitude mostrou uma dependéncia linear (R = 0,984). O valor 6timo escolhido
para a amplitude foi 60 mV, pois este valor apresentou a maior intensidade de sinal e n&o

prejudicou a resolucdo da medida.
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Figura 26. (A) voltamograma de onda quadrada da amplitude variando de 10 mV a 70
mV; (B) corrente de pico da reducao da bromadiolona em fungdo da amplitude (n = 3 medidas).
Parametros utilizados: solucéo tampéo BR 0,05 M, pH 4,5; bromadiolona 10 uM; frequéncia
= 10 Hz; step potential: 0,004 V.
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O potencial de deposicgéo foi estudado na faixa de -0,10 a -0,35 V (Figura 27), que era
um potencial préximo do inicio da redu¢do da bromadiolona. A corrente de pico em fun¢do do
potencial de deposicdo ndo demostrou uma dependéncia linear. O valor escolhido como 6timo

foi -0,35 V, visto que apresentou o maior valor de corrente.
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Figura 27. (A) voltamograma de onda quadrada do potencial de deposicédo variando de
0,0 V a-0,35 V; (b) correntes de pico da reducdo da bromadiolona em funcéo do potencial de
deposicdo (n = 3 medidas). Parametros utilizados: solugdo tampdo BR 0,05 M, pH 4,5;
bromadiolona 10 uM; amplitude = 0,06 V; frequéncia = 10 Hz; step potential = 0,008 V; tempo
de deposicdo = 30 s.

O tempo de deposicao foi estudado na faixa de 10 a 60 s (Figura 28), e a corrente de

pico em fungdo do potencial de deposigdo ndo demostrou uma dependéncia linear. O valor

6timo escolhido foi 60 s, pois foi 0 que apresentou o maior valor de corrente.
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Figura 28. (A) voltamograma de onda quadrada do tempo de deposi¢édo variando de 10

sa 60 s; (B) correntes de pico da reducdo da bromadiolona em funcéo do potencial de deposicao
(n = 3 medidas). Parametros utilizados: Solucdo tampéo BR 0,05 M, pH 4,5; bromadiolona
10 uM; amplitude = 0,06 V; frequéncia = 10 Hz; step potential = 0,008 V; Potencial de

deposicdo = -0,35 V.

Ap0s a realizacdo de todos os experimentos de otimizacdo dos parametros instrumentais

da voltametria de onda quadrada, os valores obtidos foram dispostos na Tabela 1.

Tabela 1. Pardmetros otimizados da voltametria de onda quadrada.

Parametro Condigdes investigadas Valor otimizado
Frequéncia 10 a 60 Hz 10 Hz

Step potential la9mVv 6 mV
Amplitude 10a 70 mV 60 mV
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Potencial de deposigéo -0,10a-0,35V -0,35V
Tempo de deposi¢éo 10a60s 60 s

A Figura 29, apresenta a reducdo da bromadiolona utilizando eletrodo de grafite, por
meio da voltametria de onda quadrada sob condigdes otimizadas. Observa-se que a
bromadiolona apresenta um unico pico de redugdo em Ep = -0,64 V.
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Figura 29. Voltamograma de onda quadrada da redugéo da bromadiolona (10 M) antes
da otimizacdo dos parametros instrumentais (curva preta) e ap6s otimizacdo dos parametros
instrumentais (curva vermelha). Parametros antes da otimizacao: step potential = 0,004 V;

amplitude = 0,03 V; frequéncia = 12,50 Hz; Parametros apds a otimizacdo: ver Tabela 1.

E possivel notar que apds a otimizagdo dos pardmetros instrumentais, houve um ganho
de corrente muito expressivo e o pico de reducdo da bromadiolona ficou menos alargado e mais
definido. Comprovando assim 0 sucesso no processo de otimizacdo dos parametros

instrumentais.

5.4.  Reprodutibilidade, repetibilidade e estabilidade
A repetibilidade da reducdo de bromadiolona (10 uM) sobre a superficie de grafite de
lapiseira foi avaliada por meio de medidas repetidas (n = 10 medidas) utilizando o0 mesmo
eletrodo, em solugédo tampao BR 0,05 M pH 4,5 (Figura 30). Para isso, entre cada uma das
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medidas, retirou-se o eletrodo de trabalho da célula eletroquimica e fez se uma lavagem com
DMF para retirar o excesso de bromadiolona que possa ter sido impregnado na superficie do
eletrodo de grafite, e posteriormente com agua destilada. Apos isso, inseriu-se o eletrodo
novamente na célula eletroquimica para seguimento das medidas.

A corrente de pico foi avaliada e o desvio padréo relativo (DPR) obtido foi de 3,05 %.
Isso sugere uma boa estabilidade para a resposta do eletrodo, e indica também que ndo foi

observada diminuicdo significativa na atividade do eletrodo (passivacao).
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Figura 30. Voltamograma de onda quadrada do estudo da repetibilidade (n = 10
medidas). Concentracdo de bromadiolona: 10 uM; eletrolito: solucdo tampédo BR 0,05 M pH
45,

A reprodutibilidade da reducdo de bromadiolona (10 uM) sobre a superficie de grafite

de lapiseira foi avaliada por meio de medidas utilizando cinco eletrodos diferentes, em solucéo
tampéo BR 0,05 M pH 4,5 (Figura 31). O DPR obtido foi de 6,70 %.
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Figura 31. Voltamograma de onda quadrada do estudo da reprodutibilidade.
Concentracdo de bromadiolona: 10 pM; eletrolito: solugdo tampédo BR 0,05 M pH 4,5.

A estabilidade da bromadiolona foi avaliada durante 15 dias (Figura 32) utilizando o
mesmo eletrodo de grafite, com a finalidade de verificar a evolucdo da degradacéo da molécula
ao longo dos dias, para que se tenha uma nogao de quantos dias tem-se entre a coleta de amostra
e a analise da mesma em laboratdrio. Para realizacdo deste estudo, a solu¢éo de bromadiolona
foi armazenada na geladeira e vedada para que impurezas ndo entrassem em contato com a
solucdo. Durante os dias, deixou-se que a solucdo chegasse em temperatura ambiente antes de
ser feita a analise por meio da voltametria de onda quadrada. Apds a analise, o eletrodo de
trabalho era retirado da célula eletroquimica, enxaguado e guardado em um guardanapo, para a
analise no dia seguinte. Repetiu-se este procedimento ao longo dos 15 dias.

Analisando os voltamogramas de onda quadrada obtidos, pode-se observar que a partir
do sétimo dia, a bromadiolona comeca a apresentar um segundo sinal de reducéo (Ep = -0,97
V), que pode ser oriundo de uma possivel degradagdo. Porém, ndo ha interferéncia deste

segundo sinal sobre o pico principal, que aparece em aproximadamente - 0,64 V.
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Figura 32. Estudo da estabilidade. Concentracdo de bromadiolona: 10 uM; eletrdlito:
solucdo tampdo BR 0,05 M pH 4,5.

5.5. Parametros analiticos e curva de calibracao

Para determinar o limite de detec¢do (LD) utilizou-se o método experimental no qual a
partir de uma concentracdo inicial de bromadiolona muito baixa, ia-se aumentando
gradativamente até que algum sinal eletroquimico fosse observado e que pudesse ser
diferenciado do branco da medida (Figura 33). O limite de deteccdo experimental encontrado
foi de 0,5 nM (0,264 ng mL1). O limite de quantificacdo (LQ) foi obtido por meio da expressdo
(LQ = 3,3 x LD). Desta forma, o valor do LQ foi igual a 1,65 nM (0,8712 ng mL™).
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Figura 33. Estudo do limite de deteccdo experimental. Eletrolito: solucdo tampédo BR
0,05 M, pH 4,5.

Na literatura [15,20], o valor do LD é de 0,948 nM e 9,48 nM, respectivamente.
Comparando o valor obtido no presente trabalho com o da literatura, nota-se que os valores
encontrados no presente trabalho sdo menores que os da literatura, assim, a técnica proposta
apresenta uma maior detectabilidade.

A construcdo da curva analitica foi realizada utilizando os parametros otimizados da
VOQ, e padrbes de bromadiolona na faixa de concentracéo de 1,65 nM até 100 nM. A Figura
34 apresenta a curva obtida.

Para a curva analitica da Figura 34, obteve-se um R de 0,991, indicando uma boa
linearidade, e consequentemente esta curva pode ser utilizada para determinagdo quantitativa

de bromadiolona. A equacéo da curva de calibracdo esta descrita abaixo (Equacao 6):
|p / A= -6,5814 *10-6 (i 2,8582 *10-7) - 56,465 (i 4,4987) * CBromadioIona

R=0,991

Equacéo 6: Equacéo da curva analitica.
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Figura 34. (A) voltamograma de onda quadrada obtido para a curva de calibracdo. (B)
Curva de calibracdo construida com padrdes de bromadiolona nas concentracfes variando de
1,65 nM a 100 nM. (R =0,991);

5.6. Avaliacdo da eficacia do preparo de amostra

Para avaliar se o preparo de amostra estava sendo eficaz, preparou-se duas solucfes
padrdes de bromadiolona de concentragdo conhecida e as submeteu ao processo de preparo de
amostra descrito na Figura 15, presente no procedimento experimental do presente trabalho.
Este procedimento teve a finalidade de verificar se haveria perda de analito na etapa de preparo

de amostra. Os resultados obtidos encontram-se descritos na Tabela 2.

Tabela 2. Quantificagdo do padrdo de bromadiolona.

Concentracao Meédia da concentracéo % Recuperacao
conhecida recuperada (n = 3 medidas)
Quantificacao 1 19 nM 17,73 nM + 0,7104 93,29
Quantificacao 2 62 nM 60,89 nM * 0,6286 98,22

Analisando os dados da Tabela 2, é possivel notar que 0 método apds submeter os
padrdes ao procedimento de preparo de amostra, ha uma perda de analito, porém esta perda é
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muito pequena visto que ao compararmos o valor encontrado, com o valor inicial, chegamos a
uma porcentagem de recuperacdo acima dos 90%. Tal fato indica que o método proposto pode
ser empregado para determinaces quantitativas de bromadiolona., visto que os valores de
recuperacdo estdo dentro dos valores esperados para métodos analiticos, que devem ser de 90 -
110% [62].

5.7. Analises em amostras reais

5.7.1. Determinacéo qualitativa

A policia civil de Mato Grosso do Sul, apreendeu uma amostra de chocolate em po,
proveniente de crime, onde buscavam saber se havia ou ndo a presenca de bromadiolona, visto
que no local do crime foi encontrado um pacote do rodenticida. Para determinar a bromadiolona
qualitativamente através do método proposto, a fim de comparacédo, escolheu-se duas marcas

de chocolate em po para o controle da medida. A Figura 35 mostra os resultados obtidos.

OS———T——T T T T T T 1

0,0

_0’5 -

10+

} = Branco
a5k —— chocolate 1

—— chocolate 2
I = chocolate contaminado

20+

i/ A

25+

Bob— s s
-6 -14 -12 -10 -08 -06 -04 -02 0,0 0,2

E /V (vs fio de prata)

Figura 35. Determinagdo qualitativa de bromadiolona em chocolate obtido da policia
civil do Mato Grosso do Sul. Parametros utilizados: solucdo tampdo BR 0,05 M, pH 4,5;
amplitude = 0,06 V; frequéncia = 10 Hz; step potential = 0,006 V; potencial de deposic¢do = -
0,35 V; tempo de deposic¢do = 60 s.
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E possivel observar que os chocolates controle ndo apresentaram nenhum pico de
reducdo na faixa estudada, indicando que ndo sdo passiveis de interferéncias na reducgdo da
bromadiolona. Ao analisar o chocolate obtido da policia civil, € possivel notar que ha o
aparecimento de um pico de reducéo na regido de Ep, =- 0,68 V, que é uma regido caracteristica
de bromadiolona. Quando comparamos o sinal obtido, com os observados com os padrdes de
bromadiolona (Figura 36), é possivel constatar que o sinal observado na amostra de chocolate

contaminado trata-se de uma contaminacao pelo raticida.

i/ uA

-5 - m— Branco 1
s Padrdo - 1,65 nM

=== Chocolate contaminado
-6 - com bromadiolona

-1,6 -1,2 -0,8 -0,4 0,0
E /V (vs fio de prata)

Figura 36. Comparagdo do sinal eletroquimico obtido para o chocolate contaminado e
0s padroes de bromadiolona. Parametros utilizados: solucdo tampdo BR 0,05 M, pH 4,5;
amplitude = 0,06 V; frequéncia = 10 Hz; step potential = 0,006 V; potencial de deposicao = -
0,35 V; tempo de deposicao = 60 s.

Assim, conclui-se que o método proposto pode ser empregado em triagens forenses,
visando diferenciar produtos e saber se determinada amostra apresenta contaminacdo com

bromadiolona.

5.7.2. Determinacdo quantitativa

Para a determinacdo quantitativa de bromadiolona pelo método proposto, obteve-se duas
amostras comerciais de bromadiolona, que foram adquiridas localmente. A Figura 37 apresenta

os resultados obtidos.
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Figura 37. Determinacdo quantitativa de bromadiolona em amostras comerciais.
Parametros utilizados: solu¢do tampéo BR 0,05 M, pH 4,5; amplitude = 0,06 V; frequéncia =
10 Hz; step potential = 0,006 V; potencial de deposicao = -0,35 V; tempo de deposicdo = 60 s.

Todos os experimentos foram realizados em triplicatas, e utilizando-se as médias dos
valores obtidos para a corrente de pico, e aplicando na equacédo da curva de calibragéo, podemos
verificar a quantidade real de bromadiolona presente em cada amostra. Conforme é descrito na
Tabela 3:

Tabela 3. Quantificacdo de bromadiolona em amostras comerciais.

% Bromadiolona % Bromadiolona % Recuperacao sobre o

naembalagem  encontrada (n =3 medidas) valor da embalagem

Amostra 72 %
) 0,00500 % p/p 0,00360 % + 0,000162
comercial 1
Amostra 78 %
) 0,00500 % p/p 0,00390 % + 0,000164
comercial 2

Ambas as amostras comerciais apresentaram uma porcentagem de recuperacdo acima
de 70%, indicando que o método proposto pode ser utilizado em controle de qualidade. O valor

de recuperacdo em torno de 70% pode ser devido ao fato da amostra ndo ser totalmente
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homogénea. Além disso, pode ter havido uma perda parcial no procedimento de preparo da
amostra.

Porém, comparando os valores obtidos para as amostras comerciais, e os valores obtidos
para os padrdes, podemos notar que as concentracdes do padrédo ficaram acima dos 90%, o que
indica que o baixo rendimento encontrado para as amostras comerciais esteja relacionado

provavelmente a ndo homogeneidade das amostras.
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6. CONCLUSAO

Neste trabalho, é reportado pela primeira vez o estudo eletroquimico da bromadiolona
por meio da sua reducéo eletroquimica, bem como o desenvolvimento de um método analitico
para deteccao do raticida em amostras forenses e de produtos comerciais utilizando uma célula
estacionaria e eletrodos de grafite de lapiseira.

A metodologia proposta apresenta baixo custo, e ambientalmente amigavel, o que esta
de acordo com os principios de Quimica verde, visto que uma quantidade muito baixa de
amostra é utilizada. Além disso, 0 método proposto pode ser miniaturizado visando aplicacdes
em campo.

A voltametria ciclica foi utilizada para caracterizar eletroquimicamente a bromadiolona,
e os dados experimentais mostraram que esta apresenta uma reducdo irreversivel, frente ao
eletrodo de grafite. Além disso, 0s processos de transporte de massa foram caracterizados por
terem contribuicGes de difusdo, o que indica que a espécie eletroativa migra do seio da solugéo
para a superficie do eletrodo.

Estudos de estabilidade indicaram que mesmo apos 15 dias, ainda é possivel quantificar
a bromadiolona, o que é um bom resultado visto que em analises reais, o dia da coleta de
amostra e o de analise do material geralmente séo diferentes. Isso indica que o método permite
tempo suficiente para a amostra chegar nos laboratérios de andlise.

A metodologia proposta neste trabalho apresentou valores de limite de deteccdo e
quantificacdo experimentais de 0,5 e 1,65 nM, respectivamente, que estdo abaixo dos valores
encontrados na literatura. O método permitiu identificar bromadiolona em amostra forense de
chocolate em pé fornecida pela policia civil de Mato Grosso do Sul, indicando que o método
proposto pode ser aplicado em analises forenses. Além disso, a deteccdo quantitativa foi
realizada em amostras comerciais, tendo como recuperacdo 72 e 78 %, indicando que a

metodologia proposta pode ser empregada em controle de qualidade.
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