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RESUMO

DESENVOLVIMENTO DE PROCEDIMENTOS ELETROANALITICOS
PARA A DETERMINACAO DE ANTIOXIDANTES E CORANTES EM
PRODUTOS ALIMENTICIOS EMPREGANDO UM ELETRODO DE
DIAMANTE DOPADO COM BORO - Nesta tese investigou-se: a) a resposta
eletroquimica de um eletrodo de diamante dopado com boro, apos diferentes
pré-tratamentos eletroquimicos, para dois antioxidantes (butilhidroxianisol -
BHA e butilhidroxitolueno - BHT) e para trés corantes (tartrazina - TT, amarelo
crepasculo - AC e azul brilhante - AB); b) o desenvolvimento de meétodos
eletroanaliticos para a determinacdo simultanea destes antioxidantes e corantes,
empregando as técnicas voltamétricas de pulso (SWV e DPV) e a técnica
amperométrica de multiplos pulsos acoplada a um sistema FIA (MPA-FIA). Em
geral, tanto para os antioxidantes quanto para 0s corantes, menores potenciais
redox e maiores intensidades de correntes de pico foram obtidos apos o eletrodo
de BDD passar por um pré-tratamento catodico em sua superficie. Melhores
condi¢cdes analiticas para a determinacdo de ambos os antioxidantes em
eletrélito suporte de KNO3 0,01 mol L (30% v/v de etanol; pHcong. = 1,5) foram
obtidas usando SWV, que foi selecionada para a analise simultanea do BHA e
BHT, quando apresentaram uma separa¢do de 300 mV entre seus potenciais de
pico de oxidacdo. As correspondentes curvas analiticas apresentaram boa
linearidade na faixa de concentragdo de 5,99 x 107 a 1,01 x 10 mol L™, com
limites de deteccéo iguais a 1,45 x 10" mol L™, para BHA, e 2,47 x 10" mol L™,
para BHT. A determinagdo simultdnea desses antioxidantes também foi
realizada utilizando a MPA-FIA, aplicando-se a seguinte sequéncia de pulsos de
potencial: Eget1 = 850 mV / 200 ms e Eger, = 1150 mV / 200 ms vs. Ag/AgCI
(KCI 3,0 mol Lfl). Em Ege 1 OCOrre a oxidagéo apenas do BHA e em Ege, OCOrre

a OXida(;é.O de BHA e BHT; portanto, IgHa = ledet1 © lguT = ledet2 - ledet1. AS
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respectivas curvas analiticas apresentaram boas linearidades nas faixas de
concentragdes estudadas (4,80 x 10° - 3,00 x 10° mol L™, para BHA, e
6,80 x 107 - 6,80 x 10®° mol L*, para BHT), com limites de deteccdo de
3,00 x 10® mol L™, para BHA, e 4,00 x 107 mol L™ para BHT. Para a
determinacdo voltamétrica simultanea dos pares de corantes TT e AC ou AB e
AC foi utilizada a DPV; em eletrdlito suporte de H,SO, 0,10 mol L™, as
separagOes entre os potenciais de reducdo foram de 150 mV, para TT e AC, e
189 mV, para AB e AC. As correspondentes curvas analiticas foram obtidas nas
faixas de concentracdo de 9,99 x 10° - 566 x 10° mol L™, para TT,
2,00 x 10 - 4,76 x 10° mol L™, para AC, 5,96 x 107 - 9,90 x 10° mol L™, para
AB e 9,99 x 10 - 4,76 x 10°® mol L™, para AC. Os limites de deteccdo obtidos
foram 6,27 x 10° mol L™ e 1,31 x 10® mol L™ para o par de corantes TT e AC,
respectivamente, e 1,43 x 107 mol L™ e 2,56 x 10°® mol L™ para o par AB e AC,
respectivamente. Também foi desenvolvido um procedimento para a
determinacdo simultanea desses pares de corantes utilizando-se MPA-FIA. A
sequéncia de aplicacdo dos pulsos de potencial foi a seguinte:
Egt1 = -150 mV / 400 ms, quando ocorre a reducdo apenas de AC, e
Eget2 = -450 mV / 100 ms, quando ocorre a reducdo de ambos os corantes (TT e
AC ou AB e AC). Os limites de deteccdo obtidos foram 2,55 x 10° mol L™ e
8,10 x 107 mol L™, para o par de corantes TT e AC, respectivamente, e
3,52 x 10° mol L' e 8,54 x 107 mol L™, para o par de corantes AB e AC,
respectivamente. Finalmente, foi realizada a determinacdo simultdnea desses
antioxidantes e corantes em amostras de produtos alimenticios; os resultados
obtidos foram satisfatorios e concordantes com o0s resultados obtidos
empregando-se 0s métodos cromatograficos, adotados como métodos

comparativos.
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ABSTRACT

DEVELOPMENT OF ELECTROANALYTICAL PROCEDURES FOR THE
DETERMINATION OF ANTIOXIDANTS AND COLORANTS IN FOOD
SAMPLES USING A BORON-DOPED DIAMOND ELECTRODE - The
following topics were investigated in this thesis: a) the electrochemical response
of a boron-doped diamond electrode, after different electrochemical
pretreatments, for two antioxidants (butylated hydroxyanisole — BHA and
butylated hydroxytoluene — BHT) and three food colorants (tartrazine — TT,
sunset yellow — SY, and brilliant blue — BB); b) the development of
electroanalytical methods for the simultaneous determination of these
antioxidants and colorants, using pulse voltammetric techniques (SWV and
DPV) and the multiple pulse amperometric technique coupled to a FIA system
(MPA-FIA). In general, for the antioxidants as well as the food colorants, lower
redox potentials and higher intensities of peak current were obtained after the
BDD electrode underwent cathodic pretreatment on its surface. Better analytical
conditions for the determination of both antioxidants in 0.01 mol L™ KNO,
(30% v/v ethanol; pHeng. = 1.5) were obtained using SWV, which was selected
for the simultaneous determination of BHA and BHT, when a 300 mV
separation between their oxidation peak potentials was attained. The
corresponding analytical curves were linear in the concentration range
5.99 x 107" to 1.01 x 10™ mol L™, with detection limits of 1.45 x 10" mol L™,
for BHA, and 2.47 x 10”7 mol L™, for BHT. The simultaneous determination of
these antioxidants was also carried out using MPA-FIA, applying a dual-
potential waveform: Ege 1 = 850 mV / 200 ms and Ege;» = 1150 mV / 200 ms vs.
Ag/AgCl (3.0 mol L™ KCI). Only BHA is oxidized at Ege 1, While both BHA and
BHT are oxidized at Egeio; thus, lgua = leget:s and lgut = lgget2 - lggets. The

respective analytical curves presented a good linearity in the investigated
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concentration ranges (4.80 x 10® - 3.00 x 10° mol L™, for BHA, and
6.80 x 107 — 6.80 x 10° mol L™ for BHT), with detection limits of
3.00 x 10°® mol L™, for BHA, and 4.00 x 107 mol L™, for BHT. DPV was used
for the simultaneous voltammetric determination of the colorant pairs TT and
SY or BB and SY; in the 0.10 mol L™* H,SO, supporting electrolyte, the
separation between the reduction peak potentials was 150 mV, for TT and SY,
and 189 mV, for BB and SY. The corresponding analytical curves were obtained
in the concentration ranges 9.99 x 10® - 5.66 x 10° mol L™, for TT, and
2.00 x 10° - 4.76 x 10 mol L™, for SY, 5.96 x 107 - 9.90 x 10" mol L™, for
BB, and 9.99 x 10® - 4.76 x 10 mol L™, for SY. The obtained detection limits
were 6.27 x 10® mol L™ and 1.31 x 10® mol L™* for the pair TT and SY,
respectively, and 1.43 x 107" mol L™ and 2.56 x 10® mol L™, for the pair BB and
SY, respectively. An MPA-FIA procedure for the simultaneous determination of
these pairs of colorants was also developed. The dual-potential waveform was
the following: Ege: = -150 mV / 400 ms, when only SY is reduced, and
Eget2 = -450 mV / 100 ms vs. Ag/AgCl (3.0 mol L? KCI), when both TT and SY
or BB and SY are reduced. Detection limits of 2.55 x 10° mol L™ and
8.10 x 10" mol L™ were obtained for colorant pair TT and SY, respectively, and
3.52 x 10° mol L and 8.54 x 107" mol L™, for the pair BB and SY, respectively.
Finally, the proposed methods were successfully applied in the simultaneous
determination of those antioxidants and colorants in food products; the obtained
results were satisfactory and similar to those obtained using high-performance

liquid chromatography methods adopted as comparative methods.
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1. INTRODUCAO

1.1  Consideracdes Gerais

Os produtos alimenticios industrializados vém sendo cada vez mais
comercializados e estdo ocupando espaco no mercado de alimentos. Estes
alimentos sdo faceis de preparar, consumir e sdo encontrados nos supermercados
em grandes variedades. Além disso, 0 tempo de prateleira desses alimentos
industrializados é bem maior do que os produtos “in natura”, tornando facil o
seu armazenamento. Esses alimentos industrializados vieram pra ficar e estao se
tornando uma solucdo para a vida agitada das grandes cidades™?.

Portanto, as industrias alimenticias vém se aprimorando e cobrindo
um vasto ndmero de operacdes, envolvendo o processamento de produtos
alimenticios. Para auxiliar neste processamento industrial e ainda para manter a
maioria dos produtos em boas condicdes, aumentando seu prazo de validade, ou
ainda para torna-los mais saborosos e atrativos, a eles s@o acrescentados 0s
chamados aditivos alimentares™**.

Os aditivos alimentares tém como uma de suas fungbes aumentar a
vida de prateleira dos alimentos industrializados, mas, também, possibilitam o
desenvolvimento de inUmeros produtos alimenticios com cores, sabores e
texturas inexistentes anteriormente”.

O Fundo das Nacbes Unidas para Agricultura define os aditivos
alimentares como “substédncias que sdo adicionadas intencionalmente aos
alimentos sem o objetivo de nutrir, mas sim de conservar e conferir sabor,

aroma, cor e textura’®.

No Brasil, o 6rgdo responsavel pela legislacdo e
fiscalizacdo do uso dos aditivos alimentares pela industria é a ANVISA,
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria, que define os aditivos alimentares de

forma bastante semelhante: “aditivo alimentar € todo e qualquer ingrediente
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adicionado intencionalmente aos alimentos sem proposito de nutrir, com o
objetivo de modificar as caracteristicas fisicas, quimicas, bioldgicas ou
sensoriais, durante a fabricacdo, processamento, preparacdo, tratamento,
embalagem, acondicionamento, armazenagem, transporte ou manipulacdo de um
alimento””.

A seguranca no uso destes aditivos € de suma importancia. O que
significa que, antes de ser autorizado ele deve ser submetido a uma avaliagao
toxicologica, na qual se leva em consideracdo principalmente: efeito
acumulativo, sinérgico e de protecdo, decorrente do seu uso. O uso dos aditivos
alimentares deve ser mantido em observacdo e reavaliado quando necessario
caso se modifique as condi¢cbes de uso. Além disso, seu uso também deve ser
limitado a alguns tipos de alimentos, em condicdes especificas e a menor nivel
possivel para alcancar o efeito desejado®®.

O uso dos aditivos alimentares pela industria de alimentos justifica-
se por razdes relacionadas ao processo de fabricacdo e por proporcionar ao
alimento industrializado caracteristicas 0 mais parecido possivel com a do
alimento “in natura”. Porém, o uso desses aditivos ndo € justificado quando
essas vantagens e qualidades puderem ser obtidas por etapas de fabricacdo mais
adequadas ou por maiores precaucdes de ordem higiénica ou operacional®.

Os aditivos alimentares sdo divididos e classificados em
espessantes, estabilizantes, edulcorantes, corantes, conservadores, aromatizantes
e flavorizantes, umectantes e antiumectantes, espumiferos e antiespumiferos,
clarificantes, antioxidantes, agente de massa, geleificante, regulador de acidez,
acidulantes, melhorador de farinha, realcador de sabor, fermento quimico,
glaceante, agente de firmeza, sequestrante e estabilizador de cor’.

Dentre as classes de aditivos citadas anteriormente, duas foram
estudadas nesta tese, a dos corantes e a dos antioxidantes. Estas classes estdo

entre as trés mais estudadas e amplamente controladas em todo o mundo®. Elas
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tém chamado a atencdo de pesquisadores e sanitaristas, causando uma grande
preocupacdo relacionada a seguranca em sua ingestdo, pois, segundo alguns
estudos ja realizados, alguns dos corantes e antioxidantes poderiam vir a causar
danos a salde do consumidor, principalmente se consumidos de forma
inadequada.

Na legislacdo existe um valor de ingestdo didria para a maioria
destes aditivos, a IDA (ingestdo diaria aceitavel) - quantidade de um
determinado composto que pode ser consumido diariamente, com seguranca,
durante toda a vida’. Desta forma, investigacdes sobre os efeitos de
antioxidantes e corantes na espécie humana sdo cada vez mais importantes, uma
vez que as induastrias, cada vez mais estdo empregando estes tipos de aditivos no
processamento e fabricacdo dos alimentos. Existe também uma preocupacao
com relacdo as quantidades destes aditivos que estdo sendo adicionadas aos
alimentos, lembrando que também h& uma quantidade maxima estabelecida pela
legislacdo® .

Sendo assim, ha na literatura diversos procedimentos analiticos para
a quantificacédo, tanto de corantes como de antioxidantes, para o controle de
qualidade nas industrias, para o controle do limite de tolerancia e para auxiliar a
fiscalizacdo do uso em excesso desses aditivos pelas industrias alimenticias. No
entanto, muitos destes métodos, requerem equipamentos de alto custo, utilizam
grandes quantidades de reagentes ou consomem muito tempo de anélise. Por
isso, faz-se necessario o desenvolvimento de novos métodos mais rapidos, com
a utilizacdo de equipamento de menor custo, para estudar, determinar e
monitorar a quantidade desses aditivos nos alimentos.

O emprego de técnicas eletroanaliticas para a determinacdo de
compostos organicos e inorganicos vem crescendo significativamente, uma vez
que elas séo precisas, exatas, sensiveis, de baixo custo e requerem curtos tempos

de analise’.
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O crescimento da utilizacdo das técnicas eletroanaliticas é devido,
principalmente, ao desenvolvimento da instrumentacdo eletroanalitica, como,
por exemplo, as técnicas que envolvem a aplicacdo de pulsos de potenciais.
Técnicas como a voltametria de onda quadrada (SWV), a voltametria de pulso
diferencial (DPV) e a amperometria de multiplos pulsos (MPA) possibilitam a
aquisicdo de dados com sensibilidade compardvel aquelas obtidas com o
emprego de técnicas cromatograficas de separacdo e deteccdo, 0 que permite
analises em agua, solo, alimentos e, até mesmo, compostos de interesse
bioldgico®.

Ao se utilizar as técnicas eletroanaliticas deve-se levar em
consideracdo algumas informacdes relacionadas ao eletrodo de trabalho: a janela
de potencial de trabalho, a condutividade elétrica, a reprodutibilidade da
superficie, as propriedades mecanicas, o custo de fabricacéo, a disponibilidade e
a toxicidade'. Segundo Galli et. al.!, “a escolha do material do eletrodo de
trabalho é de grande importancia devido ao fato de que as respostas obtidas sdo
relacionadas as reacdes redox que ocorrem em sua superficie ou na interface
eletrodo-solucdo. Desta forma, o analito de interesse pode interagir com a
superficie eletrodica, resultando na transferéncia de elétrons”.

Diferentes eletrodos de carbono tém sido utilizados tanto na
eletroquimica quanto na eletroanalitica, devido principalmente, as suas
caracteristicas, como: ampla janela de potencial de trabalho, sdo razoavelmente
inertes quimicamente e, ainda, mostram facilidade de modificagcdo. Existem
varios tipos de materiais carbonicos utilizados como eletrodos; o carbono vitreo,
carbono pirolitico, pasta de carbono, grafite, etc. Porém, nos dltimos anos novos
tipos de materiais de carbono tém sido utilizados como eletrodo de trabalho,
chamando a atencdo devido aos excelentes resultados que tém apresentado. Um
destes materiais € o diamante dopado com boro (BDD), o qual possui um

numero importante de propriedades eletroquimicas distinguiveis das de outros
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eletrodos comumente usados, tais como carbono vitreo, platina e pasta de
carbono™ . Os primeiros relatos sobre a utilizacdo do BDD em eletroquimica
se deram no final da década de 80 e, desde entdo, uma das aplicacdes que mais
tem despertado interesse € o uso de eletrodos de BDD em aplicacbes
eletroquimicas e eletroanaliticas™.

Tendo em vista as caracteristicas dos eletrodos de diamante dopado
com boro e os relatos de sua boa interagdo com compostos organicos, surge o
interesse de se desenvolver procedimentos eletroanaliticos para a deteccédo e
quantificacdo de alguns dos corantes e antioxidantes mais utilizados na inddstria
de alimentos. Maiores detalhes sobre o eletrodo de BDD serao descritos em

se¢Oes posteriores.

1.2  Antioxidantes

A diminuicéo da vida de prateleira dos alimentos industrializados é
causada principalmente pelos processos de oxidacdo das substancias organicas.
Sendo assim, o conhecimento dos mecanismos das reagdes de oxidacdo e de
controle dessas reacfes € de grande importancia econdmica para a inddstria
alimenticia™.

As principais reacdes de oxidacdo em alimentos (escurecimento
enziméatico e oxidacdo de lipidios) provocam uma mudanca sensorial e,
consequentemente, desenvolvem sabor desagradavel, denominado de ranco.
Essas modificacdes na qualidade do produto alimenticio estdo diretamente
relacionadas ao prazo de validade de diversos produtos alimenticios
processados’”.

Os antioxidantes tém a funcdo de evitar ou reduzir a oxidagéo
destes compostos, impedindo o inicio ou propagacdo das reacfes em cadeia de

oxidacdo. Eles foram uma das primeiras classes de aditivos para os quais foram
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elaboradas propostas de normas de uso, baseadas em dados nacionais do
emprego dessas substancias. Para poderem ser utilizadas pela industria de
alimentos, essas substancias tiveram que passar por investigacdes que
comprovaram gue seu uso seria seguro, dentro de um limite de ingestdo diaria.
Além disso, o uso de todos os antioxidantes esta sujeito as legislacdes
especificas de cada pais ou por normas internacionais, necessitando de analises
para garantir que estejam sendo usados dentro dos limites seguros®.

No Brasil, a legislacio que regulamenta a utilizacdo de
antioxidantes em alimentos como: creme vegetal, margarinas, 6leos e gorduras é
a Resolucéo n° 04/88 - CNS/MS23, de 24 de novembro de 1988 da ANVISA,
em vigor até a presente data. Na Tabela 1 encontram-se 0s antioxidantes
sintéticos que podem ser utilizados pelas industrias e os alimentos nos quais eles
podem ser adicionados com o0s respectivos codigos de rotulagem e limites

méximos de adigéo, de acordo com a mesma resolugéo™.

Tabela 1.1 - Antioxidantes sintéticos que podem ser utilizados pelas industrias
alimenticias brasileiras'’

Cadigo de Alimentos em que Limite maximo

Antioxidantes podem ser *
Rotulagem adicionados (9/100 g)

BHA? 320 Creme vegetal 0,02
~ Margarinas 0,02
Oleos e gorduras 0,02
Maioneses 0,02
BHT? 321 Creme vegetal 0,02
~ Margarinas 0,02
Oleos e gorduras 0,01
Maioneses 0,01
TBHQ? 319 Oleos e gorduras 0,02
PG* 310 Creme Vegetal 0,01
OG* 311 Margarinas 0,01
DG? 312 Oleos e gorduras 0,01

* Seréa tolerado a mistura na dose de 0,02g9/100g no total, isto é; a soma dos dois ndo pode ultrapassar seu valor
individual.

4 BHA - butilhidroxianisol; BHT - butilhidroxitolueno; TBHQ - terc-butil-hidroquinona; PG - propil galato; OG -
octil galato; DG - dodecil galato.
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O JECFA (Joint Expert Committee on Food Additives), comité
conjunto FAO/OMS de peritos em aditivos alimentares e contaminantes, bem
como normas publicadas pelo Codex Alimentarius, também estabelecem um
limite de ingestdo para os aditivos. Este valor € representado pela IDA (Ingestdo
Diaria Aceitavel) expresso em mg do antioxidante por kg de massa corporea
(mc). IDAs de 0 a 0,55, 0 a 0,35 mg/kg e 0 a 1,4 mg/kg mc foram estabelecidas
para o butil hidroxianisol (BHA), butil hidroxitolueno (BHT) e propil galato
(PG), respectivamente. O octil galato (OG) e o dodecil galato (DG) néo tiveram
suas IDAs estabelecidas por falta de informacdes toxicoldgicas, e para o terc-
butil hidroquinona (TBHQ) atribui-se uma IDA temporaria de 0 a

0,75 mg/kg mc, até que se finalizem os estudos®®.

1.2.1 Antioxidantes BHA e BHT

Butilhidroxianisol (BHA) e o butilhidroxitolueno (BHT) sdo os
antioxidantes sintéticos mais utilizados pela industria de alimentos. Segundo
Ramalho et al.?, “a estrutura fendlica destes compostos (Figura 1.1) permite a
doacdo de um préton a um radical livre, regenerando assim, a molécula do
acilglicerol e interrompendo o mecanismo de oxidagédo por radicais livres. Dessa
maneira, os derivados fendlicos transformam-se em radicais livres. Entretanto,
estes radicais podem se estabilizar sem promover ou propagar reagdes de
oxidagao”.

Esses antioxidantes apresentam baixa estabilidade frente a elevadas
temperaturas, mas sdo particularmente efetivos no controle de oxidagdo de
4cidos graxos de cadeia curta®. Porém, estudos toxicolégicos realizados em
experimentos com animais tém demonstrado a possibilidade desses
antioxidantes apresentarem efeito cancerigeno. Em outros estudos, o BHA

também mostrou induzir hiperplasia gastrointestinal em roedores por um
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mecanismo desconhecido; em humanos, a relevancia dessa observacdo ainda

ndo esta clara®®.

H OH

C(CH3)3 (CH3)3C C(CHa)3
OCHs CH,
BHA BHT

Figura 1.1 - Estruturas quimicas dos antioxidantes BHA e BHT.

Devido a esses problemas, que podem ser provocados pelo
consumo de antioxidantes sintéticos, muitas pesquisas tém sido realizadas com o
objetivo de encontrar produtos naturais, que possuam as mesma propriedades
para substituir os sintéticos, ou fazer associagdes entre eles, com o intuito de
diminuir sua quantidade nos alimentos®. Por outro lado, esses antioxidantes tém
sido monitorados com intenso rigor para evitar a sua utilizacdo em excesso e
indevida nos alimentos. Através de procedimentos analiticos é possivel
determinar a concentragdo dos antioxidantes presentes em diferentes alimentos e
estimar a ingestdo potencial destes aditivos pela populacdo, de forma a garantir

0 emprego seguro destes aditivos.

1.2.2 Meétodos analiticos para a determinacdo de BHA e BHT

Os metodos utilizados para deteccdo e quantificacdo de
antioxidantes sintéticos em alimentos foram revisados por diversos autores??,
Tais metodos incluem principalmente colorimetria, espectrofotometria,
cromatografia (papel, gel, camada delgada, gas, gas-liquido e liquida de alta
eficiéncia) e, com menor frequéncia, voltametria, polarografia e densitometria®,

9
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Devido a algumas limitagdes, os métodos colorimétricos e espectrofotométricos,
utilizados no passado, tém sido substituidos por outras técnicas, como a
cromatografia gasosa (CG) e a cromatografia liquida de alta eficiéncia
(HPLC)*, sendo esta Ultima a mais estudada e utilizada para determinacéo de
BHT e BHA®™,

Varios procedimentos eletroquimicos empregando técnicas

31-45 46-51

voltamétricas e amperometricas também foram desenvolvidos para a
determinacéo destes antioxidantes, separadamente e simultaneamente.

Wang e Freiha® descrevem um método que envolve a pré-
concentracdo de BHA em um eletrodo de pasta de carbono antes da realizacao
das medidas voltamétricas, o limite de deteccio obtido foi de 2,0 x 10® mol L™.

1.3% usaram microeletrodos de fibra de carbono cilindricas

Angui et a
para a determinacdo simultanea de BHA e BHT empregando a voltametria de
onda quadrada e perclorato de tetrabutilamonio (meio ndo aquoso) como
eletrélito suporte. Os limites de deteccéo obtidos foram 4,0 x 10° mol L™, para
BHA, e 3,7 x 10" mol L™, para 0 BHT. Posteriormente, Angui et al.* utilizaram
um microeletrodo de fibra modificado com poli(3-metiofeno) para estudar o
comportamento eletroquimico de BHA, BHT, TBHQ e PG. Esses pesquisadores
observaram que houve efeito eletrocatalitico com o microeletrodo modificado
quando comparado com o eletrodo de carbono vitreo (GC) convencional. Porém,
so foi possivel obter boa reprodutibilidade com a limpeza do microeletrodo entre
as medidas.

Diaz et al.* estudaram o comportamento voltamétrico do PG, BHA
e BHT sobre um eletrodo de GC, estatico e em rotacdo, em meio de acetonitrila-
agua. Para a determinacgéo simultanea destes antioxidantes em amostras de sopa,
foram empregados métodos quimiomeétricos para separacdo dos picos de

oxidacéo.
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De La Fuente et al.*” usaram um eletrodo de platina modificado
com polipirrol e 0 complexo ftalocianina de niquel tetrassulfonado (mediador de
elétrons) e as técnicas voltamétricas ciclica (CV) e de pulso diferencial (DPV)
para a determinacdo de BHA e TBHQ separadamente em diferentes amostras de
alimentos. Os limites de deteccdo obtidos foram de 2,1 ppm para ambos 0s
antioxidantes quando empregada a técnica CV e 18,7 ppm (BHA) e 1,23 ppm
(TBHQ) quando empregada a DPV.

Ceballos e Fernandez®® usaram a voltametria de onda quadrada
(SWV) com ultramicroeletrodos de discos de carbono para determinar BHA e
BHT simultaneamente em 0leos vegetais. As determinaces foram realizadas
diretamente no eletrélito suporte, 4cido sulfarico 0,1 mol L™, apés procedimento
de extracdo em acetonitrila. A faixas lineares foram obtidas nas concentragc6es
de 60,4 a 422,8 ppm para 0 BHA e de 62,2 a 435,4 ppm para 0 BHT.

Ni et al.® estudaram o comportamento voltamétrico dos
antioxidantes BHA, BHT, PG e TBHQ sobre um eletrodo de GC em solugéo de
4cido perclérico 0,1 mol L™ contendo 1,0% v/v de metanol como eletrdlito
suporte. Para a determinacdo simultanea dos antioxidantes foram utilizadas
ferramentas quimiométricas, como o metodo LS (least-square), PLS (partial
least-square) e analise por regressdo de componente principal. As faixas lineares
das curvas analiticas foram obtidas nas concentragdes de 2,8 a 83,0 umol L™,
para BHA, e 2,8 a 36,0 pmol L™, para BHT, com limites de deteccdo de
1,0 pmol L™ e 0,68 umol L™, respectivamente. Este procedimento foi aplicado
na determinacdo desses antioxidantes em uma mistura sintética e também em
amostras de alimentos.

Michalkiewicz et al.** investigaram a oxidacéo eletroquimica dos
antioxidantes TBHQ, BHA e BHT, por voltametria sobre microeletrodos de
platina. As melhores condi¢cdes encontradas para a determinacdo voltametrica
desses corantes foram em NaClO, 0,1 mol L' e CH;COONa 0,1 mol L™

11
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empregando-se DPV ou SWV . Uma boa linearidade foi obtida entre as
concentragdes de 3,0 x 10° - 1,0 x 10° mol L™.

Raymundo et al.*® estudaram a influéncia do eletrodo de trabalho,
do eletrolito suporte, do pH do eletrélito suporte e da técnica voltamétrica
empregada, na determinacdo simultanea de BHA, BHT e TBHQ. Os melhores
resultados foram obtidos com o eletrodo GC em eletrdlito suporte tampao BR
0,1 mol L™ (pH = 2,0) ou HCI 0,1 mol L™ (pH = 2,0) ambos contendo 20 mL L™
de metanol e empregando a técnica voltametrica de onda quadrada.

O complexo aquapentacianoferrato de niquel foi utilizado por
Kumar e Narayanan** como mediador de elétrons no desenvolvimento de um
sensor para a determinagdo de BHA. Este complexo foi imobilizado sobre um
eletrodo de grafite. A faixa linear obtida foi de 6,24 x 107 mol L' a
2,19 x 10 mol L™, com um limite de deteccdo de 2,49 x 107 mol L™ e um
coeficiente de correlagédo de 0,9979.

Recentemente, Freitas e Fatibello-Filho® desenvolveram um
procedimento para a analise simultinea de BHA e BHT empregando um
eletrodo compdsito de carbono modificado com fosfato de cobre (II)
imobilizado em resina de poliéster (MCCE—-Cu3z(PQO,),). Foi obtida uma
separacédo de 430 mV entre os potenciais de oxidacdo destes antioxidantes, o que
possibilitou a analise simultdnea dos mesmos. Os limites de deteccdo obtidos
foram 7,2 x 10® mol L™ para 0 BHA e 9,3 x 10°® mol L™ para o BHT.

Um dos procedimentos amperométricos descritos na literatura foi

desenvolvido por Yéafiez-Sedefio et al.*®

, no qual foi utilizado um eletrodo de GC
em um sistema de andlise por injecdo em fluxo (FIA) para a determinacdo de
BHA e BHT separadamente. A solugédo carregadora (e eletrdlito suporte) foi o
acido perclérico contendo 5% v/v de metanol. Os limites de deteccdo foram de

2,5 ug L™ parao BHA € 6,0 ug L™ para o BHT.

12
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1.8 usaram um eletrodo de GC modificado com

Ruiz et a
ftalocianina de niquel para a deteccdo amperométrica de BHA, BHT, PG e
TBHQ apos separacdo prévia por HPLC. O potencial aplicado foi de 0,7 Ve o
tempo de anélise dos quatro antioxidantes foi de 17 minutos. Os limites de
deteccdo foram de 0,11, 0,60 e 0,15 pg/mL para o BHA, BHT e PG,
respectivamente.

Um eletrodo composito de grafite e cloreto de polivinila (PVC) foi
utilizado por Luque et al.** para determinacdo amperométrica de BHA, PG e
OG, individualmente. Foi utilizada uma célula com configuracdo wall-jet e
KNO; 0,1 mol L™ com 10% ou 20% v/v de metanol como solugdo carregadora.
As faixas lineares das curvas analiticas foram obtidas entre as concentracdes:
0,10 - 30,0; 0,10 - 13,0 e 0,1 - 350 mg L™ para PG, OG e BHA,
respectivamente.

Riber et al.*®

usaram um eletrodo de polipirrol modificado com o
complexo ftalocianina de niquel tetrassulfonada como detector eletroquimico
amperométrico em um sistema de andlise por injecdo em fluxo apds pré-
separagdo dos antioxidantes por HPLC. Os antioxidantes analisados foram
TBHQ, BHA e PG, cujos limites de deteccdo foram 0,26, 0,38 e 0,38 pmol L™,
respectivamente.

Jayasri e Narayanan™ utilizaram um eletrodo compésito de grafite,
quimicamente modificado com AgHCF, para a determinacdo amperométrica de
BHA em amostras de salgadinhos de batata. As respostas amperomeétricas foram
lineares num intervalo de concentraco 7,4 x 10° a 8,3 x 10 mol L™, o limite
de deteccio obtido foi de 3,7 x 10° mol L™.

Apesar dos bons resultados obtidos empregando-se 0s respectivos
métodos supracitados, muitos deles utilizaram solventes organicos de alta
toxicidade como acetonitrila e metanol. Quando realizada a determinacao

simultaneas a maioria dos métodos empregou a separacao prévia por HPLC ou
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com auxilio de métodos quimiométricos e ainda, alguns dos autores relatam

problemas de falta de reprodutibilidade.

1.3 Corantes

Os corantes sdo substancias que sdo adicionadas aos alimentos
industrializados com o objetivo de lhes transmitir novas cores ou intensificar as
que eles ja possuem, melhorando o seu aspecto. A funcéo dos corantes é apenas
a de "colorir" os alimentos industrializados, fazendo com que fiquem mais
parecidos com os alimentos naturais. O uso de corantes pela industria de
alimentos é extremamente comum, ja que a cor e a aparéncia tém um papel
importantissimo na aceitacdo dos produtos pelo consumidor®.

De acordo com a ANVISA>, “existem razdes de ordem técnica
para se colorir os alimentos, como por exemplo, restaurar a cor dos produtos
cuja coloracdo natural foi afetada ou destruida durante o processamento; ou
uniformizar a cor dos alimentos produzidos a partir de matérias-primas de
origem diversa; e ainda, conferir cor a alimentos incolores”.

A resolucdo n. 44 da ANVISA, também estabeleceu as condicGes
gerais de elaboracdo, classificacdo, apresentacdo, designacdo, composicdo e
fatores essenciais de qualidade dos corantes empregados na producdo de
alimentos e bebidas™. Pela legislacdo atual, no Brasil é permitido o uso de
apenas 11 (onze) corantes artificiais. Na Tabela 1.2 encontram-se os corantes
artificiais que podem ser utilizados pelas industrias brasileiras, 0s respectivos
cddigos de rotulagem e limites maximos de adi¢do, de acordo com a mesma
resolucéo.

Porém, estudos toxicologicos tém demonstrado que alguns desses
corantes podem apresentar risco a saude humana, principalmente se consumido

em excesso. Estudos realizados nos Estados Unidos e na Europa desde a década
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de 70 demonstraram casos de reacGes alérgicas, asma e dores de cabeca,
chegando-se até ao cancer em animais de laboratorio. Alguns corantes ja foram
banidos em diversos paises, inclusive no Brasil, devido aos estudos do Codex

Alimentarius, 6rgéo ligado & Organizacdo Mundial da Satde (OMS)*.

Tabela 1.2 - Corantes artificiais permitidos pela ANVISA para uso em
alimentos

Corantes Cddigo de Cor Limite maximo

Rotulagem (9/100g-/100mL)
Amaranto E123 Magenta 0,010
Vermelho de eritrosina E127 Pink 0,005
Vermelho 40 E129 Vermelho alaranjado 0,015
Ponceau 4R E124 Cereja 0,010
Amarelo creplsculo E110 Laranja 0,010
Tartrazina E102 Amarelo limao 0,015
Azul indigotina E132 Azul royal 0,015
Azul brilhante E133 Azul turquesa 0,015
Vemelho solido E E122 Vermelho 0,010
Verde rapido E143 Verde mar 0,015
Azul de alizarina E131 Azul 0,015

Sendo assim, o desenvolvimento de procedimentos analiticos para a
determinacdo das concentracOes destes corantes presentes em diferentes
alimentos € necessaria, tanto para assegurar os requerimentos legais (limites
permitidos), como para o controle de qualidade nas industrias de alimentos.
Além disso, o conhecimento da concentracdo destes corantes em alimentos
também pode ser utilizado para estimar a ingestdo potencial destes aditivos pela
populacao.

Dentre os corantes artificiais permitidos pela ANVISA (Tabela 1.2),
trés foram selecionados para serem estudados neste trabalho de doutorado:

tartrazina, amarelo creplsculo e azul brilhante. Estes sdo corantes bastante
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empregados na industria alimenticia, adicionados aos alimentos individualmente

e também misturados.

1.3.1 Corantes tartrazina (TT), amarelo crepusculo (AC) e azul brilhante
(AB)

A TT e o AC sdo pigmentos sintéticos pertencentes ao grupo dos
corantes azo, que apresentam um anel naftaleno ligado a um segundo anel
benzeno por uma ligacdo azo (N=N). Esses anéis podem conter um, dois ou trés
grupos sulfénicos. Ja 0 AB integra o grupo de corantes trifenilmetanos, que
apresenta estrutura béasica de trés radicais arila, em geral grupos fenodlicos,
ligados a um atomo de carbono central, e apresentam ainda grupos sulfonicos
que lhes conferem alta solubilidade em &gua>. As estruturas quimicas destes
corantes estdo mostradas na Figura 1.2.

A TT proporciona a cor amarelo-limdo quando utilizada sozinha em
alimentos, mas tambem é muito utilizada em combinagfes com outros corantes,
como o AC e o AB para produzir varios tons de amarelo e verde. O uso mais
frequente desses corantes se da em cereais, confeitos, cerejas em calda,
coberturas, sobremesas, lacteos aromatizados, massas, molhos, queijos, recheios,
revestimentos, gelatinas, refrescos e refrigerantes, sucos de frutas, xaropes para
refrescos, como também em cosméticos e medicamentos™.

No Brasil, a ANVISA, estabeleceu um limite maximo de 0,015;
0,010 e 0,015 mg/100g do alimento para a TT, AC e AB, respectivamente™.
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Figura 1.2 - Estruturas quimicas dos corantes tartrazina, amarelo crepusculo e
azul brilhante.

Devido a estudos j& realizados, a ANVISA também estabeleceu
normas para a aplicacdo, principalmente da tartrazina, tanto em alimentos como
em medicamentos. De acordo com estas normas, estes produtos devem possuir
mensagem alertando sobre possiveis reacdes alérgicas em pessoas sensiveis a
tartrazina, como asma, bronquite e urticaria®. Entretanto, os estudos sobre 0s
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efeitos alérgicos da tartrazina ainda ndo sdo conclusivos, e por isso optou-se por
ndo individualiza-la dos demais ingredientes nos rotulos de alimentos (como
ocorre com o gluten e a fenilalanina), mas apenas registra-lo junto com os

demais ingredientes” > *°.

1.3.2 Meétodos analiticos para a determinacéo dos corantes TT, AC e AB

A quantificacdo individual ou simultanea dos corantes TT, AC e

AB tém sido usualmente realizada por métodos cromatograficos™®® ou

espectrofotométricos® ™.

No entanto, o0s métodos espectrofotométricos
apresentam problemas na determinacdo simultanea desses corantes, isto devido a
interferéncia de um corante sobre 0 outro na resposta espectrofotométrica
obtida.

Alguns métodos eletroanaliticos também ja foram desenvolvidos
para a determinacéo individual ou simultanea desses corantes®. Maslowska e
Janiak’ usaram um eletrodo de gota pendente de merctrio e a DPV para a
determinacdo de TT. O eletrolito suporte foi o tampdo BR (pH 4,10). A
linearidade foi obtida na faixa de concentracdo de 50 x 10° a
5,0 x 10 mol L™. Neste trabalho também foi realizado um estudo detalhado do
efeito do pH e sua relagdo com o mecanismo de reducao do corante.

Ni et al.”® também utilizaram um eletrodo de gota pendente de
mercurio e voltametria adsortiva para a determinacdo dos corantes sintéticos
amaranto, amarelo crepusculo, tartrazina e Ponceau 4R. No entanto, a
determinacdo simultanea direta desses corantes ndo foi possivel devido a
sobreposicdo dos picos de reducdo dos corantes. Sendo assim, os resultados
obtidos foram interpretados utilizando métodos quimiométricos.

Nevado et al.” ™ usaram um eletrodo de gota pendente de mercario

e voltametria de redissoluc&o adsortiva para a determinacdo de TT"® e AC™. As
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melhores condicGes analiticas para a determinacdo destes corantes foram obtidas
com 30 s de tempo de acumulagdo em um potencial de -0,20 V para a tartrazina
e 0,15 s de tempo de acumulacdo em um potencial de -0,40 V para o amarelo
crepUsculo. Uma faixa linear foi obtida nas concentragdes de 10,0 a 272,4 pg L™
paraa TT e 5,0a90,0 ug L™ parao AC.

Kapor et al.”” desenvolveram um método para a determinacéo
simultanea de tartazina e indigo carmim em preparados sélidos para refrescos e
balas, empregando um eletrodo de gota pendente de mercurio e voltametria de
redissolucdo catddica. O limite de deteccdo alcangcou valores de
7.4 x 10° mol L™ e 9,0 x 10 mol L™ para tartrazina e indigo carmim,
respectivamente.

Lopez-de-Alba et al.”

usaram a polarografia de pulso diferencial
juntamente com calibracdo multivariada para realizar a determinacédo simultanea
de tartrazina, amarelo crepusculo e vermelho 40 em produtos alimenticios. Os
limites de deteccdo obtidos foram 0,011, 0,020 e 0,013 pmol L™,
respectivamente.

Silva et al.” construiram um eletrodo tubular de carbono vitreo
modificado com polialilamina para a eletrorreducdo de corantes azo (tartrazina,
amarelo crepusculo e vermelho 40) por SWV e um sistema em fluxo com
multicomutacdo. O limite de deteccdo obtido foi de 1,8 x 10°® mol L™ para a
tartrazina, 3,5 x 10° mol L™ para o amarelo creptsculo e 1,4 x 10 mol L™ para
0 vermelho 40.

Song et al.®

estudaram a reducdo eletroquimica da TT sobre um
eletrodo de grafite pirolitico modificado com nanotubos de carbono. Para validar
0 método proposto o corante TT foi determinado em amostras de preparados
solidos para refrescos. O limite de deteccdo obtido foi de 05 mg L™
(9,36 x 107 mol L™). Song et al.** também estudaram a reducéo eletroquimica

do AC empregando-se um eletrodo de carbono vitreo modificado com
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nanotubos de carbono de paredes maltiplas. Foram obtidas duas faixas lineares
nas concentracdes de 1,2 - 125,0 mg L™ e 125,0 - 265,0 mg L™, e o limite de
deteccdo foi de 0,5 mg L™ (1,10 x 10®° mol L™). O método desenvolvido se
mostrou satisfatorio e também foi aplicado na determinacdo de AC em amostras
de preparados solidos para refrescos.

Muitos dos métodos supracitados empregaram eletrodos de
mercurio, eletrodo que vem sendo substituido por outros eletrodos solidos,
devido a sua toxicidade, ou ainda, utilizaram métodos quimiomeétricos para a
quantificacdo simultdnea desses corantes, caracteristicas que inviabilizam ou

dificultam a aplicabilidade destes métodos em anélises de rotina.

1.4  Eletrodo de diamante dopado com boro (BDD)

O diamante é conhecido desde o ano 3.000 a.C. como um cristal
misterioso, indestrutivel e de brilho atraente, que esteve sempre associado a
sorte, riqueza, ostentacdo, entre outras. Por volta de 1772, o quimico Antoine
Lavoisier foi o primeiro a desvendar sua composicdo, tendo concluido
acertadamente que o diamante era composto apenas de carbono®.

O diamante é um material bastante atraente para as mais variadas
areas tecnoldgicas, devido as propriedades Unicas que possui, como, alta
densidade atdbmica, dureza, capacidade de isolamento elétrico, forca de flexéo,
alta condutividade térmica e inércia quimica® ®*. Sendo assim, ja no final do
século 19 surgem os primeiros relatos das tentativas de se realizar o “sonho” de
produzir diamante sintético, porém, até o inicio da década de 1950 nenhum
sucesso havia sido alcancado®.

No entanto, durante a década de 1950, pesquisadores da empresa
General Electric conseguiram sintetizar o diamante por meio de um metodo a

altas pressoOes e altas temperaturas (sigla em inglés - HPHT). Apesar do grande
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avango tecnoldgico, o método HPHT utilizado para a sintese do diamante
necessitava de instrumentacdo de alto custo, o que inviabilizou a producédo de
diamante em grande escala. Por outro lado, na mesma década, um pesquisador
da Union Carbide conseguiu sintetizar filmes de diamante por deposicédo
quimica a vapor (sigla em inglés - CVD) usando um fluxo de metano sobre uma
grade de diamante aquecida, este método apresenta custo bem inferior ao do
HPHT® %,

As pesquisas sobre a sintese do diamante avancaram durante as
décadas de 70, 80 e 90, e foi principalmente nesta Ultima década que o custo da
producédo foi significativamente reduzido devido as melhorias na nucleacédo e
taxas de crescimento; além disso, aprendeu-se muito sobre o mecanismo de
sintese do diamante®”. Atualmente, a sintese de filmes finos de diamante pode
ser realizada por véarios protocolos de deposicdo estabelecidos na literatura,
sendo que o mais usual é o CVD por filamento quente ou microondas®* *°.

O método CVD, baseia-se em produzir hidrogénio atdmico e ativar
uma fonte carbonicea gasosa produzindo um precursor de carbono sp* nas
proximidades de um substrato. Os substratos mais empregados para a sintese de
filmes de diamante séo: silicio, molibdénio, tungsténio e quartzo. A escolha do
substrato deve levar em conta duas caracteristicas: (i) tolerancia a altas
temperaturas de deposicdo (700 a 900 °C), e (ii) similaridade de coeficiente de
expansdo térmica com o do diamante (1,1 x 10°® K™)'* %, Os reagentes mais
utilizados na sintese do diamante por CVD sdo metano altamente diluido em
hidrogénio, mas, também podem ser empregadas outras substancias organicas
como fonte de carbono, tais como metanol, acetona e etanol®.

O mecanismo para descrever o crescimento do diamante a partir de
metano e hidrogénio sobre uma superficie contendo diamante semeado foi

|.89

descrito em 1993 por Butler et al.™, e é apresentado da seguinte forma (Figura

1.3): (i) remocdo de um hidrogénio do CH, por um hidrogénio atdmico para
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produzir o radical CHs, que € o precursor primario de crescimento; (ii) remocéo
de hidrogénios terminais da superficie do diamante semeado pelo hidrogénio
atomico, gerando sitios ativos; (iil) ocupacdo dos sitios ativos (adsorcéo) pelos
precursores primarios; (iv) remocdo de um hidrogénio dos grupos metila
adsorvidos para produzir sitios ativos para futuras adicbes de precursores
primarios; (v) subsequentes remocdes de hidrogénios dos grupos metila
acontecem e os grupos radicalares formados ou se ligam entre si, ou se ligam
diretamente a sitios formados na superficie. Nesta etapa, formam-se 0s carbonos

sp® que dé&o origem ao diamante®* ®’.
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Figura 1.3 - Mecanismo sugerido para o crescimento de diamante a partir de

metano e hidrogénio pelo processo CVD®.
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A partir do momento em que se estabeleceu a tecnologia para
produzir filmes finos de diamantes sintéticos, através de reagentes gasosos, pela
técnica CVD, surgiu o interesse de se crescer filmes de diamante com
caracteristicas semicondutoras. Assim, em 1973 surgem 0s primeiros relatos
sobre o crescimento de filmes de diamante dopado com boro a baixas pressoes, a
partir da mistura B,Hs/CH,, usando gréos de diamante natural como substrato®.

Quando um filme de diamante é apropriadamente dopado, ele
adquire boa condutividade e pode se tornar um material promissor para ser
empregado como eletrodo®. Existem diferentes tipos de dopantes: boro, fésforo,
enxofre, nitrogénio, entre outros. Entre esses dopantes, o mais utilizado € o boro,
cuja dopagem dos filmes de diamante deve ser com uma concentracdo de
1,0 x 10** cm™ ou mais. Geralmente o composto utilizado para essa dopagem,
que ocorre durante o crescimento do filme, é o trimetilboro, adicionado a fase

gasosa em uma concentragdo na faixa de 10 - 10000 ppm®* **,

De acordo com De Barros et al.

apos o crescimento dos filmes de
diamante dopado com boro, um dos parametros mais importantes na montagem
de eletrodos de BDD é o estabelecimento do contato elétrico, normalmente
ohmico (contato entre um metal e um semicondutor), o qual deve apresentar
resisténcia minima. Alguns dos contatos mais usados sdo os de indio/galio,
galio, subcamada de titanio, pasta de prata, ouro ou Au/Ta®. Igualmente
importante é o isolamento de todas as partes do eletrodo que ndo devem entrar
em contato com a solucdo de medida. Assim, o filme deve ter sua borda
totalmente vedada, em geral com borracha de silicone, ou deve ser embutido em
um material inerte adequado, para que somente a superficie do diamante dopado
fique exposta a solucdo, de modo que ela ndo se infiltre por eventuais orificios e
alcance o material usado como suporte®. Uma das dificuldades enfrentadas

nesta etapa € conseguir um isolante perfeito do filme pelo maior periodo
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possivel, pois muitas vezes a solugdo utilizada pode promover o descolamento
do material usado para a vedacéo.

Na eletroquimica, um eletrodo de BDD foi utilizado pela primeira
vez por Y. V. Pleskov e colaboradores em 1987%. Desde entdo, como ja
mencionado, uma das aplicaces que mais tem despertado interesse, € a
fabricacdo de eletrodos de BDD para uso eletroquimico™ *. No Brasil, eletrodos
de BDD jé estdo sendo preparados ha alguns anos, utilizando-se a técnica CVD,

inclusive sobre diferentes substratos® **

e tém sido cada vez mais utilizados para
diversas aplicacdes eletroguimicas.

Os eletrodos de BDD possuem um numero importante de
propriedades eletroquimicas distinguiveis das de outros eletrodos de carbono
ligados por sp? comumente usados, tais como carbono vitreo, grafite e pasta de
carbono. Estas propriedades sao** # %

* estabilidade a corrosao em meios muito agressivos;

* baixa e estavel corrente de fundo;

* extraordinaria estabilidade morfoldgica e microestrutural a altas
temperaturas (por exemplo, 180°C);

* boa resposta a alguns analitos em solu¢des aquosas € nao-aquosas
com pré-tratamento convencional;

* fraca adsor¢do de moléculas polares, o que melhora a resisténcia
do eletrodo a desativacdo ou envenenamento;

* estabilidade de resposta em longo prazo;

* transparéncia Optica nas regioes de UV/Vis e IV;

* larga janela de potencial em meio aquoso e ndo aquoso, (por
exemplo, em meio aquoso, a reacdo de desprendimento de hidrogénio pode
comecar somente em potenciais por volta de -1,5 V e a de desprendimento de
oxigénio por volta de 2,5 V vs. Ag/AgCl (KCI 3,0 mol L™). Em funcéo dessas

propriedades, os eletrodos de BDD tém sido muito estudados nos ultimos anos,
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tanto do ponto de vista de propriedades eletroquimicas fundamentais®™ **°

95, 99-101 10,14, 102-106

como em aplicacdes ambientais e eletroanaliticas

As superficies dos filmes de BDD recém preparadas sdo terminadas

em hidrogénio. Entretanto, como apontado por Yagi et al.'”’

esta terminacao
pode ser facilmente mudada para oxigénio, por exposi¢do da superficie a um
plasma de oxigénio ou a uma solucdo de acido forte em ebulicdo; para isso
também se passou a usar polariza¢fes anodicas. Assim, pode-se ter eletrodos de
BDD com terminacOes superficiais tanto de hidrogénio como de oxigénio
(Figura 1.4). Os primeiros relatos da influéncia da terminagéo superficial no
comportamento eletroquimico do eletrodo de BDD foram em 1999 em trabalhos

107
.10

desenvolvidos por Yagi et a e Granger e Swain®, desde entdo surgiram

diversos artigos abordando este tema.

oxigénio
0 0

BDD

Figura 1.4 - Esquema ilustrativo das diferentes terminagtes superficiais dos
eletrodos de BDD.

No trabalho desenvolvido por Yagi et al.'”’, foram comparados os
comportamentos eletroquimicos de um eletrodo de BDD como preparado
(terminacdo em hidrogénio) e apds um tratamento em plasma de oxigénio. Foi
observado que a superficie hidrofobica do eletrodo como preparado se torna
hidrofilica apds o tratamento, e ainda que o comportamento voltamétrico de

pares redox conhecidos foram significativamente diferentes apds o tratamento.
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A transferéncia de elétrons dos pares redox Fe(CN)s>"* e IrCls>” se tornou mais

lenta para o eletrodo pré-tratado com plasma de oxigénio, enquanto que, para o

3+/2+ 3+/2+
€

par redox Fe a transferéncia era acelerada e para os pares Ru(NH3)e
Co(en)s*"™** ndo houve mudanca. Segundo os autores, isso indica que ha uma
diminuicdo na velocidade de transferéncia de carga para especies com cargas
negativas quando se utiliza o eletrodo de BDD pré-tratado com plasma de
oxigeénio.

Granger e Swain®® estudaram a influéncia das terminacdes
superficiais do eletrodo de BDD (obtidas por polarizacdo anddica e por
tratamento com plasma de hidrogénio) na reversibilidade de alguns analitos
redox, dentre eles o par redox Fe(CN)g*/Fe(CN)s>. Eles também observaram
que a reacdo ocorre mediante reacoes especificas na superficie do eletrodo com
terminacdo em hidrogénio e que essas interagfes superficiais sdo blogueadas
quando a superficie do eletrodo contém terminacGes em oxigénio.

Ferro e De Battisti'®

estudaram o comportamento eletroquimico
dos pares redox Fe(CN)s*/Fe(CN)s> e Fe**?*, em meio aquoso, sobre os
eletrodos de BDD como preparado e ap0s polarizacdo anddica (potencial de
3,0 V por 20 min, em solucdo de HCIO, 1,0 mol L™). Novamente, os autores
relatam uma diferenca na resposta eletroquimica do par Fe(CN)s"/Fe(CN)s™
sobre o eletrodo de BDD como preparado e apos polarizacdo anodica. Para o par
Fe**?* o efeito foi relativamente pequeno.

Suffredini et al.'® relataram que ao realizar uma polarizacio
catddica (-3,0 V por 30 min em solucéo de &cido sulfarico 0,5 mol L™) de um
eletrodo de BDD obteve-se uma melhora significativa com relacdo a sua
resposta eletroquimica e, consequentemente, com relacdo ao limite de deteccdo
para clorofenois, indicando que as terminacdes superficiais do eletrodo de BDD
tém grande influéncia sobre seu desempenho analitico. Adicionalmente,

Suffredini et al.’® também realizaram medidas voltamétricas com K,Fe(CN)g ou
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ferroceno e observaram que ambos 0s sistemas apresentaram picos gquase-
reversiveis, apés polarizacdo anddica do eletrodo de BDD (3,0 V, por 30 min em
solucdo de &cido sulfarico 0,5 mol L™) e picos reversiveis apés a polarizagdo
catodica acima mencionada.

Contudo, observou-se que a resposta eletroquimica do eletrodo de
BDD ¢é extremamente dependente do tipo de pré-tratamento realizado em sua
superficie, sendo que para alguns analitos o pré-tratamento catdédico aumenta
significativamente sua atividade eletroquimica, melhorando as condicdes
analiticas dos procedimentos desenvolvidos. Ademais, medidas de
espectroscopia de impedancia eletroquimica dos eletrodos pré-tratados anodica e
catodicamente confirmaram as diferengas experimentais observadas e
salientadas anteriormente. Além disso, segundo Suffredini et al.', os resultados
obtidos sugerem que ocorre uma transformacao interna do filme de BDD ou,
mais provavelmente, a presenca de uma camada ativa responsavel pelo
comportamento observado®.

Recentemente, em nosso grupo de pesquisa, eletrodos de BDD pré-

tratados catodicamente apresentaram bom desempenho na determinacdo de

110-114 13, 115, 116

farmacos e edulcorantes

Pouquissimos materiais mostram tanta versatilidade para fins
eletroguimicos e eletroanaliticos quanto o diamante dopado com boro. Ele pode
ser utilizado em eletroanalise com aumento de estabilidade, precisdo e pode
proporcionar baixos limites de deteccdo, além de permitir a determinacdo de

uma ampla variedade de compostos organicos que sejam eletroativos™.

1.5 Técnicas eletroanaliticas

As técnicas eletroanaliticas envolvem medidas de parédmetros elétricos

tais como corrente, potencial e carga, tem ampla faixa de aplicacéo, incluindo
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monitoramento ambiental, controle de qualidade industrial e analises
biomédicas™’.

As técnicas eletroanaliticas podem fornecer baixos limites de deteccdo e
muitas informacdes relacionadas ao sistema eletroquimico. Os procedimentos
eletroanaliticos ainda podem proporcionar algumas vantagens sobre outros tipos
de procedimentos, empregando outras técnicas. Uma dessas vantagens é que as
medidas geralmente sdo especificas para o estado de oxidagdo caracteristico do
analito. Ademais, sua instrumentacdo € relativamente de baixo custo. Essas

vantagens levaram a um aumento substancial da popularidade da eletroanélise®.

1.5.1 Voltametria ciclica (CV), Voltametria de onda quadrada (SWV) e
Voltametria de pulso diferencial (DPV)

CV geralmente é a primeira técnica utilizada quando se deseja
estudar o comportamento eletroquimico de um composto ou a superficie de um
eletrodo™®. SWV e DPV sdo técnicas com aplicaces de pulsos de potencial que
possibilitam a aquisicdo de dados com limites de deteccdo comparaveis aqueles
obtidos com o0 emprego de técnicas cromatograficas de separacdo e deteccéo, o
que permite analises em agua, solo, alimentos e, até mesmo, compostos de
interesse bioldgico®. A teoria dessas técnicas ja estd bem estabelecida na
literatura, na qual é possivel encontrar inimeros trabalhos abordando-as e

descrevendo-as'’*??,

1.5.2 Amperometria de Multiplos Pulsos (MPA)

Os sistemas de analise por injecdo em fluxo (FIA) e deteccdo
amperométrica de um Unico analito tem sido comumente abordados na

literatura. No entanto, uma limitacdo da deteccdo amperomeétrica convencional é
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a impossibilidade da determinacdo simultanea de substancias eletroativas com
potenciais distintos, ja que somente um valor de potencial constante pode ser
aplicado ao eletrodo. Nestes casos, 0 mais comum ¢é a utilizacdo de uma técnica
de separacdo (HPLC) antes da deteccdo dos analitos, ou ainda, o uso de dois ou
mais sensores com a aplicacdo de diferentes potencias constantes em cada
eletrodo. Outra estratégia seria utilizar uma rede de microeletrodos associada a
tratamentos quimiométricos para a determinac&o simultanea'***%.

Em contrapartida, a MPA € uma técnica pulsada que permite a
aplicacdo de diferentes pulsos de potenciais sequencial e continuamente em
funcdo do tempo em um eletrodo de trabalho, diferentemente da técnica
amperométrica convencional, na qual apenas um potencial constante pode ser
aplicado ao eletrodo de trabalho. E possivel a aplicacdo de até 10 pulsos de
potenciais distintos com a aquisicdo de 10 amperogramas distintos (um para
cada pulso de potencial aplicado).

Disponibilizada em potenciostatos da Eco Chemie - Metrohm, a
MPA vem sendo amplamente aplicada em inimeros trabalhos da literatura com
intuito principal de realizar a limpeza e ativagdo dos eletrodos de trabalho
durante a andlise. Porém, alguns poucos estudos também ja relataram as
vantagens de se utilizar a MPA acoplada a um sistema FIA na deteccdo
simultanea de diferentes compostos com potencias redox distintos*%.

Em MPA, uma plataforma de potenciais apropriados pode ser
aplicada em um Unico eletrodo de trabalho. Assim, € possivel detectar cada
analito na mistura em seu potencial especifico de forma direta ou indireta, com a
vantagem de ndo necessitar de tratamento prévio de amostra ou até mesmo
tratamentos quimiométricos dos resultados obtidos**’.

Surareungchai et al.'® desenvolveram um procedimento para a
analise simultanea de glicose e frutose por MPA acoplada a um sistema FIA,

através da aplicacdo de quatro pulsos de potenciais (Eget1, Eget2, Eoxd € Ereq) SObre
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o eletrodo de ouro modificado com Nafion em meio de NaOH 0,10 mol L™. A
sequéncia de aplicacdo dos pulsos de potenciais foi a seguinte:
Eget = -0,5V/240 ms, Egp, = 0,2V/180 ms, Eng = 1,0v/180 ms e
Ereq = -0.8V/300 ms. Eqe; causa a oxidacao da glicose, Ege, Causa a oxidagéo da
glicose e da frutose, simultaneamente. E,4q foi 0 pulso de potencial aplicado para
a limpeza da superficie do eletrodo e E,.q foi 0 pulso de potencial usado para a
reativacdo da superficie do eletrodo. Através do amperograma obtido em Egey
foi possivel realizar a quantificacdo direta e seletiva da glicose. Porém, para a
quantificacdo da frutose fez-se uma subtracdo das correntes dos amperogramas
obtidos em Eg, € Egerr, para assim, obter o amperograma com as correntes
correspondentes apenas a concentracdo de frutose e realizar sua quantificacéo.
Os limites de deteccdo obtidos foram 1,2 e 0,13 mmol L™ para glicose e frutose,
respectivamente.

Mais recentemente, Santos et al."”®’ descreveram o desenvolvimento
de um procedimento simples e rdpido para a determinacdo simultanea de
paracetamol (PC) e &cido ascorbico (AA) em formulagbes farmacéuticas usando
FIA e deteccdo com MPA. Foi utilizado um sistema com trés eletrodos (disco de
ouro como eletrodo de trabalho, Ag/AgCl (KClg,) como eletrodo de referéncia e
um fio de platina como eletrodo auxiliar) em uma célula com configuracdo wall-
jet.

Os compostos foram detectados pela aplicacdo de uma sequéncia de
quatro pulsos de potencial em func¢ao do tempo:

(1) 0,40 V/100ms: neste pulso de potencial apenas o AA é oxidado e
quantificado sem a interferéncia do PC;

(2) 0,65 V/100ms: neste pulso de potencial ocorre a oxidacdo de ambas as
especies (AA e PC), mas somente o produto eletroquimicamente

gerado a partir do PC é eletroativo na regido catodica;
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(3) 0,00 V/100ms: o produto gerado em (2) na oxidacdo do PC e
reduzido, e assim o PC ¢ quantificado indiretamente sem a
interferéncia do AA;

(4) -0,05 V/600ms: pulso de potencial usado para regeneracdo da
superficie do eletrodo de ouro.

A faixa de concentracdo linear foi de 5,0 a 24,0 mg L™ parao AA e
50,0 a 240,0 mg L para o PC.

Gimenes et al."® também descrevem a aplicacdo de uma sequéncia
de trés pulsos de potenciais (0,80 V/700 ms; 0,35 V/30 ms e 0,00 V/500 ms)
sobre um eletrodo de GC em uma celula wall-jet para a rapida e indireta
quantificacdo de dopamina (DA) na presenca de um excesso de AA. Em
0,80 V/700 ms, ocorre a oxidacdo tanto da DA quanto do AA, ja em
0,35 V/30 ms ocorre a reducdo apenas do produto da oxidacdo da DA gerado ao
aplicar o pulso de potencial de 0,80 V e, em 0,00 /500 ms faz-se a regeneracéo
da superficie do eletrodo de trabalho (GC). O limite de deteccdo para a
dopamina foi de 50 nmol L™.

Sendo assim, observa-se que a deteccdo MPA acoplada a um
sistema FIA € extremamente interessante para 0 desenvolvimento de
procedimentos eletroanaliticos para a analise individual ou simultanea de
compostos eletroativos, direta ou indiretamente. Ademais, essa técnica apresenta
algumas caracteristicas vantajosas como baixo custo, boa reprodutibilidade, boa
sensibilidade, seletividade, menor tempo de analise e menor consumo de
reagentes.

Alguns aspectos experimentais da MPA acoplada em um sistema
FIA devem ser considerados, tais como: os parametros do sistema de anélise por
injecdo em fluxo (vazdo da solucdo transportadora e volume da alca de

amostragem) e o tempo de duracdo do pulso de potencial aplicado na MPA.
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Basicamente, os parametros do sistema de andlise por injecdo fluxo séo
otimizados da forma convencional e j& estabelecida na literatura™* ***,

O tempo de duracdo do pulso de potencial aplicado na MPA é um
aspecto bastante importante e pode influenciar significativamente nas
componentes de correntes geradas durante a aplicacao dos pulsos de potencial.
Essas componentes de corrente sdo: corrente capacitiva (Ic) (originada do
carregamento da dupla camada elétrica quando um pulso de potencial é
aplicado) e a corrente faradaica (I¢) (originada quando ocorre o processo redox
na superficie do eletrodo).

126
.=,

De acordo com Dos Santos et a “considerando-se a

dependéncia da Ir e da Ic com o tempo de aplicacdo do pulso de potencial, tem-

-1/3
)

se que, quanto maior o tempo, menor sera a contribuicdo da Ic (Ic o t™°) para a

corrente total. Porém, o sinal amperométrico correspondente ao processo redox

do analito, I (I a t?

), ndo é afetado pela corrente Ic mesmo com tempos de
aplicacdo dos pulsos menores, uma vez que a corrente amperométrica &
monitorada antes, durante e ap0s a passagem da zona de amostra no sistema em
fluxo”. Sendo assim, a contribuicdo da corrente capacitiva na corrente residual
(linha base) permanece constante durante o registro de todo o amperograma
(sinais transientes). Entretanto, o aumento da Ic implicara em um aumento da
corrente residual (linha base), levando a um aumento no limite de detecgédo do

analito.
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1.6 Objetivos

Este trabalhno de doutorado teve como objetivo principal o
desenvolvimento de procedimentos eletroanaliticos, para a determinagédo
simultanea dos antioxidantes: BHA e BHT ou dos corantes: TT, AC e AB,
empregando as técnicas voltamétricas de pulso e amperométrica de multiplos
pulsos acoplada a um sistema FIA, e o eletrodo de BDD como eletrodo de
trabalho.

Outros objetivos foram estudar o comportamento eletroquimico do
eletrodo de BDD apés diferentes pré-tratamentos eletroquimicos e 0s

mecanismos de reacdo de cada analito.
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2. PARTE EXPERIMENTAL

Neste capitulo serdo descritos os equipamentos, eletrodos, células
eletroquimicas, reagentes, solucdes e os procedimentos experimentais utilizados

no desenvolvimento deste trabalho de doutorado.

2.1 Instrumentacéo

Para as medidas voltamétricas e amperométricas foi utilizado um
potenciostato/galvanostato AUTOLAB PGSTAT-30 (Ecochemie) interfaciado a
um computador e gerenciado por um programa computacional GPES 4.0.

Todas as pesagens foram feitas utilizando-se uma balanca analitica
Shimadzu, modelo AUW?220D com precisdo de = 0,01 mg e uma balanca
analitica Mettler, modelo H10 com preciséo de + 0,1 mg.

As medidas de pH das solugdes foram feitas utilizando-se um
pHmetro Orion modelo EA 940.

O banho de ultrasom utilizado foi um UNIQUE, modelo Ultraclean
1400 A.

Uma centrifuga modelo T21, da marca Sorvall foi utilizada no
preparo das amostras de maionese e margarina.

As medidas cromatogréaficas foram realizadas em um cromatdgrafo
modelo LC-10AT Shimadzu com detector de UV-VIS modelo SPD-M10AVP
com uma coluna Cyg Shim-Pack CLC-ODS (60 x 150 mm, 5 um) e um injetor

manual com al¢a de amostragem de 20 L.

35



Capitulo 2 - PARTE EXPERIMENTAL

2.1.1 Eletrodos

2.1.1.1 Eletrodo de trabalho

Os eletrodos de trabalho utilizados para os estudos eletroanaliticos
foram de diamante dopado com boro (Figura 2.1) com éareas de
0,72 cm?, nas determinacdes voltamétricas dos antioxidantes (BHA e BHT);
0,30 cm?, nas determinacBes voltamétricas dos corantes (TT, AC e AB) e
0,33 cm?, nas medidas amperométricas (MPA\) realizadas com sistema FIA. Os
eletrodos de BDD foram fabricados pelo Centre Suisse de Electronique et de
Microtechnique SA (CSEM), em Neuchatél, Suica, com um teor de boro de
8000 ppm™*2. O eletrodo de BDD utilizado foi sintetizado sobre um substrato de
silicio dopado pela técnica de HF CVD (Hot Filament Chemical Vapor
Deposition), cuja fase gasosa consistia de metano (CH,;), com excesso de
hidrogénio (H,) e o gas de dopagem utilizado foi o trimetilboro'®. Antes de
qualquer medida eletroquimica, um processo de limpeza do eletrodo de BDD foi
realizado. Neste procedimento o eletrodo de BDD foi imerso em isopropanol e

deixado em banho ultrassonico por 10 min.

Lz

Figura 2.1 - Fotografia do eletrodo de BDD com &rea de 0,72 cm?, utilizado nas
medidas voltamétricas.
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Um eletrodo de GC de &rea 0,20 cm? também foi utilizado como
eletrodo de trabalho para comparar o comportamento eletroquimico de cada
analito sobre esses dois diferentes tipos de eletrodos de carbono (BDD vs. GC).
Antes de ser utilizado, o eletrodo de GC foi pré-tratado com um polimento
sequencial com alumina (1,0 um e 0,05 um)/agua sobre pano de feltro, depois,

foi deixado em banho de ultrassom por 5 minutos e lavado com agua.

2.1.1.2 Eletrodo de referéncia

O eletrodo de referéncia utilizado em todas as medidas
voltamétricas foi o eletrodo Ag/AgCl (KCI 3,0 mol L™). Para a sua obtencéo,
um fio de prata foi recoberto com AgCl, por anodizagdo. Apds lavagem com
agua, o fio de prata recoberto foi introduzido em um tudo de vidro com 3 mm de
diametro interno contendo solucéo de KCI 3,0 mol L™, em seguida o capilar foi
fechado e deixado em repouso por alguns dias. A extremidade desse eletrodo era
sempre mantida em solugdo de KCI 3,0 mol L™ Para as medidas
amperométricas foi utilizado o eletrodo de Ag/AgCl (KCI 3,0 mol L™

miniaturizado™*.

2.1.1.3 Eletrodo auxiliar

O eletrodo auxiliar empregado nas medidas voltamétricas foi uma
placa de platina de 0,5 cm de largura e 1 cm de comprimento fixada em um tubo
de vidro contendo um fio de cobre. Nas medidas amperométricas foi utilizado
um tubo de aco inox acoplado na saida da célula eletroquimica com

configuracdo wall-jet.
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2.1.2 Célula eletroquimica

As medidas voltamétricas foram realizadas em uma célula de vidro
de compartimento Gnico, como representada na Figura 2.2. A célula tem
capacidade de 15 mL, é equipada com uma tampa de Teflon®, contendo orificios
para a desoxigenagdo da amostra com nitrogénio e posicionamento dos eletrodos

de trabalho, referéncia e auxiliar.

Eletrodo de trabalho Eletrodo de referéncia

Entrada de nitrogénio ﬁ ( Eletrodo auxiliar
\J ’}-l rg_‘

|
[ \ NN\

Y O Y,

Figura 2.2 - Representacdo esquematica de uma célula eletroquimica.

Outra célula eletroguimica com volume de 50 mL foi utilizada
apenas para a realizacdo dos pré-tratamentos anddicos e catodicos no eletrodo de
BDD que era inserido na célula eletroquimica com configuracdo mista (wall Jet/
camada delgada), para as medidas amperométricas em fluxo. O eletrodo de
BDD era inserido em um adaptador especial (tarugo) de tal forma que estivesse
firmemente preso por meio de um O-ring de borracha. Resultando em uma area
geométrica (0,33 cm?) similar a area exposta na célula eletroquimica com
configuracdo wall Jet/camada delgada. O contato elétrico era estabelecido por
uma placa de cobre pelo lado do substrato recoberto por uma fina camada de
ouro. Na Figura 2.3 sdo mostradas as fotografias do adaptador para o eletrodo
BDD. Essa configuracdo especial foi necessaria porque o eletrodo de BDD néo
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poderia ser fixado em uma placa de cobre como o eletrodo mostrado na Figura
2.1, pois, posteriormente seria inserido na célula wall Jet/camada delgada para

as analises amperomeétricas em fluxo.

Figura 2.3 - Adaptador para o eletrodo de BDD.

2.1.2.1 Célula eletroguimica com configuracdo wall Jet/camada delgada

Para as medidas amperométricas com MPA acoplada a um sistema
em fluxo foi construida uma célula com configuracdo mista entre a configuracéo
wall Jet e camada delgada. Esta célula foi projetada de acordo com um modelo
proposto pelo grupo de pesquisa do Prof. Dr. Lucio Angnes (USP-SP)***> com
algumas modificacdes e adaptacOes feitas pelo Prof. Leonardo Santos Andrade
(UFG). As Figuras 2.4 e 2.5 mostram as fotografias das partes necessarias para a

confecgédo e para montagem do detector eletroquimico, respectivamente.
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Figura 2.4 - Fotografia mostrando as partes necessarias para a confeccdo e
montagem da célula eletroguimica para analises em fluxo: (1) Haste em Al; (2) e
(3) suportes em acrilico para acomodacéo de: (4) tubo em aco inoxidavel, (5) O-
ring, (6) eletrodo de BDD (frente e verso-Au) e (7) ponteiras usadas para
confeccdo do eletrodo de referéncia miniaturizado e para seu suporte.
Fotografias do Prof. Dr. Leonardo Santos Andrade.
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Figura 2.5 - Fotografias mostrando a montagem da célula eletroquimica para
anélises em fluxo: (A) Haste em aluminio fixada ao suporte em acrilico, (B)
suporte em acrilico com o eletrodo de BDD acomodado, (C) e (D) Visédo
tridimensional do suporte em acrilico para acomodacdo do tubo em aco
inoxidavel, do O-ring e das ponteiras usadas para confeccdo do eletrodo de
referéncia miniaturizado e para seu suporte, (E) e (F) Justaposicdo das pecas
com auxilio de parafusos e contato elétrico feito com outro parafuso rosqueado
pela parte inferior do detector, (G) eletrodo de referéncia de Ag/AgCI
miniaturizado e (H) detector eletroquimico completamente montado, contendo
os eletrodos de trabalho, de referéncia e contra-eletrodo (tubo de ago inox).
Fotografias do Prof. Dr. Leonardo Santos Andrade.
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2.1.3 Sistema FIA

O sistema FIA foi constituido de uma linha Unica e composto
basicamente por um sistema propulsor, um injetor, um detector eletroquimico e
tubos de polietileno 0,8 mm de diametro interno. O esquema do sistema FIA de

linha Unica esta apresentado na Figura 2.6.

Potenciostato

| HE-

Injetor de
amostra Computador
Solugio
transportadora
Bomb Célula
omba eletroquimica
peristaltica Descarte wall-jet Descarte

Figura 2.6 - Sistema FIA de linha Unica.

O sistema propulsor foi uma bomba peristaltica Ismatec. As
amostras e soluces de referéncia foram introduzidas no sistema em fluxo
utilizando um injetor comutador manual construido em acrilico. Foram
utilizados tubos e conexdes de polietileno com didmetro interno de 0,8 mm, para
confeccdo das bobinas reacionais, alcas de amostragem e linhas de conducéo das
solucdes. Os tubos de propulsdo foram de Tygon®. O detector eletroquimico foi
a célula eletroquimica com configuracdo wall-jet/camada delgada e o eletrodo
de trabalho foi o BDD.

42



Capitulo 2 - PARTE EXPERIMENTAL

2.2 Reagentes e solugdes

Todos os reagentes utilizados nos experimentos foram de grau
analitico, e todas as solucdes foram preparadas em agua destilada, deionizada e
purificada em um sistema Milli-Q (Millipore®, Bedfore, MA) com resistividade
maior do que 18,2 MQ cm.

As solucdes de &cido sulfurico (H,SO,4) (Synth 98% m/m) foram
preparadas em diferentes concentracdes, diluindo-se volumes apropriados desse
acido em agua, sendo padronizada com solucdo de NaOH, padronizada
previamente.

A solucdo de KNO; 0,01 mol L™ foi preparada por dissolucéo de
0,505 g em &gua contendo 30% v/v de etanol, em baldo de 500,0 mL.

A solucdo de cloreto de potassio 0,1 mol L™ foi preparada
dissolvendo-se 0,745 g de cloreto de potassio em 100 mL de agua.

A solucdo de hexacianoferrato de potassio 1,1 x 10" mol L™ foi
preparada previamente ao uso, dissolvendo-se 0,905 g de hexacianoferrato de
potassio em 25 mL da solucdo de cloreto de potéassio.

As solugbes estoque de BHA (Sigma) e BHT (Sigma) foram
preparadas na concentracdo de 1,0 mmol L™ por dissolucdo de 0,00451 g e
0,00551 g, respectivamente, em solucdo de KNO3z 0,01 mol L™ contendo 30% de
etanol v/v, em baldo volumétrico de 25 mL. A adicdo de 30% v/v de etanol a
solucdo de KNO; 0,01 mol L™ foi necessaria para a completa dissolugdo dos
antioxidantes.

As solucgdes estoque dos corantes TT (Sigma), AB (Sigma) e AC
(Sigma) foram preparadas na concentracdo de 1,0 mmol L™ por dissolucdo de
0,00534 g, 0,00452 g e 0,00854 ¢, respectivamente, em solucdo de acido

sulfdrico 0,1 mol L™, em baldo volumétrico de 10 mL.
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Todo material utilizado (baldes volumétricos, béqueres, etc.),
passou por um procedimento de limpeza adotado com o intuito de assegurar a
auséncia de quaisquer residuos que pudessem inferir nas medidas. Para isto, foi
utilizada uma solucdo de HNO;z; 10% v/v e posterior lavagem com agua

deionizada.
2.3 Preparo das amostras

As amostras de maioneses, margarinas, preparados sélidos para
refrescos, gelatinas e hidrotbnicos utilizadas para a determinacdo dos

antioxidantes ou corantes foram obtidas nos supermercados locais.
2.3.1 Amostras de maioneses e margarinas

Para o preparo das amostras de maionese e margarina foi utilizado
um procedimento similar aos propostos por Luque et al.** e Raymundo et al.*’.
Uma massa de 1,0 g de maionese ou margarina foi dissolvida em 2,0 mL de
etanol em tubo de centrifuga. Apos agitacdo por 5 min e banho de ultrassom por
mais 10 min, a amostra foi entdo centrifugada em 5000 rpm por 10 min. Esses
procedimento de extracdo foi repetido duas vezes, o extrato foi coletado e
diluido para 5,0 mL com o eletr6lito suporte. Em seguida, aliquotas de 500,0 pL
foram transferidas para a célula eletroquimica contendo 9,5 mL de eletrdlito
suporte (KNO; 0,01 mol L™ com 30% de etanol v/v) e as medidas foram
realizadas para cada amostra. Para as medidas amperométricas (MPA) acoplada
ao sistema em fluxo, aliquotas de 500,0 puL da solucdo de amostra foram
transferidas para a um baldo de 10,0 mL e o volume completado com eletrélito
suporte (KNO; 0,01 mol L™ com 30% de etanol v/v) previamente a injecdo de

cada amostra no sistema em fluxo.
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Para as medidas com HPLC, apds o procedimento de extracdo, o
extrato foi diluido para 5,0 mL com a fase movel. Em seguida, aliquotas de
500,0 pL foram diluidas novamente para 10,0 mL com a fase moével e as
injecdes de 20,0 pL na coluna cromatogréafica foram realizadas para separacao

dos analitos da amostra e posterior deteccao.

2.3.2 Amostras de preparados solidos para refrescos, gelatinas e

hidrotonicos

As amostras solidas foram inicialmente homogeneizadas. Massas de
1,0 g de preparados solidos para refrescos e gelatinas foram pesadas e
dissolvidas em 10,0 mL de uma solugdo de H,SO,4 0,1 mol L. Para completa
dissolucéo da gelatina o &cido sulfarico foi levemente aquecido. Posteriormente,
as solucdes das amostras foram para um banho de ultrassom por 10 min para
completa extracdo dos corantes. Essas solucGes foram filtradas em papel de
filtro.

Depois, uma aliquota de 500,0 pL foi transferida para a célula
eletroquimica contendo 9,5 mL de eletrélito suporte (H,SO, 0,1 mol L™), e as
medidas foram realizadas. Para as medidas amperométricas (MPA) acoplada ao
FIA ou para as medidas empregando HPLC, aliquotas de 500,0 pL da solucéo
de amostra foram transferidas para a um baldo de 10,0 mL e o volume
completado com o eletrdlito suporte (H,SO, 0,1 mol L™) /ou a fase mével
previamente a injecdo de cada amostra no sistema em fluxo /ou na coluna
cromatografica.

Para as amostras de hidroténicos, uma aliquota de 1,0 mL da
amostra foi transferida diretamente para a célula eletroquimica contendo 9,0 mL
de eletrélito suporte (H,SO4 0,1 mol L™), e as medidas foram realizadas para

cada amostra. Para as medidas amperométricas (MPA) acoplada ao FIA ou

45



Capitulo 2 - PARTE EXPERIMENTAL

HPLC, aliquotas de 1,0 mL da amostra foram transferidas para um baléo
volumeétrico de 10,0 mL e o volume completado com eletr6lito suporte ou a fase
movel, previamente a injecdo de cada amostra no sistema em fluxo /ou na

coluna cromatografica.

2.4 Procedimento experimental

2.4.1 Estudo do efeito do pré-tratamento sobre o eletrodo de BDD

Sabe-se que a polarizacdo do eletrodo BDD provoca uma
modificacdo em suas terminacdes superficiais. Por isso, fez-se um estudo com
polarizacBes anodicas e catodicas para comparagdo e selecdo do melhor pré-
tratamento do eletrodo de BDD para cada analito.

Para os antioxidantes, BHA e BHT, o pré-tratamento anddico
(PTA) foi realizado aplicando-se uma corrente de 1,0 A cm™ por 20 s, € 0 pré-
tratamento catodico (PTC) de -1,0 A cm™ por 120 s. Em seguida, fez-se um
estudo do tempo de pré-tratamento catodico (120 s, 180 s e 240 s), que foi o pré-
tratamento selecionado para a determinacdo desses antioxidantes. Apos o PTC
eram realizados 50 ciclovotamogramas sucessivos em uma velocidade de
varredura de potencial de 200 mVs™ em solugdo do eletrdlito suporte para
estabilizacao da resposta.

Para os corantes, TT, AC e AB, o PTA consistiu da aplicacdo de
uma corrente de 0,5 A cm™ por 60 s, e 0 PTC de -0,5 A cm™ por 180 s. Em
seguida, fez-se um estudo do tempo de pré-tratamento catodico
(180 s, 240 s e 300 s), que foi o tratamento selecionado para a determinacgao
desses corantes. Apds o PTC eram realizados 50 ciclovotamogramas sucessivos
em uma velocidade de varredura de potencial de 200 mVs™ em solucdo do

eletrolito suporte para estabilizacdo da resposta.
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Em cada dia de trabalho, inicialmente, era realizado um PTA no
eletrodo de BDD (para limpeza do eletrodo) em um tempo de quatro a cinco
vezes menor que o PTC que era realizado posteriormente. O PTC foi o preé-
tratamento que apresentou os melhores resultados para todos os analitos. Para as
medidas amperometricas realizaram-se 0s mesmos pré-tratamentos no eletrodo
de trabalho (BDD).

2.4.2 Estudo da area eletroativa do eletrodo de BDD

Empregando a técnica de voltametria ciclica foram determinadas as
areas eletroativas de cada um desses eletrodos. Este estudo foi realizado
empregando-se a equacdo de Randles-Sevcik. Foi realizado um experimento
empregando a voltametria ciclica em uma solucdo de hexacianoferrato de
potassio, especie eletroativa que possui um perfil eletroquimico reversivel e cujo
coeficiente de difusdo em cloreto de potéassio 0,1 mol L™ é conhecido. Assim,
variando-se as velocidades de varredura obteve-se um grafico de corrente em
funcdo da raiz quadrada da velocidade de varredura cujo coeficiente angular foi
aplicado na equacdo de Randles-Sevcik e os valores das areas eletroativas foram
obtidas.

2.4.3 Estudo do comportamento voltamétrico dos antioxidantes e corantes
sobre os eletrodos de BDD e desenvolvimento dos procedimentos

eletroanaliticos

Inicialmente utilizou-se a CV para estudar o perfil voltamétrico do
eletrodo de BDD e dos analitos, para a determinacdo do melhor eletrolito
suporte e sua concentracdo e para selecionar o melhor pré-tratamento

eletroquimico. A SWV e a DPV foram utilizadas para propor um procedimento
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eletroanalitico para a determinacdo individual e simultdnea dos corantes e dos
antioxidantes, sobre o eletrodo de BDD. Antes do desenvolvimento dos
procedimentos eletroanaliticos, os parametros fisicos das técnicas SWV
(frequéncia de aplicacdo do pulso (f), amplitude de potencial (a) e incremento de
varredura (4E)) e DPV (velocidade (v), amplitude de potencial (a) e tempo de
modulacdo do pulso (t)) foram minuciosamente otimizados para assim encontrar
as melhores condicdes analiticas nos procedimentos desenvolvidos.

Apobs a otimizacdo do sistema, as curvas analiticas foram obtidas
pela adicdo de aliquotas da solucdo padrdo na célula eletroquimica. Apos cada
adicdo, os voltamogramas eram obtidos. As amostras foram analisadas pelo
método da adi¢do de padrao.

O estudo de repetibilidade intra-dias foi realizado através de
medidas voltamétricas consecutivas (n=10) de trés concentracdes diferentes de
cada analito.

O estudo de repetibilidade entre-dias foi realizado atraves de
medidas voltamétricas (n=3) de trés concentraces diferente em 5 dias

diferentes.

2.4.4 Estudo do comportamento amperometrico dos antioxidantes e
corantes sobre os eletrodos de BDD e da otimizacdo dos parametros da
deteccdo por MPA-FIA para desenvolvimento dos procedimentos

eletroanaliticos

Inicialmente, utilizou-se a técnica amperométrica convencional para
definir os potencias a serem aplicados para cada analito, através da construcéo
do voltamograma hidrodindmico: um gréafico das correntes obtidas nos
diferentes potenciais aplicados (I vs. E). Posteriormente, a MPA acoplada a um

sistema FIA foi utilizada para avaliar a possibilidade da determinacéo
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simultanea tanto dos corantes quanto dos antioxidantes. Neste estudo aplicou-se
ao eletrodo de BDD os pulsos de potencias 6timos para oxidacao e reducéo de
cada analito, encontrados atraves do voltamograma hidrodinamico, e fez-se
medidas com solucdes contendo os analitos individualmente e misturados.

Também foram realizados os estudos para a otimizacdo dos
parametros do sistema FIA, a vazéo e a al¢ca de amostragem, com o intuito de
encontrar as melhores condicdes que proporcionassem alta frequéncia analitica
sem interferir na eficiéncia da analise simultanea tanto dos corantes quanto dos
antioxidantes. Os estudos da variacdo da vazédo e alca de amostragem foram
feitos de forma univariada.

Estudos do tempo de aplicacdo de cada pulso de potencial sobre o
eletrodo de trabalho para cada analito foram realizados. Os tempos foram
variados de 100 a 500 ms.

Ap0s a otimizacdo do sistema em fluxo, as curvas analiticas foram
obtidas pelas injecdes de diferentes concentragdes da solucdo padréo no sistema
FIA. Apos cada injecdo, os sinais de corrente eram registrados para cada pulso
de potencial aplicado, gerando assim, um amperograma em cada pulso de
potencial. As solugdes das amostras foram injetadas apds as injecdes da solucao
padrdo para a construcdo da curva analitica, sendo que, depois das injecdes das
amostras a solugdo padréo nas diferentes concentragfes para a construcdo da
curva analitica foi injetada novamente, mas no sentido inverso.

O estudo de repetibilidade intra-dias foi realizado através de uma
série de injecBes (n=10) de trés concentracdes diferentes de cada analito.

O estudo de repetibilidade entre-dias foi realizado através de uma

série de injecOes (n=3) de trés concentracdes diferente em 5 dias diferentes.
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2.4.5 Estudo do limite de deteccao e recuperacéo dos analitos

O limite de deteccdo (LD) foi calculado pelo método da relacdo
sinal-ruido. Para determinar a relacdo sinal-ruido, é feita a comparacdo entre a
medicdo dos sinais de uma solucdo de referéncia em baixas concentracdes
conhecidas do composto de interesse e um branco (matriz isenta do composto de
interesse, neste caso foi utilizado o eletrdlito suporte). Assim, é estabelecida
uma concentragdo minima na qual a substancia pode ser detectada. A relacéo
sinal-ruido pode ser de 3:1 ou 2:1. Neste trabalho a relacéo foi de 3 vezes o sinal
ruido para o célculo do LD"®.

O estudo de recuperacdo dos analitos (antioxidantes e corantes) foi
realizado pela adicdo de duas concentracdes diferentes de uma solucdo padréo a
uma solucdo de amostra. Descontou-se entdo dos resultados finais de cada
amostra, o valor originalmente presente na amostra, de modo a obter o valor

recuperado frente ao padrédo adicionado.

2.4.6 Estudo de interferentes

As medidas para determinacdo de possiveis interferentes foram
efetuadas nas mesmas condigdes experimentais estabelecidas tanto para os
antioxidantes (BHA e BHT) quanto para os corantes (TT, AC e AB). Cada um
dos possiveis interferentes foi adicionado a solucéo padréo inicial nas razdes de
concentragdes de 10:1, 1:1 e 1:10 (analito:interferente) e, os resultados obtidos
foram comparados com aqueles obtidos usando-se apenas a solucdo padréo de
cada analito.

Os compostos analisados como possiveis interferentes na
determinacdo dos antioxidantes BHA e BHT foram: amido, EDTA, é&cido

ascorbico e acido citrico.
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Os compostos analisados como possiveis interferentes na
determinacdo dos corantes TT, AC e AB foram: acido ascorbico, citrato de

sodio, acido citrico, ciclamato de sodio, sacarina, aspartame e sacarose.

2.4.7 Metodo comparativo para a determinacdo dos antioxidantes e

corantes

Para ambos os grupos de analitos (antioxidantes e corantes) o
método comparativo utilizado empregou a cromatografia liquida de alta
eficiéncia (HPLC).

O procedimento descrito por Perrin e Meyer?’” (com algumas
adaptacdes) foi utilizado como método comparativo para a determinacdo dos
antioxidantes BHA e BHT. A coluna cromatografica empregada foi a Shim-
Pack CLC-ODS (6,0 mm x 250 mm, 5 pm). A fase movel foi
acetonitrila/metanol  (50/50, v/v) (eluicdo isocratica). A vazdo foi de
1,0 mL /min e o volume das injecdes na coluna atraves de um injetor manual foi
de 20,0 pL. Os comprimentos de onda selecionados no detector UV-vis
fotodiodo foram 290 nm para o BHA e 278 nm para o BHT.

Para os corantes o procedimento cromatografico utilizado foi
descrito por Minioti et al.”®. A coluna cromatografica empregada foi a Shim-
Pack CLC-ODS (6,0 mm x 250 mm, 5 um). A fase movel foi composta por duas
solucBes: acetato de amdnio 1% (m/v) (0,13 mol L™), com pH de 7,5 que foi
ajustado com uma solucéo de hidroxido de sédio 10% (m/v) (Fase Mdvel A) e a
mistura metanol:acetonitrila 80:20 (v/v) (Fase Movel B) (eluicdo gradiente). A
vazdo foi de 1,0 mL /min e o volume das inje¢Ges na coluna através de um
injetor manual foi de 20,0 pL. Os comprimentos de onda selecionados no
detector UV-vis fotodiodo foram 430 nm paraa TT, 484 nm para AC e 610 nm
para AB.
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3.  RESULTADOS E DISCUSSAO

A seguir serdo apresentados os resultados obtidos nos estudos de
area eletroativa do eletrodo de BDD, do comportamento eletroquimico do
eletrodo de BDD em solucdo de BHA, BHT, TT, AC e AB e do efeito dos
diferentes pre-tratamentos eletroquimicos sobre este eletrodo para cada analito.
Em seguida, serdo apresentados os resultados obtidos nos procedimentos
eletroanaliticos empregando-se as técnicas voltamétricas de pulso (SWV e DPV)
e a amperometria de multiplos pulsos (MPA) acoplada a um sistema FIA para a

determinacdo desses antioxidantes e corantes.

3.1 Janela eletroquimica de potencial do eletrodo de BDD

A Figura 3.1 mostra um voltamograma ciclico para o eletrodo BDD
obtido em H,SO, 0,5 mol L. Observa-se que este eletrodo apresenta uma janela
eletroquimica de potencial de aproximadamente 4,0 V, compreendida entre -1,5
e +2,5 V vs. Ag/AgCI (KCI 3,0 mol L™). Isto se deve ao fato deste eletrodo
possuir altos sobrepotenciais para as reacdes de desprendimento de hidrogénio e

de oxigénio.
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E/V vs. Ag/AgCI(KCI 3,0 mol L™)

Figura 3.1 - Voltamograma ciclico empregando-se o eletrodo de BDD em
solucdo de &cido sulfarico 0,5 mol L™.

3.2 Estudos da area eletroativa do eletrodo de BDD

Uma das formas de calcular o valor da area eletroativa de um

eletrodo é por meio da equacdo de Randles-Sevcik:
I,V = £(2,69 x 10°)n** ADM°C (3.1)

onde A é érea ativa do eletrodo (cm?), D o coeficiente de difusdo (cm%s), n o
nimero de elétrons envolvidos na reacdo, v*? a raiz quadrada da velocidade de
varredura (V/s), I,a corrente de pico (A) e C a concentragéo (mol/ cmd).

Porém, essa equacdo s6 pode ser aplicada em casos no qual a
difusdo das espécies para o eletrodo ocorre de forma unidimensional e néo
tridimensional™’. Sendo assim, essa equacao pode ser aplicada para os célculos
da area eletroativa de eletrodos rigidos com estruturas ndo porosas, cOmo é o
caso dos filmes de BDD.

Empregando-se a voltametria ciclica foram realizados experimentos

em diferentes velocidades de varredura, utilizando um eletrodo de BDD em
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solucdo de hexacianoferrato, espécie eletroativa com perfil voltamétrico
reversivel, cujo coeficiente de difusdo é conhecido.

O coeficiente angular obtido do grafico de I, vs. v2 foi aplicado na
equacdo 3.1 junto com os valores de D = 7,6 x 10® cm®* s, n = 1 e
C = 3,0 x 10° mol cm™, para se obter o valor da area eletroativa do eletrodo de
BDD.

Neste trabalho de doutorado foram utilizados trés eletrodos de BDD
com areas geométricas diferentes; sendo assim, foram calculados os valores das
areas eletroativas para esses trés eletrodos em duas condi¢fes experimentais: (1)
eletrodo de BDD limpo apenas com banho de ultrassom em isopropanol por
10 min e lavagem com agua Milli-Q; (2) eletrodo de BDD pré-tratado
catodicamente aplicando-se -0,5 A c¢m™ por 180 s. Na Figura 3.2(A) sdo
mostrados os voltamogramas ciclicos obtidos em diferentes velocidades de
varreduras de potencial para um dos eletrodos de BDD pré-tratado
catodicamente. Na Figura 3.2(B) € mostrada a relacéo linear obtida de I, vs. vi2
e na Tabela 3.1 s@o apresentadas as areas geomeétricas e as areas eletroativas
determinadas para cada um dos eletrodos de BDD nas duas condicoes
experimentais apresentadas anteriormente, utilizando-se a equacao 3.1.

Como pode ser observado na Tabela 3.1, as areas eletroativas dos
eletrodos de BDD séo menores que as areas geomeétricas nas duas condicGes
experimentais estudadas. Notou-se também, que as areas eletroativas desses
eletrodos aumentaram ao se realizar o pré-tratamento catddico, isso comparando
com as areas eletroativas dos eletrodos limpos apenas em isopropanol e agua.

Uma explicacdo para esses valores pode estar relacionada com o
que é abordado em um trabalho de Swain e colaboradores™®. Neste estudo,
empregando microscopia de forca atdbmica com ponta condutora e microscopia
eletroquimica, esses autores concluiram que o eletrodo de BDD possui uma

superficie predominantemente isolante com pequenas areas condutoras e
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menores do que 2,0 um de diametro distribuidas randomicamente e de maneira
ndo uniforme sobre a sua superficie. Eles também observaram que as areas
ativas dos eletrodos de BDD aumentam com o aumento da dopagem com boro e
que as areas condutoras correspondem aos locais na superficie onde o dopante
(boro) pode estabelecer contato elétrico com o substrato de silicio por meio do
filme.

Desta forma, os resultados obtidos para as areas eletroativas dos
eletrodos de BDD estdo concordantes com estudos da literatura, indicando que
as areas eletroativas desses eletrodos sdo menores que as areas geométricas, ja

que nem toda area do eletrodo € condutora.

0,0002 - 0,0003 -
<\(0,0000- < 0,0002-
-0,0002 0,00014
-0,0004 -
————————  0,0000
-0,2 0,0 0,2 04 0,6 00 0,102 03 04 05 06 0,7 0,8

E/V vs. Ag/AgCI (KCI 3,0 mol L) V2 mv st

Figura 3.2 - (A) Voltamogramas ciclicos obtidos em diferentes velocidades de
varredura de potencial (10 - 500 mV s?) para um eletrodo de BDD (area
geométrica = 0,30 cm®) em solugdo de hexacianoferrato 3,0 mmol L™ (B)

Relagao linear obtida de I, vs. v*>.

Tabela 3.1 - Valores obtidos para as areas eletroativas dos eletrodos de BDD
empregando-se a equacao de Randles-Sevcik

Eletrodos Areageométrica  Areaeletroativa 1*  Area eletroativa 2°

(cm?) (cm?) (cm?)
1 0,72 0,40 0,52
2 0,30 0,18 0,24
3 0,33 0,24 0,32

A 4rea eletroativa ap6s limpeza em isopropanol e agua; ® area eletroativa apds pré-tratamento catddico
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Outros resultados interessantes foram os valores obtidos para as
areas eletroativas dos eletrodos de BDD apés pré-tratamento catddico. Os
valores obtidos aumentaram cerca de 30% com relacdo as areas eletroativas dos
eletrodos apenas com limpeza em isopropanol e &gua. Uma explicacdo para este
comportamento pode estar relacionada ao efeito do pré-tratamento sob a
superficie do diamante dopado com boro. Trabalhos desenvolvidos por
Suffredini et al'®®, Becker e Juttner'® e Salazar-Banda et al.** relatam que os
eletrodos sem o pré-tratamento catodico ou pré-tratados anodicamente, ou seja,
com terminacOes em grupos funcionais de oxigénio (descrito na introducéo),
apresentam uma camada passiva descontinua sobre sua superficie. Essa camada
diminui a velocidade transferéncia de elétrons, resultando na perda da
reversibilidade do par redox. Portanto, essa camada passiva sobre a superficie do
eletrodo pode bloquear alguns sitos ativos presentes na superficie do eletrodo,
levando assim a diminuicdo da area eletroativa dos eletrodos empregados neste
trabalho.

3.3 Comportamento eletroquimico do eletrodo de BDD

3.3.1 Estudo do comportamento eletroquimico dos antioxidantes BHA e
BHT sobre o eletrodo de BDD

Foram realizados experimentos preliminares de voltametria ciclica
com o eletrodo de BDD em solucdo de BHA ou BHT a fim de se observar a
presenca de processos de oxidacdo ou de redugdo desses analitos. Os resultados
experimentais obtidos (Figura 3.3) mostraram que ambos os antioxidantes
apresentam respostas eletroativas no sentido positivo de varredura, ou seja,
ocorrem processos de oxidacdo desses analitos sobre o eletrodo de BDD.

Ademais, como pode ser observado na Figura 3.3, ndo hd nenhum pico no
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sentido inverso (reducdo) o que caracteriza um processo irreversivel, nessas

condi¢cOes experimentais.

20 (A)- BHA 201(B)- BHT
15 16
121
1" g
51 41 /
ol o= 0
0,4 0,6 0,8 1,0 06 08 1,0 12 1,4

E/V vs. Ag/AgCI (KCI 3,0 mol L) E/V vs. Ag/AgCI (KCI 3,0 mol L™)

Figura 3.3 - (A) Voltamogramas ciclicos empregando-se o eletrodo de BDD
(4rea geométrica = 0,72 cm?), na auséncia (linha preta) e na presenca de BHA
0,10 mmol L™ (linha vermelha). (B) Voltamogramas ciclicos empregando o
eletrodo de BDD, na auséncia (linha preta) e na presenca de BHT 0,20 mmol L™
(linha azul). Eletrdlito suporte: KNO; 0,01mol L™* (30% v/v de etanol,
PHeong. = 1,5), v =50 mVs™.

O BHA apresentou um pico de oxidagdo em torno de 0,66 V e o
BHT em aproximadamente 0,97 V. Estes resultados estdo concordantes com

35, 36

aqueles relatados na literatura empregando-se eletrodos de carbono, como o

eletrodo de carbono vitreo e grafite.

3.3.2 Estudo do comportamento eletroquimico dos corantes TT, AC e AB
sobre o eletrodo de BDD

Os experimentos de voltametria ciclica com o eletrodo de BDD em
solugdo de TT, AC ou AB também foram realizados com o objetivo de se
observar a presenca de processos de oxidacdo ou de reducéo destes corantes. Na
Figura 3.4 sdo apresentados os voltamogramas ciclicos obtidos com o eletrodo

de BDD para cada um dos analitos. Observou-se que todos os corantes
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apresentaram um pico no sentido negativo de varredura de potencial o que
indica um processo de reducdo. Ademais, ndo foram observados picos no
sentido inverso, 0 que caracteriza uma reacao irreversivel para todos os corantes,

nessas condigcOes experimentais.

o |A-TT 0{B)-AC_ _
3 /r 4
6- ]
5 50
"9 " 12
121
16-
151 | | | |
0,6 0,4 0,2 00 06 -0,4 -0,2 0,0
E/V vs. Ag/AgCI (KCI 3,0 mol L) E/V vs. Ag/AgCI (KCI 3,0 mol L)
0](©)-AB
2_
54
6_
8_

06 05 -04 -03 -02 -01
E/V vs. Ag/AgCl (KCI 3,0 mol L)

Figura 3.4 - (A) Voltamogramas ciclicos obtidos empregando-se o eletrodo de
BDD (4rea geométrica = 0,30 cm?), na auséncia (linha preta) e na presenca de
TT 0,10 mmol L (linha laranja). (B) voltamogramas ciclicos empregando o
eletrodo de BDD, na auséncia (linha preta) e na presenca de AC 0,10 mmol L™
(linha rosa). (C) voltamogramas ciclicos empregando o eletrodo de BDD, na
auséncia (linha preta) e na presenca de AB 0,10 mmol L™ (linha azul). Eletrdlito
suporte: H,SO,4 0,1 mol L™, v =50 mVs™,

Os picos de reducdo apresentaram valores de potencial em torno de
-0,33, -0,21 e -0,39 V para TT, AC e AB, respectivamente. Os potenciais de

pico obtidos utilizando o eletrodo de BDD foram menos negativos do que o0s
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potenciais de reducéo apresentados por outros eletrodos de trabalho descritos na
literatura’ "®. Potenciais mais proximos de zero podem diminuir a interferéncia

de outras substancias.

3.3.3 Estudo do efeito dos pré-tratamentos anodico e catddico sobre o

comportamento eletroquimico do eletrodo de BDD

Como ja abordado na introdugdo, o comportamento eletroquimico
do eletrodo BDD ¢ extremamente dependente da terminacdo superficial do
eletrodo (em oxigénio ou hidrogénio), e que essa terminacdo pode ser mudada
através de polarizacGes eletroquimicas. Alguns trabalhos também relatam que os
eletrodos pré-tratados catodicamente apresentaram uma resposta eletroquimica
significativamente melhor do que a resposta obtida com os eletrodos pré-
tratados anodicamente, e que essa melhora na resposta pode interferir
positivamente nas condic¢Bes analiticas de um procedimento, como por exemplo,
melhorar os limites de deteccdo. Diante disso, optou-se por realizar esses
estudos com os diferentes pré-tratamentos (catddico e anddico) para se obter a
melhor resposta eletroquimica do eletrodo de BDD para cada um dos

antioxidantes e corantes estudados.

3.3.3.1 Estudo do efeito dos preé-tratamentos anddico e catodico sobre o
eletrodo de BDD para os antioxidantes BHA e BHT

Na Figura 3.5 s8o mostrados os voltamogramas ciclicos obtidos
com o eletrodo de BDD, pré-tratado anodicamente (PTA: 1,0 A cm™ por 20 s)
ou catodicamente (PTC: -1,0 A cm™ por 120 s), para 0 BHA e o BHT.
Observou-se que para ambos antioxidantes houve uma melhora na resposta

eletroquimica com o eletrodo pré-tratado catodicamente, tanto com relacdo a
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diminuicdo do potencial de oxidacdo quanto com relacdo ao aumento da
intensidade de corrente de pico, principalmente para o BHA.

Com o eletrodo pré-tratado catodicamente, o potencial de oxidacao
do BHA diminuiu cerca de 60 mV enquanto que a intensidade de corrente
aumentou cerca de 31%. Para o BHT o potencial de oxidagcdo diminuiu cerca de
150 mV e a intensidade de corrente do pico aumentou aproximadamente 10%.
Os resultados obtidos nesse estudo, concordantes com a literatura'®, indicam
que os eletrodos de BDD pré-tratados catodicamente deverdo apresentar melhor

desempenho analitico na determinacdo desses antioxidantes em alimentos.

201(A) B
—__ BHA-PTA 201 (_) BHT- PTA
16 { —BHA-PTC —_BHT-PTC
15
12
< J
Y 310
44 5
0+ 0
04 05 06 07 08 09 1,0 0.6 0.9 12 15
E/V vs. Ag/AgCI (KCI 3,0 mol L) E/V vs. Ag/AgCI (KCI 3,0 mol L™

Figura 3.5 - (A) Voltamogramas ciclicos obtidos empregando-se o eletrodo de
BDD (4rea geométrica = 0,72 cm?) com diferentes pré-tratamentos em soluco
de BHA 0,10 mmol L™ (A) e BHT 0,20 mmol L™ (B): ap6s PTA (linha preta) e
apos PTC linha vermelha (para o BHA) e azul (para o BHT). Eletrdlito suporte:
KNO;0,01mol L™ (30%v/v de etanol, pHeong. = 1,5), v = 50 mVs™.

Também foi realizado um estudo do efeito do tempo (carga
aplicada) do PTC sobre a resposta eletroquimica obtida com o eletrodo de BDD
para os antioxidantes BHA e BHT. Na Figura 3.6 sdo apresentados os
voltamogramas ciclicos em soluces de BHA e BHT, obtidos para o eletrodo de
BDD, pré-tratado catodicamente em diferentes tempos. Observou-se que para 0s

tempos de PTC estudados ndo houve uma mudanca significativa na resposta
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voltamétrica do eletrodo de BDD. Sendo assim, nos estudos posteriores optou-se
por realizar o PTC simplesmente por um tempo de 120 s, o que corresponde a

uma carga aplicada de -120 C cm™.

20 16
(A) (B)
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——BHA-PTC 180 s BHT - PTC 180s
0_ ——BHA-PTC240s 0 i = — BHT - PTC 240s
o4 05 06 07 08 06 07 08 09 10 11 12
E/V vs. Ag/AgCI (KCI 3,0 mol L) E/V vs. Ag/AgCI (KCI 3,0 mol L™

Figura 3.6 - Voltamogramas ciclicos obtidos empregando-se o eletrodo de BDD
(4rea geométrica = 0,72 cm?) pré-tratado catodicamente em diferentes tempos
(120, 180 e 240 s): (A) em solucdo de BHA 0,10 mmol L™ e (B) em solucdo de
BHT 0,10 mmol L™. Eletrélito suporte: KNOz 0,01mol L™ (30% v/v de etanol,
PHeona. = 1,5), v =50 mVs™,

3.3.3.2 Estudo do efeito dos pré-tratamentos anddico e catddico sobre o
eletrodo de BDD para os corantes TT, AC e AB

Os mesmos experimentos realizados com os antioxidantes foram
feitos também com os corantes. Na Figura 3.7 sdo apresentados 0s
voltamogramas ciclicos obtidos em solucdo dos corantes TT, AC e AB
empregando-se o eletrodo de BDD, pré-tratado anodicamente (PTA: 0,5 A cm™
por 60 s) e catodicamente (PTC: -0,5 A cm™ por 180 s).

Analisando-se esta figura, fica claro que o eletrodo de BDD pré-
tratado catodicamente apresentou melhores respostas voltamétricas também para
os corantes. O potencial de reducdo aumentou cerca de 50 mV paraa TT, porém
diminuiu cerca de 22 mV para o0 AC e 52 mV para o AB. No entanto, na SWV
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ndo foi observada diminuicdo do potencial de reducdo para esse ultimo corante.
Outrossim, nas respostas voltametricas obtidas para todos os corantes foi
observada um aumento significativo na intensidade de corrente de pico. Esse
aumento foi cerca de 60% para o TT, de 44% para o AC e de 24% para o AB.
Esses resultados indicam que o eletrodo de BDD pré-tratado catodicamente
deverd apresentar melhor desempenho analitico na determinacdo desses corantes

em produtos alimenticios.
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Figura 3.7 - Voltamogramas ciclicos obtidos para o eletrodo de BDD (area
geométrica = 0,30 cm?) com diferentes pré-tratamentos, em solucdo de TT 0,10
mmol L™ (A), AC 0,10 mmol L™ (B) e AB 0,10 mmol L™ (C): apés PTA (linha
preta) e apés PTC (linha vermelha, para o TT, rosa, para o0 AC, e azul, para o
AB). Eletrélito suporte: H,SO, 0,1 mol L™, v =50 mVs™. No gréfico inserido na
Figura (C) sdo apresentados voltamogramas de onda quadrada obtidos para o
eletrodo de BDD em solugdo de AB 0,10 mmol L™ apds os diferentes pré-

tratamentos.
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Na Figura 3.8 sdo mostrados o0s voltamogramas obtidos
empregando-se o eletrodo de BDD preé-tratado catodicamente nos diferentes

tempos paraa TT, 0 AC e 0o AB.
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Figura 3.8 - Voltamogramas ciclicos e de onda quadrada obtidos empregando-
se 0 eletrodo de BDD (&rea geométrica = 0,30 cm?) pré-tratado catodicamente
em diferentes tempos (180, 240 e 300 s): (A) em solugdo de TT 0,10 mmol L™,
(B) em solucdo de AC 0,0 mmol L' e (C) em uma solucdo de
AB 0,10 mmol L™. Eletrélito suporte: H,SO, 0,1 mol L™, v =50 mVs™.

Os resultados obtidos mostram que paraa TT e 0 AC nos tempos de
180 s e 300 s a resposta voltamétrica foi praticamente a mesma, enguanto que no
tempo de PTC de 240 s houve uma diminuigdo significativa na intensidade de
corrente de pico. Ja para o AB, os resultados néo puderam ser avaliados por CV
devido a dificuldade de visualizacdo das diferencas nas respostas voltamétricas;

por isso, adotou-se a técnica SWV. Este corante teve um comportamento um
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pouco diferente, para os tempos de 180 s e 240 s ndo houve mudanca
significativa na resposta enquanto que no tempo de 300 s hd uma diminuicéo
consideravel na intensidade de corrente de pico. Sendo assim, optou-se por
trabalhar com PTC no tempo de 180 s, 0 que corresponde a uma carga aplicada
de -90 C cm™.

Salazar-Banda et al.'*, usando voltametria ciclica e espectroscopia
de impedéancia eletroquimica, realizaram uma investigacao, via a resposta para a
espécie K4Fe(CN)g, da carga minima necessaria no PTC do eletrodo de BDD
para obtencdo de bons resultados eletroquimicos. Concluiram que uma carga de
somente -9 C cm™ era suficiente, pois a resposta voltamétrica para a espécie
K4Fe(CN)g ja era reversivel. Portanto, a carga aplicada no PTC do eletrodo de
BDD previamente aos estudos realizados nesta tese sempre foi pelo menos 10
vezes maior que aquela indicada por Salazar-Banda et al. como a carga minima

necessaria para se obter resultados eletroquimicos de alta qualidade.

3.4 Procedimentos Eletroanaliticos

3.4.1 Determinacédo de BHA e BHT empregando as técnicas voltamétricas
de pulso (SWV e DPV) e o eletrodo de BDD pré-tratado catodicamente

Os estudos iniciais como o efeito do eletrolito suporte, sua
concentracdo e pH, continuaram sendo realizados por voltametria ciclica. Os
eletrélitos suporte utilizados foram H,SO, 0,01 mol L™, KNO; 0,1 mol L™,
tampdo acetato 0,2 mol L™* (pHena. = 3,9), tampdo fosfato 0,1 mol L™
(PHcong. = 6,0) e tampé&o BR 0,1 mol L*t (PHcong. = 2,3). As solugbes desses
eletrélitos foram preparadas com agua e etanol (30% v/v), lembrando-se que
para chegar nesse percentual foi realizado um estudo da solubilidade dos

antioxidantes no meio hidroetandlico, uma vez que esses antioxidantes ndo séo
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completamente solGveis em meio aquoso. Os voltamogramas obtidos para o
eletrodo de BDD em solucdo de BHA e BHT nos diferentes eletrélitos suporte
estdo apresentados na Figura 3.9 (A) e (B).

O eletrolito suporte que proporcionou uma boa resposta para 0
eletrodo de BDD no processo de oxidacédo tanto do BHA quanto do BHT foi o
KNO;. Observou-se que os voltamogramas obtidos com o KNO; apresentaram
boas intensidades de corrente de pico e perfil voltamétrico melhor definido,

principalmente para o BHA, quando comparados com os demais eletrdlitos.

20.|(A) - BHA o5 (B) - BHT
::N%t . ——KNO,
15 —Tfostao 207 T ot /|
I H SO — T.BR /|
0 15.
< 1U4 <
= = 10.
5_
5_
0- ol -
03 04 05 06 07 08 009 0.8 1.0 1.2 1.4
E/V vs. Ag/AgCI (KCI 3,0 mol L) E/V vs. Ag/AgCI (KCI 3,0 mol L)

Figura 3.9 - Voltamogramas ciclicos obtido empregando-se o eletrodo de BDD
(4rea geométrica = 0,72 cm?) em solugdes de BHA 0,10 mmol L™ (A) e BHT
0,10 mmol L™ (B) em diferentes eletrélitos suporte: H,SO4 0,01 mol L™, KNO;
0,1 mol L*, tampdo acetato 0,2 mol L™ (pHens = 3,9), tampdo fosfato
0,1 mol L™ (pHeong. = 6,0) e tampdo BR 0,1 mol L™ (pHcons. = 2,3), todos os
eletrdlitos foram preparados com agua e etanol (30% v/v), (v = 50 mVs™).

Posteriormente foi realizado um estudo variando-se a concentracao
de KNOs. Na Figura 3.10 sdo apresentados os voltamogramas obtidos para o
eletrodo de BDD em solucdo de BHA e BHT no eletrolito suporte KNO3z em
diferentes concentracées (0,5; 0,1; 0,05 e 0,01 mol L™).

Observou-se que tanto a intensidade de corrente de pico quanto o

potencial de oxidacdo dos antioxidantes sdo pouco influenciados pela
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concentracdo do KNOs;. Diante desses resultados optou-se por trabalhar com

uma concentracdo de KNO3 0,01 mol L?

25
——KNO, 0,5 mol L (A) - BHA 20— KNO, 0,5 mol L (B) - BHT
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Figura 3.10 - Voltamogramas ciclicos obtidos empregando-se o eletrodo de
BDD (&rea geométrica = 0,72 cm?) em solucdo de BHA 0,10 mmol L* (A) e
BHT 0,15 mmol L (B) em diferentes concentracdes do eletrélito suporte
KNOs: 0,5; 0,1; 0,05 e 0,01 mol L™ (v =50 mVs™).

Ademais, investigou-se o efeito da concentracdo hidrogenionica do
meio na resposta voltamétrica obtida para o eletrodo de BDD em solucdes de
BHA e BHT. Os valores de pH foram ajustados com uma solucdo de acido
nitrico 1,0 mol L' ou uma solucdo de hidréxido de potassio 1,0 mol L™,
lembrando que estes pHs sdo considerados condicionais devido a percentagem
etanol utilizado no preparo do KNO; 0,01 mol L™. Os voltamogramas obtidos
nestes estudos sdo mostrados na Figura 3.11. Ao analisar os voltamogramas
observou-se que a intensidade de corrente de pico diminui significativamente
com o aumento do pHong para ambos os antioxidantes, sendo assim, 0 pHcong, dO
eletrélito suporte KNO3 0,01 mol L™ selecionado foi de 1,5 para os experimentos

seguintes.
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Figura 3.11 - Voltamogramas ciclicos obtidos empregando-se o eletrodo de
BDD (&rea geométrica = 0,72 cm?) em solucdo de BHA 0,10 mmol L™ (A) e
BHT 0,10 mmol L' (B) em diferentes concentracdes hidrogenidnicas
(PHeona: 1,5; 2,0; 4,0 6,0; 8,0 e 10,0) do eletrdlito suporte KNO3 0,01mol L?
(30% v/v de etanol), v =50 mVs™.

Apos selecionar o melhor eletrélito suporte, sua concentracao e pH,
realizou-se um estudo, ainda com voltametria ciclica, para obter informacdes
adicionais sobre o processo eletroquimico entre o eletrodo de BDD e 0s
antioxidantes.

De acordo com a literatura**" **

, um dos parametros utilizados para
identificar se o transporte de massa da reacdo é controlado por difusdo ou
adsorcdo das espécies na superficie eletrodica € por meio da dependéncia
existente entre a corrente de pico e a raiz quadrada da velocidade varredura. Na
Figura 3.12 sdo mostrados os voltamogramas obtidos para o eletrodo de BDD
em solucdo de BHA (A) e BHT (B), em diferentes velocidades de varredura e a
dependéncia da corrente de pico com a velocidade de varredura é apresentada na
Figura 3.13. Ao analisar os voltamogramas observou-se que o potencial de
oxidacdo de ambos antioxidantes desloca-se para valores de potenciais mais
positivos com o0 aumento da velocidade varredura, sendo esse comportamento

caracteristico de processos irreversiveis.
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Figura 3.12 - Voltamogramas ciclicos obtidos empregando-se o eletrodo de
BDD (4rea geométrica = 0,72 cm®) em solucdo de BHA 0,10 mmol L™ (A) e
BHT 0,15 mmol L™ (B) em diferentes velocidades de varredura: (A): 1-12: 10,
20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 120 e 150 mVs™; (B): 1-10: 10, 20, 30, 40,
50, 60, 70, 80, 90 e 100 mVs™. Eletrélito suporte: KNO5 0,01mol L™ (30% viv
de etanol; pHeong. = 1,5).
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Figura 3.13 - Dependéncia da corrente de pico pela velocidade de varredura:
(A) para o BHA e (B) para o BHT. Os gréficos inseridos correspondem a
dependéncia de log I vs. log v para 0 BHA (A) e para o BHT (B).

Como pode ser observado na Figura 3.13, a corrente de pico varia
linearmente com a raiz quadrada da velocidade de varredura tanto para o BHA
(r = 0,9988) quanto para o BHT (r = 0,9868). Este comportamento é um
indicativo de que o transporte de massa de ambos o0s antioxidantes € controlado

preferencialmente por difusdo das espécies a superficie eletrodica. Observou-se
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também que o coeficiente linear obtido é diferente de zero (BHA: Ip = 0,854 +
1,87 VY% BHT: Ip = -0,894 + 1,85 v?), provavelmente devido a um fraco
processo de adsor¢do que ocorrem na superficie do eletrodo de trabalho.

Os gréficos inseridos na Figura 3.13 (A) e (B) sdo a dependéncia do
logaritmo da corrente de pico pelo logaritmo da velocidade de varredura. Como
pode ser observado o comportamento de cada um deles foi linear com um
coeficiente angular de 0,461 para BHA e 0,544 para o BHT. Esses valores estdo
proximos do previsto na literatura (valor de 0,50) para sistemas controlados pela

difusdo das espécies.

3.4.1.1 Voltametria de pulso diferencial (DPV) vs. Voltametria de onda
guadrada (SWV)

Os voltamogramas de pulso diferencial apresentaram
comportamento parecido com os obtidos por voltametria ciclica, com a presenca
de apenas um pico de oxidacdo em torno de 0,60 V para 0o BHA € 0,95 V para o
BHT. Na voltametria de onda quadrada os potencias de oxidagdo foram
aproximadamente 0,62 e 0,97 V para o BHA e BHT, respectivamente.

Posteriormente, foi realizada a otimizacdo dos parametros das duas
técnicas de pulso, DPV e SWV, que podem influenciar na resposta voltamétrica.
Para a DPV o0s parametros estudados foram: velocidade de varredura (v),
amplitude (a) e tempo de modulacéo (t), e para a SWV: freqliéncia de aplicacédo
dos pulsos de potenciais (f), amplitude (a) e incremento de varredura (4E). Nas
Tabelas 3.2 e 3.3 sdo mostradas as faixas de valores estudadas para cada
parametro, em cada tecnica, e 0s valores destes parametros que foram

selecionados para 0s experimentos seguintes.
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Tabela 3.2 - Parametros da DPV investigados e os valores selecionados para a
determinacdo de BHA e BHT

Parametros Faixa Valor
DPV estudada selecionado
BHA

v (mVs?) 5-70 40

a(mv) 10 - 100 60

t (ms) 5-30 10
BHT

v(mV s 5-70 60

a (mv) 10 - 100 60

t (ms) 5-30 10

Tabela 3.3 - Parametros da SWV investigados e os valores selecionados para a
determinacédo de BHA e BHT

Parametros Faixa Valor
SWV estudada selecionado
BHA

f (Hz) 10 - 200 100

a (mv) 10 - 100 50

AE (mV) 1-6 4
BHT

f (Hz) 10 - 200 100

a(mv) 10 - 100 50

AE (mV) 1-7 4

ApOs a otimizagdo dos parametros experimentais e dos parametros
das técnicas da voltametria de pulso diferencial e de onda quadrada, a curva
analitica foi construida para os dois antioxidantes, separadamente, pelas duas
técnicas. Na Tabela 3.4 estdo as condigbes analiticas obtidas para a
determinacdo de BHA e BHT empregando-se as diferentes técnicas. Pelos
resultados obtidos, pode ser concluido que a técnica SWV apresentou as
melhores condicdes analiticas para a determinacdo de ambos o0s antioxidantes.

Condicdes analiticas como, o coeficiente angular (sensibilidade) e limite de
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deteccdo foram consideravelmente melhores aplicando-se a técnica SWYV,

principalmente para o BHA.

Tabela 3.4 - Condicgdes analiticas obtidas para a determinacdo de BHA e BHT
pelas técnicas DPV e SWV

BHA BHT
DPV SWV DPV SWV

Faixa linear 1,00 x 10°- 2,00x107- 3,00x10"- 3,00x 107 -

(mol L™ 9,00x0°  1,00x10°  8,00x 10° 5,70 x 10°

Coeficiente angular 5 )5 104 316x10° 146 x 10° 1,91 x 10°

(LA mol L™)
Coeficiente linear 0,0713 -0,0399 0,267 -0,233
(LA)

Coeficiente de 0,995 0,999 0,997 0,999

correlagéo (r)
Limite de deteccdo

"L 700x 107  1,00x107 2,40 x 107 1,40 x 107
(mol L™)

Diante desses resultados, a SWV foi a técnica voltamétrica
utilizada para desenvolver o procedimento eletroanalitico para a determinacdo

simultdnea dos teores de BHA e BHT nos alimentos.

3.4.1.2 Mecanismo de oxidacao dos antioxidantes BHA e BHT

Na literatura ja existem algumas propostas de mecanismos de
oxidacdo para o BHA envolvendo 2 elétrons e 2 prétons®” *2. Porém, para o
BHT ainda ndo ha nenhuma proposta detalhada.A teoria envolvendo a SWV
possibilita 0 estudo dos processos que ocorrem na superficie do eletrodo, como
por exemplo, prever o nimero de elétrons envolvidos na reacgéo.

O numero de elétrons para 0S processos irreversiveis pode ser

obtido empregando-se a seguinte equacéo (eq. 3.2)% ¥

OE,/dlog f = -2.3RT/anF (3.2)
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na qual, o € o coeficiente de transferéncia de carga, n o numero de elétrons
envolvidos na etapa determinante da reacéo e SEy/dlogf e o coeficiente angular
obtido da dependéncia do potencial redox pelo logaritmo das freqiiéncias de
aplicacédo dos pulsos de potenciais.

Na Figura 3.14 sdo apresentados os voltamogramas de onda
quadrada obtidos para o eletrodo de BDD em solucdo de BHA e BHT nas
diferentes freqiiéncias de aplicacdo dos pulsos de potencial. Os gréaficos

inseridos apresentam a dependéncia de E, com log f.
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Figura 3.14 - Voltamogramas de onda quadrada (com correcdo de linha base)
obtidos empregando-se o eletrodo de BDD (4rea geométrica = 0,72 cm?) em
solucdo de BHA 0,10 mmol L™ (A) e BHT 0,10 mmol L™ (B), em diferentes
frequéncias de aplicacdo de pulso de potencial (1-9): 10 - 200 Hz. Os graficos
inseridos nas Figuras (A) e (B) correspondem a dependéncia de E, pelo
logaritmo de f. Eletrélito suporte: KNOz; 0,01 mol L™ (30% v/v de etanol;
PHcona. = 1,5).

Os coeficientes angulares obtidos nos graficos da Figura 3.14
foram: 0,0608 para 0 BHA e 0,105 para o BHT. Aplicando-se a equagédo 3.1
calculou-se os valores de an para o BHA e BHT, que foram iguais a 0,970 ¢
0,562, respectivamente. Como esses antioxidantes sdo moléculas organicas, o
valor de o segundo a literatura'' pode ser considerado como sendo 0,5. Desta

forma, foi possivel prever o numero de elétrons envolvidos no processo de
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oxidacdo do BHA e do BHT, empregando-se os critérios de diagndsticos da
técnica de SWV. O numero de elétrons obtidos para 0 BHA foi de 2 elétrons,
concordante com a literatura, ja para o BHT, o nimero de elétrons foi igual a 1.

Diante desses resultados, e dos mecanismos propostos na literatura,
acredita-se que o mecanismo eletroquimico de oxidacdo do BHA e do BHT
ocorre com a perda de 2 elétrons/2 prétons e 1 elétron/1 proton,
respectivamente. Na Figura 3.15 estdo o0s possiveis mecanismos de oxidacéo do
BHA e do BHT.

’ I |
C(CH3)3 /l\/C(CH3)3 /K/C(CHa)s
H,0
L S H H + HiO* + 287 —2HO H H + CH;0H + Hy0*
OCHjs OCHjs 0
BHA
OH O
(CH3)3C C(CHa)s (CH3)sC | C(CH3)3
H,0 .
— + HO" 4+ 1¢°
CHs CHj

BHT
Figura 3.15 - Mecanismos de oxidacdo do BHA e do BHT.

Outro estudo realizado empregando-se a teoria da SWV foi estimar
a concentracdo de espécie adsorvida na superficie do eletrodo de BDD. Segundo
essa teoria, o célculo da concentracdo de espécies adsorvidas pode ser estimado

pela seguinte equagdo™®:

I, = (51) x 10° gan’Ffa AE, T 3.3
p
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sendo, q a area geométrica do eletrodo, n o numero de elétrons, a € o coeficiente
de transferéncia, F a constante de Faraday, AEsé o incremento de varredura, f a
frequéncia de aplicacdo dos pulsos e I" é a concentracdo da espécie adsorvida na
superficie do eletrodo.

Para realizar esses calculos utilizaram-se 0s voltamogramas
(resultados ndo mostrados) obtidos para o eletrodo de BDD em solucéo de BHA
e BHT em diferentes valores de amplitude, mantendo f e AE¢ constantes. Atraves
do coeficiente angular obtido do grafico da dependéncia de 1, com a variagéo da
amplitude e com o auxilio da equacdo 3.3 obteve-se os valores da concentracdo
de BHA e BHT adsorvida na superficie do eletrodo de BDD, que foram de
0,10 nmol cm™ e 11,0 nmol cm™, respectivamente. Esses resultados indicam
uma baixa adsorcdo das espécies na superficie do eletrodo de BDD, o que é

caracteristico desse eletrodo.

3.4.1.3 Determinacéo simultanea de BHA e BHT por SWV empregando o

eletrodo de BDD pré-tratado catodicamente

Inicialmente, foi realizado um estudo com o objetivo de comparar
0s voltamogramas obtidos na presenca de uma mistura de BHA e BHT com um
eletrodo de BDD e com outro eletrodo de carbono (carbono vitreo (GC)), a fim
de qualificar algumas das vantagens de se utilizar o eletrodo de BDD. Na Figura
3.16 sdo mostrados os voltamogramas que foram obtidos.

Observou-se que 0s voltamogramas ciclicos obtidos empregando-se
esses eletrodos apresentaram boa definicdo de pico tanto para o BHA quanto
para 0 BHT. No entanto, o voltamograma obtido com o eletrodo de BDD
apresentou maior intensidade de corrente de pico principalmente para o BHT, e
ainda apresentou melhor separacdo entre os picos dos antioxidantes, que foi de
0,30 V enquanto que com o eletrodo de GC a separacdo foi de 0,25 V. Ademais,
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durante 0s experimentos observou-se que o eletrodo de GC apresentou

problemas de adsorcdo, os quais podem na quantificacdo destes analitos.

—_GC
2.0{—BDD
1,51
€ 1,01
<
=051
0,0
0.4 0,6 0,8 1,0

E/V vs. Ag/AgCI (KCI 3,0 mol L™ 1)

Figura 3.16 - Voltamogramas de onda quadrada (com correcéo de linha base)
obtidos empregando-se o eletrodo de BDD (4rea geométrica = 0,72 cm?) pré-
tratado catodicamente (linha vermelha) e para eletrodo de GC (area geométrica
= 0,20 cm® (linha preta) em solucdo de BHA 1,0 x 10° mol L* +
BHT 1,5 x 10 mol L™ Eletrdlito suporte: KNO; 0,01mol L™ (30% v/v de
etanol; pHeong, = 1,5); =100 Hz, a =60 mV e AEs-4 mV.

Em continuacdo a esses estudos, a resposta eletroquimica do BHA e
do BHT na presenca do um e do outro (determinacdo simultanea) tambem foi
investigada. Na Figura 3.17(A) estdo apresentados os voltamogramas de onda
quadrada obtidos no intervalo de potencial de 0,45 a 1,15 V, na qual foram feitas
adicdes sucessivas de BHA em diferentes concentracdes (6,0 x 107 a
1,0x10° mol L) mantendo a concentracgdo de BHT constante em
7,0 x 10 mol L™. Observa-se que, mesmo em concentracdes maiores, 0 BHT
ndo interfere na quantificacio do BHA, cuja curva analitica
(Ipa/UA= 0,0443 + 2,09 x 10° [c/(mol L™)], r = 0,999) obtida esta inserida na
Figura 3.17 (A). Ademais, a corrente de pico do BHT se mantém constante
mesmo com as adi¢des sucessivas de BHA, com um desvio padrdo relativo de
3,02%.
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Na Figura 3.17 (B) é apresentado o estudo das adi¢cdes sucessivas
de BHT em diferentes concentragdes (6,0 x 107 a 1,0 x 10" mol L™) mantendo-
se a concentracdo de BHA constante em 1,0 x 10°° mol L™. Observou-se que o
BHA ndo interfere na quantificacio do BHT, cuja curva analitica
(lpa/MA = 0,0443 + 1,23 x 10° [c/(mol L™)], r = 0,998) obtida esta inserida na
Figura 3.17 (B), e que a corrente de pico do BHA também se manteve constante

com um desvio padrao relativo de 8,50%.

(A)

5
2,0
« 1.5
ES
==1,0

0 2 4 6 8 10
[BHAY10™ mol L™

0.6 0.8 1,0 0,6 0,8 0 .
E/V vs. Ag/AgCI (KCI 3,0 mol L_1) E/V vs. Ag/AgCI (KCI 3,0 mol L")

Figura 3.17 - Voltamogramas de onda quadrada obtidos empregando-se o
eletrodo de BDD (4rea geométrica = 0,72 cm?) em solugdes de: (A) BHA: (2-9)
6,0 x 107 a 1,0 x 10° mol L™ e BHT (1-9) 7,0 x 10°® mol L™ (constante); (B)
BHT: (2-12) 6,0 x 107 a 1,0 x 10° mol L™ e BHA (1-12) 1,0 x 10® mol L™
(constante). Eletrdlito suporte: KNO; 0,0lmol L™ (30% v/v de etanol;
PHeong. = 1,5); f =100 Hz, a =60 mV e AE;-4 mV.

Posteriormente, foram obtidos os voltamogramas com adigOes
sucessivas e simultaneas de BHA e BHT, nas concentracdes de 5,99 x 107 a
1,01 x 10” mol L™ para ambos os analitos. Na Figura 3.18 (A) sdo mostrados os
voltamogramas de onda quadrada obtidos e, em (B) e (C), as respectivas curvas

analiticas.
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®)

o 2 &4 6 8 10
[BHA] /10®° mol L
04(C)

0.4 06 08 1,0  Za04
E/V vs. Ag/AgCI (KCI 3,0 mol L) 021

0 2 4 6 & 10
[BHT]/10° mol L

Figura 3.18 - (A) Voltamogramas de onda quadrada obtidos empregando-se o
eletrodo de BDD (&rea geométrica = 0,72 cm?) em diferentes concentraces de
BHA e BHT: (1) branco; (2) 6,0 x 107"; (3) 1,0 x 10°% (4) 2,0 x 10°%
(5) 3,0 x 10®% (6) 4,0 x 10® (7) 5,0 x 10 (8) 6,0 x 10 (9) 7,0 x 10°;
(10) 8,0 x 10 (11) 9,0 x 10° e (12) 1,0 x 10 mol L™, para ambos os
antioxidantes. (B) curva analitica obtida para o BHA e (C) curva analitica obtida
para 0 BHT. Eletrdlito suporte: KNO; 0,01mol L™ (30% v/v de etanol;
PHcong. = 1,5); =100 Hz, a =60 mV e AEs=4 mV.

Analisando a Figura 3.18 (B) e (C) pode-se concluir que as curvas
analiticas apresentaram boa linearidade nas concentracdes estudas para ambos
0s antioxidantes.

As equacdes correspondentes foram:

|/ WA= 0,00179 + 2,27 x 10° [c/(mol L™)] (para 0 BHA) (3.4)

|/ LA= -0,0244 + 9,73 x 10" [c/(mol L™)] (para 0 BHT) (3.5)
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Os coeficientes de correlagdo foram iguais a 0,9996 para ambas as
equacdes. O limite de deteccéo (3 S/N) foi igual a 1,45 x 107 mol L™ para o
BHA e 2,47 x 107 mol L™ para o BHT.

A repetibilidade intra-dias foi determinada por medidas sucessivas
no mesmo dia (n = 10) de solugcbes de BHA e BHT em 3 diferentes
concentracdes. Ja a repetibilidade entre-dias foi determinada por medidas de 3
diferentes concentragcbes em 5 dias diferentes (n=5). Os desvios padroes

relativos (RSD) obtidos estdo apresentados na Tabela 3.5.

Tabela 3.5 - Resultados obtidos no estudo de repetibilidade intra e entre-dias

intra-dias entre-dias
RSD? (%) RSD" (%)
BHA (mol L™
1,0 x 10° 1,9 3,0
5,0 x 10° 0,96 1,9
1,0 x 10° 1,5 2,2
BHT (mol L™
1,0 x 10° 34 4,3
5,0 x 10° 2,0 2,3
1,0 x 10° 1,8 1,4

“(n=10);"(n=5)

Os resultados de repetibilidade intra e entre-dias obtidos foram
bastante satisfatorios com desvios padréo relativos (RSD) menores que 5% para

todas as concentracOes estudadas.

3.4.1.3.1 Estudo de interferentes e testes de adi¢éo e recuperacao

Para investigar a seletividade do eletrodo de BDD, o
comportamento voltamétrico dos antioxidantes na presenca de diversas
substancias geralmente adicionadas nas amostras analisadas (maionese e
margarina) como: amido, &cido ascorbico (AA), acido citrico (AC) e EDTA, foi

79



Capitulo 3 - RESULTADOS E DISCUSSAO

estudado. Os testes foram feitos pela adicdo destes concomitantes a solucdo
padrio de BHA e BHT, ambos na concentracdo de 50 x 10° mol L™ O
procedimento empregado esta detalhado na parte experimental. Na Tabela 3.6
sdo apresentados os RSDs obtidos para cada analito em comparagdo com 0s

possiveis interferentes, nas propor¢oes estudadas.

Tabela 3.6 - Desvios padrao relativos obtidos no estudo de interferentes

Proporc¢oes RSD (%0)
BHA:Amido BHT:Amido BHA:EDTA BHT:EDTA
10:1* -0,90 -0,52 1,2 1,7
1:1* -1,2 -0,81 2,5 2,8
1:10* -1,5 -0,90 5,7 3,1
BHA:AA BHT:AA BHA:AC BHT:AC
10:1* 0,30 1,1 0,00 0,51
1:1* -1,5 -3,6 0,78 0,65
1:10* -2,9 -5,1 1,1 0,87

* analito:interferente

Também foram realizados o0s experimentos com a mistura dos
interferentes nas proporcdes de 1:1 com os analitos e os RSD obtidos foram
3,2% para BHA e -4,1% para o BHT. Esses resultados indicam que ndo houve
interferéncia significativa dos compostos comumente encontrados nas amostras
que foram analisadas.

O estudo de adicéo e recuperacdo do analito de interesse também
pode fornecer informacdes sobre possiveis interferéncias existentes na matriz
dessas amostras sobre a resposta obtida. Para este estudo foram feitos
experimentos em triplicata, por meio da adicdo de aliquotas de solucdo padrédo
de BHA e BHT as amostras de maionese e margarina que posteriormente
passaram pelo procedimento de extracdo. Os resultados obtidos estdo

apresentados nas Tabelas 3.7 e 3.8.
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Tabela 3.7 - Estudos de adigédo e recuperacdo de BHA em amostras de maionese

Amostras BHA (Adicionado)* BHA (Recuperado)* %
1 2,0x10° (1,920,2)x 10 95,0
5,0 x 10 (5,1+0,1) x 10°® 102
2 2,0x10° (2,2+0,3) x 10°® 110
5,0 x 10 (5,2+0,2) x 10°® 104
3 2,0 x 10° (2,1+0,5) x 10°® 105
5,0 x 10° (5,5+0,3) x 10°® 110
4 2,0 x 10°° (1,7£0,2) x 10°® 85,0
5,0 x 10°° (4,840,4) x 10°® 96,0
5 2,0 x 10°® (1,740,2) x 10°® 85,0
5,0 x 10° (5,4+0,5) x 10°® 108
*n=23

Tabela 3.8 - Estudos de adigéo e recuperacdo de BHT em amostras de maionese
e margarina

Amostras BHT (Adicionado)* BHT (Recuperado)* %
1(maionese) 2,0 x 10'2 (2,1+0,5) x 10‘2 105
5,0 x 10° (5,6+0,4) x 10° 112
2(maionese) 2,0 x 10°® (1,840,2) x 10°® 90,0
5,0 x 10° (4,8+0,1) x 10°® 96,0
3(maionese) 2,0 x10° (2,2 +0,2)x 10°® 110
5,0 x 10 (4,6+0,5) x 10°® 92,0
4(maionese) 2,0 x 10°® (2,1%0,3) x 10°® 105
5,0 x 107 (4,5+0,1) x 10°® 90,0
5(maionese) 2,0x10° (1,740,5) x 10°® 85,0
5,0 x 10 (4,4+0,2) x 10°® 88,0
6 (margarina) 2,0 x 10 (1,7+0,6) x 10°® 85,0
5,0 x 10 (4,240,4) x 10°® 84,0
7 (margarina) 2,0 x 10°® (1,840,4) x 10°® 90,0
5,0 x 10° (4,4+0,5) x 10°® 88,0
*n=3

As recuperacOes variaram entre 85,0% e 110% para o BHA e
84,0% e 112% para o BHT. Esses valores obtidos indicam que ndo houve
interferéncia significativa da matriz das amostras nas determinacfes de BHA e
BHT, considerando que para os produtos alimenticios as recuperacdes aceitaveis

podem variar entre 85,0% e 115%"*.

81



Capitulo 3 - RESULTADOS E DISCUSSAO

3.4.1.3.2 Cromatografia liquida de alta eficiéncia - método comparativo

Para avaliar o desempenho do procedimento eletroanalitico
desenvolvido empregando a SWV e o eletrodo de BDD na determinacao
simultanea de BHA e BHT, foi adotado como método de referéncia, para fins
comparativos, a cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC). As condicgdes
cromatograficas foram empregadas de acordo com 0 que esta descrito na parte
experimental. Nestas condi¢fes as moléculas de BHA e BHT apresentaram um
tempo de retencdo de 6,7 e 8,8 minutos, respectivamente. Na Figura 3.19 séo
mostrados os cromatogramas obtidos simultaneamente para o BHA e, para o
BHT nos respectivos comprimentos de onda. Em destaque séo apresentadas as
curvas analiticas obtidas para cada antioxidante, no intervalo de concentracdo de
5,1x107-1,0x 10" mol L™ parao BHA e 5,8 x 107 - 1,2 x 10* mol L™ para o
BHT.

[ DetscorAZ0mm Dedoctor A-279 nm
| — BHAtxil4 w0 — BHT 1x104M20.00 (B)
ool BHADOA0N (A) BHT 1x104M 20501
| = |
| 2 1 |
| 1,6x10 ] 2,4x10 P “‘

1 \' (]
| | f | ’ i
[ L0 Il 2l 160107 |
0 | H o ‘
e i
| 3800’ (l ] :aom‘—
0] | A
7] ) 3
B 4000°] Eal 1
300 |
| 00 bt 0 % 6 % 12 [
" i W @ @ | [BHT] 10° mol L ‘
[BHA] 10° mol L B n
|
‘

Figura 3.19 - Cromatogramas obtidos para 0 BHA 0,1 mmol L™ (A) e para o
BHT 0,1 mmol L™ (B) simultaneamente. Os gréficos inseridos sio as respectivas
curvas analiticas obtidas em unidades de &rea para o0s antioxidantes.
Concentragdes da curva analitica: BHA: 5,1 x 107, 5,1 x 10°, 1,1 x 10®, 4,0 x
10°, 8,1 x 10° e 1,0 x 10* mol L™; BHT: 5,8 x 107, 5,8 x 10°, 1,2 x 10™, 4,6 X
10, 9,3 x 10 e 1,2 x 10 mol L™. Fase movel: acetonitrila/metanol (50/50,
v/v) (eluicdo isocratica), vazdo: 1,0 mL /min, volume de injecdo: 20,0 pL e 0s
comprimentos de onda: 290 nm para 0o BHA e 278 nm para o BHT.
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As equacdes da curvas obtidas foram:
A(u.a)=4,18 x 10° + 1,33 x 10" [c/(mol L]  (para o BHA) (3.6)

A(u.a.) =4,45 % 10° + 1,82 x 10" [c/(mol LY]  (para o BHT) (3.7)

Todas as amostras analisadas empregando-se o0 procedimento
proposto também foram analisadas empregando-se a cromatografia liquida de
alta eficiéncia, a fim de validar o procedimento eletroanalitico desenvolvido

neste trabalho de tese.

3.4.1.3.3 Aplicacdo do procedimento eletroanalitico empregando SWV na

determinacéo simultanea de BHA e BHT em amostras comerciais

Amostras de alimentos industrializados (maionese e margarina)
contendo esses antioxidantes foram analisadas, a fim de avaliar o procedimento
proposto. Para a determinacdo simultéanea destes analitos foi utilizado o método
de adicdo de padrdo, mesmo obtendo resultados satisfatérios com relagdo a
interferéncia das matrizes das amostras. Na Tabela 3.9 estdo os resultados
obtidos dos teores de BHA e BHT determinados empregando-se 0s
procedimentos voltamétrico e o cromatografico para todas as amostras de
maionese € margarina que foram analisadas.

Para avaliar a concordancia dos resultados obtidos pelos dois
procedimentos aplicou-se o teste t-pareado. Para 0 BHA 0 te, = 2,45 € para o
BHT o te, = 2,29, ambos os valores sdo menores que 0 teitico = 2,78 para 0 BHA
e tuitico = 2,44 para 0 BHT. Sendo assim, os resultados da determinacéo
simultanea de BHA e BHT obtidos empregando-se os métodos proposto (SWV)
e o de referéncia (HPLC) ndo apresentaram diferencas significativas, a um nivel

de confianca de 95% e, estdo dentro de um erro relativo aceitavel.
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Tabela 3.9 - Resultados obtidos na determinacgédo simultinea de BHA e BHT em
produtos alimenticios empregando-se HPLC e SWV

Amostras BHA (mg/100 g) BHT (mg/100 g) BHA BHT
Maionese =~ HPLC* SWV?* HPLC* SWV?  Erro (%)° Erro (%)°

1 2,0£0,1 19+0,1 1,1#0,1 1,1+0,1 -5,0 0

2 1,7¢0,2 1,7#0,1 1,3#0,2 1,2+0,2 0 1,7

3 2,3t0,2 2,2#0,2 1,8+0,2 1,7+0,2 -4,3 -5,5

4 2,3t0,1 2,3#0,1 1,440,2 1,5+0,1 0 7,4

5 1,9+0,1 1,8+0,1 1,6+0,2 1,6%0,2 -5,2 0
Margarina

6 ---* ---* 4,2+0,2 4,0+0,2 -4.8

7 --* ---* 3,8£0,2 3,7+0,1 -2,6

‘n=3

® Erro (%) = 100 x (valor voltamétrico - valor HPLC) / valor HPLC.
* As amostras de margarina ndo continham BHA.

O procedimento desenvolvido se mostrou simples, réapido e
eficiente podendo ser utilizado para a determinacdo simultanea de BHA e BHT

em produtos alimenticios contendo a combinagdo destes antioxidantes.

3.4.2 Determinacdo simultinea de BHA e BHT empregando a
amperometria de multiplos pulsos acoplada a um sistema de analise por
injecdo em fluxo (MPA-FIA) e o eletrodo de BDD pré-tratado

catodicamente

Inicialmente, utilizou-se a técnica amperométrica convencional para
a construcdo dos voltamogramas hidrodindmicos de cada antioxidante. Como ja
apresentado anteriormente, os potenciais de oxidacdo de BHA e BHT estdo em
torno de 0,66 e 0,97 V, respectivamente. Para a construgdo dos voltamogramas
hidrodinamicos, os potenciais foram variados em torno dos potenciais de
oxidacdo de cada antioxidante, e as correntes registradas foram colocadas em
grafico em funcdo dos potenciais. Os voltamogramas hidrodindmicos obtidos

sdo apresentados na Figura 3.20.
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Figura 3.20 - Voltamogramas hidrodinamicos obtidos para o

BHA 0,10 mmol L™ (A) e BHT 0,10 mmol L™ (B), empregando-se o eletrodo de
BDD. Eletrdlito suporte;: KNO5 0,01mol L™ (30% v/v de etanol; pHeong. = 1,5),
volume de injecdo = 350,0 pL e vazdo = 2,4 mL min™.

Analisando-se os resultados obtidos observou-se que para o BHA o
sinal de a corrente aumenta a partir de 0,6 V e atinge um maximo de corrente em
0,85 V, para o BHT a corrente aumenta a partir de 0,85 V e atinge um maximo
em 1,15 V. Sendo assim, um potencial igual ou maior a 0,85 V (ou 850 mV) ou
1,15 V (ou 1150 mV) pode ser aplicado para a oxidacdo eletroquimica com o
maior sinal de corrente para 0 BHA e BHT, respectivamente, em um sistema
FIA e, estes foram 0s potenciais selecionados para 0s estudos posteriores

empregando-se a MPA.

3.4.2.1 Otimizacgao dos parametros do sistema FIA

Para o desenvolvimento de um bom procedimento empregando um
sistema de andlise por injecdo em fluxo faz-se necesséria a otimizacdo de alguns
parametros como a vazéo e o volume da al¢a de amostragem.

O aumento da vazdo do sistema aumenta até certo ponto a
magnitude do sinal analitico para cada um dos compostos estudados, isto devido

ao fato das espécies estarem chegando mais rapidamente na superficie do
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eletrodo, enquanto as espécies ja oxidadas ou reduzidas também sdo
rapidamente retiradas da superficie do eletrodo. Desta forma, € importante
selecionar a melhor vazdo para o procedimento. O volume da alca de
amostragem € outro parametro importante que estd relacionado com a
intensidade do sinal de corrente obtido. O sinal de corrente aumenta linearmente
com o volume da al¢ca de amostragem até atingir um limite maximo e constante.
Na Figura 3.21 é mostrada a dependéncia do sinal analitico com a vazéo (A) e

com o volume da alca de amostragem (B), para os antioxidantes BHA e BHT.

(A) - 2,4 (B)
2,51 P\
— s« BHA T —=— BHA
— e BHT 2,0{—=—BHT
2,0 e
S / 216
1,51 .°°\. A
101 0,8- /
05 10 15 20 25 30 0 150 300 450 600
vazdo (mL min™) volume da alga de amostragem (uL)

Figura 3.21 - Magnitude da média (n = 3) dos sinais de corrente em funcéo da
vazdo da solucdo transportadora (KNO;z; 0,01mol L™ (30% v/v de etanol;
PHeong. = 1,5), vazdes: 0,65 a 2,75 mL min* (A) e em funcdo do volume da alca
de amostragem: 50 a 600 pL (B). Concentracdes de BHA e BHT: 0,1 mmol L™

A faixa de vazao estudada foi de 0,65 a 2,75 mL min*, usando uma
solucdo contendo os dois analitos (BHA e BHT) e aplicando-se os potenciais de
850 e 1150 mV, potenciais o0timos para a determinacdo de BHA e BHT. A
magnitude do sinal analitico (corrente) aumenta até uma vazdo de
2,4 mL min®, para ambos os antioxidantes, e se mantém constante, com
pequenas oscilagdes, para valores maiores. Sendo assim, selecionou-se a vazédo
de 2,4 mL min™ por proporcionar a o maior sinal analitico, boa freqiiéncia

analitica (63 determinacgdes por hora) e estabilidade da linha base.
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O efeito do volume da alca de amostragem foi investigado na faixa
entre 50 e 600 pL. A magnitude do sinal analitico aumentou com o aumento do
volume da algca de amostragem até o volume de 350 pL. Sendo assim, esse

volume da al¢ca de amostragem foi selecionado nos estudos posteriores.

3.4.2.2 Comportamento amperomeétrico do eletrodo de BDD para BHA e

BHT frente a sequéncia de aplicacdo dos pulsos de potencial

Apobs a selecdo dos potenciais que serdo aplicados e a otimizacédo
dos parametros do sistema FIA, avaliou-se esse método com a aplicacdo de uma
sequéncia de dois pulsos de potencial em funcdo do tempo, os quais sé@o
apresentados a seguir e na Figura 3.22.

(1) Egers = +850 mV/200ms: pulso de potencial no qual ocorre a

oxidacdo apenas de BHA;

(2) Eget2 = +1150mV/200 ms: pulso de potencial no qual ocorre a

oxidacdo de ambos os antioxidantes (BHA e BHT).

Cabe enfatizar que a aplicacdo da técnica MPA empregando-se
outros eletrodos de trabalho, h& necessidade de se aplicar um pulso de potencial
adicional para promover a limpeza e regeneracdao da superficie do eletrodo de
trabalho, devido a adsorcdo de produtos e/ou reagentes. No entanto, como no
eletrodo de BDD, a adsor¢cdo de compostos organicos e/ou inorganicos é muito
baixa, essa etapa de limpeza da superficie do eletrodo ndo foi necesséria,
diminuindo assim a complexidade e aumentando a freqliéncia analitica do
procedimento desenvolvido.

Na Figura 3.22 sdo apresentados os resultados obtidos usando a
técnica MPA acoplada ao sistema FIA com a aplicacdo dos pulsos de potenciais
anteriormente  discutidos. Este estudo foi realizado em meio de
KNO;0,01mol L™ (30% v/v de etanol, pH¢ona, = 1,5) sob o eletrodo de BDD pré-

87



Capitulo 3 - RESULTADOS E DISCUSSAO

tratado catodicamente. As solugGes foram injetadas em triplicata na ordem:
BHA (50,0 pmol L™); BHT (50,0 pmol L™); e a mistura de BHA e BHT nas

mesmas concentracdes (50,0 umol L™).

BHA + BHT BHA + BHT
' l 1 l
BHA BHT |
1,0 HA . : BHA  BHT
Edet.z b} ! " I A [ ( '[ b
1150 mV il ;‘ | Lot .| “
\ \ | | : \ ]| ")\ | f ‘ I\ “
200 ms 1150 mv— N WU UULUUUUUUUN
& a A | 1 | | 1 |
Edeta , | ol ‘1‘ o
850 mV 0.5 PA 1 \‘ || I |
200 ms .‘ | (| ‘ ‘ .“
| 1] \ \ | J \
850 mv—I \J UL JUYLUUL_JYYi
300 600 900 1200
t/s
A) (B)

Figura 3.22- (A) Sequéncia de aplicacdes dos pulsos de potencial em funcéo do
tempo; (B) Amperogramas de multiplos pulsos obtidos empregando-se o
eletrodo de BDD em solucéo de BHA 50,0 pmol L™, BHT 50,0 umol L™ e BHA
+ BHT nas mesmas concentracdes. Solucdo transportadora e eletrélito suporte:
KNO; 0,0imol L* (@B0% viv de etanol; pHena. = 1,5),
volume de injecdo = 350,0 pL e vazdo = 2,4 mL min™.

Observou-se que em Egt1 (850 mV) a corrente aumenta ao injetar
uma solucéo contendo BHA, apenas BHA ou uma mistura, porém em ambos 0s
casos 0 sinal de corrente obtido esté relacionado somente a oxidacdo do BHA.
Enquanto que em Egg, (1150 mV) a corrente aumenta ao injetar solucdes
contendo apenas BHA, apenas BHT ou uma mistura dos dois, isso significa que

o sinal de corrente obtido esta relacionado a oxidacdo de ambas as espécies.
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Sendo assim, o sinal de corrente obtido em Ege1 € proporcional a
concentracdo apenas de BHA e, o sinal de corrente obtido em Ege, €
proporcional a soma das concentracfes de ambos os antioxidantes. Logo, a
quantificacdo de BHA pode ser feita de forma direta, enquanto que para 0 BHT
€ necessaria a subtracdo das correntes (Igyt = ledet2 - lIedet 1), para entéo se obter
os valores de corrente correspondente apenas a concentracdo de BHT. Dessa
forma, é possivel determinar BHA e BHT simultaneamente sem a interferéncia
de um sobre o outro.

Posteriormente, foram realizados experimentos com injecdes
sucessivas em triplicata de diferentes concentragcdes de uma mistura de BHA e
BHT. Na Figura 3.23 estdo os amperogramas obtidos para cada um dos pulsos

de potencial aplicado e as respectivas curvas analiticas obtidas.
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Figura 3.23 - Amperogramas de multiplos pulsos obtidos empregando-se o
eletrodo de BDD em diferentes concentrages de uma mistura de BHA e BHT.
Concentracdes de BHA: 0.048; 0,10; 0,50; 0,70; 1,0; 2,0 e 3.0 pmol L™; e de
BHT: 0,68; 3,0; 6,0; 10,0; 30,0; 60,0 e 68,0 umol L. Os gréficos (ao lado) s&o
as curvas analiticas obtidas para o BHA e para o BHT. Solucdo transportadora e
eletrélito suporte: KNO; 0,01mol L™ (30% v/v de etanol; pHeong. = 1,5), volume
de injecdo = 350,0 pL e vaz&o = 2,4 mL min™. Os sinais obtidos em A, B, Ce D
correspondem a quatro amostras de maionese analisadas.
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As curvas analiticas apresentaram boa linearidade e as equacdes
correspondentes foram:

| = lggers, para o BHA)

/A= 0,00619 + 0,0559 [c/(umol L H]; r = 0,998 (3.8)
(I = lgget2 — ledet1, para o BHT)

l/uA= 0,144 + 0,0503 [c/(umol L™Y)]; r = 0,999 (3.9)

O limite de deteccdo (3 S/N) obtido foi igual a 3,00 x 10® mol L™
para 0 BHA e 4,00 x 10" mol L™ para o BHT.

A repetibilidade intra-dias foi determinada por medidas sucessivas
no mesmo dia de 10 injecOes de solugbes padrdo de uma mistura de BHA e BHT
em 3 concentracOes diferentes. Na Figura 3.24 sdo apresentados o0s

amperogramas obtidos neste estudo.

1,0 nA

1150 mV_____. A AN |

l
— I

0 400 800 1200 1600
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Figura 3.24 - Amperogramas de multiplos pulsos obtidos empregando-se o
eletrodo de BDD em solugdo de BHA (850 mV) e BHT (1150 mV) em trés
concentracoes diferentes (10 injegcOes para cada concentracdo). Concentragoes:
BHA - 0,070; 0,50 e 3,0 umol L™; BHT - 0,70; 6,0 e 70 pmol L™. Solucio
transportadora e eletrélito suporte: KNO30,01mol L? (30% vl/v de etanol; pH¢ona.
=1,5), volume de injecdo = 350,0 L e vazdo = 2,4 mL min™.,
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Tabela 3.10 - Resultados obtidos no estudo de repetibilidade intra e entre-dias

intra-dias entre-dias
RSD? (%) RSD® (%)
BHA (mol L™)
7,0 x 107 3,8 5,1
5,0 x 10”7 2,5 3,9
3,0x10° 2,9 4,2
BHT (mol L™
7,0 x 107 8,9 8,5
6,0 x 10 2,0 5,3
7,0 x 107 1,8 3,6

“n=10);"(n=5)

Ja a repetibilidade entre-dias foi determinada por medidas de 3
diferentes concentragdes em 5 dias diferentes (n=5). Os desvios padroes relativos
(RSD) obtidos para a repetibilidade intra e entre-dias estdo apresentados na Tabela
3.10. Observou-se que os RSD foram menores que 9,0% indicando uma boa

repetibilidade do procedimento desenvolvido.

3.4.2.3 Estudo de interferentes e testes de adi¢ao e recuperacao

Assim como para 0 procedimento voltamétrico desenvolvido, os
estudos de analise de interferentes e teste de adicdo e recuperacdo foram
realizados para este procedimento empregando MPA-FIA. As substancias
analisadas (amido, acido ascérbico (AA), acido citrico (AC) e EDTA) como
possiveis interferentes foram as mesmas do procedimento anterior ja que as
amostras analisadas também foram de maionese. Os testes foram feitos pela
adicdo destes concomitantes a solucdo de BHA e BHT, sendo o método
empregado descrito na parte experimental. Na Tabela 3.11 sdo mostrados 0s
RSDs obtidos para cada analito em comparacdo com os possiveis interferentes,

nas proporcoes estudadas.
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Também foram realizados os experimentos com a mistura das
substancias supramencionadas nas proporcdes de 1:1 com os analitos (BHA e
BHT) e os RSDs obtidos foram -6,2% para BHA e -3,7% para o BHT. Esses
resultados foram satisfatorios e indicam que a matriz das amostras ndo interfere

de forma significativa na determinacédo destes antioxidantes.

Tabela 3.11 - Desvios padrao relativos obtidos no estudo de interferentes

Proporc¢oes RSD (%0)
BHA:Amido BHT:Amido BHA:EDTA BHT:EDTA
10:1 -0 -4,5 -3,4 0
1:1 -8,4 -3,7 -7,5 2,3
1:10 -3,4 -8,6 3,4 2,3
BHA:AA BHT:AA BHA:AC BHT:AC
10:1 0,9 0,5 1,1 1,5
1:1 -2,5 -4,8 0,9 1,6
1:10 -3,1 -6,1 1,3 1,8

Nos estudos de adicdo e recuperacao as recuperagOes variaram entre
90% e 110% para 0 BHA e 84% e 112% para o0 BHT (dados ndo mostrados em
forma de tabela). Esses valores obtidos também indicam que ndo houve
interferéncia significativa da matriz das amostras na determinacdo de BHA e

BHT neste procedimento empregando MPA-FIA.

3.4.2.4 Aplicacdo do procedimento eletroanalitico empregando MPA-FIA

na determinacao simultanea de BHA e BHT em amostras comerciais

Finalmente, o procedimento desenvolvido, empregando o eletrodo
de BDD e a técnica MPA acoplada ao sistema FIA, para a determinacéo
simultanea de BHA e BHT foi testado atraves da analise de quatro amostras
comerciais de maionese. Na Figura 3.22, apresentada anteriormente, também

sd0 mostrados os sinais transientes obtidos através de quatro injecdes em
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triplicata para as quatro amostras de maionese (A, B, C e D). Na Tabela 3.12 séo
apresentados os resultados obtidos na anélise dessas amostras e comparados com
os resultados obtidos por HPLC (método comparativo descrito no item
3.3.1.3.2).

Tabela 3.12 - Resultados obtidos na determinacdo simultanea de BHA e BHT

em produtos alimenticios empregando-se HPLC e MPA-FIA

Amostras BHA (mg/100 g) BHT (mg/100 g) BHA BHT
Maionese HPLC® MPA® HPLC* MPA?®*  Erro (%) Erro (%)°
1 2,0£0,1 2102 1,1+0,1 1,2+0,3 5,0 9,1
2 1,7¢0,2  1,6£0,1 1,3+0,2 1,3+0,2 -5,9 0,0
3 2,3+0,2 2,2+0,2 1,8+0,2 1,8+0,3 -4,3 0,0
4 2,3t0,1 2,1+0,3 14402 1,3%0,1 -8,7 -7,1
‘n=3

® Erro (%) = 100 x (valor amperométrico - valor HPLC) / valor HPLC

Para avaliar a concordancia dos resultados obtidos pelos dois
procedimentos aplicou-se o teste t - pareado. Para 0 BHA 0 t., = 1,54 e para o
BHT o te,, = 1,66, ambos os valores sdo menores que 0 tqico = 3,18. Portanto, os
resultados obtidos na determinagdo simultdénea de BHA e BHT pelo
procedimento proposto empregando MPA-FIA e pelo procedimento de
referéncia empregando HPLC néo apresentaram diferencas significativas, a um
nivel de confianca de 95% e, estdo dentro de um erro relativo aceitavel.

O procedimento desenvolvido empregando MPA acoplada ao
sistema FIA também se mostrou bastante simples, rapido e eficiente podendo ser
utilizado para a determinacdo simultinea de BHA e BHT em produtos
alimenticios contendo a combinacdo destes antioxidantes. Ademais, este
procedimento possui algumas vantagens por empregar o sistema FIA, como por

exemplo, menor consumo de reagentes e menor tempo de analise.
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3.4.3 Procedimentos eletroanaliticos desenvolvidos nesta tese vs.
procedimentos eletroanaliticos propostos na literatura para a determinacgao
dos antioxidantes BHA e BHT

Na Tabela 3.13 é apresenta uma comparacdo entre os limites de
deteccdo obtidos para o BHA e BHT nos procedimentos eletroanaliticos
desenvolvidos nesta tese de doutorado e nos trabalhos existentes na literatura.
Analisando essa tabela observou-se que os LDs obtidos para ambos 0s
antioxidantes em ambos os procedimentos desenvolvidos (utilizando SWV e
MPA-FIA), estdo bastante satisfatorios frente aos procedimentos propostos na
literatura, e estdo entre os que alcangcaram menores limites de deteccéo.

Ademais, apenas quatro desses trabalhos propostos na literatura
fizeram a determinacéo voltamétrica simultanea de BHA e BHT, Agui et al.®,
Diaz et al.®, Ni et al.*’ e Freitas e Fatibello-Filho®, sendo que dois destes
recorreram a meétodos quimiométricos para construirem as curvas analiticas
(Diaz et al.*®, Ni et al.”’). O LD para 0 BHA obtido neste trabalho de doutorado
empregando SWYV foi 3, 5 e 7 vezes menor do que os LDs obtidos por Agui et
al.®, Diaz et al.*® e Ni et al.”’, respectivamentente, e o LD obtido para 0 BHT
foi 61 e 3 vezes menor do que os LDs obtidos por Diaz et al.*® e Ni et al..
Apenas o trabalho de Freitas e Fatibello-Filho* apresentou LDs cerca de 2 vezes

menores do que os obtidos neste trabalho para ambos os antioxidantes.
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Tabela 3.13 - Comparagéo dos limites de deteccdo obtidos nesta tese com
outros procedimentos eletroanaliticos e/ou materiais de eletrodo para a
determinacéo de BHA e BHT

Método Eletrodo LD (BH.&A‘) LD (BHP Ref.
mol L mol L
SWV BDD 1,45x 107 2,47 x107  Este trabalho
MPA-FIA BDD 3,00x 10 4,00 x 107 Este trabalho
SV-DPV Pasta de carbono 2,00 x 10°® B Wang e Freiha™
Microeletrodo de . 33
SWV fibrade carbono 4,00 x 107 3,10 x 107 ~ Aguietal
cilindrica
guﬁ\rglimgttﬁggg GC 700x107 152x10°  Diazetal®
DPV Pt:PPy:NiPcTs 1,04 x 107 ] De La Fuente et
al.
Ultramicroeletrodo Ceballos e
: 6 5
Ccv decglrsécoonsode 6,00 x 10 1,12 x 10 Fernandez®
Voltametria Linear e
métodos GC 1,05x10° 6,81 x107 Ni et al.*
quimiomeétricos
Cronoamperometria Grafite/NAPCF 2,77 x 107 - Kumar et al.*
8 8 Freitas e
SWvV MCCE/Cu3(POys), 7,22 x 10 9,3x 10 Fatibello-Eilho®
FIA-amperometria GC 140 x10° 2,72 x 10° Yanezj‘igeno €
Pasta de carbono
DPV modificado com 2,00 x 10°® - Ruiz et al.}*®
NiPC
HPLC- amperometria GC/NiPC 6,10 x 107 2,72x10°® Ruiz et al.*®
FIA-amperometria Grafite/PVC 3,38 x 10°® - Luque et al.*®
FIA-amperometria ~ GCE/PPY/NiPCTs 1,00 x 10°® - Riber et al.*
] . . 6 Jayasri e
FIA-amperometria Grafite/ AgHCF 3,70 x 10 i Narayanan®
. . 8 i Jayasri e
Cronoamperometria Grafite/MnHCF 5,00 x 10 Narayanan'“°

Entre os procedimentos amperométricos propostos na literatura

apenas um trabalho realizou a determinacdo simultanea de BHA e BHT, apoés

separacdo por HPLC (Ruiz et a

|48

), 0s limites de deteccdo obtidos foram 20

vezes maior para 0 BHA e 7 vezes maior para 0 BHT comparado aos LDs

obtidos neste trabalho de doutorado empregando MPA-FIA.
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3.4.4 Determinacdo dos corantes TT, AC e AB empregando as técnicas
voltamétricas de pulso (SWV e DPV) e o eletrodo de BDD pré-tratado

catodicamente

A CV foi utilizada para os estudos do efeito do eletrolito suporte,
bem como sua concentracdo e pH. Os eletrolitos suporte utilizados foram:
H,SO, 0,1 mol L™, KNO; 0,1 mol L™ (pH = 1,1), e tampdo BR 0,1 mol L™
(PHeong. = 1,8), todos os eletrolitos foram preparados com agua deionizada e
purificada. Os voltamogramas obtidos para o eletrodo de BDD em solucéo de

TT e AC nos diferentes eletrélitos suporte estdo apresentados na Figura 3.25.

01 -TT 0{B)-AC
. . /
10
<10 <
N T 151
151 —H,S0, 20{ ——KNO,
—T.BR T.BR
20- ——KNO, 25| —H,SO,
0,6 -0,4 -0,2 0.0 0,6 0,4 0,2 0,0
E/V vs. Ag/AgCI (KCI 3,0 mol L) E/V vs. Ag/AgCI (KCI 3,0 mol L)

Figura 3.25 - Voltamogramas ciclicos obtidos empregando-se o eletrodo de
BDD (4rea geométrica = 0,30 cm?) em solugdo de TT 0,10 mmol L™ (A) e
AC 0,10 mmol L™ (B) em diferentes eletrdlitos suporte: H,SO, 0,1 mol L™,
KNO; 0,1 mol L™ (pH = 1,1), e tampdo BR 0,1 mol L' (pHens = 1,8),
v=50mVs™

Analisando as respostas obtidas observou-se que os voltamogramas
com o eletrélito suporte H,SO, apresentou um bom perfil voltamétrico, maior
intensidade de corrente de pico e potencial de oxidacdo mais préximo de zero
para ambos 0s corantes, por isso, este foi o eletrélito suporte utilizado nos

estudos posteriores.
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Em seguida, estudou-se o efeito da concentracdo do H,SO, na
resposta voltamétrica do eletrodo de BDD para esses corantes. Na Figura 3.26
sdo apresentados os voltamogramas obtidos. Foi possivel observar que a
resposta voltamétrica do eletrodo de BDD tanto em solucdo de TT quanto em
solucdo de AC muda com as diferentes concentraces do eletrélito suporte.
Observou-se também que a intensidade de corrente de pico aumenta com a
concentracdo de H,SO, até uma concentracdo de 0,1 mol LY e, em
concentragcdes maiores, essa resposta diminui, por isso optou-se por trabalhar
com 0 H,S0,0,1 mol L™.

04(A)-TT 04(B)-AC
5.
5
10
<
= , < ——H,S0, 0,01 mol L
- —H,S0,0,01molL”| = 4
10+ ——H,S0, 0,05 mol L 151 — H.S0,005mol I]
4 — HQSO4 0,1 mol L
—— H,S0, 0,1 mol L .
4 204 —H,S0,0,3 molL
—— H,S0, 0,3 mol L P
; ——H.SO, 0,5mol L
154 —— H,S0, 0,5 mol L 05 e
06 04 02 0,0 0,6 0,4 0,2 0,0
E/V vs. Ag/AgCI (KCI 3,0 mol L'1) E/V vs. Ag/AgCI (KCI 3,0 mol L'1)

Figura 3.26 - Voltamogramas ciclicos obtidos empregando-se o eletrodo de
BDD (4rea geométrica = 0,30 cm?) em solucdo de TT 0,10 mmol L™ (A) e AC
0,15 mmol L™ (B) em diferentes concentracdes do eletrélito suporte H,SO4:
0,05; 0,01; 0,1, 0,3 e 0,5mol L™ (v =50 mVs™).

Esses estudos do efeito do eletrolito suporte e sua concentracdo nédo
foram realizados para o corante AB porque a principio este trabalho seria
realizado apenas com os corantes TT e AC. Porém ao pesquisar as amostras
existentes no mercado nacional, encontraram-se as seguintes combinacdes de
corantes nas amostras: TT e AC; AC e AB; e TT, AC e AB, sendo entdo o
corante AB incluido nestes estudos. No entanto, como o H,SO, 0,1 mol L™ ja

tinha demonstrado ser um excelente eletrélito suporte paraa TT e para 0 AC, e
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apresentou uma boa resposta voltamétrica para o AB, sendo que, o0 objetivo
principal eram as determinacdes simultdneas desses corantes, optou-se por
também adotar este eletrolito suporte para o AB.

Apobs selecionar o melhor eletrdlito suporte e sua concentragao,
realizou-se um estudo, ainda com voltametria ciclica, para obter informac6es
adicionais sobre o processo eletroquimico entre o eletrodo de BDD e 0s
corantes. Na Figura 3.27 sdo mostrados os voltamogramas obtidos empregando-
se 0 eletrodo de BDD em solucdo de TT, AC e AB, em diferentes velocidades

de varredura.

0_
104
< e
- 20
30+
04 03 0.2 04 -03 -02 -01 00
E/V vs. Ag/AgCI (KCI 3,0 mol L™ E/V vs. Ag/AgCI (KCI 3,0 mol L™

06 -05 -04 -03 -02 -0,1
E/V vs. Ag/AgCI (KCI 3,0 mol L)

Figura 3.27 - Voltamogramas ciclicos obtidos empregando-se o eletrodo de
BDD (4rea geométrica = 0,30 cm?) em solucéo de TT 0,10 mmol L™ (A), AC
0,10 mmol L™ (B) e AB 0,10 mmol L™* (C) em diferentes velocidades de
varredura: 1-13: 10, 20, 30, 50, 70, 90, 100, 120, 140, 160, 180, 200 e
250 mVs™. Eletrélito suporte: H,SO,0,1 mol L™,
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Ao analisar os voltamogramas observou-se que o potencial de
oxidacdo de ambos os corantes desloca-se para potenciais mais negativos com o
aumento da velocidade varredura, sendo esse comportamento caracteristico de
processos irreversiveis'*.

Os gréaficos da dependéncia entre a corrente de pico de cada corante
e a raiz quadrada da velocidade de varredura sao mostrados na Figura 3.28.

Observou-se que para os trés corantes essa dependéncia foi linear
(r=0,993 TT, r = 0,999 AB e r = 0,985 AC), indicando que o transporte de
massa dos corantes é controlado preferencialmente por difusdo das espécies na

superficie eletrodica**

. Observou-se também que o coeficiente linear obtido é
diferente de zero, provavelmente, devido a processos de adsorcdo que ocorrem

na superficie do eletrodo de trabalho.

(A)-TT . 304(B) - AC
32-
25
24 . 20
<
ELQ»]G_ 3‘115
" 101
8 5.
0 T T T T 0 T T T T T T T T
0 4 8 12 16 0 2 4 6 8 10 12 14 16
- -1\1/2
v'2 (mV s7)"? v2 (mvs™)”

0 2 4 6 8 10 12 14
-1\1/2
V2 (mv s™)"

Figura 3.28 - Dependéncia da corrente de pico pela velocidade de varredura:
(A) parao TT, (B) parao AC e (C) para o AB.
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3.4.4.1 Voltametria de pulso diferencial (DPV) vs. Voltametria de onda
quadrada (SWV)

Os potencias de reducdo obtidos para os corantes TT, AC e AB,
empregando a DPV foram -0,29 V, -0,15 V e -0,34 V, e, por SWV foram
-0,32 V, -0,16 V e -0,37V, respectivamente. Para obter as melhores condicdes
analiticas para a determinacdo desses corantes, inicialmente, foi realizada a
otimizacdo dos parametros das técnicas voltamétricas de pulso; DPV e SWV.
Nas Tabelas 3.14 e 3.15 estdo os intervalos de valores estudados para cada
parametro, em cada técnica, e 0s valores destes parametros que foram
selecionados para 0s experimentos seguintes.

Apo0s a otimizacdo dos parametros experimentais e dos parametros
que envolvem a voltametria de pulso diferencial e de onda quadrada, a curva
analitica foi construida para cada um dos corantes separadamente pelas duas
técnicas. As condigdes analiticas obtidas para a determinagéo de AB, TT e AC

pelas diferentes técnicas sdo apresentadas na Tabela 3.16.

Tabela 3.14 - Parametros da DPV investigados e os valores selecionados para a
determinacédo de TT, AC e AB

Parametros Faixa Valor

DPV estudada selecionado
TT

v (mV s 5-50 20

a (mv) 10 - 100 60

t (ms) 5-30 5
AC

v(mVsT) 5-70 30

a(mv) 10 - 100 60

t (ms) 5-30 5
AB

v(mVsT) 5-70 20

a(mvV) 10 - 100 60

t (ms) 5-30 10
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Tabela 3.15 - Parametros da SWYV investigados e os valores selecionados para a
determinacdo de TT, AC e AB

Parametros Faixa Valor
SWV estudada selecionado

TT

f (Hz) 10 - 200 30

a(mv) 10 - 100 40

AE (mV) 1-6 3
AB

f (Hz) 10 - 200 50

a(mv) 10 - 100 40

AE (mV) 1-7 4
AC

f (Hz) 10 - 200 40

a (mv) 10 - 100 50

AE (mV) 1-7 3

Tabela 3.16 - Condic¢des analiticas obtidas para a determinacéo de AC, TT e AB
pelas técnicas DPV e SWV

AC TT AB
DPV SWv DPV SWvV DPV SWv
Potencial de
reducéo (V) -0,15 -0,17 -0,30 -0,35 -0,35 -0,38
Faixa Iin(_elar 0,049 - 0,049 - 0,35 - 0.35 - 0,49 - 0,49
(umol L™) 2,9 0,99 9,1 9,1 9,1 -11,0

Coef. angular s 4 . . . 5
(LA mol L™) -2,4x10° -70x10" -15x%x10° -6,6x10" -1,1x10°> -2,2x10

Coeth';i)”ear 0,023  -0,0059  -0,060 0,037 0,033 0,042
r 0,999 0,976 0,996 0991 09950 0971

LD (molLY) 40x10% 45x10%® 34x107 35x107 38x10"7 4.2x107

Como pode ser observado na Tabela 3.16, ao se utilizar a técnica
DPV obteve-se maior sensibilidade, principalmente para a TT e o AC, e bons
LDs para os trés corantes, provavelmente devido a cinética de reacdo lenta
desses analitos. Diante disso, optou-se por trabalhar com a técnica DPV, que
proporcionou excelentes condicfes analiticas e ndo apresentou problemas de

repetibilidade e alargamento de pico.
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3.4.4.2 Mecanismo de reducéo dos corantes TT, AB e AB

TT e AC sé@o azo-corantes, cujos mecanismos de reducdo ja sé@o
bem conhecidos na literatura™ ”’. Esses mecanismos envolvem o grupo azo,
com transferéncia de 4 elétrons e 4 prétons.

A teoria da SWV pode fornecer informacdes relacionadas ao
mecanismo eletroquimico da reacdo, como abordado no item 3.3.1.2. Sendo
assim, essa teoria foi empregada para confirmar o numero de elétrons
envolvidos no mecanismo de reducdo desses dois azo-corantes, TT e AC e,
encontrar o0 nimero de elétrons envolvidos na reacdo de reducdo do AB, a fim
de propor um possivel mecanismo para essa reacdo. Na Figura 3.29 sdo
apresentados os voltamogramas de onda quadrada obtidos para o eletrodo de
BDD em solugéo de TT, AC e AB nas diferentes frequéncias de aplicacdo dos
pulsos de potencial. Os graficos inseridos apresentam a dependéncia de E, por
log f.

Os coeficientes angulares obtidos nos graficos da Figura 3.29 (A) e
(B) foram -0,032 paraa TT e -0,031 para o AC. Empregando-se a equagao 3.1,
calculou-se os valores de on para o TT e AC, que foram de 1,84 ¢ 1,90,
respectivamente. Como esses corantes sdo moléculas organicas, o valor de a
segundo a literatura pode ser considerado como sendo 0,5. Desta forma, foi
possivel prever o numero de elétrons envolvidos na etapa determinante do
processo de oxidacdo da TT e do AC, por meio dos critérios de diagndsticos da
SWV. O nimero de elétrons obtidos para a TT e para o AC foi de 4 elétrons,
que estd em consonancia com o numero de elétrons dos mecanismos propostos
na literatura™ . Na Figura 3.30 sd0 mostrados os mecanismos de reducéo da

TT e do AC envolvendo 4 elétrons e 4 protons.
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(A)-TT -5 (B) - AC
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Figura 3.29 - Voltamogramas de onda quadrada (com correcdo de linha base)
obtidos empregando-se o eletrodo de BDD (rea geométrica = 0,30 cm?) em
solucdo de TT 0,10 mmol L™ (A), AC 0,10 mmol L™ (B) e AB 0,05 mmol L™,
em diferentes frequéncias de aplicacdo de pulso de potencial (10 - 200 Hz). Os
graficos inseridos em (A), (B) e (C) séo a dependéncia de E, pelo logaritmo de f.
Eletrdlito suporte: H,SO,0,1 mol L™, a =40 mV e AE;=3 mV.
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Figura 3.30 - Mecanismos de reducao da TT e do AC.

Para 0 AB, que faz parte do grupo dos corantes trifenilmetanos, ndo
h&d nenhum mecanismo eletroquimico de reducdo proposto na literatura. O
coeficiente angular obtido no grafico da Figura 3.29 (C) foi de -0,056 e
empregando-se a equagdo 3.1, o valor de an encontrado foi igual a 1,05. Dessa
forma, foi possivel prever o numero de elétrons envolvidos na etapa
determinante do mecanismo de reducdo do AB. De acordo com a teoria
consultada, o valor de a para compostos organicos pode ser considerado com
sendo igual a 0,5, sendo entdo o numero de elétrons obtido igual 2.

Considerando-se alguns mecanismos eletroquimicos propostos na
literatura para moléculas semelhantes’” e baseando-se em uma proposta de
degradacdo redutiva do AB™’, foi possivel propor um provéavel mecanismo
eletroquimico de reducdo para este corante. Na Figura 3.31 esta apresentado o

mecanismo de reducdo proposto para o0 AB, envolvendo 2 elétrons e 2 protons.
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Figura 3.31 - Proposta de um mecanismo de reducéo para o AB.

A concentracdo de espécies adsorvidas na superficie do eletrodo
também foi estimada através das equac6es envolvidas na teoria da SWV, como
abordado anteriormente no item 3.3.1.2. Os valores calculados foram de 0,010,
0,014 e 0,036 nmol cm™, paraa TT, AC e AB, respectivamente. Esses resultados
indicam uma baixa adsorcao das espécies na superficie do eletrodo de BDD, o

que € caracteristico desse eletrodo, como discutido.

3.4.4.3 Determinacdo simultédnea dos pares de corantes TT e AC ou AB e

AC por DPV empregando o eletrodo de BDD pré-tratado catodicamente

Inicialmente, foi realizado um estudo com o objetivo de comparar
os voltamogramas obtidos para uma mistura de TT e AC ou AB e AC
empregando-se o eletrodo de BDD e o eletrodo de carbono vitreo (GC),
objetivando-se qualificar algumas das vantagens de se utilizar o eletrodo de
BDD. Na Figura 3.32 sdo mostrados os voltamogramas que foram obtidos

utilizando-se os dois eletrodos.
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Figura 3.32 - Voltamogramas de pulso diferencial (com correcao de linha base)
obtidos empregando-se o eletrodo de BDD(area geométrica = 0,30 cm?) pré-
tratado catodicamente (linha vermelha) e o eletrodo de GC
(4rea geométrica = 0,20 cm?) (linha preta) em solucdo de TT 2,9 x 10™ mol L™
+ AC 1,5 x 10 mol L™* (A) e, em solucdo de AB 2,9 x 10 mol L' +
AC 1,0 x 10®° mol L™. Eletrélito suporte: H,SO, 0,1 mol L™"; v = 20 mV s™,
a=60mVet=5ms.

Observou-se que para o par de corantes TT e AC o voltamograma
obtido com o eletrodo de GC ndo apresentou uma boa separacdo dos picos de
corrente (110 mV) mesmo fazendo a correcdo de linha base, o que néo acontece
no voltamograma obtido com o eletrodo de BDD, no qual a separacdo dos picos
é de aproximadamente 150 mV. Ademais, o eletrodo de BDD proporcionou
maiores intensidade de correntes de pico para ambos 0s corantes.

Para o outro par de corantes AB e AC, as intensidades de corrente
dos picos foram bem menores no voltamograma obtido com o eletrodo de GC e,
nédo foi obtido um bom perfil voltamétrico, com um pico bastante alargado para
0 AC.

Esses resultados indicam que o eletrodo de BDD pode proporcionar
melhores condi¢bes analiticas na determinacdo simultanea desses pares de
corantes, como por exemplo, menores LDs, auséncia de interferéncia de um
sobre o outro devido a melhor separacdo dos picos de corrente (maior

resolucdo), dentre outras.
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Outro estudo realizado foi investigar a resposta eletroquimicada TT
e do AC ou do AB e do AC um na presenca do outro em diferentes
concentracgdes. Na Figura 3.33 (A) sdo apresentados os voltamogramas de pulso
diferencial, no qual foram feitas adigdes sucessivas de TT em diferentes
concentragdes (5,0 x 107 - 6,5 x 10° mol L") mantendo a concentracéo de AC
constante em 5,0 x 107 mol L™. Na Figura 3.33 (B) foram feitas adices
sucessivas de AC em diferentes concentracdes (2,0 x 107 - 2,9 x 10° mol L™)
mantendo a concentragdo de TT constante em 2,0 x 10° mol L™.

Na Figura 3.33 estdo os voltamogramas de pulso diferencial obtidos
para o outro par de corantes AB e AC. Em (B) foram feitas adigOes sucessivas
de AB em diferentes concentracdes (2,0 x 107 - 4,8 x 10° mol L™) mantendo a
concentracdo de AC constante em 1,0 x 10° mol L™. Em (C) foram feitas
adicOes sucessivas de AC em diferentes concentracoes
(2,0 x 107 - 2,9 x 10°® mol L") mantendo a concentracdo de AB constante em
2,0 x 10° mol L™,

Ao examinar os voltamogramas da Figura 3.33 (A) e (C) observou-
se que a intensidade de corrente de pico dos corantes TT e AB aumentam
regularmente com o aumento da concentragcdo desses corantes mesmo na
presenca do corante AC, cuja intensidade do pico se mantém constante
(RSD =7,9% (Fig. 3.33 (A)) e RSD = 4,1% (Fig. 3.33 (C)). O mesmo acontece
nos voltamogramas na Figura 3.33 (B) e (D), as intensidades de corrente de pico
do corante AC aumentam regularmente com o aumento das concentragdes desse
corante mesmo na presenca de TT ou AB, cujos picos de corrente se mantém
constantes (RSD = 7,9% Fig. 3.33 (B)) e RSD = 7,2% Fig. 3.33 (D)).
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Figura 3.33 - Voltamogramas de pulso diferencial obtidos empregando-se o
eletrodo de BDD (4rea geométrica = 0,30 cm?) em solucdes de: (A) TT: (2-7)
50x 107 -6,5x 10° mol L e AC (1-7) 5,0 x 107 mol L™ (constante); (B) AC:
(2-7)2,0x 107 -2,9 x 10° mol L e TT (1-7) 2,0 x 10°® mol L™ (constante); (C)
AB: (2-9) 2,0 x 107 - 4,8 x 10° mol L* e AC (1-9) 1,0 x 10® mol L™
(constante); (D) AC: (2-7) 2,0 x 107 - 29 x 10° mol L™ e
AB (1-7) 2,0 x 10° mol L™ (constante). Eletrdlito suporte: H,SO, 0,1 mol L™;
v=20mVst a=60mVet=5ms.

Posteriormente, foram obtidos os voltamogramas com adicGes
sucessivas e simultaneas de TT e AC, nas concentragdes de 9,99 x 107 -
5,66 x 10° mol L™ para TT e 2,00 x 10® - 4,76 x 10®° mol L™ para AC, e
também foram obtidos os voltamogramas com adigdes sucessivas e simultaneas
de AB e AC, nas concentracdes de 5,96 x 107 - 9,90 x 10° mol L™, parao AB e
9,99 x 10® - 4,76 x 10° mol L™ para o AC. Nas Figuras 3.34 e 3.35 sdo
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mostrados o0s voltamogramas de pulso diferencial obtidos e as respectivas curvas

analiticas.
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Figura 3.34 - (A) Voltamogramas de pulso diferencial obtidos empregando-se o
eletrodo de BDD (4rea geométrica = 0,30 cm?) em diferentes concentraces de
TT e AC: (1) branco, (2) 9,9 x 10®; (3) 2,0 x 107; (4) 3,0 x 107; (5) 5,0 x 10°;
(6) 6,9 x 107; (7) 9,9 x 107; (8) 2,0 x 10 (9) 2,9 x 10 (10) 3,8 x 10°; (11)
5,7 x 10° mol L™, paraa TT; para AC: (1) branco, (2) 2,0 x 10 (3) 5,0 x 10°%;
(4) 1,5 x 107; (5) 3,0 x 107; (6) 5,0 x 107; (7) 6,9 x 107"; (8) 9,9 x 10"; (9) 2,0
x 10 (10) 2,9 x 10 (11) 5,0 x 10°® mol L™. (B) curva analitica obtida para a
TT e (C) curva analitica obtida para o AC. Eletrélito suporte: H,S0,0,1 mol L™;
v=20mVst a=60mVet=5ms.

Analisando a Figura 3.34 (B) e (C) pode-se concluir que as curvas
analiticas apresentaram boa linearidade nas concentracdes estudas para ambos

os corantes. As equacdes correspondentes foram:

-1oo/uA= 0,105 + 2,00 x 10° [c/(mol L™)]  (r=0,996, paraa TT) (3.10)
-loo/uA= 0,116 + 2,62 x 10° [c/(mol L™)]  (r=0,994, parao AC) (3.11)
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Os limites de deteccdo (3 S/N) obtidos foram 6,27 x 10® mol L™ e
1,31 x 10® mol L™, paraa TT e AC, respectivamente.

-l fuA

0 2 4 6 8
[AB]/ 10° mol L™
1,.24©)

20,6 -0,4 -0,2 0,0 -
E/V vs. Ag/AgCI (KCI 3,0 mol L) =

10 20 30 40 50
[AC]/ 107 mol L™

Figura 3.35 - (A) Voltamogramas de pulso diferencial obtidos empregando-se o
eletrodo de BDD (area geométrica = 0,30 cm?) em diferentes concentraces de
AB e AC: (1) branco, (2) 6,0 x 107; (3) 6,9 x 107; (4) 8,9 x 107; (5) 2,0 x 10°®;
(6) 2,9 x 10®% (7) 3,8 x 10°; (8) 4,8 x 10 (9) 5,7 x 10 (10) 7,4 x 10°; (11)
9,9 x 10° mol L™, para o AB; para AC: (1) branco, (2) 9,9 x 10 (3) 2,0 x 10™";
(4) 3,0 x 107; (5) 5,0 x 107; (6) 7,9 x 10™; (7) 9,9 x 10™; (8) 2,0 x 10'®; (9) 2,9
x 10 (10) 3,8 x 10 (11) 4,8 x 10°® mol L™. (B) curva analitica obtida para a
TT e (C) curva analitica obtida para o AC. Eletrélito suporte: H,S0,0,1 mol L™;
v=20mVst a=60mVet=5ms.

As curvas analiticas obtidas para ambos o0s corantes apresentaram

boa linearidade nas concentragdes estudas. As equacdes correspondentes foram:

-1,o/uA= 0,0260 + 1,18 x 10° [c¢/(mol L™)] (r=0,997, parao AB) (3.12)
-1,o/uA=0,0681 + 2,25 x 10° [c¢/(mol L™)] (r=0,995, parao AC) (3.13)
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O limite de deteccdo (3 S/N) obtido foi igual a 1,43 x 10" mol L™
para 0 AB e 2,56 x 10® mol L™ para o AC.

Os estudos de repetibilidade intra e entre-dias também foram
realizados. A repetibilidade intra-dias foi determinada por medidas sucessivas
no mesmo dia (n = 10) de solugdes contendo TT e AC ou AB e AC em 3
diferentes concentracdes. Ja a repetibilidade entre-dias foi determinada por
medidas de 3 diferentes concentracdes em 5 dias diferentes (n=5). Os desvios

padrdes relativos (RSD) obtidos estdo apresentados na Tabela 3.17.

Tabela 3.17 - Resultados obtidos para o estudo de repetibilidade intra e entre-
dias para os pares de corantes determinados simultaneamente

Par de intra-dias entre-dias Par de intra-dias entre-dias
corantes RSD* (%) RSD” (%)  corantes RSD? (%) RSD” (%)
TT (mol LY AB (mol L™
1,0 x 10” 7,2 8,8 5,0 x 107 5,3 6,9
9,9 x 107 2,0 3,9 3,8x10° 1,5 7.8
3,8 x 10° 1,3 3,2 9,1 x 10° 1,1 8,2
AC (mol L™ AC (mol L™
5,0 x 107 5,2 6,3 1,0 x 10" 5,6 5,8
7,0 x 107 3,4 4,9 9,9 x 107 2,6 1,6
2,9 x 107 5,2 5.4 4,8 x10° 0,85 55

*(1=10);"(n="5)

Os resultados de repetibilidade intra e entre-dias obtidos foram

satisfatorios com RSD menores que 9,0% para todas as concentracdes estudadas.

3.4.4.3.1 Estudo de interferentes e testes de adi¢éo e recuperacao

Para investigar a seletividade do eletrodo de BDD, foi realizado o
estudo com possiveis interferentes. As substancias analisadas foram acido
ascorbico (A. asc.), citrato de sodio (Cit. sodio), sacarose, sacarina, acido citrico

(A. cit.), aspartame (Aspt.) e ciclamato de sédio (Cic. sodio). Os testes foram
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feitos pela adicdo dessas substancias a solugdo de TT + AC ou AB + AC, ambos
na concentracdo de 1,0 x 10° mol L™, a metodologia utilizada esta detalhada no
na parte experimental. Na Tabela 3.18 estdo os RSD obtidos para cada analito

em comparagao com os possiveis interferentes, nas proporcdes estudadas.

Tabela 3.18 - Desvios padrao relativos obtidos para o estudo de interferentes

Proporcoes RSD (%)
TT:A. asc. AC:A. asc AB: A. asc
10:1 -0,77 -1.2 -0,89
1:1 -5,3 -5,6 -6,5
1:10 -8,9 -10 -8,7
TT:Cit. s6dio  AC:Cit. s6dio  AB: Cit. sédio
10:1 1.4 2,6 0,81
1:1 1,4 2,5 0,95
1:10 -5,3 -2,8 -1,6
TT:Sacarose AC: Sacarose AB: Sacarose
10:1 15 0,60 2.1
1:1 54 3,3 4.7
1:10 4,4 4,3 4,2
TT:Sacarina AC: Sacarina AB: Sacarina
10:1 0,69 0,52 0,35
1:1 0,98 1,2 0,84
1:10 1,9 2,6 1,3
TT:A. cit. AC: A. cit. AB: A. cit.
10:1 2.8 0 1.3
1:1 2,8 0 -3,6
1:10 -10 -5,4 -8,3
TT:Aspt. AC: Aspt. AB: Aspt.
10:1 0,97 1,1 0,56
1:1 2,7 3,4 0,99
1:10 6,3 6,0 54
TT:Cic. sédio  AC: Cic. sédio  AB: Cic. sédio
10:1 -3.1 -2,9 -2,.8
1:1 -2,9 -2,5 -3,2
1:10 -4.5 -3,25 -5,6

Também foram realizados 0s experimentos com a mistura de todos
0s possiveis interferentes nas proporcdes de 1:1 com os analitos e, os RSD
obtidos foram -6,9% para a TT, -5,3% para 0 AC e -3,5% para o AB. Além
disso, 0s maiores RSDs foram obtidos para o acido ascorbico e para o acido

citrico na proporgdo de 1:10, ou seja, uma concentragdo 10 vezes maior da
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substancias analisada como possivel interferente. Essa propor¢do dificilmente
serd encontrada nas amostras, o que viabiliza a quantificacdo desses corantes
sem uma interferéncia significativa dos outros compostos comumente presentes
nas amostras.

Para investigar a interferéncia da matriz das amostras, na resposta
voltamétrica obtida, também foram feitos estudos de adicéo e recuperacdo. Para
este estudo foram feitos experimentos em triplicata, por meio da adicdo de
aliquotas de solucdo padrdo de TT + AC ou AB + AC as amostras de preparados
solidos para refrescos, gelatinas e hidroténicos. Os resultados obtidos estdo
apresentados nas Tabelas 3.19 (TT + AC) e 3.20 (AB + AC).

Tabela 3.19 - Estudos de adicdo e recuperacdo de TT e AC nas amostras
analisadas

TT(umol L) AC(umol L™
Amostras__Ad.? Rec.” %  Amostra Ad:?  Rec. %
1(refresco) 0,50 (0,48+0,05) 96,0 1(refresco) 0,50 (0,48+0,06) 96,0

15 (1,3+0,3) 86,7 15 (1,7%0,3) 113
2(refresco) 0,50 (0,52+0,08) 104 2(refresco) 0,50 (0,50+0,08) 100

1,5 (1,6+0,4) 107 15 (1,4+0,3) 93,3
3(refresco) 0,50 (0,52+0,07) 104 3(refresco) 0,50 (0,51+0,09) 102

15 (1,6%0,2) 107 15 (1,6+0,4) 107
4(refresco) 0,5 (0,49+0,09) 98,0 4(refresco) 0,5 (0,52+0,08) 104

15 (1,6%0,5) 107 15 (1,4+0,2) 933
5(gelatina) 0,50 (0,49+0,03) 98,0 5(gelatina) 0,50 (0,46+£0,06) 92,0

1,5 (1,4+0,1) 93,3 15 (1,4+05) 93,3
5(gelatina) 0,50 (0,47+0,09) 94,0 5(gelatina) 0,50 (0,45+0,08) 90,0

1,5 (1,4+0,3) 93,33 15 (1,6%0,2) 107
5(gelatina) 0,50 (0,44+0,08) 88,0 5(gelatina) 0,50 (0,47+0,09) 94,0

1,5 (1,6%0,6) 107 15 (1,5+0,3) 100
5(hidrot.) 0,50 (0,48+0,06) 96,0 5(hidrot.) 0,50 (0,51+0,05) 102

1,5 (1,5+0,4) 100 15 (1,6£0,2) 107
5(hidrot.) 0,50 (0,46+0,08) 92,0 5(hidrot.) 0,50 (0,55+0,07) 110

15 (1,54+0,3) 103 15 (1,5+0,5) 100

n = 3; ®ad. = adicionado; ” rec. = recuperado

As recuperacdes variaram entre 86,7% e 107% paraa TT € 92,0% e

113% para o AC. Esses valores obtidos indicam que ndo houve interferéncia da
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matriz das amostras na determinacdo simultdnea desses corantes, considerando
que para produtos alimenticios as recuperacdes aceitdveis podem ficar entre
85% e 115%"*,

Tabela 3.20 - Estudos de adicdo e recuperacdo de AB e AC nas amostras
analisadas

AB(umol L™ AC(umol L™
Amostras Ad.? Rec.” %  Amostra Ad.? Rec. %
1(refresco) 0,70 (0,72+0,04) 103 1(refresco) 0,50 (0,55+0,08) 110
3,8 (3,8+0,2) 100 1,5 (1,6+£0,2) 107
2(refresco) 0,70 (0,65+0,06) 92,8 2(refresco) 0,50 (0,53+0,07) 106
3,8 (3,7£0,4) 974 1,5 (1,5+0,4) 100
5(gelatina) 0,70 (0,71+0,02) 101 5(gelatina) 0,50 (0,48+0,03) 96,0
3,8 (4,0+0,1) 105 1,5 (1,3+0,2) 86,7
5(gelatina) 0,70 (0,67+0,08) 95,7 5(gelatina) 0,50 (0,44+0,09) 88,0
3,8 (4,1+0,3) 108 1,5 (1,6+£0,3) 107

n = 3; ®ad. = adicionado; ° rec. = recuperado

Para o par de corantes AB e AC as recuperacdes variaram entre
92,8 e 108% e 86,7 e 110%, respectivamente. Esses valores também indicam
que ndo héa interferéncia significativa da matriz das amostras na determinacao

simultanea deste par de corantes.

3.4.4.3.2 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia - método comparativo

Para avaliar o desempenho do procedimento eletroanalitico
desenvolvido empregando a DPV e o eletrodo de BDD na determinagéo
simultanea dos pares de corantes TT e AC ou AB e AC, foi adotado como
método de referéncia para fins comparativos a cromatografia liquida de alta
eficiéncia. As condicbes experimentais da técnica cromatogréafica estdo descritas
na parte experimental. Naquelas condicdes estabelecidas, as moléculas de TT,
AC e AB apresentaram um tempo de retencdo de 9,90, 12,0 e 19,1 minutos,
respectivamente. Na Figura 3.36 (A) estdo os cromatogramas obtidos para 0 a
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TT, para o0 AC e para o0 AB nos seus respectivos comprimentos de onda, e na
Figura 3.37, as curvas analiticas obtidas para cada corante, no intervalo de
concentragdo de 1,0 x 10° - 1,0 x 10* mol L™ para a TT, 1,0 x 10° -
1,0 x 10* mol L™ parao AC e de 1,0 x 10°- 1,0 x 10 mol L™ para o AB.

430 nm 484 nm 609 nm
— 1x104M 2 — 1x10-4M 2 — 1x10-4M 2
1x10-4M 2001 1x10-4M 2001 1x10-4M 2001

500

400-

300

200

100 ‘

|

0 ] AL A,,,vxjﬁk Ko on

2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24
Minutes

Figura 3.36 - Cromatogramas obtidos para o TT 0,1 mmol L™ (linha vermelha -
430 nm); para o AC 0,1 mmol L* (linha azul - 484 nm) e para o
AB 0,1 mmol L™ (linha rosa - 609 nm). Fase movel: acetato de aménio 1%
(m/v) (0,13 mol L™) (pH 7,5) (Fase Mével A) e mistura metanol:acetonitrila
80:20 (v/v) (Fase Mdvel B) (eluicao gradiente), vaza = 1,0 mL /min e o volume
das injecdes: 20,0 puL, comprimentos de onda: 430 nm para a TT, 484 nm para
AC e 610 nm para AB.

2800000+ (A) 2500000 (B) 2000001 ©
2000000
2100000 . 3300000
g 3 1500000 S
51400000 > 2200000
10000004
700000 1100000
500000
0 ; . ; ; ; 0 . . . . . 0 T T T : y
0 2 4 6 8 10 0 2 4 6 8 10 0 2 4 6 &8 10
[TT]/10° mol L [AC]/10° mol L [AB]/10° mol L’

Figura 3.37 - Curvas analiticas obtidas para os corantes em unidades de area.
Concentragdes da curva analitica para TT, AC e AB: 1,0 x 10, 5,0 x 10, 1,0 x
10°,3,0 x 10°,5,0 x 10° e 1,0 x 10 mol L™,
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As equac0es das curvas obtidas foram:
A(u.a)=1,39 x 10 + 2,65 x 10"°[c/(mol L]  (paraaTT) (3.14)
A(u.a.) =-3,62 x 10* + 4,63 x 10" [c/(mol L™)]  (parao AC) (3.15)
A(u.a)=4,75% 10° + 2,42 x 10" [c/(mol LY]  (parao AB) (3.16)

Todas as amostras de preparado sélido para refresco, gelatina e
hidrotdnicos  foram  analisadas  empregando-se  este  procedimento

cromatografico, a fim de validar o método eletroanalitico desenvolvido.

3.4.4.3.3 Aplicacdo do procedimento eletroanalitico empregando DPV na
determinacdo simultanea dos pares de corantes TT e AC ou AB e AC em

amostras comerciais

Algumas amostras de alimentos industrializados (preparados
solidos para refresco, gelatinas e hidroténicos) contendo os corantes TT e AC ou
AB e AC foram analisadas, a fim de avaliar o procedimento proposto. Para a
determinacdo simultanea destes analitos foi utilizado o método de adicdo de
padrdo, mesmo obtendo resultados satisfatdrios com relacdo a interferéncia das
matrizes das amostras. Nas Tabelas 3.21 e 3.22 sdo apresentados os resultados
obtidos dos teores de TT e AC ou AB e AC determinados empregando-se 0S

procedimentos voltamétrico e o cromatografico.
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Tabela 3.21 - Resultados obtidos na determinagdo de TT e AC em produtos
alimenticios empregando-se HPLC e DPV

Amostras TT AC
Refresco a a a Errol Erro 2
(Mg/100g) HPLC DPV HPLC DPV (%)b (%)b
1 5542 53+2 49+3 49+4 -3,6 0
2 59+4 61+1 34+2 36+3 3,4 5,6
3 22+3 21+4 8,2+0,5 8,9+0,4 -4,5 8,5
4 24+1 25+2 28+4 27+1 4,2 3,7
Gelatina
(mg/100g)
1 14+2 14+1 3,1+0,6 2,8+0,5 0 -9,8
2 5,8+0,3 5,6+0.8 1,240,4 1,3+0,6 -3,4 8,3
3 14+1 13+1 3,1+0,6  3,2+0,3 -7,1 3,2
Hidrotonico
(mg/100 mL)
1 1,5+0,2 1,6£0.5 0,35+0,04 0,38+0,03 6,7 8,6
2 0,61+0,06 0,59+0,08 1,7+05 1,8+0,4 -3,3 59

an =3; " Erro 1/2(%) = 100 x (valor voltamétrico - valor HPLC) / valor HPLC.

Tabela 3.22 - Resultados obtidos na determinagdo de AB e AC em produtos
alimenticios empregando-se HPLC e DPV

Amostras AB AC
Refresco | \pica pPv  HPLC® DPVA Errol Erro2
(mg/1009) (%)” (%)

1 4302 47t06 8,104 94305 93 80

2 32¢43 33+l  13+1 1242 31 7.7
Gelatina
(mg/1009)

1 13+1  12¢2  2,4%02 25:04 7,7 42

2 9,905 10¢1 3,1#04 34:06 10 97

an=3;°Erro 1/2 (%) = 100 x (valor voltamétrico - valor HPLC) / valor HPLC.

Para avaliar a concordancia dos resultados obtidos pelos dois
procedimentos aplicou-se o teste t - pareado. Para o par de corantes TT e AC 0
texp fOi igual a 2,03 e 2,18, respectivamente. Esses valores de te, S0 menores
que o valor de tuiico (2,31), € para 0 AB e AC o t, foi igual a 2,75 e 2,60,
valores também menores que aquele critico (teiico = 3,18). Portanto, 0s

resultados da determinacéo simultanea dos pares de corantes TT e AC ou AB e
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AC obtidos pelo procedimento proposto empregando DPV e pelo procedimento
de referéncia empregando HPLC néo apresentaram diferencas significativas, a
um nivel de confianca de 95% e estdo dentro de um erro relativo aceitavel. O
procedimento desenvolvido também se mostrou bastante simples, rapido e

eficiente.

3.4.5 Determinacao simultanea dos pares de corante TT e AC ou AB e AC
empregando a amperometria de multiplos pulsos acoplada a um sistema de
analise por injecdo em fluxo (MPA-FIA) e o eletrodo de BDD pré-tratado

catodicamente

Primeiramente, foram construidos  os  voltamogramas
hidrodinamicos para cada corante (TT, AC e AB) através da técnica
amperométrica convencional. Como ja apresentado anteriormente, 0s potenciais
de reducéo da TT, do AC e do AB estdo em torno de -0,29, -0,15 e -0,34 V,
respectivamente. Para a construcdo dos voltamogramas hidrodindmicos o0s
potenciais foram variados em torno dos potencias de reducdo de cada corante, e
as correntes registradas foram colocadas em grafico em funcé@o dos potenciais
aplicados ao eletrodo de trabalho. Na Figura 3.38 sdo mostrados 0s
voltamogramas hidrodindmicos obtidos.

Analisando cada um dos voltamogramas hidrodindmicos observou-
se que para a TT a corrente aumenta a partir de -0,20 V e atinge um maximo de
corrente em -0,45 V, enquanto que para o AC, a corrente aumenta a partir de
0,00V e atinge um méaximo em -0,20 V. No caso do AB, a corrente aumenta a
partir de -0,20 V e, atinge um maximo de corrente em -0,45 V, similar a TT.
Sendo assim, um potencial igual ou maior do que -0,45 V (ou -450 mV) pode
ser aplicado para a oxidacdo eletroquimica da TT ou do AB e, um potencial

maior ou igual a -0,20 V (ou -200 mV) pode ser aplicado para a oxidagédo
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eletroquimica do AC, em um sistema FIA, e esses foram o0s potenciais

selecionados para os estudos envolvendo a MPA.

50 8
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Figura 3.38 - Voltamogramas hidrodindmicos obtidos para a TT 0,1 mmol L™
(A), para 0 AC 0,1 mmol L™ (B) e para o AB 0,05 mmol L™ (C), utilizando o
eletrodo de BDD. Eletrolito suporte: H,SO, 0,1 mol Lt
volume de injecdo = 250,0 pL e vazdo = 3,1 mL min™.

3.4.5.1 Otimizacao dos parametros do sistema FIA
Nas Figuras 3.39 e 3.40 estdo os graficos da dependéncia do sinal

analitico com a vazdo e com o volume da alca de amostragem, para oS trés
corantes, TT, AC e AB.
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Figura 3.39 - Magnitude da média (n = 3) dos sinais de corrente em funcéo da
vazdo da solucdo transportadora (H,SO, 0,1 mol L), vazdes: 0,45 a
3,55 mL min?, (A) TT 1,0 mmol L™; (B) AC 0,1 mmol L™ e (C) AB 0,05 mmol
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L.
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Figura 3.40 - Magnitude da média (n = 3) dos sinais de corrente em funcdo do
volume da alca de amostragem: 50 a 500 pL, (A) TT 1,0 mmol L™
(B) AC 0,1 mmol L™ e (C) AB 0,05 mmol L™.

A magnitude do sinal de corrente aumenta com a vazao até o valor
de 2,7 mL min™, para os trés corantes, e se mantém constante para vazdes
maiores. Sendo assim, a vazdo de 2,7 mL min® foi selecionada, por
proporcionar maior frequéncia analitica (78 determinacdes por hora), além de
maior sinal analitico. O efeito do volume da alca de amostragem foi investigado
na faixa entre 50 a 500 pL. A magnitude do sinal amperométrico aumenta com o
aumento do volume da alca de amostragem até o valor de 350 uL, sendo este, 0

volume da alca de amostragem selecionado.
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3.4.5.2 Estudo do efeito do tempo de aplicacdo dos pulsos de potencial em
MPA-FIA

Como discutido na introducdo, os pulsos de potencial sdo aplicados
em MPA em funcdo de um tempo pré-determinado pelo experimentador. Sendo
assim, realizou-se um estudo do efeito de diferentes tempos de aplicacdo dos
pulsos de potencial para cada corante. Neste trabalho, foram realizadas as
determinacdes simultaneas dos pares de corantes TT e AC ou AB e AC, os
potencias Otimos de reducdo desses corantes encontrados através dos
voltamogramas hidrodinamicos foram, -0,45, -0,2 e -0,45 V, para TT, AC e AB,
respectivamente. Portanto dois pulsos de potencial foram aplicados para a
determinacéo simultanea desses pares de corantes -0,45V e -0,15 V.

Para avaliar a influéncia do tempo de aplicacdo desses pulsos de
potencial, esses dois potenciais foram aplicados variando-se o tempo de
aplicacdo de 100 a 500 ms, de forma univariada, empregando-se o eletrodo de
BDD para cada solucdo de corante. Na Figura 3.41 estdo os gréaficos da
magnitude de corrente obtida em funcdo do tempo de aplicacdo do pulso de
potencial de reducdo de cada um dos corantes.

Analisando as curvas apresentadas na Figura 3.41, observou-se que
para a TT e AB, cujo pulso de potencial aplicado foi o mesmo (-0,45V), a
magnitude de corrente diminui significativamente com o aumento do tempo de
aplicacdo do pulso de potencial, sendo que, o maior sinal analitico foi obtido
para um tempo de 100 ms de aplicacdo do pulso. No caso do AC, cujo pulso de
potencial aplicado foi de -0,15 V, a magnitude de corrente aumenta com o
aumento do tempo de aplicacdo do pulso de potencial até atingir um méaximo de
corrente em 400 ms. Sendo assim, selecionaram-se 0s tempos de aplicacéo de

pulsos de potencial de 100 ms para -0,45V e de 400 ms para -0,15 V.
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Figura 3.41 - Magnitude da média (n = 3) dos sinais de corrente em funcdo do
tempo de aplicacdo dos pulsos de potenciais: 100 a 500 ms,
(A) TT 1,0 mmol L™, pulso de potencial = -0,45 V; (B) AC 0,1 mmol L, pulso
de potencial = -0,15 Ve (C) AB 0,05 mmol L™, pulso de potencial = -0,45 V.

3.4.5.3 Comportamento amperométrico do eletrodo de BDD para 0s pares
de corantes TT e AC ou AB e AC frente a sequéncia de aplicacéo dos pulsos

de potencial

Apos a selecdo dos potenciais que serdo aplicados, do tempo de
aplicacéo dos pulsos de potencial e a otimizacdo dos parametros do sistema FIA,
avaliou-se 0 método com a aplicacdo de uma sequéncia de dois pulsos de
potencial em fungdo do tempo, os quais sdo apresentados a seguir e nas Figuras
3.42 e 3.43.

(1) Eget1 = -150 mV/400ms: pulso de potencial no qual ocorre a
reducéo apenas de AC;
(2)  Eget2 = -450 mV/100 ms: pulso de potencial no qual ocorre a

reducédo de ambos os corantes (TT e AC ou AB e AC).
Lembrando que, para a aplicacdo da técnica MPA empregando-se
outros eletrodos de trabalho, geralmente, ha a necessidade de se aplicar um
pulso de potencial, em outro potencial pré-selecionado, para promover a limpeza
e regeneracdo da superficie do eletrodo de trabalho, devido a adsorcdo de

produtos e/ou reagentes. No entanto, como no eletrodo de BDD, a adsorcdo de
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compostos organicos e/ou inorganicos é muito baixa, essa etapa de limpeza da
superficie do eletrodo ndo foi necessaria, diminuindo assim a complexidade e
aumentando a frequéncia analitica do procedimento desenvolvido.

E importante salientar que, ndo foi possivel a determinacdo
simultanea dos trés corantes e sim dos pares de corantes comumente
encontrados nos produtos alimenticios, TT e AC ou AB e AC, devido ao
potencial de reducdo dos corantes TT e AB serem o0 mesmo (-0,45 V). E ainda, o
potencial 6timo para a reducdo do AC, estimado por meio do voltamograma
hidrodindmico, foi de -0,20 V. No entanto, foi verificado que ao aplicar esse
potencial, os corantes TT e AB também se reduziam. Sendo assim, como 0
objetivo é analise simultanea, optou-se por trabalhar com o pulso de potencial de
-0,15 V (150 mV) para a reducdo do corante AC, uma vez que nesse potencial
foram tambem obtidas elevadas magnitudes de corrente.

Na Figura 3.42 estdo os resultados obtidos usando a técnica MPA
acoplada ao sistema FIA com a aplicacdo dos pulsos de potenciais acima
discutidos. Este estudo foi realizado em meio de H,SO, 0,1 mol L™ sob o
eletrodo de BDD pre-tratado catodicamente, as solucdes foram injetadas em
triplicata na ordem: TT (50,0 pmol L™); AC (50,0 pmol L™); e a mistura de

TT+AC nas mesmas concentracdes (50,0 umol L ™).
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AC T AC+T AC T  AC+T
-150 mV (
-1,0|.LA|
det.2 ,
-450 mV
Edet: [150ms _4s0mv 4
-150 mV
400 ms
-2,0 pA |
400 600 800 1000 1200 1400
lls
(A) (B)

Figura 3.42 - (A) Sequéncia de aplicacdes dos pulsos de potencial em funcdo do
tempo; (B) Amperogramas de multiplos pulsos obtidos empregando-se o
eletrodo de BDD em solucdo de TT 50,0 pmol L™, AC 50,0 umol L e TT + AC
nas mesmas concentracdes. Solucdo transportadora e eletrélito suporte: H,SO,
0,1 mol L™, volume de injecdo = 350,0 pL e vazdo = 2,4 mL min™.

Observou-se que em Eg 1 (-150 mV) a corrente aumenta ao injetar
uma solucdo contendo apenas AC ou uma mistura, porém em ambos 0s casos o
sinal de corrente obtido esta relacionado a reducdo de AC. Enquanto que em
Eeet2 (-450 mV) a corrente aumenta ao injetar solugbes contendo apenas AC,
apenas TT ou uma mistura dos dois, isso significa que o sinal de corrente obtido
esta relacionado com a reducdo de ambas as espécies.

Portanto, o sinal de corrente obtido em Egy; € proporcional a
concentracdo apenas de AC (lIac = leqet1) €, 0 sinal de corrente obtido em Ege, €
proporcional a soma das concentragdes de ambos os corantes, AC e TT. Assim,
a quantificacdo de AC pode ser feita de forma direta, enquanto para a TT é
necessaria a subtracdo das correntes (Itt = leqet2 - leqer1) para se obter os valores
de corrente correspondente apenas a concentracdo de TT.
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No entanto, o sinal de corrente obtido em Ege; para o0 AC ndo era
igual ao sinal de corrente obtido para 0 mesmo AC em Eg », devido ao pulso de
potencial selecionado e devido aos tempos de aplicacdo de cada pulso serem
diferentes. Como pode ser observado no voltamograma hidrodinamico da Figura
3.38 (B), o sinal de corrente do AC continua aumentando em potenciais maiores
que -150 mV, aumentando assim o sinal analitico (aumento da corrente) desse
analito na determinacdo simultanea com o TT no potencial de -0,450 V.
Consequentemente, o sinal de corrente do AC, obtido em Eg,, era 1,5 vezes
maior do que o sinal de corrente obtido em Eg ;. Sendo assim, o sinal de
corrente proporcional a concentracdo da TT é obtida empregando-se a equacéo:
It1 = leget2 - (Iecet1X 1,5£0,1) e, o sinal de corrente proporcional a concentragédo
do AC: lac = legets -

AC AB AC+AB AC AB AC+AB
Edet.z

| ‘[ e wr

Eder1 [100ms
-150 mV -450 mV,-——"’WW ﬂ ~
400 ms ﬂ

-1,0 pA ‘

0 200 400 600 800 1000 1200
tls
(A) (B)

Figura 3.43 - (A) Sequéncia de aplicacBes dos pulsos de potencial em funcéo do
tempo; (B) Amperogramas de multiplos pulsos obtidos empregando-se o
eletrodo de BDD em solucéo de AB 50,0 umol L™, AC 10,0 umol L™ e AB +
AC nas mesmas concentracdes. Solucdo transportadora e eletrolito suporte:
H,S0,0,1 mol L™, volume de injecéo = 350,0 pL e vazdo = 2,4 mL min™.
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Na Figura 3.43 estdo os resultados obtidos para o outro par de
corantes, AB e AC, usando a técnica MPA acoplada ao sistema FIA com a
aplicacdo dos pulsos de potenciais anteriormente discutidos. Este estudo foi
realizado em meio de H,SO, 0,1 mol L™ sob o eletrodo de BDD pré-tratado
catodicamente, as solugbes foram injetadas em triplicata na ordem:
AB (50,0 pmol L™); AC (10,0 pmol L™); e a mistura de TT+AC nas mesmas
concentragdes (50,0 pmol L™ AB e 10,0 pmol L*AC).

O comportamento deste par de corantes é bastante similar ao
comportamento da TT e AC. Em Ege 1 (-150 mV) a corrente aumenta ao injetar
uma solucdo contendo apenas AC ou uma mistura, porém em ambos 0S casos 0
sinal de corrente obtido esta relacionado a reducdo somente de AC. J&, em Ege
(-450 mV), a corrente aumenta ao injetar solucdes contendo apenas AC, apenas
AB ou uma mistura dos dois corantes, indicando que o sinal de corrente obtido
corresponde a reducdo de ambas as espécies.

Esses resultados indicam que, o sinal de corrente obtido em Ege 1 €
proporcional a concentracdo apenas de AC e, o sinal de corrente obtido em Ege
é proporcional a soma das concentracdes de ambos os corantes, AC e AB. Logo,
a quantificacdo de AC pode ser de forma direta, enquanto que para o AB é
necessaria a subtracdo das correntes (Iag = leqet2 - ledet1), para se obter os valores
de corrente correspondente apenas a concentracdo de AB.

Porém, o0 mesmo que aconteceu com o sinal de corrente para a
determinacdo de AC com a TT acontece na determinagdo de AC com AB. O
sinal de corrente obtido em Ege, para 0 AC néo era igual ao sinal de corrente
obtido para 0 mesmo AC em Ege o, 0 sinal obtido em Eg, era 1,5 vezes maior,
por isso, para se obter o mesmo sinal de corrente para 0 AC em Ege 1 € Eget» fez-
se a multiplicacdo de Ege 1 por um fator de correcdo de 1,5. Sendo assim, o sinal
de corrente correspondente a concentracdo de AC foi Iac = lgget1, € 0 Sinal de

corrente correspondente a concentracdo de AB foi Iag = lgget2 - (Iggetr X 1,520,2).
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Dessa forma, foi possivel determinar os pares de corantes: ACe TT
ou AC e AB, simultaneamente sem a interferéncia de um sobre o outro como
ocorre na técnica amperomeétrica convencional, na qual apenas um potencial
constante pode ser aplicado em um determinado tempo.

Em sequéncia aos estudos, foram realizados experimentos com
injecdes sucessivas em triplicata de diferentes concentracGes de uma mistura de
TT e AC ou AB e AC. Na Figura 3.44 sdo mostrados os amperogramas obtidos
para cada um dos pulsos de potencial aplicado e as respectivas curvas analiticas

obtidas para o par de corantes TT e AC.
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Figura 3.44 - Amperogramas de multiplos pulsos obtidos empregando-se o
eletrodo de BDD em diferentes concentragfes de uma mistura de TT e AC.
Concentragdes de TT: 5,0; 7,0; 9,0; 10,0; 20,0; 40,0 e 60,0 pmol L™; AC: 1,0;
4,0; 6,0; 8,0; 10,0; 30,0 e 50,0 pmol L™. Os gréficos (ao lado) séo as curvas
analiticas obtidas para o AC e para a TT. Solucdo transportadora e eletrdlito
suporte: H,SO, 0,1 mol L% volume de injecdio = 350,0 pL e
vazdo = 2,4 mL min™. Os sinais obtidos em A, B e C correspondem a trés
amostras analisadas.
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Como pode ser observado na Figura 3.43, as curvas analiticas

apresentaram boa linearidade e as equac6es correspondentes foram:

(I = lgger1, para o AC)
-1/pA= 0,0347 + 0,0342 [c/(umol LH]; r = 0,999 (3.17)
(I = leget2 - ledet1 X (1,5£0,1), paraa TT)

-1/uA= -0,316 + 0,108 [c/(umol L™H]; r = 0,999 (3.18)

Os limites de deteccdo (3 S/N) obtidos foram a 2,5 x 10 mol L™
paraa TT e 8,0 x 107 mol L™ para o AC.

Na Figura 3.45 estdo os amperogramas obtidos para cada um dos
pulsos de potencial aplicado e as respectivas curvas analiticas obtidas para o
outro par de corantes AB e AC.

As curvas analiticas apresentaram boa linearidade e as equacdes

correspondentes foram:

(1 = leget.1, para 0 AC)
-1/uA= 0,0563 + 0,0174 [c/(umol L™)]; r = 0,997 (3.19)
(1 = ledet2 - leder1 % (1,5+0,2), para a AB)

-1/uA= 0,247 + 0,0949 [c/(umol LY)]; r = 0,995 (3.20)

Os limites de deteccdo (3 S/N) obtidos foram a 3,5 x 10° mol L™
paraa AB e 8,5 x 107" mol L™ para o AC.

Os estudos de repetibilidade intra e entre-dias também foram
realizados. A repetibilidade intra-dias foi determinada por medidas sucessivas
no mesmo dia de 10 injec6es de solucdes padrdo de uma mistura de TT e AC ou
AB e AC em 3 diferentes concentracdes. Ja a repetibilidade entre-dias foi
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determinada por medidas de 3 diferentes concentracdes em 5 dias diferentes
(n=5). Os desvios padrdes relativos (RSD) obtidos estdo apresentados na Tabela
3.23.
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Figura 3.45 - Amperogramas de mdltiplos pulsos obtidos empregando-se a o
eletrodo de BDD em diferentes concentracbes de uma mistura de AB e AC.
Concentracdes de AB: 5,0; 7,0; 9,0; 10,0; 20,0; 40,0 e 60,0 umol L™; AC: 1,0;
4,0; 6,0; 8,0; 10,0; 30,0 e 50,0 pmol L™. Os gréficos (ao lado) séo as curvas
analiticas obtidas para o AC e para o AB. Solugédo transportadora e eletrolito
suporte: H,S0, 0,1 mol L™, volume de injecdo = 350,0 pL e vazdo = 2,4 mL
min™. Os sinais obtidos em A, B e C correspondem a trés amostras analisadas.

Tabela 3.23 - Resultados obtidos no estudo de repetibilidade intra e entre-dias
para os pares de corantes determinados simultaneamente por MPA-FIA

Par de intra-dias entre-dias Par de intra-dias entre-dias
corantes RSD? (%) RSD” (%) corantes RSD? (%) RSD” (%)
TT (mol L™ AB (mol L™

5,0 x 10° 3,4 6,0 5,0 x 10°° 7,6 8,1
2,0x107° 1,8 8,9 2,0x 107 2,0 6,1
6,0 x 10° 4,7 7,8 6,0 x 10° 1,9 0,7
AC (mol L™ AC (mol L™

1,0 x 10° 0,27 7.4 1,0x10° 6,6 8,9
1,0 x 10° 1,7 8,3 1,0 x 10 6,4 6,8
5,0 x 107 1,7 8,6 5,0 %107 55 4.4

(n=10);° (n=5)
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Os resultados de repetibilidade intra e entre-dias obtidos foram

satisfatorios com RSD menores que 9,0% para todas as concentracdes estudadas.

3.4.5.4 Estudo de interferentes e testes de adi¢ao e recuperacao

Assim, como para os procedimentos desenvolvidos apresentados
anteriormente, os estudos de analise de interferentes e teste de adicdo e
recuperacdo foram realizados para este procedimento empregando MPA. As
substancias analisadas (acido ascorbico (A. asc.), sacarose, &cido citrico (A.
cit.), aspartame (Aspt.) e ciclamato de sodio (Cic. s6dio)) como possiveis
interferentes foram as mesma do procedimento voltamétrico ja que as amostras
analisadas também foram de preparados solidos para refresco, gelatinas e
hidroténicos. Os testes foram feitos pela adicdo dessas substancias a solucao de
TT e AC ou AB e AC e método utilizado esta detalhada na parte experimental.
Na Tabela 3.24 sdo mostrados os RSDs obtidos para cada analito em
comparagdo com 0s possiveis interferentes, nas proporcées estudadas.

Também foram realizados 0s experimentos com a mistura dos
interferentes nas proporgdes de 1:1 com os analitos e 0os RSDs obtidos foram
-5,2% paraa TT, -3,1% para o AC e -4,6% para o AB.
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Tabela 3.24 - Desvios padrao relativos obtidos no estudo de interferentes

Proporc¢oes RSD (%)

TT:A. asc. AC:A. asc AB: A. asc
10:1 -0,37 -0,81 -1.8
1:1 -4,5 -6,6 -5,5
1:10 -8,1 -94 -8,3

TT:Sacarose AC: Sacarose AB: Sacarose

10:1 0,52 1,6 3.1
1:1 3,4 3,5 47
1:10 2,4 43 4.8

TT:A. cit. AC: A. cit. AB: A. cit.
10:1 1.8 0,88 2.3
1:1 3,1 0,79 -4,5
1:10 -8,1 -4,8 -6,2

TT:Aspt. AC: Aspt. AB: Aspt.
10:1 -0,77 1,0 0,78
1:1 3,2 -2,6 0,35
1:10 -5,9 51 -3,5

TT:Cic. sédio  AC: Cic. s6dio  AB: Cic. sédio

10:1 -2,1 -1.8 2.9
1:1 -4,2 -5,5 1,2
1:10 -3,9 -3,2 -4.7

Para investigar a interferéncia da matriz das amostras na resposta
amperométrica obtida, também foram feitos estudos de adicdo e recuperacgéo.
Para esse estudo foram feitos experimentos em triplicata, por meio da adicdo de
aliquotas de solucéo padrdo de TT + AC ou AB + AC as amostras de preparados
solidos para refrescos, gelatinas e hidrotbnicos. As recuperacbes obtidas
variaram entre 95,4% e 114% paraa TT e 86,7% e 107% para 0 AC, e para o
outro par de corantes variaram entre 86,1% e 103% para 0 AB e 94,0% e
113% para 0 AC (dados ndo mostrados em tabela). Esses valores obtidos
indicam que assim como para 0 procedimento voltamétrico, ndo houve
interferéncia significativa da matriz das amostras na determinacdo simultanea
desses pares de corantes neste procedimento empregando MPA-FIA,
considerando que para produtos alimenticios as recuperacdes aceitaveis podem

ficar entre 85% e 115%**,
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3.4.5.5 Aplicacdo do procedimento eletroanalitico empregando MPA-FIA
na determinacéo simultanea dos pares de corantes TT e AC ou AB e AC em

amostras comerciais

Finalmente, o procedimento desenvolvido, empregando-se o
eletrodo de BDD e a técnica MPA acoplada ao sistema FIA, para a determinacao
simultanea dos pares de corantes, TT e AC ou AB e AC foram empregadas
amostras comerciais de preparados solidos para refresco, gelatinas e
hidrotdnicos. Nas Figuras 3.41 e 3.42, apresentadas anteriormente, também séo
mostrados 0s sinais transientes de injecbes em triplicata para trés amostras
analisadas (A, B, C).

Nas Tabelas 3.25 e 3.26 sdo apresentados os resultados obtidos dos
teores de TT e AC ou AB e AC determinados empregando-se 0s métodos
amperométrico (MPA-FIA) e cromatografico (método comparativo descrito no

item 3.3.1.3.2) para todas as amostras analisadas.

Tabela 3.25 - Resultados obtidos na determinagéo simultanea de TT e AC em
produtos alimenticios empregando-se HPLC e MPA-FIA

Amostras TT AC
Refresco a a a Errol Erro?2
(Mg/100g) HPLC MPA HPLC MPA (%)b (%)b
1 55+2 60+1 49+3 47+3 9,1 -4,1
2 59+4 63+3 34+2 33+2 6,8 -2,9
3 2243 2145 8,240,5 8,7+0,6 -4,5 6,1
Gelatina
(mg/1009)
1 1442 14+1 3,1+0,6  2,8+0,5 0 -9,8
2 5,8+0,3 5,6+0.8 1,240,4 1,3+0,6 -3,4 8,3
Hidroténico
(mg/100 mL)
1 1,5+0,2 1,6£0.5 0,35+0,04 0,34+0,08 6,7 -2,9
2 0,61+0,06 0,60+0,07 1,705 1,8+0,5 -1,6 5,9

an=3;°Erro 1/2 (%) = 100 x (valor amprométrico - valor HPLC) / valor HPLC.
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Tabela 3.26 - Resultados obtidos na determinagdo simultanea de AB e AC em
produtos alimenticios empregando-se HPLC e MPA-FIA

Amostras AB AC
Gelatina a a a a Errol Erro2
(Mg/1000) HPLC MPA HPLC® MPA (%)b (%)b
1 10+1 11+3 3,3+3 3,2+2 10 -3,0
2 13+1 14+4 2,4+0,2 2,6x0,8 7,7 8,3
3 9,9+0,5 10+2 3,1+04 3,2+0,7 1,0 3,2

an=3;°Erro 1/2 (%) = 100 x (valor amperométrico- valor HPLC) / valor HPLC.

Para avaliar a concordancia dos resultados obtidos pelos dois
procedimentos aplicou-se o teste t - pareado. Para o par de corantes TT e AC o
texp fOi igual a 1,83 € 2,12, respectivamente, ambos os valores sdéo menores que 0
teritico = 2,44, € para 0 AB e AC 0 te, foi igual a 2,33 e 3,88 respectivamente,
valores também menores do que 0 tgiico = 4,30. Portanto, os resultados da
determinacdo simultanea dos pares de corantes TT e AC ou AB e AC obtidos
pelo procedimento proposto empregando MPA-FIA e pelo procedimento de
referéncia empregando HPLC néo apresentaram diferencas significativas, a um
nivel de confianca de 95% e estdo dentro de um erro relativo aceitavel.

O procedimento desenvolvido empregando MPA acoplada ao
sistema FIA também se mostrou bastante simples, rapido e eficiente podendo ser
utilizado para a determinacéo simultédnea de TT e AC ou AB e AC em produtos
alimenticios contendo a combinacdo destes corantes. Ademais, este
procedimento possui algumas vantagens por empregar o sistema FIA, como por
exemplo, menor consumo de reagentes, menor tempo de andlise e
instrumentacd0 mais automatizada, o que diminui a interferéncia do

experimentador.
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3.4.6 Procedimentos eletroanaliticos desenvolvidos nesta tese vs.
Procedimentos eletroanaliticos propostos na literatura para a determinacgao
dos corantes TT, AC e AB

Na literatura ja existem alguns procedimentos eletroanaliticos
propostos para a determinacdo de TT e AC. Na Tabela 3.27 é apresentada uma
comparacao entre os LDs obtidos nesta tese paraa TT e AC e aqueles descritos
na literatura.

Analisando essa tabela observou-se que os limites de deteccéo
obtidos para ambos os corantes (TT e AC) em ambos o0s procedimentos
desenvolvidos (utilizando SWV e MPA-FIA), sdo satisfatorios frente aos
procedimentos propostos na literatura, e estdo entre 0s que alcangaram menores
limites de deteccdo. Ademais, os potenciais de reducdo obtidos para esses
corantes neste trabalho foram menos negativos (TT: -0,29 V e AC: -0,15 V) do
que aqueles obtidos na maioria dos procedimentos propostos na literatura com
outros eletrodos de trabalho (TT: de -0,55 V a -0,71 V e AC: de -0,47 V a
-0,63 V). Além disso, a maioria dos procedimentos propostos na literatura utiliza
como eletrodo de trabalho o eletrodo de mercurio, o qual necessita de
desoxigenacdo da solucdo (remocdo do O,), ndo necessaria ao se utilizar o
eletrodo de BDD. Ademais, o emprego de eletrodo de mercdrio em fluxo é
trabalhoso e requer algumas estratégias, dificultando o trabalho pratico.

Outro fator importante é que ndo foi encontrado na literatura
nenhum procedimento eletroanalitico para a determinacdo simultanea de TT e
AC ou AB e AC. Alem disso, também néo foi encontrado nenhum procedimento
eletroanalitico para a determinacdo do corante azul brilhante, nem mesmo

individualmente.
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Tabela 3.27 - Comparacdo dos limites de deteccdo obtidos na tese com 0s
limites de deteccdo obtidos em outros procedimentos e/ou materiais de eletrodo

para a determinacdo de TT e AC

Método Eletrodo LD (TT) LD (AC) Ref.
mol/L mol/L
DPV BDD 6,27 x 10° 1,31 x 107 Este trabalho
MPA-FIA BDD 2,5 x 10 8,00 x 107 Este trabalho
DPV HMDE 2,5 x10° - Maslowska e Janiak’
:SSS\\//:VF\’/\\// HMDE 187 x 10° ) Nevado et al.”
AdSV-SWV HMDE - 1,10 x 10 Nevado et al.”
SV-LV HMDE - 7,49 x 10°° Kapor et al.”’
DP-polarografia
e métodos MDE 6,90 x 10 3,90x 107 Lopez-de-Alba et al.”
quimiométricos
SWV GClpolialilamina 1,80 x 10°® 3,50 x 10 Silvaetal.”
CV MWCNT/PGE 9,36 x 107 - Song et al.®
CV MWCNT/GE - 1,10 x 10°® Song et al.®
informagdes reforcam a importdncia dos métodos

desenvolvidos nesta tese para a determinacdo simultanea desses pares corantes,

considerando que eles sdo comumente encontrados,

combinacdo, nos alimentos industrializados.
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4.  CONCLUSOES

Diante dos resultados apresentados, € possivel fazer algumas
consideracOes referentes ao eletrodo de diamante dopado com boro e sua
aplicacdo como sensor no desenvolvimento de procedimentos eletroanaliticos
para a determinacdo simultanea de antioxidantes ou corantes alimenticios.

A éarea eletroativa dos eletrodos de BDD, calculadas pela equacéo
de Randles-Sevcik, apresentou valores um pouco menores do que a area
geométrica, isso provavelmente devido ao fato destes eletrodos possuirem uma
superficie predominantemente isolante com pequenas areas condutoras.
Ademais, a area eletroativa dos eletrodos de BDD aumentou ap0s a realizacao
de um pre-tratamento catédico na superficie do eletrodo, o que indica que com o
pré-tratamento catodico a camada passiva presente na superficie do eletrodo é
removida desbloqueando alguns sitios ativos, aumentando assim a area
eletroativa do eletrodo.

A realizacdo do pré-tratamento catodico sobre a superficie do
eletrodo também proporcionou melhores resultados, como por exemplo, maior
intensidade de corrente e menor potencial redox, frente a todos 0os compostos
analisados neste trabalho, os antioxidantes: BHA e BHT e os corantes: TT, AC e
AB.

Todos os analitos investigados se oxidam (BHA e BHT) ou se
reduzem (TT, AC e AB) na superficie do eletrodo de BDD em reagdes
irreversiveis, cujo transporte de massa é controlado por difusdo das espécies a
superficie do eletrodo.

A utilizacdo do eletrodo de BDD pré-tratado catodicamente
mostrou-se bastante eficiente na determinacdo simultdnea dos antioxidantes
BHA e BHT, tanto pelo procedimento voltamétrico empregando a SWV, quanto

pelo procedimento amperométrico empregando a MPA-FIA. Essas duas técnicas
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proporcionaram excelentes limites de deteccdo comparaveis e até menores do
que os limites de deteccdo obtidos em procedimentos propostos na literatura.
Cabe também enfatizar que foram encontrados apenas quatro trabalhos
descrevendo métodos eletroanaliticos para a determinacdo simultanea destes
antioxidantes.

O eletrodo de BDD pré-tratado catodicamente, também se mostrou
bastante adequado na determinacdo simultanea dos pares de corantes TT e AC
ou AB e AC, tanto pelo procedimento voltamétrico empregando a DPV, quanto
pelo procedimento amperométrico empregando a MPA-FIA. Infelizmente, ndo
foi possivel a determinacdo simultanea dos trés corantes devido a sobreposicdo
picos de corrente da TT e do AB, porém a determinacdo desse pares ja foi
satisfatoria, ja que sdo encontrados juntos em produtos alimenticios. Ademais,
ndo foram encontrados na literatura procedimentos eletroanaliticos para a
determinacdo simultdnea desses corantes, sendo que o0s procedimentos
desenvolvidos foram aplicados para a determinagdo individual destes analitos
empregando o eletrodo de mercario. Por outro lado, os eletrodos de BDD
permitem a realizacdo das medidas sem a necessidade da remocédo de O,,
tornando mais simples o a configuracdo do sistema de analise por injecdo em
fluxo.

Frente aos quatro procedimentos desenvolvidos neste trabalho de
doutorado, € possivel concluir que todos apresentaram condi¢des analiticas
bastante satisfatorias para a quantificacdo simultdnea dos antioxidantes e dos
corantes, e que os resultados obtidos na analise das amostras foram concordantes
com os resultados obtidos empregando-se um método comparativo (HPLC). Os
quatro procedimentos sdo simples, rapidos e utilizam instrumentacdo de custo

relativamente baixo.
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Os procedimentos desenvolvidos empregando a MPA-FIA possuem
algumas vantagens relacionadas a uso do sistema FIA, como por exemplo,
menor consumo de reagente e maior frequéncia de amostragem.

No entanto, os procedimentos empregando as técnicas voltamétricas
de pulso sdo bastante simples, ndo necessitam praticamente de nenhum outro
equipamento além do potenciostato/galvanostato, e dependendo da amostra a ser
analisada pode ser mais seletivo do que a MPA, ja que na voltametria, a
varredura de potencial ¢é realizada em uma regido definida e tudo que se oxidar
ou reduzir antes ou depois dessa regido provavelmente na ira interferir nas
medidas, ou seja, € uma técnica mais seletiva. Enquanto que na MPA, se algum
outro composto se oxidar ou reduzir em potenciais menores do gque os pulsos de
potenciais selecionados no procedimento possivelmente esse composto ira

interferir.
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