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FIGURA 4.30 — (A) Voltamogramas de pulso diferencial obtidos empregando-
se 0 eletrodo de BDD PTA em solugdo contendo diferentes concentragcdes de
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RESUMO

DESENVOLVIMENTO DE METODOS ELETROANALITICOS
EMPREGANDO O ELETRODO DE DIAMANTE DOPADO COM BORO
PARA A DETERMINACAO SIMULTANEA DE EDULCORANTES E
CORANTES EM PRODUTOS ALIMENTICIOS. Neste trabalho, desenvolveu-
se métodos eletroanaliticos para a determinacdo simultanea dos pares: amarelo
crepusculo (AC) e aspartame (AS), azul indigotina (Al) e vermelho 40 (V40)),
bem como aspartame (AS) e acesulfame-K (AK) em produtos alimenticios
utilizando-se o eletrodo de diamante dopado com boro (BDD). O par AS e AC
foi determinado, sem a necessidade de separagdo prévia em H,SO, 0,30 mol L™
com o eletrodo de BDD pre-tratado anodicamente e utilizando amperometria de
maultiplos pulsos (MPA) em anélise por injecdo em fluxo. Uma sequéncia de
aplicagdo dos pulsos em funcdo do tempo, previamente otimizada, foi de
Eget1 = +1,30 V / 150 ms (pulso de potencial no qual ocorre a oxidacdo apenas
de AC) e Ege2 = +1,70 V / 200 ms (pulso de potencial no qual ocorre a oxidagdo
de AS e AC). As curvas analiticas obtidas apresentaram linearidades de 0,25 a
25,0 pmol L™ com limite de deteccdo (LD) de 0,04 pmol L™ para ambos os
analitos. Na sequéncia determinou-se Al e V40 em H,SO,4 0,30 mol L™ com o
eletrodo de BDD pré-tratado catodicamente empregando FIA-MPA. A
sequéncia de aplicagdo dos pulsos em funcdo do tempo foi:
Eget1 = +0,75V / 200 ms (pulso de potencial no qual ocorre a oxidacdo apenas do
Al) e Egeo=+1,10V / 50 ms (pulso de potencial no qual ocorre a oxidacdo de
ambos os analitos (Al e V40)). As curvas analiticas obtidas apresentaram
linearidades de 0,070 a 1,0 pmol L™ para o Al e de 0,040 a 0,77 umol L™ para o
V40 e os LDs obtidos para Al e V40 foram 40 e 7,0 nmol L™, respectivamente.
As frequéncias analiticas para cada método foram de 120 e 153 determinacdes
por hora para o par AS e AC e para o par Al e V40, respectivamente. Outro

procedimento desenvolvido foi para a determinacgdo dos edulcorantes AS e AK
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com o eletrodo de BDD pré-tratado anodicamente e a técnica de voltametria de
pulso diferencial (DPV) em H,SO, 0,30 mol L™. As curvas analiticas foram
lineares nos intervalos de concentracdo de 4,4 a 110 pmol L™ para o AS e de
0,39 a 7,6 mmol L™ para 0 AK e os LDs obtidos para AS e AK foram
1,6 pumol L™ e 0,28 mmol L™, respectivamente. Finalmente, todos estes
métodos desenvolvidos foram empregados na analise de amostras alimenticias
comerciais contendo os pares dos analitos (AS e AC ou Al e V40 ou AS e AK).
Os resultados obtidos empregando-se os métodos propostos foram concordantes
com os resultados obtidos empregando-se métodos comparativos (HPLC) em

um nivel de confianca de 95%.
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ABSTRACT

DEVELOPMENT OF ELECTROANALYTICAL METHODS EMPLOYING A
BORON-DOPED DIAMOND ELECTRODE FOR SIMULTANEOUS
DETERMINATION OF SWEETENERS AND COLORANTS IN FOOD
SAMPLES. In this work, three electroanalytical proceduces were developed for
simultaneous determination of sweeteners (aspartame (AS) and acesulfame-K
(AK)) and colorants (sunset yellow (SY), indigo carmine (IC) and allura red
(AR)) in food samples using a boron-doped diamond electrode (BDD). AS and
SY pair was determined with no need of previous separation in a
0.30 mol L™ H,SO, solution with BDD electrode anodically pretreated and
using multiple pulses amperometry (MPA) with flow injection analysis system
(FIA). The sequence of double-potential waveform with time dependence,
previously optimized, was Egq; = +1.30 V / 150 ms (pulse potential at which
occurs only SY oxidation) and Egg, = +1.70 V / 200 ms (pulse potential at
which the oxidation of both analytes, AS and SY, occurs). The analytical curves
showed linearity from 0.25 a 25.0 umol L™, with detection limit (LD) of
0.04 pmol L™ for both analytes. Subsequently, the analytical determination of
IC and AR was carried out in a 0.30 mol L H,SO, solution with BDD
electrode cathodically pretreated using FIA-MPA. The dual-potential waveform
was the following: Eqe1 = +0.75 V / 200 ms (pulse potential at which occurs
only IC oxidation) and Ege, = +1.10 V / 50 ms (pulse potential at which the
oxidation of both analytes, IC and AR, occurs). The analytical curves were
linear from 0.070 to 1.0 pmol L™ for IC and 0.040 to 0.77 umol L™ for AR,
with LDs of 40 nmol L™ and 7.0 nmol L™, respectively. The analytical
frequencies for each method were 120 and 153 determinations per hour for AS
and SY pair and for IC and AR pair, respectively. Another procedure was
developed for determination of AS and AK sweeteners using a BDD electrode

anodically pretreated and differential pulse voltammetry in a 0.30 mol L™
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H,SO, solution. The analytical curves presented linearity from 4.4 to
110 pmol L™ for AS and from 0.39 to 7.6 mmol L™ for AK and LDs obtained
for AS and AK were 1.6 umol L™ and 0.28 mmol L™, respectively. Finally, all
these proposed methods were successfully applied in analysis of food samples
containing the pairs of (AS and SY or IC and AR or AS and AK). The obtained
results were satisfactory and similar to those obtained using comparative HPLC

methods at a confidence level of 95%.
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1- INTRODUCAO

Com a dinamica da vida moderna, a demanda por praticidade e
rapidez na alimentacdo vem crescendo de forma bastante significativa. Assim,
cada vez mais a populacgdo vem substituindo o consumo de alimentos “in natura”
por alimentos processados. Estes fatos fizeram com que a industria de alimentos
se tornasse um importante setor da atividade econdmica, com a inovacéo e
fabricacdo de varios tipos de alimentos pré-processados ou processados. Durante
0 processo de fabricacdo destes alimentos, a inddstria passou a adicionar
intencionalmente diferentes compostos, classificados como aditivos alimentares,
que sdo capazes de conferir caracteristicas sensoriais, tais como aroma, textura,
cor e sabor, e ainda agregar maior tempo de conservacdo aos alimentos,
tornando-0s assim mais atrativos para o consumidor*?.

A definicdo de aditivo alimentar atribuida pela Organizacdo das
NacOes Unidas para a Alimentacdo e Agricultura (FAO, do inglés Food and
Agriculture Organization of the United Nations), é que: aditivos alimentares séo
substancias que sdo adicionadas intencionalmente aos alimentos sem o objetivo
de nutrir, mas sim de conservar e conferir sabor, cor, aroma e textura’.

No Brasil, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), é
0 Orgdo responsavel pela legislacdo e fiscalizagdo do uso destes aditivos
alimentares pela indGstria’. Os alimentos processados podem conter dois ou
mais tipos de aditivos alimentares. Os aditivos permitidos estdo na lista geral
harmonizada de aditivos do MERCOSUL® e sdo divididos em 23 classes
funcionais, a saber: corantes, antioxidantes, edulcorantes, conservadores,
realcadores de sabor, acidulantes, aromatizantes, estabilizantes de cor,
gelificantes, reguladores de acidez, estabilizantes, glaceantes, agentes de massa,
umectantes, antiumectantes, agentes de firmeza, fermentos quimicos,
antiespumantes, emulsificantes, melhoradores de farinha, sequestrantes,

espessantes e espumantes.
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Antes de ser autorizado o uso de qualquer aditivo em alimentos,
este necessita passar por extensiva avaliagdo toxicologica, em que devem ser
considerados, entre outros aspectos, seus efeitos cumulativos e colaterais e as
interacBes no organismo decorrente de seu uso. Além disso, este uso deve ser
limitado a alimentos especificos, em condicdes especificas e na menor
quantidade possivel para alcancar o efeito desejado*®. Eles podem ser de origem
natural ou artificial. Os aditivos naturais sdo extraidos diretamente de vegetais,
enquanto os artificiais sdo aqueles produzidos sinteticamente em laboratérios.
Os mais empregados nos alimentos industrializados sdo os artificiais por
apresentarem um menor custo de producdo, além de uma maior pureza’.

Duas classes de aditivos alimentares dentre as citadas
anteriormente, a dos edulcorantes e a dos corantes foram alvo de estudo nesta
dissertacao.

Os edulcorantes estdo entre as classes de aditivos alimentares mais
utilizadas pelas industrias de alimentos, uma vez que hd um empenho no
desenvolvimento e inovacdo de produtos do tipo light, diet ou zero. Estes
produtos além de ser uma necessidade para pessoas que tém algum problema de
salude como diabéticos e obesos, também passaram a atender grupos de
individuos que pensam no bem estar e em um novo estilo de vida, aumentando
assim a procura por estes alimentos’?®.

Outra classe amplamente empregada € a dos corantes, ja que a cor e
aparéncia tem um papel importantissimo na aceitacdo do produto pelo
consumidor. Seu uso vem sendo alvo de muitas criticas, uma vez que nao sdo
essenciais e sua aplicacdo justifica-se apenas por habitos alimentares®. Muitos
produtos como pudins, gelatinas, geleias, sorvetes, gomas de mascar,
refrigerantes, preparados solidos para refresco entre outros, podem apresentar
em sua composicdo além dos edulcorantes, um ou mais corantes, a fim de

produzir cores e tons diferentes.
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O aumento no consumo de alimentos contendo edulcorantes e
corantes tem gerado uma grande preocupacao relacionada com a seguranga na
ingestdo deste tipo de alimento, com isso tornou-se necessario o controle
rigoroso de suas aplicacdes e estudos sobre 0s possiveis efeitos causados a saude
humana.

Diante disso, os edulcorantes e corantes artificiais tém sido alvo de
pesquisas cientificas, com o objetivo de investigar os possiveis danos a saude do
consumidor ou de desenvolver procedimentos analiticos confiaveis, eficientes e
rapidos para monitorar as quantidades utilizadas pela inddstria alimenticia, uma
vez gque ha uma quantidade maxima para uso de cada aditivo estabelecida pela
legislac&o”.

Na legislacdo ha também um valor de ingestdo diaria para cada um
destes aditivos, conhecido como Ingestdo Diaria Aceitavel (IDA), que é a
quantidade de um determinado composto que pode ser consumido diariamente,
com seguranca, durante toda a vida®. Portanto, a qualidade dos dados analiticos é
um fator importante para o conhecimento dos teores reais existentes nos
alimentos, objetivando-se principalmente, a garantia da qualidade do produto.
Para isso, na literatura sdo relatados diferentes procedimentos analiticos para a
deteccéo e quantificacdo dos edulcorantes e corantes, a fim de assegurar o limite
de tolerancia e para auxiliar a fiscalizacdo de uso pelas indutrias alimenticias. A
grande maioria destes procedimentos empregam técnicas nas quais podem ser
necessario o tratamento prévio das amostras, um alto tempo de analise e um
consumo excessivo de reagentes. Por isso é essencial o desenvolvimento de
novos metodos analiticos simples, rapidos e precisos para a identificacdo e
monitoramento da quantidade destes aditivos em produtos alimenticios.

Neste cenario, os meétodos eletroanaliticos sdo uma interessante
alternativa por serem precisos, exatos e sensiveis e ainda apresentam vantagens
como: baixo custo operacional, emprego de reagentes de baixa toxicidade e

menor tempo de analise'**".
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Para o desenvolvimento de um procedimento eletroanalitico, a
escolha do eletrodo de trabalho a ser utilizado é fundamental, devendo-se levar
em consideracdo o comportamento redox do analito a ser analisado e as
correntes residuais obtidas no intervalo de potencial avaliado. Além disso, €
necessario que o eletrodo apresente uma boa estabilidade mecanica para
possiveis aplicacdes em analises por injecdo em fluxo (FIA, do inglés Flow
Injection Analysis), bem como alta resisténcia a processos de passivacdo da
superficie para evitar a necessidade de limpeza do eletrodo entre cada medida,
comprometendo assim a frequéncia analitica™*.

Desta forma, o eletrodo de diamante dopado com boro (BDD, do
inglés, Boron-Doped Diamond) destaca-se como material eletrodico para fins

analiticos, apresentando o6timos resultados recentemente'*?®,

Por possuir
propriedades atraentes que atendem aos resquisitos descritos anteriormente,
surgiu o interesse da utilizacdo deste eletrodo para o desenvolvimento de
procedimentos eletroanaliticos para a determinacdo de edulcorantes e corantes

em produtos alimenticios.

1.1 — Edulcorantes artificiais

Recentemente, com a conscientizacdo da populacdo em cuidar da
salde e melhorar a qualidade de vida, as pessoas tém se excercitado mais e
optado por alimentos mais saudaveis. A busca por alimentos de baixa caloria
tem aumentado significativamente®.

Uma das maneiras de reduzir as calorias de um produto é pela
substituicdo parcial ou total da sacarose, que tem alto valor calorico, por
edulcorantes ndo nutritivos, ou seja, de baixa caloria (por exemplo, uma colher
de sopa de acUcar equivale a aproximadamente 12 g de sacarose e tem 48
kcal)®.

Este tipo de produto (isento de sacarose) € recomendado também

para pessoas que tém a necessidade de uma dieta restrita a ingestdo deste tipo de
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acucar, como os diabéticos, pois a sacarose faz com que aumente a taxa de
glicose no sangue, e para individuos obesos, devido a conversdo de sacarose em
lipidios’.

Os edulcorantes sdo substancias que conferem sabor doce aos
alimentos, e sdo utilizados para substituir parcialmente ou totalmente a sacarose.
Essas substancias devem possuir as mesmas propriedades sensoriais da sacarose,
ou seja, ndo deixar sabor residual e ter alta dogura. Ademais, precisam ser de
baixo teor caldrico, sollveis, ndo toxico, nem cancerigeno, e ter um preco
acessivel. Dificilmente um unico edulcorante combina todas essas propriedades,
0 que implica na utilizacdo de combinacdes de varios deles em um Unico
produto alimenticio™*>*.

Os edulcorantes artificiais mais utilizados no Brasil estdo
relacionados na TABELA 1.1 em termos de ingestdo maxima recomendada para
cada individuo e o teor maximo permitido de cada edulcorante para produtos
alimenticios comerciais®*. Eles s&o empregados em muitos alimentos como
refrigerantes, gelatinas, geleias, sorvetes, preparados sélidos para refresco,
adocantes de mesa, em medicamentos para mascarar caracteristicas
organolépticas dos farmacos e em produtos de higiene bucal para suavizar a
incidéncia de caries nos usuarios. Estes produtos ndo contém apenas um Gnico
edulcorante em sua formulacao, geralmente sdo utilizadas misturas de dois ou
mais, buscando uma combinacdo sinérgica de edulcorantes que podem reduzir o

custo e melhorar o sabor e a estabilidade destes compostos nos produtos™®.
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TABELA 1.1 — Edulcorantes artificiais mais utilizados no Brasil e limites

permitidos
Edulcorantes Ingestdo maxima/dia* Limite maximo**
artificiais (mg/kg de peso corporal) (mg/100g ou mg/100mL)
Ciclamato de sddio 11 40
Aspartame 40 75
Acesulfame-K 15 35
Sacarina 5 15
Sucralose 15 30

"IDA, quantidade que pode ser consumido diariamente, com seguranca, durante toda a vida.
™ Quantidade maxima permitida para uso de um aditivo no alimento, expresso em g/100 g ou

9/100 mL de alimento pronto para 0 consumo.

1.1.1 - Aspartame e acesulfame-K

O aspartame (AS) e o acesulfame-K (AK) sdo edulcorantes
artificiais que se apresentam como soélidos cristalinos brancos, inodoros e
sollveis em agua. Sdo cerca de 200 vezes mais doces do que a sacarose. S&o
comumente combinados nos mais diversos produtos, tais como alimentos,
bebidas e formulagdes farmacéuticas. Esta combinagdo faz com que melhore o

sabor do produto e aumente sua estabilidade®**%

, sendo, portanto, utilizada em
produtos no mundo todo.

AS foi acidentalmente sintetizado por SCHLATTER em 1965 nos
Estados Unidos da América, quando este pesquisador tentava desenvolver um
sedativo para ulceras e, desde entdo, é um dos edulcorantes mais amplamente
utilizados em todo mundo. Sua estrutura quimica estd representada na
FIGURA 1.1. Desde a sua aprovagdo pela FDA (do inglés, Food and Drug
Administration) para uso geral em alimentos e bebidas, 0 AS tem sido utilizado

em mais de 6000 produtos disponiveis no mercado®.
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FIGURA 1.1 — Estrutura quimica dos edulcorantes aspartame e acesulfame-K.

Sua estabilidade é limitada em condicdes de umidade ou em
solugbes aquosas quando expostas a processos de aquecimento em altas
temperaturas, e em certas condicdes de pH, podem levar a conversao de AS a
produtos que ndo conferem o sabor doce aos alimentos. Assim, o AS é estavel
em solucdo aquosa em temperaturas entre 20-25°C e no intervalo de pH entre 3

a 539-41.

Quando ingerido, o AS ¢é metabolizado no intestino pelas
enzimas esterase e dipeptidase, produzindo trés metabolitos: o acido
L-aspartico, L-fenilalanina e o metanol. As quantidades destes metabdlitos sdo
muito pequenas quando comparadas as obtidas pela dieta normal de um ser
humano (consumo de carne, leite, suco de frutas e vegetais), por isso a
quantidade de metanol existente no aspartame ndo é toxica’’. Essa
metabolizacdo envolve aproximadamente 4 kcal g~' de energia, porém, esta
contribuicdo energetica é negligencidvel, uma vez que as quantidades de
edulcorante adicionadas aos produtos alimenticios sdo muito pequenas devido
ao seu intenso poder edulcorante. Por ter a fenilalanina como um de seus
metabdlitos, os produtos contendo AS néo sdo recomendados para individuos
portadores da doenca fenilcetondria***. A fenilcetontria é uma doenca genética
rara, na qual o individuo nasce sem habilidade de metabolizar o amino&cido
fenilalanina que, em altas concentracdes no sangue, pode causar hiperatividade,
convulsbes, cefaléia, depressdo e até retardo mental progressivo e

irreversivel*4°.
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O AK (FIGURA 1.1) tambem foi descoberto acidentalmente pelos
quimicos alemdes CLAUSS e JENSEN, em 1967. Ele ndo € metabolizado pelo
organismo humano sendo excretado pelos rins na forma inalterada®™®. Em geral
tem sido muito utilizado para diminuir o sabor amargo do AS"’.

Este edulcorante tem excelente estabilidade térmica, resistindo a
temperaturas de até 225 °C e variacOes de pH entre 3 e 7. O AK é normalmente
combinado com AS ou sucralose para proporcionar um efeito sinérgico. Tais
combinacGes além de fornecer um sabor mais parecido com o do agucar,
também faz com que a quantidade total de edulcorantes utilizada seja menor*®>°,

O JECFA (do inglés, Joint Expert Committee on Food Additives)
estabelece IDA para 0 AK e AS, de 15 e 40 mg kg de peso corpéreo,
respectivamente®>*,

H& evidéncia de problemas de salde que podem ser provocados
pelo consumo excessivo destes edulcorantes artificiais. Em alguns estudos com
ratos e camundongos foi demostrado o potencial carcinogénico e genotoxico
destes edulcorantes, quando administrados em doses de 100 mg kg™ de AS e de
60 mg kg ' de AK*">*>°,

Assim, a determinacdo de edulcorantes em alimentos € necessaria
para garantir o cumprimento dos requisitos legais, bem como os procedimentos

de controle de qualidade na industria de alimentos.

1.1.2 — Métodos analiticos para determinacdo de aspartame e

acesulfame-K

Varios métodos analiticos para a determinagdo individual ou

simultanea dos edulcorantes artificiais AS e AK tém sido desenvolvidos, tais

56-62 63,64

como cromatogréaficos acoplados a diferentes detectores® ™, eletroforéticos™" e
espectrofotométricos®™®. No entanto, geralmente estes métodos fazem uso de

instrumentos analiticos de maior custo e procedimentos prévios de preparo de
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amostras mais laboriosos e demorados quando comparados aos metodos
eletroanaliticos.

As técnicas eletroanaliticas sdo uma alternativa promissora para
este tipo de determinacdo, porque podem proporcionar métodos sensiveis e
precisos, bem como, prover simplicidade e rapidez nas anéalises. Na literatura
alguns estudos foram encontrados utilizando as técnicas eletroanaliticas para a
determinacdo de AS ou AK individualmente®”". Além disso, ha apenas um
método eletroanalitico para a determinacdo simultanea de AS e AK'.

PIERINI et al.” utilizaram a voltametria de varredura linear com
um eletrodo de disco rotatdrio para a determinacdo simultanea de AS e AK em
adocantes de mesa. No entanto, a determinacdo simultanea so6 foi possivel com o
auxilio de ferramentas quimiométricas. Para resolver os sinais sobrepostos de
AS e AK, empregou-se 0 método de calibracdo PLS (do inglés, Partial Least
Squares) e as curvas analiticas obtidas variaram entre 340 a 680 mmol L™ para
0 AS e de 500 a 1000 mmol L™ para o AK, com a desvantagem de haver uma

forte adsorcdo de AK sobre o eletrodo de trabalho (carbono vitreo).

1.1.3 — Reacao de oxidacéo do aspartame e acesulfame-K
MEDEIROS et al.”, estudaram o comportamento do AS sobre o
eletrodo de BDD em meio acido e propuseram uma reacdo de eletrooxidacao
para este edulcorante. Neste mecanismo, os autores, baseados em moléculas
semelhantes ao AS, sugeriram que o AS pode se oxidar em meio acido num
processo irreversivel com o envolvimento de um elétron e um protén e a
formacdo de uma hidroxilamina e um aldeido. A reacdo esta ilustrada na
FIGURA 1.2. No entanto, ha necessidade estudos adicionais para a confirmacéo

deste mecanismo.
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FIGURA 1.2 — Reacéo para a eletrooxidacdo do edulcorante AS.

Até a presente data, nenhum estudo sobre a reacdo de

eletrooxidacdo de AK foi encontrado na literatura.

1.2 - Corantes

O emprego de corantes é um dos avancos da industria alimenticia
que mais tem gerado criticas, uma vez que, sua utilizacdo é justificada na
maioria das vezes pela importancia da aparéncia do produto para sua aceitacao.

Os corantes alimenticios sdo definidos como qualquer substancia
adicionada ao alimento com a finalidade de modificar, restaurar ou intensificar a
sua cor. A principal funcdo dos corantes nos alimentos industrializados é o de
simular uma cor que seria percebida pelo consumidor como se fosse natural, ja
que as pessoas associam certas cores a determinados sabores. Do ponto de vista
da saude, os corantes artificiais em geral ndo sdo recomendados, justificando seu
uso, quase que exclusivamente, do ponto de vista comercial e tecnoldgico®® %,

Os corantes naturais possuem baixa estabilidade, pois sdo sensiveis
a luz, ao calor e a acdo das bactérias. Ja 0s corantes sintéticos sdo mais estaveis,
apresentando maior durabilidade, proporcionam cores mais intensas e ainda sao
economicamente mais viaveis, sendo, portanto os mais utilizados®.

Pela legislacéo atual mediante as resolugdes n°. 382 a 388, de 9 de
agosto de 1999 da ANVISA, no Brasil é permitido o uso de apenas 11 corantes
artificiais. Na TABELA 1.2 s&o listados estes corantes e também as cores que 0S
mesmos proporcionam aos alimentos e os limites maximos estabelecidos para a

utilizacio de cada um deles®,
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TABELA 1.2 — Corantes artificiais permitidos para uso em alimentos no Brasil

Limite maximo*

Corante Cor (mg/100g ou mg/100mL)
Amaranto magenta 10
Vermelho de eritrosina pink 5
Vermelho 40 vermelho alaranjado 15
Ponceau 4R cereja 10
Amarelo crepusculo laranja 10
Tartrazina amarelo liméo 15
Azul indigotina azul royal 15
Azul brilhante azul turgquesa 15
Vemelho solido E vermelho 10
Verde rapido verde mar 15
Azul de alizarina azul 15

" Quantidade maxima permitida para uso de um aditivo no alimento, expresso em

0/ 100 g ou g/ 100 mL de alimento pronto para 0 consumo.

1.2.1 — Amarelo crepusculo, vermelho 40 e azul indigotina

O amarelo crepusculo (AC) e o vermelho 40 (V40) sdo corantes
sintéticos pertencentes ao grupo dos azo compostos que sdo caracterizados por
conter uma ou mais ligacdes do tipo azo (N = N) entre 0s anéis aromaticos,
podendo ainda conter grupos sulfénicos para aumentar a solubilidade dos
mesmos em solucdo aquosa. Esta classe de corantes € a mais importante
economicamente e a mais utilizada em todo o mundo. O azul indigotina (Al),
também é um corante sintético, porem faz parte de uma classe de corantes
chamada indigbides, por ser a forma sulfonada do corante indigo. A
caracteristica quimica destes compostos € a ligacdo C = C, sendo Al o Unico
representante desta classe®®*®. As estruturas quimicas destes corantes s&o
apresentadas na FIGURA 1.3.
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FIGURA 1.3 — Estruturas quimicas dos corantes amarelo crepusculo (AC),
vermelho 40 (V40) e azul indigotina (Al).

Estes corantes sdo amplamente utilizados sozinhos ou em
combinacdo em muitos produtos como gelatinas, iogurtes, sorvetes,
refrigerantes, balas, biscoitos, salgadinhos, chicletes e doces em geral.

Em alguns estudos*®®®

é relatado que o consumo de corantes
sintéticos pode levar a hiperatividade e reacOes alérgicas, principalmente em
criangas, pois sdo os individuos mais suscetiveis a reacOes adversas devido a
imaturidade fisiologica.

Assim, 0s produtos alimenticios que contém corantes sintéticos

devem passar por um rigoroso controle de qualidade. Para isso se faz necessario
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0 desenvolvimento de novos procedimentos analiticos para quantificacdo destes

corantes em amostras de alimentos.

1.2.2 — Métodos analiticos para determinacédo dos corantes AC,
V40 e Al

Para a quantificagdo dos corantes AC, V40 e Al em produtos

alimenticios, a maioria dos procedimentos analiticos descritos na literatura

88-94 95-98

empregam técnicas cromatograficas ou espectrofotométricas Estes
métodos podem apresentar certos inconvenientes, tais como a necessidade de
pré-tratamento mais laborioso da amostra e alguns casos, o emprego de
reagentes ou solventes organicos de alta toxicidade. Além disso, os métodos
espectrofotométricos apresentam problemas de interferéncias de um corante
sobre o outro, e para resolver o problema de superposicdo de sinais ha a

necessidade do uso de ferramentas quimiométricas® "

ou 0 emprego de
espectrofotometria derivativa. Os métodos eletroanaliticos geralmente tém
algumas vantagens sobre estes métodos como a ndo necessidade de emprego de
reagentes de alta toxicidade (apenas reagente para o preparo da solucdo do
eletrolito suporte, geralmente um sal ou um acido), curtos tempos de anélise e
menor custo de instrumentacdo, quando comparados a cromatografia. Assim, na
literatura s@o descritos varios métodos eletroandliticos para a determinacéo
individual ou simultanea destes corantes™®**%,

KAPOR et al.'® descreveram um método que envolve um eletrodo
de gota pendente de mercurio e voltametria de redissolucdo catddica, para a
determinacdo simultanea de tartazina e Al em preparados solidos para refrescos
e balas. O limite de deteccdo deste método foi de 7,4 nmol L™' e 0,9 nmol L™
para tartrazina e Al, respectivamente.

DIAZ-GONZALEZ et al.'® investigaram o comportamento redox
de Al em dois diferentes eletrodos de carbono impresso comerciais. Em um dos

eletrodos foi observado processos de adsorcdo, portanto, para as medidas
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consecutivas foi utilizado apenas o eletrodo no qual ndo apresentou qualquer
fendmeno de adsorcdo. Foram construidas curvas analiticas para Al utilizando
as técnicas de voltametria: ciclica, corrente alternada, onda quadrada e pulso
diferencial. Comparando-se as diferentes técnicas voltameétricas, os melhores
parametros analiticos foram obtidos utilizando a voltametria de corrente
alternada, sendo estes: sensibilidade 0,92 A mol™ L e limite de detecco igual a
0,032 pmol L™

SILVA et al.™™ desenvolveram um eletrodo tubular de carbono
vitreo modificado com polialilamina para a eletrorreducdo de corantes azo
(tartrazina, AC e V40) por voltametria de onda quadrada (SWV, do inglés
Square-Wave Voltammetry) em um sistema em fluxo com multicomutagdo. O
limite de deteccdo obtido foi de 1,8 umol L™ para a tartrazina, 3,5 pmol L™
para o AC e 1,4 pmol L™ para o V40.

MEDEIROS et al.'® usaram a técnica de FIA com deteccdo por
amperometria de multiplos pulsos para a determinacdo simultanea dos pares de
corantes sintéticos tartrazina e AC, bem como azul brilhante e AC, utilizando
um eletrodo de BDD. Obtiveram limites de deteccéo de 0,80 umol L' para AC e
2,5 umol L™ para tartrazina no primeiro método e 0,85 umol L™' para AC e
3,5 umol L' para azul brilhante no segundo método.

CHEN et al.'® construiram um eletrodo de pasta de carbono
modificado com microfibras de alumina para a deteccédo e quantificacédo de AC
em refrigerante. Utilizaram-se voltametria de pulso diferencial (DPV, do inglés
Differential Pulse Voltammetry) e pré-concentracdo do analito no eletrodo de
trabalho em tampéo fosfato 0,10 mol L™ pH 6,5. A faixa linear de concentracdes
obtida foi de 0,50 a 100 nmol L™ e o limite de deteccdo calculado igual a
0,16 nmol L ™.

Recentemente, MAJIDI et al.'®” desenvolveram um eletrodo de
nanocomposito de carbono-ceramico modificado com nanotubos de carbono e

liquido idnico para a eletrooxidacdo de AC e tartrazina em amostras
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alimenticias. As medidas foram realizadas em tampdo fosfato 0,10 mol L™
pH 5,0 utilizando a tecnica de DPV. As curvas analiticas obtidas foram de 0,40 a
110 pmol L™ para AC e 3,0 a 70,0 pmol L™ para tartrazina, com limites de
deteccdo de 0,10 pmol L™ e 1,0 umol L™, respectivamente.

GAN et al.'® desenvolveram um eletrodo de pasta de carbono
modificado com grafeno e TiO,, para estudar o comportamento eletroguimico
dos corantes ponceau 4R e V40. Utilizando SWV e pré-concentracdo do analito
sobre a superficie do eletrodo, quantificaram estes corantes em amostras de
refrigerantes e salsicha. Neste método foram obtidos limites de deteccdo de
1,35 nmol L™* e 0,34 nmol L™ para ponceau 4R e V40, respectivamente.

Para os pares de corantes (Al e V40) ou corante e edulcorante (AC
e AS), ndo foram encontrados trabalhos que relatam a determinacéo simultanea
destes pares por técnicas eletroanaliticas.

Uma vez que estas combinagdes sdo muito comuns em amostras
comerciais, faz-se necessario o desenvolvimento de métodos que possibilitem a
determinacdo simultanea destas substancias em analises de rotina de forma

simples, rapida e precisa.

1.2.3 — Reacao de eletrooxidacgao dos corantes AC, V40 e Al

A reacdo para a eletrooxidacgdo de corantes contendo o grupo azo,
como 0 V40 e o AC foram recentemente propostos por GAN et al.'®'® No

primeiro trabalho'®

, 0S autores relatam a oxidacdo de V40 sobre um eletrodo de
pasta de carbono modificado com grafeno e TiO, em meio de H,SO,
0,10 mol L™ . Segundo eles a reacdo de eletrooxidacio do V40 ocorre no grupo

carbonila e envolve a participacdo de um proton e de um elétron (FIGURA 1.4).
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FIGURA 1.4 — Reacdo para a eletrooxidacao do corante V40.

Em seguida, GAN et al'® estudaram o comportamento
eletroquimico do AC sobre um eletrodo de carbono vitreo modificado com
nanocomposito de grafeno e nanoparticulas de niquel em solucdo de tampéo
acetato pH 4,4. E assim, também propuseram uma reacdo para a eletrooxidacéo
do corante AC, envolvendo um préton e um elétron, como apresentado na
FIGURA 1.5. Por tratar-se de corantes contendo grupo azo e possuirem
estruturas quimicas similares, a reacdo de eletrooxidacdo do V40 e AC sdo

semelhantes.
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FIGURA 1.5 — Reacdo para a eletrooxidacdo do corante AC.

Ambos 0s mecanismos estdo em consonancia com o trabalho

descrito por YU et al.'*°

que propds que corantes do tipo azo com um grupo
hidroxila na posicdo orto em relacdo ao grupo azo, apresentam oxidagédo
irreversivel e um pico anddico bem definido na faixa de pH de 2 a 12.

BEGGIATO et al.''! estudaram a oxidacdo eletroquimica do Al
sobre o eletrodo de platina, realizando-se uma eletrolise. Observaram que em
meio acido ou neutro (pH 1 a 7) o processo de oxidagédo envolve a perda de dois
elétrons e dois protons, produzindo a espécie oxidada dehidroindigo. A reacao
para esta oxidacdo € apresentada na FIGURA 1.6.

Como foi descrito na literatura, o corante Al é o forma sulfonada do
corante indigo, portanto, estas espécies possuem estruturas moleculares muito
semelhantes, sendo a regido eletroativa a mesma nestas moleculas'®. Sendo
assim, estudos encontrados na literatura sobre a oxidagdo eletroquimica do

indigo esta de acordo com o aqui apresentado para o Al**#2,



Deroco, P. B. Introducdo 18

SO;Na SO;Na
NaO,S NaO ;S
i - 2e-

A\

N\ SO;Na
O \ O
NaO ;S N

N\

o

FIGURA 1.6 — Reacéo para a eletrooxidacdo para o corante Al.

1.3 - Eletrodo de diamante dopado com boro

Antigamente, o diamante era visto apenas como um cristal precioso
e de brilho atraente, sendo utilizado para a fabricacdo de joias. Entretanto, com o
desenvolvimento da ciéncia e da tecnologia, as propriedades Unicas deste
material foram sendo desvendadas. Propriedades como, alta densidade atbmica,
dureza, capacidade de isolamento elétrico, alta condutividade térmica e inércia
quimica™***™, tornaram o material interessante para uso em diversas areas, tais
como, mecanica, eletronica, 6ptica, espacial e médica'*®

Sendo assim, devido a sua extrema raridade na natureza, desde o
final do século X1X cientistas vinham tentando sintetizar o diamante''’. Os dois
métodos mais comuns para sua sintese, foram desenvolvidos quase que ao
mesmo tempo nos anos 50, e sdo: o crescimento em altas pressbes e altas
temperaturas (HPHT, do inglés High Pression High Temperature) e a deposi¢ao
quimica a vapor (CVD, do inglés, Chemical Vapor Deposition). O primeiro
requer um alto custo de producdo o que inviabiliza a producdo em grandes
escalas por trabalhar em temperaturas da ordem de 1670 K e pressdes da ordem
de 5.000.000 KPa. Por outro lado, na CVD trabalha-se com temperaturas em

torno de 1270 K e pressbes subatmosféricas entre 1 e 10 KPa. Sendo assim, este
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ultimo método é mais empregado na sintese do diamante, por ser aquele que
apresenta viabilidade econdmica, versatilidade e simplicidade no manuseio e
ainda permite o crescimento dos filmes em varios substratos de diferentes
tamanhos e formatos. Este método baseia-se na producéo de hidrogénio atémico,
para gerar radicais metila, que reagem produzindo assim uma fonte de carbonos
sp® nas proximidades do substrato**>**%,

Com os avangos na tecnologia de produzir filmes de diamante a
partir do CVD, surgiu o interesse de crescer filmes de diamantes com
caracteristicas semicondutoras, e assim filmes de diamante dopados comegaram
a serem produzidos. Varios elementos podem ser utilizados como dopantes,
boro, fosforo, enxofre, nitrogénio entre outros. Porém, o mais utilizado é o boro,
que durante o crescimento do filme de diamante € adicionado na fase gasosa na

119,120 Com o

forma de trimetilboro (na concentracdo de 10 a 10000 ppm)
desenvolvimento destes filmes de BDD houve um aumento nas possibilidades

de aplicacdo deste material, sendo uma delas na producéo de eletrodos para fins

analiticos.

O eletrodo de BDD possui propriedades extremamentes atrativas
C0m0121-125:

v' estabilidade a corrosdo em meios fortemente agressivos;

v' baixa e estavel corrente de fundo;

v' estabilidade de resposta em longo prazo;

v' fraca adsorcao;

v' amplo intervalo Gtil de potencial em meio aquoso e nao
aquoso.

Devido a essas propriedades, o eletrodo de BDD tem sido muito
empregado no desenvolvimento de procedimentos eletroanaliticos para a
determinacdo de compostos inorganicos e principalmente de compostos

organicos em diversas matrizes'*#2261%-131
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1.3.1 — Pré-tratamento do eletrodo de BDD

As propriedades eletroquimicas dos eletrodos de BDD s&o bem
sensiveis a sua terminacdo superficial que pode ser em hidrogénio ou em
oxigénio. As superficies dos eletrodos de BDD recém-preparadas sdo terminadas
em hidrogénio, ou seja, uma superficie hidrofébica. Entretanto, esta pode se
tornar hidrofilica com a modificacdo da terminacdo superficial de hidrogénio
para oxigénio (grupos oxigenados como: carboxila, carbonila e hidroxila), que
pode ser feita mediante a exposicao da superficie a um plasma de oxigénio ou a
uma solucéo de acido forte em ebulicdo. A mudanca da terminacéo superficial
para oxigénio pode ainda ser alcancada por meio de um pré-tratamento
eletroquimico anddico em meio acido. A superficie oxidada anodicamente (por
meio de um pré-tratamento anodico, PTA) pode ser facilmente revertida por
meio de um pré-tratamento catédico (PTC) e vice-versa'®. Na FIGURA 1.7 é
apresentado um esquema da superficie do eletrodo de BDD apds os diferentes

pré-tratamentos eletroquimicos (PTC e PTA, respectivamente).

FIGURA 1.7 — Representacdo da superficie do eletrodo de BDD com diferentes
terminacbes superficiais provocadas pelos pré-tratamentos eletroquimicos

catodico e anddico.
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YAGI et al.*** e GRANGER e SWAIN'* foram os primeiros a
descreverem o efeito da terminacdo superficial do eletrodo de BDD no
comportamento eletroquimico deste eletrodo. YAGI et al.'** estudaram o
comportamento eletroquimico do BDD com terminacdes em hidrogénio (como
preparados) e apds a exposicdo deste filme a um plasma de oxigénio.
Observaram que a superficie hidrofobica do eletrodo como recém-preparado
torna-se hidrofilica apds o tratamento. Foi realizada uma comparacdo do
comportamento eletroquimico dos eletrodos utilizando diferentes pares redox.
Para os pares redox Fe(CN)s’ " e IrCl> ", a transferéncia eletronica se tornou
mais lenta com o eletrodo contendo terminagdes em oxigénio, enquanto que para

o Fed*?*

a transferéncia foi acelerada e nenhuma mudanca ocorreu para os pares
Ru(NH;)¢>"** e Co(en)s*"*". Os autores concluiram que, para espécies com
cargas negativas, ha uma diminuicdo na velocidade de transferéncia de carga
quando o eletrodo de BDD possui terminacdes em oxigénio. GRANGER e
SWAIN™?® também estudaram a influéncia das diferentes terminaces

374 Neste estudo,

superficiais do BDD na reversibilidade do par redox Fe(CN)s
também foi observado que as interacdes deste par com a superficie do eletrodo é
bloqueada quando a superficie possui terminacdes em oxigénio. A partir destes
estudos pioneiros, diversos grupos de pesquisa vem desenvolvendo estudos
empregando-se eletrodos de BDD?®1341%7,

Ja tem sido demonstrado que as terminacGes em oxigénio na
superficie do eletrodo de BDD podem facilitar alguns tipos de reacdes para
diferentes analitos'®'**. TERASHIMA et al.**® relataram um melhor
desempenho na reacdo de oxidacao de disulfetos com o uso do eletrodo de BDD
com terminacBes superficiais em oxigénio. GARBELLINI et al.**®* também
obtiveram maior magnitude do sinal analitico e melhor separacéo dos picos para
nucleotideos de DNA com o eletrodo de BDD ap6s PTA. Ambos os autores

acreditam que os grupos funcionais contendo oxigénio (carbonila e hidroxila) na
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superficie do BDD formam um campo polar, que atrai eletrostaticamente as
moléculas analisadas.

Assim, o efeito destas diferentes terminacdes superficiais do
eletrodo de BDD sobre as suas respostas eletroquimicas ainda necessita de uma
maior investigacdo. Isso demanda estudos sistematicos de como diferentes
variaveis do pré-tratamento podem afetar a resposta eletroquimica do eletrodo
de BDD frente a diferentes reacOes de transferéncia de carga, com ou sem
controle do transporte de massa, visando contribuir para a compreensdo do
efeito do pré-tratamento, isto €, para a identificacdo da propriedade do BDD que

é por ele afetada.

1.4 — Tecnicas analiticas
1.4.1 — Voltametria ciclica, voltametria de onda quadrada e

voltametria de pulso diferencial

As técnicas eletroanaliticas sdo baseadas em reacfes de oxidacao-
reducdo, as quais sdo relacionadas com propriedades elétricas mensuraveis tais
como, corrente elétrica, diferenca de potencial, acimulo de carga, entre outros.
Estas técnicas vém sendo amplamente empregadas em analises ambientais,
farmacéuticas e alimenticias'®. Suas principais vantagens sio, baixos limites de
deteccdo, instrumentacdo de custo relativamente baixo, h& possibilidade de se
determinar o analito em diferentes estados de oxidacéo (especiacédo do analito) e,
na maioria dos casos as determinacgdes eletroanaliticas sdo rapidas e sensiveis
quando comparadas com outras técnicas analiticas™®.

A voltametria ciclica (CV, do inglés Cyclic Voltammetry) é uma
técnica eficaz e versatil, que pode oferecer informagbes que caracterizam 0s
processos eletroquimicos de um composto, tais como a cinética de reacdes
heterogéneas de transferéncia de elétrons, reversibilidade dos sistemas redox e
se 0 processo € controlado preferencialmente por difusdo ou adsorcdo das

espécies na superficie do eletrodo™*". J4 SWV e DPV séo técnicas que envolvem
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a aplicacéo de pulsos de potencial. Atualmente os limites de detec¢do obtidos
por ambas as técnicas voltameétricas podem ser comparados aos das tecnicas
cromatograficas e espectroscopicas, possibilitando assim a analise em matrizes

ambientais, bioldgicas e alimenticias™****.

1.4.2 — Sistemas de analises por injecdo em fluxo e amperometria
de multiplos pulsos (FIA-MPA)

O sistema FIA pode ser definido como um processo analitico de
insercdo de uma aliquota da solugcdo da amostra ou padrdo no percurso analitico,
a qual é transportada pelo fluido transportador em direcdo ao detector.

Os pioneiros a utilizar essa técnica foram RUZICKA e HANSEN'®
em 1975, e desde entdo percebeu-se que eram grandes as potencialidades e a
praticidade deste processo, uma vez que o sistema é fechado e, portanto, ha a
minimizacgédo dos riscos de contaminagdo das solugoes e do analista. Atualmente
tem sido bastante explorada no desenvolvimento de procedimentos analiticos,
pois pode proporcionar varias vantagens, como o uso de instrumentacao simples,
elevada frequéncia analitica, precisdo dos resultados, consumo reduzido de
amostras e reagentes e assim menor geracdo de residuos (em alguns sistemas
FIA o consumo néo é baixo) e ainda a facilidade de acoplamento com diversos
detectores 44,

Os detectores eletroquimicos sdo uma interessante alternativa,
quando os analitos sé@o eletroativos, pois utiliza instrumentacao de baixo custo,
simplicidade no preparo das amostras e possui alta seletividade em alguns casos.
Os detectores amperomeétricos sdo 0s mais utilizados, pois apresentam algumas
vantagens em comparacdo com o0s metodos voltamétricos como maior
detectabilidade devido ao alto transporte de massa proporcionado pelo fluxo da
solugdo e pela baixissima corrente capacitiva instantes depois do inicio do
experimento (aplicacdo de um unico potencial em funcdo do tempo), e ainda

menores efeitos de contaminacdo da superficie do eletrodo uma vez que o tempo
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de contato da amostra com o eletrodo é muito menor do que em pProcessos
estacionarios™*’.

Diante disso, a amperometria de multiplos pulsos (MPA, do inglés
Multiple Pulse Amperometry) é uma técnica pulsada promissora para associacao
com o sistema em fluxo, pois permite a aplicacdo de diferentes pulsos de
potenciais sequencial e continuadamente em funcdo do tempo em um eletrodo
de trabalho. Essa técnica é disponibilizada pelo software GPES 4.9
comercializado pela empresa Metrohm (Eco Chemie), entre outros. Com este
software é possivel a aplicacdo de até 10 pulsos de potenciais com a aquisicao
de 10 amperogramas distintos. Uma plataforma de pulsos de potenciais pode ser
aplicada em um unico eletrodo de trabalho para analise simultanea de varios
analitos sem a necessidade de etapas de separacdo previamente a detec¢do ou
tratamentos quimiomeétricos para separacao de sinais.

SURAREUNGCHAI et al.**® foram os primeiros a descreverem um
procedimento para analise simultanea de glicose e frutose com aplicacdo de
quatro pulsos de potenciais usando um eletrodo de ouro recoberto com Nafion.
O primeiro pulso de potencial (—0,5 V / 240 ms) foi usado para oxidacao e
quantificacdo direta e seletiva de glicose, no segundo pulso de potencial
aplicado (0,2 V / 180 ms) ocorreu a oxidacgdo tanto da glicose como da frutose, e
a diferenca das correntes obtidas nestes dois potenciais foi possivel obter o sinal
de corrente relacionado apenas a oxidacao da frutose, possibilitando assim a sua
quantificagdo. Os demais pulsos de potenciais aplicados (1,0 V / 180 ms e
—0,8 V / 300 ms) foram necessarios para limpeza e reativacdo da superficie do
eletrodo de trabalho, respectivamente.

Recentemente em varios trabalhos na literatura tém sido relatado as
vantagens de se utilizar a MPA acoplada a um sistema FIA ou BIA (do inglés —
Batch Injection Analysis) tanto para a limpeza e ativacdo do eletrodo de trabalho
como para a deteccdo e quantificacdo simultdnea de diferentes compostos com

potencias redox distintos'®>*2" 14913,
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Sendo assim, a juncdo FIA-MPA é de grande relevancia para o
desenvolvimento de procedimentos analiticos, uma vez que possibilita a analise
individual ou simultanea e direta de compostos de interesse. Além disso, essas
técnicas apresentam vantagens como menor tempo de anélise, excelente
repetibilidade e alta frequéncia analitica, caracteristicas estas desejaveis para o

emprego em métodos de rotina.
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2— OBJETIVOS

O objetivo deste trabalho consiste no desenvolvimento de
procedimentos eletroanaliticos para a determinacdo simultanea dos edulcorantes
AS e AK, dos corantes sintéticos V40 e Al e ainda dos edulcorante e corante AS
e AC em produtos alimenticios empregando analise por injecdo em fluxo com
deteccédo por amperometria de maltiplos pulsos e/ou as tecnicas voltamétricas de

pulso, empregando o eletrodo de BDD como eletrodo, de trabalho.
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3—- EXPERIMENTAL
3.1 — Reagentes e solucdes

Os padrdes dos edulcorantes AS e AK (pureza > 99,9 %) e dos
corantes AC (pureza > 90,0 %), Al (pureza > 85,0 %) e V40 (pureza > 80,0 %),
foram adquiridos da Sigma-Aldrich. SolugGes estoque destes padrdes na
concentracdo de 0,010 mol L™, foram preparadas diariamente em solucio de
H,S0, 0,30 mol L.

Uma solucdo estoque de acido sulfdrico (H,SO,4) (Synth 98% m/m)
foi preparada na concentracdo de 0,50 mol L. As demais solucdes de H,SO,
em diversas concentracfes foram obtidas pela dilui¢cdo desta solucéo estoque.

A solucéo tampéo Britton-Robinson (BR) com pH 1,9 foi preparada
pela mistura das solucdes de &cido acético (CH;COOH) 0,040 mol L™, 4cido
fosférico (HsPO,) 0,040 mol L™ e &cido bérico (H;BO3) 0,040 mol L™,

A solucao tampéo fosfato com pH 2,0 foi preparada pela adicédo de
0,61 mL de acido fosférico (H;PO,) e 13,62 g dihidrogenofosfato de potassio
(KH,PO,) em agua suficiente para completar 250 mL.

A solucdo de nitrato de potassio (KNO3) foi preparada pela
dissolucdo de 2,530 g deste sal em agua; esta solucdo foi transferida para um
baldo volumétrico de 250 mL, sendo entdo o volume completado com &gua. Em
seguida, ajustou-se 0 pHgng, para 1,5 com de algumas gotas de HNO;
concentrado.

Todos os demais reagentes utilizados foram de grau analitico, e
todas as solugdes foram preparadas em agua ultra-pura com resistividade maior
ou igual a 18,2 MQ cm obtida em um sistema Milli-Q (Millipore®, Bedfore,
MA).

3.2 - Preparacao das amostras
As amostras de solidos para refrescos e gelatinas foram

inicialmente homogeneizadas e as massas de interesse pesadas em balanca
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analitica, e dissolvidas em 10,0 mL de uma solug&o de H,SO, 0,30 mol L ™. Para
completa dissolucédo da gelatina o &cido sulfarico foi levemente aquecido. Estas
solugdes foram filtradas em papel de filtro, e uma aliquota desta solucdo foi
adicionada diretamente na célula eletroquimica contendo 10,0 mL de eletrdlito
suporte (H,S0,0,30 mol L™).

Para a amostra de adocante liquido, uma aliquota de 130 pL foi
transferida para um baldo volumétrico de 10,0 mL e o volume foi completado
com a solucéo do eletrélito suporte (H,SO, 0,30 mol L™) até a marca do bal4o.
Em seguida, 100 pL dessa solucdo estoque foram transferidos para a célula
eletroquimica contendo 10,0 mL da solucéo do eletrolito suporte.

Para as amostras de refrigerante, uma aliquota de 240 pL da
amostra desgaseificada foi transferida diretamente para a célula eletroquimica
contendo 10,0 mL de eletrélito suporte (H,SO, 0,30 mol L ™), e as medidas

foram realizadas para cada amostra.

3.3 — Instrumentacao

Para as medidas voltamétricas e amperométricas foi utilizado um
potenciostato/galvanostato AUTOLAB PGSTAT-12 (Utrecht, Holanda)
interfaciado a um computador e gerenciado pelo programa computacional GPES
4.9. A linha base dos voltamogramas de DP e SW e dos amperogramas foram
corrigidas pelo método da média movel (largura do pico: 0,003) e os ruidos
foram suavizados (smooth) utilizando-se o algoritmo de Savitzky-Golay
disponivel no software GPES 4.9.

Todas as pesagens foram feitas utilizando-se uma balanca analitica
Shimadzu, modelo AUW220D com precisdo de = 0,01 mg e uma balanca
analitica Mettler, modelo H10 com preciséo de + 0,1 mg.

As medidas de pH das solugbes foram feitas utilizando-se um
pHmetro Orion modelo EA 940, conectado a um eletrodo de vidro com um
eletrodo de referéncia interno de Ag/AgCl (KCI 3,0 mol L™).
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O banho de ultrassom utilizado foi um UNIQUE, modelo
Ultraclean 1400 A.

Para o sistema FIA, uma bomba peristaltica Ismatec (IPC- 8) de 8
canais foi utilizada.

As medidas cromatogréaficas foram realizadas em um cromatdgrafo
modelo LC-10AT Shimadzu com detector de UV-VIS modelo SPD-10A com
uma coluna C18 Shim-Pack CLC-ODS (150 x 60 mm, 5 um) e um injetor

manual com al¢a de amostragem de 20 L.

3.3.1 — Eletrodos

Os eletrodos de trabalho utilizados foram de BDD que séo filmes de
diamante com espessura de 1 mm depositados sobre um substrato de silicio e
com dopagem de boro de 8000 ppm, adquiridos da Adamant Technologies SA,
Suica, e preparados como descrito previamente’ (FIGURA 3.1). O eletrodo
mostrado na FIGURA 3.1 (a) foi montado sobre uma placa de cobre de circuito
eletrénico com o auxilio de uma cola condutora de prata sendo a &rea do
eletrodo de 0,25 cm?” delimitada com resina ep6xi. O eletrodo empregado no
sistema FIA é mostrado na FIGURA 3.1 (b). O eletrodo empregado, com
dimensdes de 12 x 12 mm, foi inicialmente pré-tratado eletroquimicamente
empregando-se um adaptador construido em Teflon® contendo um contato de
ouro como mostrado na FIGURA 3.1 (c). Um anel (O-ring) de borracha nitrilica
foi usado para vedar a solugdo e delimitar a area do eletrodo em 0,33 cm?. Uma
placa de platina foi utilizada como eletrodo auxiliar e um eletrodo de Ag/AgCI

(KC13,0 mol L™) foi utilizado como eletrodo de referéncia.
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FIGURA 3.1 — Fotografia dos eletrodos de BDD utilizados, em (a) eletrodo com
4rea geométrica de 0,25 cm* montado sobre uma placa de cobre de circuito
eletrénico, (b) eletrodo de BDD para medidas em fluxo, (c) adaptador (tarugo)

com O-ring de vedac#o para encaixe do BDD, delimitando a 4rea em 0,33 cm®.

3.3.2 — Célula eletroquimica convencional

As medidas voltamétricas foram realizadas em uma célula de vidro
Pyrex® de compartimento Unico. A célula tem capacidade de 15 mL, e equipada
com uma tampa de Teflon®, contendo orificios para a desoxigenacdo da amostra

com nitrogénio e posicionamento dos eletrodos de trabalho, referéncia e auxiliar.

3.3.3 — Celula eletroquimica com configuracdo wall jet/camada

delgada

Para o sistema FIA com a deteccdo amperométrica foi construida
uma célula com configuracdo mista entre a configuracdo wall jet e camada
delgada. Esta célula foi projetada de acordo com um modelo proposto por
RICHTER et al.™ com algumas modificacdes e adaptacbes feitas em nosso
grupo de pesquisa. Na FIGURA 3.2 esta ilustrada a montagem e configuracéo da

célula eletroquimica desenvolvida.
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FIGURA 3.2 — llustracdo da celula eletroguimica para o sistema FIA com
deteccdo amperométrica. Em (a) suporte em acrilico com contato elétrico para
acomodacédo do eletrodo de trabalho, (b) eletrodo de BDD, (c) suporte em
acrilico com O-ring para vedacéo, (d) entrada de solucéo padrdo ou amostra, (e)
eletrodo de referéncia (Ag/AgCl (KCI 3,0 mol L™)) miniaturizado e (f) saida das

solugdes e eletrodo auxiliar em aco inoxidavel.

3.3.4 - Sistema de analises por injecdo em fluxo

O sistema de analises por injecdo em fluxo (FIA) de linha Unica foi
composto basicamente por uma bomba peristaltica para propulsionar as solucdes
e reagentes, um injetor comutador manual de geometria circular, construido em
acrilico com alca de amostragem para inserir volumes conhecidos de solucdes
de amostra e padréo e celula eletroquimica. Para a alca de amostragem e as
linhas de conducgdo foram utilizados tubos de polipropileno de 0,8 mm de
diametro interno, sendo os tubos de propulsdo de Tygon®. O esquema do
sistema FIA de linha Unica esta apresentado na FIGURA 3.3 e a montagem do

sistema pode ser melhor visualizada na FIGURA 3.4.



Deroco, P. B. Experimental 32

Bp

Ca
1R1R1
1% 71
I F I 1
Des

Des

FIGURA 3.3 — Diagrama esquematico do sistema FIA utilizado. As
representacdes sdo: (I) injetor comutador; (A) solucdo da amostra; (Ca) solucéo
transportadora (H,SO, 0,30 mol L™); (Bp) bomba peristaltica; (Det) célula

eletrogquimica e (Des) descarte.

FIGURA 3.4 — llustracdo da montagem do sistema em fluxo. Em (a) bomba

peristéltica, (b) injetor comutator manual e (c) detector eletroguimico.

3.4 — Procedimentos Experimentais
3.4.1 — Pré-tratamentos eletroquimicos do eletrodo de BDD

Para o PTA aplicou-se uma corrente de 0,50 A cm 2 por 60 s, e para

0 PTC aplicou-se uma corrente de —0,50 A cm ™2 por 120 s, ambos em solucéo de
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H,SO, 0,50 mol L. Em seguida, fez-se um estudo da densidade de corrente
aplicada nos pré-tratamentos, sendo as densidades de correntes avaliadas: 0,05;
0,10; 0,50 e 1,00 A cm™. Também fez-se um estudo para avaliar o tempo de
pré-tratamento realizado no eletrodo de BDD, quando o PTA foi realizada
avaliou-se os tempos de 30, 60 e 120 s e quando o PTC foi realizado os tempos
foram 120, 180, 240 e 300 s.

O pré-tratamento de interesse (anddico ou catddico) foi realizado
uma Unica vez em todos os dias de trabalho antes de iniciar as medidas, sendo
que o pre-tratamento selecionado era sempre precedido do outro pre-tratamento
(por exemplo: quando desejava-se 0 PTA, antes deste era realizado um PTC e
vice-versa) para limpeza e condicionamento do eletrodo. O PTC no eletrodo de
BDD foi realizado em um tempo de quatro a cinco vezes maior que o PTA, uma
vez que é mais dificil reduzir do que oxidar o eletrélito suporte para a geracao

dos grupos funcionais.

3.4.2 — Otimizacdo dos parametros do sistema de analises por
injecdo em fluxo com deteccdo amperométrica de maltiplos pulso

para a determinacao simultanea de AS e AC e de Al e V40

Para definir os potenciais a serem aplicados para cada analito nas
medidas de MPA, utilizou-se FIA com deteccdo amperometria convencional,
variando-se 0s potenciais em torno do potencial de pico de cada analito. Os
voltamogramas hidrodindmicos para cada analito foram construidos por meio
dos sinais de corrente obtidos nos diferentes potenciais aplicados. Um estudo do
efeito de diferentes tempos de aplicacdo de pulso foi realizado variando-se 0
tempo de 100 a 250 ms.

A fim de encontrar as melhores condicGes analiticas para o
desenvolvimento dos procedimentos, otimizou-se os parametros do sistema FIA,
como vazdo e volume da alga de amostragem. Estes estudos foram realizados de

forma univariada, sendo a vazao avaliada na faixa de 1,0 a 6,0 mL minteo
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volume de al¢a de amostragem no intervalo de 50 a 500 pL. Ambos os estudos
foram realizados utilizando a técnica de MPA e um sistema FIA, aplicando-se 0s
potencias desejados sobre o eletrodo de BDD e em solucdo contendo os analitos
de interesse.

Entdo a possibilidade de determinacdo simultanea dos analitos de
interesse foi avaliada. Este estudo foi realizado aplicando-se uma sequéncia de
dois pulsos de potencial 6timos para cada analito em fungdo do tempo sobre o
eletrodo de BDD em solugdes contendo apenas um dos analitos ou apenas 0
outro analito; ou uma mistura de ambos.

Apds a otimizacdo de todos os parametros relacionados com o
sistema FIA-MPA, a fim de construir as curvas analiticas, foram injetadas
solucdes com diferentes concentracdes em ordem crescente e depois decrescente
da solucdo contendo os padrBes dos analitos de interesse no sistema FIA. Apos
cada injecdo, os sinais de corrente foram registrados para cada pulso de
potencial aplicado, gerando assim, um amperograma em cada pulso de
potencial. As solucdes das amostras foram injetadas ap6s as injecdes da solucdo
padréo para a construcao da curva analitica.

O estudo da repetibilidade intra-dias foi realizado pelas medidas
voltamétricas consecutivas (n = 10) de solucBes dos analitos em duas
concentracdes diferentes.

O estudo de repetibilidade entre-dias foi realizado pelas medidas
voltamétricas de duas concentracGes diferentes de cada analito em 3 dias

diferentes (n = 3).

3.4.3 — Medidas voltamétricas e otimizacdo de parametros para o
desenvolvimento do procedimento analitico para a determinacao
dos edulcorantes AS e AK

Inicialmente utilizou-se a CV para estudar o perfil voltameétrico do

eletrodo de BDD e dos analitos.
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Os parametros das técnicas de pulso DPV (velocidade de varredura
(v), amplitude de potencial (a) e tempo de modulacdo do pulso (t)) e SWV
(freqliéncia de aplicacao do pulso (f), amplitude de potencial (a) e incremento de
varredura (AE)) foram otimizados de forma a obter-se as melhores condigdes
analiticas para os procedimentos desenvolvidos.

Apds a otimizacdo dos parametros, as curvas analiticas foram
construidas pela adicdo de aliquotas da solucdo padrdo na célula eletroquimica.
Foi entdo selecionada a melhor técnica (DPV) para a determinacédo de AS e AK.
Estes analitos foram determinados nas amostras utilizando-se esta técnica
eletroanalitica e interpolacdo da corrente obtida para cada analito nas amostras
na curva analitica (corrente vs. concentracdo do analito).

O estudo da repetibilidade intra-dias foi realizado pelas medidas
voltamétricas consecutivas (n = 10) de solugbes dos analitos em duas
concentracdes diferentes.

O estudo de repetibilidade entre-dias foi realizado pelas medidas
voltamétricas de duas concentracdes diferentes de cada analito em 3 dias

diferentes (n = 3).

3.4.4 — Estudo de interferentes em potencial

O efeito de interferentes em potencial foi avaliado pela adicdo de
algumas substancias comumente encontradas nas amostras analisadas em
solucdo padrdo dos analitos, nas razdes de concentracoes de 1:1 e 1:10
(analito:interferente) e os resultados obtidos foram comparados com aqueles
obtidos usando-se apenas a solucao padrao de cada analito.

Para AS e AC o0s compostos investigados como interferentes em
potencial foram: sacarose, acido citrico, acesulfame-K e citrato de sodio. Para
Al e V40 foram: sacarose, glicose, citrato de sodio, aspartame, acesulfame-K e
carboximetilcelulose (CMC) e por fim para AS e AK o0s seguintes

concomitantes foram avaliados: acido citrico, sorbitol e benzoato de sédio.
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3.4.5 — Métodos comparativos

Os teores dos analitos determinados empregando-se os métodos
eletroanaliticos desenvolvidos nesta dissertagdo foram comparados com oS
teores obtidos empregando-se um método de crogratografia liquida de alta
eficiéncia (HPLC).

O procedimento desenvolvido por DOSSI et al."®, com algumas
adaptacdes foi utilizado como método de comparativo para a determinacdo de
AC e AS. A coluna cromatografica empregada foi a Shim-Pack CLC-ODS
(6,0 mm x 250 mm, 5 um). A fase mével foi composta por duas solucdes: uma
mistura de metanol/acetonitrila (70/30 v/v) (fase mével A) e tampéo fosfato
(KH,PO, 0,01 mol L™ pH 4,0, ajustado com solucéo de HsPO4 0,10 mol L™Y)
(fase movel B). Aplicou-se nesta determinacdo uma eluicdo isocratica sendo
40 % da fase A e 60 % da fase B. A vazdo foi de 1,0 mL min' e o volume das
solugGes de amostras foi de 20,0 pL. Os comprimentos de onda selecionados no
detector UV-Vis fotodiodo foram 210 nm para a AS e 235 nm para AC.

Para os corantes Al e V40, o método comparativo empregado foi
aquele proposto por MINIOTI et al.™®" com pequenas adaptacdes. A coluna
cromatografica empregada foi a Shim-Pack CLC-ODS (6,0 mm x 250 mm,
5 um). A fase mdvel foi composta por duas solugBes: uma mistura de
metanol/acetonitrila (80/20 v/v) (fase mdvel A) e tampao acetato de aménio
0,01 mol L™ pH 7,5, ajustado com solucdo de NaOH 10 % (m/v) (fase mével
B). Um gradiente de eluicdo foi realizado como mostrado na TABELA 3.1. A
vazdo foi de 1,5 mL min~' e o volume das solucdes das amostras injetado foi de
20,0 pL. Os comprimentos de onda selecionados no detector UV-Vis (modelo
SPD-M10-AVP) foram 608 nm para a Al e 507 nm para V40.
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TABELA 3.1 — Programa de gradiente de eluicdo para determinacdo dos
corantes Al e V40

t (min) Fase A (%) Fase B (%)
0,0 95 5
15,0 48 52
25,0 0 100
27,0 0 100
28,0 95 5
29,0 95 5

Para 0 caso dos edulcorantes AS e AK foi utilizado como método
comparativo o procedimento desenvolvido por SERDAR e KNEZEVIC™® (com
algumas adaptacGes). A coluna cromatografica empregada foi a Shim-Pack
CLC-ODS (6,0 mm x 250 mm, 5 um). A fase movél utilizada foi uma mistura
de acetonitrila/tampdo fosfato (KH,PO, 0,0125 mol L™ pH 3,5, ajustado com
solucdo de HsPO, 0,10 mol L™) (15/85 v/v) (eluicdo isocréatica) com vazdo de
1,0 mL min', e volume de injecdo de 20 pL. Os comprimentos de onda
selecionados no detector UV-Vis (modelo SPD-M10-AVP) foram 193 nm para
0 AS e 226 nm para o AK.
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4 - RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste capitulo sdo apresentados os estudos do comportamento
eletroquimico do eletrodo de BDD e o efeito dos diferentes pré-tratamentos
eletroquimicos realizados em sua superficie para a solucdo de cada analito de
interesse, seguido da apresentacdo dos resultados obtidos no desenvolvimento
dos métodos eletroanaliticos para a determinacdo simultanea dos pares de
aditivos alimenticios, AS e AC, V40 e Al e por fim AS e AK.

4.1 — Estudo do comportamento eletroquimico dos edulcorantes e

dos corantes sobre o eletrodo de BDD

Inicialmente foram realizados experimentos utilizando a técnica de
CV para observar o comportamento eletroquimico dos edulcorantes e dos
corantes empregando um eletrodo de BDD.

Na FIGURA 4.1 sdo apresentados o0s voltamogramas ciclicos
obtidos para os edulcorantes AS e AK e para os corantes AC, V40 e Al. Como
pode ser observado, todos os analitos séo eletroativos, e apresentam um pico de
corrente no sentido positivo de varredura do potencial, indicando a ocorréncia de
processos de oxidagdo destes analitos sobre o eletrodo de BDD PTC. Além
disso, também foi observado que ndo h& nenhum pico no sentido inverso de
varredura (reducdo) nas condigbes empregadas, 0 que caracteriza um processo
irreversivel para cada um destes aditivos alimentares.

Os potenciais de pico para cada analito, nessa janela de potenciais
utilizada neste trabalho, apresentaram valores em torno de 1,80; 2,15; 0,96; 0,70
e 0,90 V para AS, AK, AC, Al e V40, respectivamente.
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FIGURA 4.1 — Voltamogramas ciclicos empregando-se o eletrodo de BDD
PTC, (A) na auséncia (-) e na presenca (-) de 1,0 mmol L™ de AS; (B) na
auséncia (=) e na presenca (-) de 3,0 mmol L™" de AK; (C) na auséncia (-) e na
presenca (—) de 0,40 mmol L™ de AC; (D) na auséncia (=) e na presenca () de
0,10 mmol L™ de Al; (E) na auséncia (-) e na presenca (=) 0,10 mmol L™ de
V40. Eletrdlito suporte: H,SO, 0,10 mol L™, v=100 mV s %,
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4.2 — Estudo do efeito dos pré-tratamentos eletroquimicos sobre o
eletrodo de BDD

Como ja mencionado na Secdo 1.3.1, o pré-tratamento
eletroquimico feito no eletrodo de BDD pode aumentar significativamente a
atividade eletroguimica deste eletrodo para um determinado analito, sendo
dependente da terminacdo superficial do eletrodo (terminacdo hidrogénio ou
oxigénio). Outrossim, o aumento da atividade eletroquimica pode aumentar o
desempenho analitico do método eletroquimico como maior detectabilidade
(valores menores de LD e LQ), maior sensibilidade (aumento do coeficiente
angular da curva analitica), aumento da seletividade (quando ha diminuicdo do
potencial de trabalho) entre outros. Assim fez-se um estudo da influéncia dos
diferentes pré-tratamentos (catodico e anddico) do eletrodo de BDD em relagéo

ao comportamento eletroquimico dos edulcorantes e corantes estudados.

4.2.1 — Determinacdo da area eletroativa do eletrodo de BDD com

os diferentes pré-tratamentos

Primeiramente, para verificar a influéncia dos pré-tratamentos
(anddico e catddico) na area eletroativa do eletrodo de BDD, fez-se um estudo
empregando-se a CV em diferentes velocidades de varredura de potencial. Para
este estudo o eletrodo de BDD foi PTA aplicando-se uma densidade de corrente
de 0,50 A cm 2 por 60 s ou PTC aplicando-se —0,50 A cm % por 300 s ambos em
solucdo de H,SO, 0,50 mol L%, Neste estudo, as medidas voltamétricas foram
feitas em solucdo de hexacianoferrato (111) de potassio 0,10 mol L™, cujo o
coeficiente de difusdo é conhecido e igual a D = 7,6 x 10°® cm? s * ™. Na
FIGURA 4.2 séo apresentados os voltamogramas ciclicos obtidos neste estudo.
Na FIGURA 4.2 A séo apresentados os resultados obtidos com o eletrodo PTA e

na FIGURA 4.2 B para o eletrodo PTC. Pode ser visto também nestas figuras os
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graficos de corrente de pico anddica (lp,) em funcdo da raiz quadrada da

velocidade de varredura de potencial (v'/%).

120 120
s0| (A) 50
40+ 40+
g 0 < o
— -40- — 401
-80- -80+
120, 780 g2 88| g0l
-04 -02 00 02 04 06 08 04 -02 00 02 04 06 08
E (V) vs. Ag/AgCI E (V) vs. Ag/AgCI

FIGURA 4.2 — Voltamogramas ciclicos obtidos em diferentes velocidades de
varredura de potencial (10; 30; 50; 70; 100; 125; 150; 175; 200; 225; 250; 275;
300; 325; 350; 375; 400; 425; 450; 475 e 500 mV s ') em solugdo de
hexacianoferrato (111) de potassio 0,10 mol L™*; (A) para o BDD PTA e (B) para
0 BDD PTC. Os graficos inseridos correspondem a relacéo linear da corrente de
pico anddica em funcdo da raiz quadrada da velocidade de varredura de

potencial. Eletrélito suporte: KCI 0,10 mol L ™.

Para calcular a area eletroativa para o eletrodo de BDD com

diferentes pré-tratamentos, empregou-se a equacao de Randles-Sevcik'®*'%:

+1,= (2,69 x 10°)n¥* AD"*C v*? EQUACAO 4.1

sendo |, a corrente de pico anddica (+) ou catodica (—) (A), v a raiz quadrada
da velocidade de varredura de potencial (V s%), n o nimero de elétrons
envolvidos na reacéo, A a 4rea eletroativa (cm?), D o coeficiente de difuséo (cm?
s') e C a concentracdo da espécie em solucéo (mol cm™®).

O coeficiente angular obtido na regresso linear de Iy, vs. v'/* foi
aplicado na EQUACAO 4.1, com os valoresde D=7,6 x 10 °cm®s '**° n=1
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e C=1,0 x 10 ° mol cm™. Na TABELA 4.1 sdo mostrados os valores de area
geomeétrica e os valores de area eletroativa determinados para o eletrodo de
BDD com cada um dos pré-tratamentos. Nota-se que as areas eletroativas do
eletrodo de BDD com os diferentes pré-tratamentos sdo menores que a area
geomeétrica e que as areas eletroativas obtidas nestas duas condigdes séo
praticamente iguais, 0 que indica que, a melhora da atividade eletroquimica do
eletrodo de BDD sobre alguns analitos, ndo esta relacionada apenas a area
eletroativa, mas provavelmente devido a interacdo do analito com os diferentes
grupos funcionais promovidos pelo pre-tratamento na superficie do eletrodo de
BDD.

TABELA 4.1 — Valores obtidos para as areas eletroativas do eletrodo de BDD

empregando-se a equacgéo de Randles-Sevcik

Area geométrica Area eletroativa Area eletroativa
BDD (cm?) BDD PTA (cm?) BDD PTC (cm?)
0,25 0,20 0,21

4.2.2 — Estudo do efeito dos pré-tratamentos anddico e catddico

sobre o eletrodo de BDD para os edulcorantes e corantes

Inicialmente, o efeito do PTA e PTC foram avaliados empregando-
se a CV e solucdes dos analitos de interesse. Devido as variagOes significativas
da linha base (dados ndo mostrados), especialmente para aqueles analitos que
sdo eletroativos (AS e AK) em potenciais elevados, a selecdo do melhor
tratamento do eletrodo foi prejudicada. Assim, optou-se em utilizar a SWV
nestas avaliacdes.

Para o estudo do efeito do pre-tratamento eletroquimico sobre o
eletrodo, realizou-se um PTA (0,50 A cm ™ por 60 s) ou PTC (-0,50 A cm 2 por
120 s) em soluco de H,SO, 0,50 mol L. Na FIGURA 4.3 sdo apresentados 0s
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voltamogramas de onda quadrada obtidos com o eletrodo de BDD PTA ou BDD
PTC para os edulcorantes AS (FIGURA 4.3 A) e AK (FIGURA 4.3 B) em
H,SO, 0,10 mol L™ Pode-se notar que para 0 AS houve uma melhora na
resposta eletroquimica com o eletrodo de BDD PTA em termos de maior
intensidade de corrente obtida e diminuicdo do potencial de oxidacdo. O
contrario foi obtido com o eletrodo de BDD PTC. Ja para o0 AK, com o eletrodo
de BDD PTA houve um pequeno aumento no potencial de oxidacao, ocorrendo
0 contrario com o eletrodo de BDD PTC. Como o interesse neste trabalho foi a
analise simultanea destas substancias (analitos), escolheu-se o PTA para ser
realizado no BDD para deteccédo destes analitos, por ter apresentado uma maior
atividade eletroquimica para a ocorréncia da reacdo de oxidacao, principalmente
do AS. Este comportamento foi contrario ao esperado, uma vez que em todos 0s

2223126121 "com diferentes analitos e com o eletrodo

trabalhos realizados no grupo
de BDD, os melhores resultados foram obtidos utilizando-se o eletrodo pré-
tratado catodicamente. Assim, € necessario maiores estudos para entender a
interacdo que ocorre entre os analitos e os grupos funcionais na superficie do
BDD. Alguns artigos sdo encontrados na literatura com discussdes sobre o
comportamento eletroquimico do eletrodo de BDD e o efeito dos diferentes pré-
tratamentos®****% Porém, ainda ndo ha uma explicacdo satisfatoria para as
interagdes da superficie do eletrodo pre-tratado e as caracteristicas do analito. O
efeito destes pré-tratamentos eletroquimicos sobre a superficie do eletrodo de
BDD e a relagdo com as respostas voltamétricas obtidas para os diferentes

analitos também € tema de pesquisa em NOSso grupo.
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FIGURA 4.3 — Voltamogramas de onda quadrada obtidos empregando-se o

eletrodo de BDD com diferentes pré-tratamentos em solucdo de (A) AS 1,0
mmol L™ e (B) AK 4,0 mmol L™ apés PTA (=) e apos PTC (-). Eletrélito
suporte: H,SO,4 0,10 mol L™%; (f = 30 Hz, a=40 mV e AE; = 4 mV).

Ja para os corantes AC (FIGURA 4.4 A), Al (FIGURA 4.4 B) e
V40 (FIGURA 4.4 C), foi observado que o eletrodo de eletrodo de BDD PTC

apresentou melhor resposta eletroquimica para a reacdo de oxidacgédo, isto &,

diminuicdo do potencial de oxidagdo (potencial de trabalho) e um aumento na

intensidade do sinal de corrente (aumento do sinal analitico). Desta forma, o

eletrodo de BDD PTC foi selecionado para a determinacédo dos corantes AC, Al

e V40 em alimentos.



Deroco, P. B. Resultados e Discussao 45

- — ACBDD PTA —— AIBDD PTA
4071 (A) —— AC BDD PTC 20- (B) —_ AIBDD PTC
30+

<20
10-
O_
o8 10 12 14 16 05 0,6 0,7 0,8 0,9
E (V) vs. Ag/AgCl E (V) vs. Ag/AgCI
20
—— V40 BDD PTA
16- () —— V40 BDD PTC
12-
Zs:
4
—
0_

07 08 09 10 11 12
E (V) vs. Ag/AgCI

FIGURA 4.4 — Voltamogramas de onda quadrada obtidos empregando-se o
eletrodo de BDD com diferentes pre-tratamentos em solucdo de (A) AC
0,40 mmol L™, (B) Al 0,20 mmol L™ e (C) V40 0,10 mmol L " apés PTA (-) e
ap6s PTC (-). Eletrdlito suporte: H,SO, 0,10 mol L™; (f =30 Hz, a=40 mV e
AE, = 4 mV).

4.2.3 - Estudo do efeito da densidade de corrente aplicada no pre-

tratamento

O efeito da densidade de corrente aplicada no PTA sobre a resposta
eletroquimica dos edulcorantes (AS e AK) e PTC sobre a resposta analitica dos
corantes (AC, Al e V40) foi também investigada.

Na FIGURA 4.5 sdo mostrados os voltamogramas de onda
quadrada obtidos para os edulcorantes (AS e AK) empregando-se o eletrodo de
BDD PTA e para os corantes (AC, Al e V40) utilizando-se o BDD PTC com a
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aplicacdo de diferentes densidades de corrente (0,05; 0,10; 0,50 e 1,00 A cm ).
Como pode ser observado, para AS e AC (FIGURA 4.5 A e C, respectivamente)
ocorreu apenas deslocamento no potencial de oxidacdo para as diferentes
densidades de corrente aplicada. Para 0 AK e V40 (FIGURA 45 B e E,
respectivamente) ndo houve diferenca significativa, tanto na intensidade de
corrente, quanto no potencial de pico. No caso do Al (FIGURA 4.5 D), este
analito foi o Unico que apresentou uma diferenca significativa na intensidade de
sinal de corrente, sendo que a magnitude do sinal analitico aumentou com o
aumento da densidade de corrente aplicada até 0,10 A cm 2, diminuindo em
valores de densidade de corrente maiores.

Como as variagOes para a reacdo de oxidacdo destes analitos ndo
foram tao significativas com as diferentes densidades de corrente aplicadas e
também sabendo-se que, quanto menor a corrente aplicada, menor serd o
desgaste do eletrodo ao longo do tempo, optou-se por utilizar uma baixa
densidade de corrente na realizacdo do pre-tratamento.

No entanto, ndo foi possivel utilizar a densidade de corrente de
0,05 A cm 2 devido a baixa repetibilidade dos resultados ao longo de um dia de
trabalho.

Assim, optou-se por utilizar a densidade de corrente de 0,10 A cm™?
durante o pré-tratamento eletroquimico do eletrodo de BDD, podendo assim se
obter resultados satisfatorios para a determinacdo destes aditivos alimentares e

também prolongando o tempo de vida util do eletrodo de BDD.
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FIGURA 4.5 — Voltamogramas de onda quadrada obtidos empregando-se o
eletrodo de BDD PTA para edulcorantes e BDD PTC para os corantes com a
aplicacdo de diferentes densidades de corrente (0,05; 0,10; 0,50 e 1,00 A cm ™ ):
(A) em solucdo de AS 1,0 mmol L™; (B) em solucdo de AK 4,0 mmol L™; (C)
em solucdo de AC 0,40 mmol L™*; (D) em solucdo de Al 0,10 mmol L' e (E)
em solucdo de V40 0,10 mmol L. Eletrélito suporte: H,SO, 0,10 mol L™;
(f =30 Hz, a =40 mV e AE, = 4 mV).
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4.2.4 — Estudo do tempo da densidade de corrente aplicada no preé-

tratamento

Também foi relizado um estudo do tempo de densidade de
carga/corrente aplicada no PTA para as solucdes dos edulcorantes (AS e AK) e
no PTC para as solucdes dos corantes (AC, Al e V40).

Foram realizados PTA no eletrodo de BDD aplicando-se densidade
de corrente de 0,10 A cm™? por diferentes tempos: 30, 60 e 120 s, e a partir dos
resultados obtidos para as solugtes dos edulcorantes (AS e AK) (FIGURA 4.6),
pode-se observar que para 0s menores tempos de pré-tratamento foram obtidas
as maiores intensidades de corrente para a oxidacdo de AK, sendo que para AS
ndo houve nenhuma diferenca significativa. No entanto, o eletrodo de BDD PTA
obtido com um menor tempo de pré-tratamento apresentou uma instabilidade
das respostas (baixa repetibilidade) em um periodo de 8 h de trabalho. Sendo
assim, para os estudos posteriores, optou-se por realizar o PTA aplicando 0,10 A

cm 2 durante 60 s, 0 que corresponde a uma carga aplicada de 6 C cm ™.

— ASPTA 30s
100{ (A) —hsPTAGs | 801 TTASPTA3DS (B)
— ASPTA120s —  ASPTA120s
75_ 60'

< < 40-

<, 50 <

~— N’

25 ~ 204

0 —> 0
14 16 18 20 19 20 21 22 23
E (V) vs. Ag/AgCI E (V) vs. Ag/AgCI

FIGURA 4.6 — Voltamogramas de onda quadrada obtidos empregando-se o
eletrodo de BDD PTA em diferentes tempos (30, 60 e 120 s): (A) em solucéo de
AS 1,0 mmol L™ e (B) em solucdo de AK 4,0 mmol L. Eletrélito suporte:
H,S0O, 0,10 mol L™%; (f =30 Hz, a=40 mV e AE; = 4 mV).
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O mesmo estudo do tempo de aplicacdo de corrente foi realizado
para 0 eletrodo de BDD PTC aplicando-se uma densidade de corrente de
—0,10 A cm 2 no BDD nos tempos de 120, 180, 240 e 300 s. Na FIGURA 4.7
sdo apresentados os voltamogramas de onda quadrada obtidos utilizando o
eletrodo de BDD PTC em diferentes tempos de aplicacdo de carga em solucdes
dos corantes (AC, Al e VV40).

Nota-se que para todos os tempos de pré-tratamento a resposta
voltamétrica para estes corantes foi praticamente a mesma e, por isso, optou-se
por trabalhar com o PTC no tempo de 120 s, onde foi possivel obter bons

resultados, e corresponde a uma carga aplicada de —12 C cm ™.



Deroco, P. B. Resultados e Discussao 50

A —— ACPTC120s 25 | —— AIPTC120s
0] W —— ACPTC 1805 >1(B) —— AIPTC 1805
—— ACPTC 2405 20. —— AIPTC 2405
30- —— ACPTC300s —— AIPTC300s
— 2 15'
<20
3 \_5 104
10+ 5.
0o == o] ==
038 10 12 06 07 08
E (V) vs. Ag/AgClI E (V) vs. Ag/ACI
25
(©) —— V40PTC 1205
20+ —— V40 PTC 180's
—— V40 PTC 240's
154 —— V40 PTC 300 s
310
= ]
0 .
07 0 12

%e (\(/)jgvs. AB?AgCIl *
FIGURA 4.7 — Voltamogramas de onda quadrada obtidos empregando-se o
eletrodo de BDD PTC em diferentes tempos (120, 180, 240 e 300 s): (A) em
solucdo de AC 0,40 mmol L™"; (B) em solucdo de Al 0,10 mmol L™" e (C) em
solucdo de V40 0,10 mmol L™ Eletrélito suporte: H,SO, 0,10 mol L™
(f =30 Hz,a=40 mV e AE; =4 mV).

4.3 — Procedimentos Eletroanaliticos

4.3.1 - Estudo do efeito do eletrolito suporte

Experimentos iniciais para todos os analitos de interesse (AS, AK,
AC, Al e VV40) foram realizados em diferentes eletrélitos suportes, como H,SO,
0,10 mol L™, tamp&o Britton-Robinson (BR) 0,04 mol L™ (pH 1,9), tamp&o
fosfato 0,10 mol L™ (pH 2,00 e KNO; 0,10 mol L™ (pHeng 1,5). Os
voltamogramas de onda quadrada obtidos em solugdes contendo AS, AK, AC,

Al e V40 nos diferentes eletrélitos suportes sdo apresentados na FIGURA 4.8.
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FIGURA 4.8 — Voltamogramas de onda quadrada obtidos empregando-se o
eletrodo de BDD em diferentes solugdes de eletrolitos suporte contendo (A) AS
1,0 mmol L™ (B) AK 4,0 mmol L™ (C) AC 0,40 mmol L™; (D) Al
0,10 mmol L™ e (E) V40 0,10 mmol L' Eletrdlitos suportes: H,SO,
0,10 mol L™, tamp&o BR 0,04 mol L™ (pH 1,9), tampéo fosfato 0,10 mol L™
(pH 2,0) e KNO;3; 0,10 mol Lt (PHeona. 1,5); (f = 30 Hz, a = 40 mV e
AEs = 4 mV).
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Considerando as respostas obtidas, o eletrolito suporte selecionado
para as proximas medidas eletroanaliticas foi a solucdo de H,SO, por
proporcionar um melhor perfil voltamétrico, maior magnitude do sinal analitico
(corrente de pico) e potencial de oxidacdo mais proximo de zero para a maioria
dos analitos (menor potencial de trabalho).

Posteriormente, estudou-se a influéncia da concentracdo do H,SO,4
de 0,010 a 0,50 mol L™ sobre o sinal analitico para estes aditivos alimentares
utilizando-se o eletrodo de BDD. Na FIGURA 4.9 sdo apresentados os
voltamogramas de onda quadrada obtidos neste estudo.

Observou-se que a resposta voltamétrica muda com as diferentes
concentracbes do eletrolito suporte. A magnitude de pico aumentou
proporcionalmente com o aumento da concentracdo da solucdo de H,SO, até
uma concentracdo de 0,30 mol L™, mantendo-se praticamente constante em
concentracdes superiores, com excecdo do Al que teve a magnitude de corrente
aumentada em maior concentragdo. Porém, como o objetivo deste trabalho foi a
determinacgé@o simultanea de pares destes analitos, optou-se por trabalhar com a
solucdo de H,S0,0,30 mol L™ por proporcionar a melhor resposta analitica para

a maioria dos analitos.
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FIGURA 4.9 — Voltamogramas de onda quadrada obtidos empregando-se o
eletrodo de BDD: (A) AS 1,0 mmol L™ (B) AK 4,0 mmol L™; (C) AC
0,40 mmol L™; (D) Al 0,10 mmol L™ e (E) V40 0,10 mmol L™ em diferentes
concentracbes do eletrélito suporte H,SO, 0,010; 0,05; 0,10; 0,30 e
0,50 mol L™; (f =30 Hz, a =40 mV e AE = 4 mV).
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4.3.2 — Determinacéao simultanea de AS e AC empregando a MPA-
FIA e o eletrodo de BDD PTA

Este método foi desenvolvido para a determinacdo simultanea de
dois aditivos alimentares, a saber: AS e AC, utilizando-se um sistema FIA-MPA
e um eletrodo de BDD PTA.

Inicialmente, para o desenvolvimento do método proposto, foi
necessaria a escolha do pré-tratamento eletroquimico a ser realizado no eletrodo
de BDD ja que para o AS a melhor resposta analitica foi obtida quando o
eletrodo de BDD foi PTA e para o AC a melhor resposta analitica foi com o
eletrodo de BDD PTC. Analisando-se 0s voltamogramas apresentados na
FIGURA 4.10, pode-se notar que com o PTA do eletrodo de BDD um menor
potencial de trabalho foi obtido para o AS (E = 1,61 V) em comparagdo com o
PTC do eletrodo de BDD (E = 1,73), enquanto que para o AC, o potencial foi
ligeiramente maior (E = 0,98 V) que aquele obtido (E = 0,91 V) para este analito
quando se empregou eletrodo de BDD com o PTC. Considerando-se que as
correntes de fundo sdo menores para a determinacdo de AC do que para a
determinacdo de AS (ver FIGURA 4.1 C e A, respectivamente) e
consequentemente o LD e LQ para este analito (AC) devem ser menores do que
para 0 AS, assim selecionou-se o PTA a fim de favorecer a oxidagdo do AS com
0 objetivo de obter-se bons LD e LQ para este analito, além do deslocamente do
pico de oxidacdo para potenciais menores. Ademais, cabe enfatizar que a
concentragdo de cada um destes analitos é relativamente alta nos produtos
analisados, ndo limitando assim o tipo de pré-tratamento aplicado. Neste caso,
os diferentes pré-tratamentos feitos afetam os LDs e/ou LQs obtidos com
eletrodo de BDD, porém como pode ser observado na Secéo 4.3.2.4, foi possivel
obter excelente LD para estes analitos com o eletrodo de BDD PTA. O PTA foi
realizado aplicando-se uma densidade de corrente de 0,10 A cm™ por 60 s

(procedimento detalhado na Secéo 3.4.1).
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FIGURA 4.10 — Voltamogramas de onda quadrada obtidos empregando-se o
eletrodo de BDD ap6s PTA (=) e apoés PTC (=) na presenca de AS
1,0 mmol L™ e AC 0,40 mmol L™. Eletrélito suporte: H,SO, 0,10 mol L

(f=30Hz,a=40 mV e AEs =4 mV).

4.3.2.1 - Estudo dos potenciais a serem aplicados para AC e AS

O objetivo principal deste trabalho foi a deteccdo dos analitos
utilizando um sistema FIA. Considerando-se que o método em fluxo possui alta
frequéncia analitica, que o sistema e fechado, minimizando assim os riscos de
contaminacdo do operador, desenvolveu-se preferencialmente este método em
fluxo. Sendo disso, 0s estudos que serdo apresentados foram desenvolvidos em
condic¢6es hidrodinamicas.

Utilizando-se a técnica amperométrica convencional, definiu-se 0s
potenciais a serem aplicados para cada analito, por meio da constru¢do dos
voltamogramas hidrodindmicos, isto é, um grafico das correntes obtidas nos
diferentes potenciais aplicados (I vs. E) empregando-se o eletrodo de BDD PTA
e solugdo contendo cada analito (AC 0,10 mmol L™ e AS 0,10 mmol L™),
FIGURA 4.11. Como pode ser observado na FIGURA 4.11 (A), a oxidagdo do

AC inicia-se em torno de 1,00 V atingindo o maior sinal de corrente em 1,30 V.
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Ap0s este potencial, o sinal de corrente permaneceu praticamente constante. Ja
na FIGURA 4.11 (B), empregando-se uma solucdo de AS 0,10 mmol L™, nota-
se um aumento do sinal analitico a partir de 1,50 V, sendo o maior sinal
analitico obtido no potencial de 1,70 V, permanecendo praticamente constante
em potenciais mais elevados. Desta forma, selecionou-se para os estudos

posteriores 0s potenciais de 1,30 V e 1,70 V para AC e AS, respectivamente.

sl (A) AC sl (B) AS . "
gm = 4

6- ? 6_ |
_ a1 1,70V
f:b N u , i 4 ]
— 2 " - 2]

| ]
04 m ] ] " 0 [} u
04 06 08 10 12 14 16 1,4 15 1,6 17 18
E (V) vs. Ag/AgCI E (V) vs. Ag/AgCI

FIGURA 4.11 — Voltamogramas hidrodinamicos obtidos utilizando o eletrodo
de BDD PTA, para (A) AC 0,10 mmol L™" e para (B) AS 0,10 mmol L™
Eletrolito suporte: H,SO, 0,30 mol L™*; volume de injecio = 350 pL e

vazdo = 2,4 mL min .

4.3.2.2 — Estudo do efeito do tempo de aplicacdo dos pulsos de

potencial

Realizou-se um estudo do efeito do tempo de aplicacdo dos pulsos
de potencial para o AC (1,30 V) e para o AS (1,70 V). Estes dois pulsos de
potencial foram aplicados variando-se o tempo de aplicagéo entre 100 e 250 ms
sobre o eletrodo de BDD PTA para cada solucdo de AC 0,10 mmol L™ e AS
0,10 mmol L™. Os gréaficos da intensidade de corrente em funcdo do tempo de
aplicacdo do pulso de potencial séo apresentados na FIGURA 4.12. Observa-se

que para o AS (1,70 V), a magnitude do sinal analitico diminuiu
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significativamente com o aumento do tempo de aplicacdo do pulso de potencial.
Para AC (1,30 V), a magnitude do sinal analitico aumentou até o tempo de
150 ms e, em tempos superiores, ocorreu uma diminuigdo do sinal analitico. Por
haver uma limitacdo na técnica de MPA, em que o tempo de analise €
proporcional ao tempo de aplicacdo dos pulsos de potencial, optou-se por
utilizar o tempo de aplicacdo de pulso de 200 ms para o AS (1,70 V), mesmo
havendo uma perda de intensidade de sinal, o que nédo prejudicou o método em
fluxo, uma vez que as amostras continham altas concentracbes deste analito.
Esta estratégia foi necessaria para se ter um tempo de analise maior,
possibilitando assim obter os sinais transientes para a construcdo da curva
analitica e também das amostras em um mesmo amperograma. No caso do AC
(E = 1,30 V), selecionou-se um tempo de aplicacdo de pulso de potencial de

150 ms, por apresentar um maior sinal analitico.

9,2 - A
) A (B)
9,0
_ 20 .
g 8,8 - ” -
Z 219
8,6 n - T
18-
ga{ " =
- i i - 17 T T T T
100 150 200 250 100 150 200 250
Tempo de pulso (ms) Tempo de pulso (ms)

FIGURA 4.12 — Intensidade dos sinais de corrente em fungdo do tempo de
aplicacdo de pulsos de potencial: 100 a 250 ms, (A) AC 0,10 mmol L™ pulso de
potencial 1,30 V e (B) AS 0,10 mmol L™ pulso de potencial: 1,70 V. Solucio
transportadora: H,SO, 0,30 mol L™*; volume de injecdo = 450 pL e

vazdo = 4,9 mL min ..



Deroco, P. B. Resultados e Discussao 58

4.3.2.3 — Otimizacéao dos parametros do sistema FIA

A vazdo da solucdo transportadora (H,SO, 0,30 mol L™ e o
volume de amostra injetado séo os parametros do sistema FIA que controlam o
tempo de contato da zona da amostra com o eletrodo, por isso sdo importantes
parametros que devem ser otimizados para se obter as melhores condicdes
analiticas.

Sendo assim, avaliou-se o efeito da vazao da solucdo transportadora
no intervalo de 1,0 a 6,0 mL min*, aplicando-se os potenciais de 1,30 e 1,70 V
no eletrodo de BDD PTA para uma solugdo de AS 0,10 mmol L™ e AC
0,10 mmol L™. Nota-se na FIGURA 4.13 que, para ambos os analitos, o
comportamento foi 0 mesmo, ou seja, houve um aumento de sinal analitico em
toda intervalo de vazdo investigado. No entanto, em vazdes maiores do que
4,9 mL min', observou-se uma alta pressdo hidrodindmica no sistema, o que
prejudicou as medidas analiticas. Sendo isso, esta vazdo foi selecionada por
proporcionar maior sinal analitico e alta frequéncia analitica (120 determinacdes
por hora).

Ademais, avaliou-se o efeito do volume de amostra injetado, no
intervalo de 50 a 500 pL para uma solugdo de AS 0,10 mmol L™ e
AC 0,10 mmol L™, Na FIGURA 4.14, pode ser observado um aumento do sinal
analitico com o aumento do volume de amostra até um volume de 450 L para
ambos os analitos. Apos este volume injetado, o sinal analitico permaneceu
praticamente constante. Este comportamento pode ser atribuido ao efeito da
dispersdo da amostra, gerando assim um gradiente de concentracéo.

Quanto menor o volume de amostra injetado, maior sera o efeito da
dispersdo e menor sera o sinal analitico. Neste trabalho ndo ocorre reacdo destes
analitos durante o percurso analitico, deste modo a variagdo no sinal analitico
com a variacdo do volume de amostra injetada esta relacionada somente com as
caracteristicas hidrodinamicas do sistema FIA-MPA. Desta maneira, um volume

de 450 pL da amostra foi o selecionado para os estudos posteriores.
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FIGURA 4.13 — Intensidade dos sinais de corrente em funcdo da vazédo da
solucdo transportadora (H,SO4 0,30 mol L™), vazées: 1,0 a 6,0 mL min" em
solucdes de: (A) AC 0,10 mmol L™" e (B) AS 0,10 mmol L™; volume de amostra
400 pL).
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FIGURA 4.14 — Magnitude do sinal analitico (corrente) em funcdo do volume
da al¢a de amostragem variando de 50 a 500 pL para uma solucdo de: (A) AC
0,0 mmol L™ e (B) AS 0,10 mmol L™ Solucdo transportadora:
H,S0, 0,30 mol L *; vazdo 2,0 mL min ™,
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4.3.2.4 — Estudo do comportamento amperométrico do AC e AS
sobre o eletrodo de BDD com aplicacdo de uma sequéncia de

pulsos de potencial
Para possibilitar a determinacdo simultinea de AC e AS sem

interferéncia de um analito sobre o outro utilizando MPA, estudou-se a
aplicacdo de uma sequéncia de dois pulsos de potencial no eletrodo de BDD em
funcéo do tempo sobre para uma solucdo de AC 0,10 mmol L™, uma solucéo de
AS 0,10 mmol L™; ou solugdo contendo os dois analitos (AC e AS) nas mesmas
concentracgdes. Na Figura 4.15 sdo apresentados os amperogramas obtidos neste
estudo usando a técnica MPA acoplada ao sistema FIA com a aplicacdo de uma
sequéncia de dois pulsos de potencial em fungdo do tempo, a saber:

1. Egers = +1,30 V / 150 ms: pulso de potencial no qual ocorre a oxidacao
apenas de AC;

2. Eget2 = 1,70 V / 200 ms: pulso de potencial no qual ocorre a oxidacgéo
de ambos os analitos (AS e AC).
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Figura 4.15 — (A) Sequéncia de aplicacdo de pulsos de potencial em funcédo do
tempo; (B) Amperogramas de multiplos pulsos (n = 3) obtidos empregando-se 0
eletrodo de BDD PTA em solucio de AC 0,10 mmol L™, AS 0,10 mmol L™ e
AC + AS nas mesmas concentracdes. Solucdo transportadora: H,SO,

0,30 mol L™, volume de injec&o = 450 pL e vazdo = 4,9 mL min ™.

Observa-se que o AC é oxidado em ambos os pulsos de potencial
(1,30 V e 1,70 V). Porem, o AS ¢ oxidado apenas em 1,70 V. Sendo assim,
pode-se concluir que o sinal de corrente obtido em 1,30 V esta relacionado
apenas com a oxidacdo do AC, e o sinal de corrente obtido em 1,70 V, esta
relacionado com a oxidacdo de ambas a espécies. Deste modo, a quantificacdo
de AC pode ser feita de forma direta (Iac = leqet1), €nquanto que para a AS, a
subtracdo das correntes (las = leqet2 — ledet1) permite-se obter os valores de
corrente correspondentes apenas a concentracdo de AS. Porém, na Figura 4.15,
pode ser observado que a oxidacdo de AC nédo gera a mesma magnitude de
corrente em ambos os pulsos de potencial, 0 que impede uma simples subtracéo
de sinal para se obter a corrente relacionada apenas com a oxidagdo do AS.

Consequentemente, uma solucdo adotada neste trabalho foi a

contrucdo de uma curva analitica aplicando ambos os pulsos de potencial sobre
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o BDD em uma solugdo contendo apenas AC para verificar a diferenga nos
sinais de corrente obtidas para cada pulso. Assim, um fator de correcdo®**

pode ser estimado:

Ixc 1,70 v

Fator = EQUACAOQ 4.2

Iac130v
Utilizando-se a EQUACAO 4.2 o valor foi calculado mediante a

média de cada ponto da curva analitica e obteve-se o valor de 1,45 + 0,08. Na
TABELA 4.2 sdo apresentados os valores do fator de correcdo em funcéo de

cada concentracdo de AC e a média obtida.

TABELA 4.2 — Valores do fator de correcdo em funcdo de cada concentragédo de

AC e a média entre os valores

Concentracéo de AC Fator de correcao Media do Fator de
(umol L™) correcéo
0,10 3,64
0,25 3,33 3,08+0,72
0,50 2,27
0,75 1,67
1,00 1,50
2,50 1,45
5,00 1,39
7,50 1,39
10,0 142 1,45+ 0,08
25,0 1,39
50,0 1,41
75,0 1,44

100,0 1,44
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Sendo assim, considerou-se o valor do fator de correcdo para as
concentracdes mais altas, devido ao menor desvio e considerando que as
amostras analisadas contém alto teor dos analitos alvos.

Para obter-se a mesma intensidade de corrente para 0 AC em Egei1 €
Eget2 Multiplicou-se Eger 1 por um fator de correcédo de 1,45 + 0,08 para subtrair
do sinal de corrente obtido em Egio € obter a intensidade de corrente
proporcional a concentracao de AS : Ias = leget2 — (Iggets X 1,45).

Apos a otimizacdo de todos os parametros da técnica FIA-MPA,
obteve-se as curvas analiticas injetando-se solucdes padrdo de uma mistura de
AC e AS em ordem crescente e depois decrescente de concentragdes (0,15 a
25,0 pmol L™) e injecdes de solucBes de algumas amostras de produtos
alimenticios contendo estes analitos. Na FIGURA 4.16 sdo apresentados 0s
amperogramas corrigidos obtidos para o AS (1,70 V) e para AC (1,30 V) e as

respectivas curvas analiticas.
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FIGURA 4.16 — (A) Amperogramas de multiplos pulsos obtidos empregando-
se 0 eletrodo de BDD PTA em diferentes concentracdes de uma mistura de AC
(-) e AS (-). Concentracdes de AS e AC (n = 3): (a-)) 0,15; 0,25; 0,50; 0,75;
1,00; 2,50; 5,00; 7,50; 10,00 e 25,0 pmol L. Os sinais obtidos em X, Y e Z
correspondem a algumas amostras analisadas. Curva analitica em (B) para AC e
(C) para 0 AS. Solugdo transportadora: H,SO,0,30 mol L™, volume de injecdo =

450 pL e vazdo = 4,9 mL min.
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As curvas apresentaram uma ampla faixa linear de resposta, para o
AS, a primeira concentracdo injetada ficou fora da linearidade, obtendo-se uma
linearidade na faixa de 0,25 a 25,0 pmol L™ e as equacdes de regressdo linear

correspondentes foram:

o/ WA = 0,00394 + 9,44 x 10* [AC (mol L™)]; r = 0,999
l,o/ WA = 0,01824 + 6,68 x 10* [AS (mol L™)]; r= 0,995

O calculo do limite de deteccéo foi realizado utilizando-se 0 método

da razdo sinal-ruido®®?®

, OU seja, 3 vezes o sinal ruido (3S/N). Para a
determinacdo desta relacdo sinal-ruido, uma comparacao entre a medida do sinal
analitico de uma solucéo de referéncia em baixas concentracdes conhecidas do
composto de interesse e um branco (eletrdlito suporte) é realizada. Assim, é
estabelecida uma concentracdo minima na qual a substancia pode ser facilmente
detectada. Para 0 AC e AS o resultado obtido foi 0,04 umol L™, para ambos os
analitos.

A repetibilidade intra-dia foi determinada por medidas sucessivas
no mesmo dia (n = 10), para solucdes contendo simultaneamente AS e AC em
duas diferentes concentracdes (0,50 e 10 pumol L™). Na FIGURA 4.17 sdo
apresentados 0s amperogramas obtidos neste estudo. Para o estudo da
repetibilidade entre-dias foram feitas medidas em trés diferentes dias (n = 3)
com diferentes solugbes contendo simultaneamente AC e AC em duas
concentracdes (0,50 e 10 pmol L™). Os desvios padrdes relativos (RSD - do
inglés, Relative Standard Deviation) para ambos os estudos sdo apresentados na
TABELA 4.3. Os resultados de repetibilidade intra-dia e entre-dias obtidos
foram satisfatorios com RSD menores que 7,8 % para intra-dias € menores do

que 9,3 % para entre-dias para todas as concentracdes dos analitos estudadas.
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FIGURA 4.17 — Amperogramas de multiplos pulsos obtidos empregando-se o

eletrodo de BDD PTA em solucdo de AC e AS em duas concentracgdes: 0,50 e
10 umol L™ (n = 10). Solucéo transportadora: H,SO4 0,30 mol L™, volume de

injecdo = 450 pL e vazdo = 4,9 mL min .

TABELA 4.3 — Resultados obtidos no estudo da repetibilidade intra e entre dias

para o par de aditivos alimentares determinados simultaneamente por FIA-MPA

RSD? (%)
Aditivo alimentar Intra-dia Entre-dias
AS 0,50 5,7 4.4
(umol L™ 10 2,0 0,4
AC 0,50 2,3 9,2
(umol L™ 10 1,4 5,3

n=10; °n=3

4.3.2.5 - Estudo de interferentes em potencial
Para avaliar a seletividade do método proposto, o efeito de
interferentes em potencial foi investigado por meio da adicdo de algumas

substancias comumente presentes nas amostras alimenticias analisadas em uma
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solucdo padrdo dos analitos AC e AS (ambos na concentracdo de 2,5 pmol L™).
Os interferentes em potencial estudados foram: sacarose, éacido citrico,
acesulfame-K e citrato de sodio. Realizou-se também um estudo com a mistura
de todos estes interferentes. Na TABELA 4.4 s&o mostrados os RSDs obtidos

para cada analito em comparacdo com os interferentes em potencial.

TABELA 4.4 — Desvios padréo relativos obtidos no estudo de interferentes

Razao A:l RSD (%)
AS: Sacarose AC: Sacarose
1:1 1,7 1,8
1:10 -2,0 -1,9
AS: Acido citrico AC: Acido citrico

1:1 —4.,4 -1,9
1:10 -2,2 -3,8

AS: Acesulfame-K AC: Acesulfame-K
1:1 -0,6 0,1
1:10 -0,6 -1,0

AS: Citrato de sddio AC: Citrato de sédio
1:1 -1,7 -1,0
1:10 1,7 0,9

AS: Todos AC: Todos

1:1 4,4 1,6

A= analito e I= interferente em potencial

Nota-se a partir destes resultados que ndo houve interferéncia
significativa das substancias comumente encontradas nas amostras analisadas,
uma vez que variagcbes menores do que = 4,5 % foram observadas no sinal

analitico com a adicdo dos interferentes.
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4.3.2.6 — Método comparativo — Cromatografia liquida de alta
eficiéncia (HPLC)

O método eletroanalitico prosposto empregando-se FIA-MPA e o
eletrodo de BDD PTA, foi comparado com o método HPLC™®. Utilizando-se as
condi¢des cromatograficas como descritas na Secdo 3.4.5, os analitos AC e AS
apresentaram um tempo de retencédo de 2,1 e 3,7 minutos, respectivamente. Na
FIGURA 4.18 sdo apresentados os cromatogramas obtidos para o AC e 0 AS, e
as respectivas curvas analiticas obtidas para cada um dos aditivos alimentares
nas faixas de concentracdes de 1,0 a 50 umol L™* para AC e 25,0 a 700 umol L™
para AS.

As equac0es de regressao obtidas para as curvas analiticas foram:

A (u.a.)=2,16 x 10" + 3,49 x 10°°[AC (mol L]
A (u.a) =284 x 10* + 8,85 x 10°[AS (mol L™)]

Este método (HPLC) foi empregado para as mesmas amostras de
alimentos, a fim de comparar os teores de AS e AC obtidos utilizando-se este

método de analitico e 0 método amperométrico proposto nesta dissertacéo.
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FIGURA 4.18 — (A) Cromatogramas obtidos para AS 0,50 mmol L™ (-) e para
AC 0,030 mmol L™ (-). Curvas analiticas obtidas (B) para AC nas
concentragdes de: 1,0; 3,0; 5,0; 7,0; 10; 30; 50 pmol L™" e (C) para AS: 25,0;
50,0; 75,0; 100; 300; 500; 700 pmol L. Fase mével: 40 % de
metanol/acetonitrila  (70/30 v/v) e 60 % tampdo fosfato pH 4,0.
Vazdo 1,0 mL min ™.



Deroco, P. B. Resultados e Discussao 70

4.3.2.7 — Aplicacéo do procedimento proposto empregando MPA-
FIA na determinagcdo simultdnea de AS e AC em amostras

comerciais

Por fim, o procedimento desenvolvido utilizando-se o eletrodo de
BDD PTA e a técnica MPA acoplada ao sistema FIA foi empregado na
determinacdo simultanea de AS e AC em amostras comerciais de gelatina e
solido preparado para suco. Para a determinacdo simultanea destes analitos
utilizou-se o método por interpolacdo na curva analitica. Na TABELA 4.5 séo
apresentados os resultados obtidos para os teores de AS e AC determinados
empregando-se 0 método amperométrico (FIA-MPA) e o cromatografico

(HPLC) para todas as amostras.

TABELA 4.5 — Resultados obtidos na determinacéo simultanea de AS e AC em

produtos alimenticios empregando-se FIA-MPA e 0 método cromatogréafico
AS AC AS AC

AMOSTRAS ERRO ERRO
HPLC® MPA* HPLC® MPA® . )
(%)° (%)

Sélidos para suco (mg 100 g )

1 40145 37747 29+1 26+2 —6 =10

2 394+11 392+12  53+1 5943 -0,5 11
Gelatinas (mg 100 g

1 84+1 8016 n.d.c n.d.c -5 -

2 216£20 215+1 4,3%0,3 4,3t0,1 05 0,0

an =3;° Erro (%) = (100 x (valor MPA — valor HPLC)/valor HPLC); © n.d. = néo

detectado

Para avaliar o nivel de concordancia dos resultados obtidos
empregando-se os dois procedimentos, aplicou-se o teste t-pareado. Para o AC

(N = 3) 0 texperimentat = 0,34 € para 0 AS (N = 4) texperimentat = 1,12, ambos os valores
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foram menores que 0 t.iico = 4,30 € 3,18 para AC e AS, respectivamente. Estes
resultados indicam que ndo houve diferencas significativas entre os resultados
obtidos empregando-se 0 método proposto e o método de comparativo, a um

nivel de confianca de 95 %, estando os erros dentro de um intervalo aceitavel.

4.3.3 - Determinacéo simultanea de Al e V40 empregando-se FIA-
MPA e o eletrodo de BDD PTC

Nesta parte do trabalho sera apresentado o desenvolvimento de um
método para a determinacdo simultanea de dois corantes alimenticios, Al e V40
utilizando-se um sistema FIA-MPA e um eletrodo de BDD PTC.

Como discutido anteriormente (Secdo 4.3.1), utilizou-se H,SO4
0,30 mol L™ como eletrdlito suporte. Outrossim, conforme resultados
apresentados na Secdo 3.3.2, a atividade eletroquimica destes corantes (Al e
V40) € melhorada quando utiliza-se o eletrodo de BDD PTC. Sendo assim, em
todos os dias de trabalho, antes de realizar as medidas voltamétricas, o eletrodo
de BDD foi previamente tratado catodicamente (PTC) aplicando-se uma

corrente de —0,10 A cm 2 durante 120 s.

4.3.3.1 - Estudo dos potenciais a serem aplicados para Al e V40
Inicialmente, estudou-se o comportamento destes corantes em
condi¢cbes  hidrodindmicas. Foram  construidos o0s  voltamogramas
hidrodindmicos para cada corante utilizando-se a amperometria convencional,
aplicando-se pulsos de potencial em torno do potencial de pico de cada analito,
que como apresentado anteriormente estiveram em torno de 0,70 e 0,90 V para
Al e V40, respectivamente. Na FIGURA 4.19 sdo mostrados os voltamogramas

hidrodinamicos obtidos para cada um dos corantes.
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FIGURA 4.19 — Voltamogramas hidrodinamicos obtidos utilizando o eletrodo
de BDD PTC, para o (A) Al 50,0 umol L™ e para o (B) V40 50,0 pmol L™,
Solucdo transportadora: H,SO, 0,30 mol L™*; volume de injecio = 450 pL e

vazdo = 4,9 mL min .

Analisando os resultados obtidos, nota-se que o sinal de corrente
para Al comeca a aumentar em torno de 0,70 V e atinge um maximo de sinal de
corrente no potencial de 0,80 V, enquanto que a oxidacdo de V40 inicia-se a
partir de 0,90 V e atinge 0 maximo de sinal analitico em 1,10 V. Apesar do sinal
de corrente continuar aumentando nos potenciais acima de 0,75 V para o Al,
este potencial foi selecionado para o desenvolvimento do trabalho, uma vez que,
em potenciais superiores comecou a ocorrer a oxidacdo do V40, o que
impossibilitaria a determinacdo simultanea dos dois analitos. Para a
determinacgé@o de V40, selecionou-se o potencial de 1,10 V, onde obteve-se um

elevado sinal de corrente.

4.3.3.2 — Estudo do efeito tempo de aplicacdo dos pulsos de

potencial

Para cada pulso de potencial selecionado (0,75 e 1,10 V), estudou-
se 0 tempo em que cada um deveria ser aplicado para obter-se as melhores
condic¢Oes analiticas. Estes dois pulsos de potencial foram aplicados variando-se

0 tempo de aplicacdo de 50 a 250 ms sobre o eletrodo de BDD PTC para uma
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solucdo contendo ambos os corantes (Al e V40) na concentracdo de
50,0 pmol L™. Como pode ser observado na FIGURA 4.20 (A), para 0 Al o
maior sinal analitico foi obtido no tempo de aplicacdo do pulso de potencial de
200 ms e, em (B) para o V40, o sinal de corrente diminuiu consideravelmente
com o aumento do tempo de aplicacdo do pulso. Sendo assim, selecionou-se 0s

tempos de aplicacéo de pulso de 200 ms para Al e 50 ms para V40.

0,80- (A) + + 4,21 '} (B)
= 0751 <35
j:j./o’ 5 [ ] E .
0,701 + 28] "
0 100 200 300 0 100 200 300
Tempo de pulso (ms) Tempo de pulso (ms)

FIGURA 4.20 — Intensidade dos sinais de corrente em funcdo do tempo de
aplicacdo de pulsos de potencial: 100 a 250 ms, (A) Al 50,0 umol L™, pulso de
potencial: 0,75 V e (B) V40 50,0 umol L™, pulso de potencial: 1,10 V. Solucéo
transportadora: H,SO, 0,30 mol L™ volume de injecdo = 450 pL e

vazdo = 4,9 mL min .

4.3.3.3 - Otimizacao do sistema FIA

No estudo da influéncia da vazédo da solucéo transportadora (H,SO4
0,30 mol L™), a faixa de 1,0 a 6,0 mL min* foi estudada, aplicando-se os
potenciais de 0,75 e 1,10 V no eletrodo de BDD PTC para uma solucédo de Al e
V40 ambos na concentracdo de 50,0 umol L. Na FIGURA 4.21 sdo
apresentados os resultados obtidos neste estudo. Observa-se que para os dois
corantes o comportamento foi 0 mesmo, ou seja, houve um aumento de sinal
analitico em toda a faixa estudada, porém em vazbes maiores do que

4,9 mL min* observou-se uma alta pressdo hidrodindmica no sistema, o que
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prejudicou as medidas analiticas. Assim, a vazdo de 4,9 mL min* foi utilizada
nos experimentos subsequentes.

Como ja discutido, este comportamento era esperado uma vez que
como ndo ocorre reacdo durante o percurso analitico, a influéncia da vazédo no
sinal analitico esta relacionada com as caracteristicas hidrodinamicas do sistema

FIA-MPA que no caso foi 0 mesmo utilizado anteriormente.

(A) . " (B) .
0,8 - T ] T
A0,6 P>
- = ™
0,4 =

| | [ |

1 2 3 4 5 6 1 2 3 4 &

Vazdo (mL min ™)

Vazdo (mL min™)

FIGURA 4.21 — Intensidade dos sinais de corrente em funcdo da vazédo da
solucdo transportadora (H,SO4 0,30 mol L™), vazées: 1,0 a 6,0 mL min™" em
solucdes de: (A) Al 50,0 umol L™ e (B) V40 50,0 pmol L™

O efeito do volume de amostra foi investigado na faixa de 50 a
450 pL para uma solucdo 50,0 pmol L™ de Al e V40 simultaneamente. Nota-se
na FIGURA 4.22 que o sinal de corrente aumenta conforme eleva-se o volume
de amostra injetado. No entanto, optou-se por trabalhar com o volume de
350 uL, por gerar menor concentracdo de residuos, sem perda significativa do
sinal analitico. Qutrossim, nestas condicdes experimentais, a frenquéncia

analitica foi igual a 153 determinagdes por hora.
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FIGURA 4.22 — Intensidade dos sinais de corrente em funcdo do volume da al¢a
de amostragem: 50 a 500 pL, (A) Al 50,0 umol L™ e (B) AS 50,0 pmol L™,
Solucéo transportadora: H,SO,4 0,30 mol Lt

4.3.3.4 — Estudo do comportamento amperomeétrico do Al e V40
sobre o eletrodo BDD com aplicacdo de uma sequéncia de pulsos

de potencial
Apds otimizar todos os parametros envolvidos no sistema FIA-
MPA, avaliou-se 0 método em fluxo com a aplicacdo no eletrodo de BDD de
uma sequéncia de dois pulsos de potencial em funcéo do tempo. Os quais foram:
1. Egerr = 10,75 V / 200 ms: pulso de potencial no qual ocorre a oxidagédo
apenas de Al;
2. Egeto = +1,10 V / 50 ms: pulso de potencial no qual ocorre a oxidacéo
de ambos os analitos (Al e VV40).
Na FIGURA 4.23 sdao mostrados 0s amperogramas obtidos quando
injetou-se solucdes (n = 3) contendo apenas Al 4,0 pmol L™ ou

V40 0,80 pmol L™* ou uma mistura de Al e v40 nas mesmas concentracdes.
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FIGURA 4.23 — (A) Sequéncia de aplicacdo dos pulsos de potencial em funcéo
do tempo; (B) Amperogramas de multiplos pulsos obtidos empregando-se o0
eletrodo de BDD PTC em solucéo de Al 4,0 pmol L™, V40 0,80 umol L™ e Al
+ V40 nas mesmas concentragdes. Solucdo transportadora: H,SO, 0,30 mol L™,

volume de injecdo = 350 L e vazdo = 4,9 mL min".

Observa-se que no pulso de potencial de 0,75 V apenas Al €
oxidado. J& no pulso de potencial 1,10 V tanto Al quando V40 sdo oxidados.
Assim, a quantificacdo de Al pode ser feita de forma direta (Ia; = lgget1),
enquanto para o0 V40 é necessaria a subtracdo das correntes (Ia = ledet2 — leget1)
para se obter os valores de corrente correspondente apenas a concentracdo de
V40. Porem, como pode ser observado na FIGURA 4.23, a oxidagdo de Al ndo
gera a mesma intensidade de corrente em ambos o0s pulsos de potencial, o que
impede uma simples subtracdo de sinal para obter a corrente relacionada apenas
com a oxidagdo do V40. Consequentemente, foi necessario calcular um fator de
correcdo, assim como discutido no procedimento anterior (Secdo 4.3.2.4).
Assim, contruiu-se uma curva analitica aplicando-se ambos os pulsos de
potencial (0,75 e 1,10 V) sobre o0 BDD PTC em uma solucdo contendo apenas

Al para verificar a diferenca nos sinais de corrente obtidas em cada pulso de
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potencial. Aplicando-se a EQUACAO 4.2, o valor calculado foi de 2,58 + 0,25.
Na TABELA 4.6 sdo apresentados os valores do fator de correcdo em funcéo de

cada concentracdo de Al e a média entre os valores.

TABELA 4.6 — Valores do fator de corre¢do em funcdo de cada concentracéo de

Al e a média entre os valores

Concentracéo de Al Fator de correcdo® Media do fator de
(umol L™) correcao
0,07 2,90
0,30 2,80
0,50 2,80
%10 299 2,58 + 0,25
0,90 2,60
2,00 2,40
4,00 2,20
6,00 2,30
“n=3

Para obter-se a mesma intensidade de corrente para o Al em Eg 1€
Eget2 multiplicou-se Ege 1 pelo fator de correcdo de 2,58 + 0,25 para subtrair do
sinal de corrente obtido em Ege, € Obter a intensidade de corrente proporcional a
concentracdo de V40, la = lgget2 — (Ieget1X 2,58).

Em seguida, foram feitos experimentos com a injecdo de solucdes
contendo os padrdes de uma mistura de Al e V40 em ordem crescente e depois
decrescente de concentracdes: 0,070 a 1,0 pmol L™ para Al, e 0,040 a
0,77 umol L™ para V40 e injecdes de solucdes de trés amostras de balas. Na
FIGURA 4.24 sdo apresentados em (A) os amperogramas corrigidos obtidos
para solucdes padrdo de Al (0,75 V) e AC (1,10 V) e a injecdo de trés amostras,

em (B) e (C) e as respectivas curvas analiticas.
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FIGURA 4.24 — (A) Amperogramas de multiplos pulsos obtidos empregando-se

0 eletrodo de BDD PTC em diferentes concentragfes de uma mistura de Al (-) e
V40 (-). Concentrac6es de Al: (a-h) 0,070; 0,10; 0,30; 0,50; 0,60; 0,70; 0,90 e
1,0 pmol L™ e V40: (a-h) 0,040; 0,10; 0,25; 0,40; 0,50; 0,60; 0,70 e

0,77 pmol L™ e os sinais obtidos em X, Y e Z correspondem a algumas

amostras analisadas. Curvas analiticas obtidas em (B) para Al e (C) para V40.

Solucdo transportadora: H,SO, 0,30 mol L™, volume de injecdo = 350 pL e

vazdo = 4,9 mL min ™.
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Como pode ser observado na FIGURA 4.24 (B) e (C), as curvas
analiticas apresentaram uma faixa linear e as equacOes de regressdo

correspondentes foram:

o/ WA = —0,00292 + 2,04 x 10° [Al/(mol L™)]; r = 0,999
|,o/UA = 0, 00169 + 1,57 x 10° [V40/(mol L ™)]; r = 0,998

Os limites de deteccao (3 S/N) (calculados como descrito na Secgéo
4.3.2.4) obtidos foram 40 e 7,0 nmol L™ para Al e V40, respectivamente.

Também foram realizados os estudos de repetibilidade intra e entre-
dias. Para a repetibilidade intra-dia foram feitas sucessivas injecées no mesmo
dia (n = 10) de solucdes simultaneas de Al e V40 em duas concentracdes: Al
0,10 e 0,90 pmol L™; V40 0,070 e 0,70 pmol L™ (ver FIGURA 4.25). Para o
estudo da repetibilidade entre-dias, foram feitas medidas em trés diferentes dias
(n = 3), nas mesmas concentracbes. Os RSDs obtidos sdo mostrados na
TABELA 4.7. Os resultados de repetibilidade intra-dia e entre-dias obtidos
foram satisfatorios com RSDs menores que 8,6 % e 3,1 %, respectivamente para

todas as concentracOes estudadas.
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FIGURA 4.25 — Amperogramas de multiplos pulsos obtidos empregando-se o
eletrodo de BDD em solucdo de Al e V40 em duas concentragdes diferentes: Al
0,10 e 0,90 umol L™; V40 0,070 e 0,70 pmol L™ (n = 10). Solucdo
transportadora: H,SO, 0,30 mol L™, volume de injecdo = 350 pL e

vazdo = 4,9 mL min.

TABELA 4.7 — Resultados obtidos no estudo da repetibilidade intra e entre dias
para o par de corantes alimenticios determinados simultaneamente por FIA-
MPA

Aditivos alimenticios Intra-dia RSD? (%)  Entre-dias RSD” (%)
Al 0,10 8,5 2,4
(Hmol L) 0,90 2,3 3,0
V40 0,070 4,0 2,7
(mol L) 0,70 2,5 1,1

ah=10; °n=3
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4.3.3.5 — Estudo de interferentes em potencial

Tambeém realizou-se o estudo de anélise de eventuais interferentes,
para investigar a seletividade do método proposto. Interferentes em potencial
como sacarose, glicose, citrato de sddio, aspartame, acesulfame-K e
carboximetilcelulose (CMC) sdo comumente encontrados nas amostras de balas
analisadas, e por isso estas substancias foram adicionadas individualmente e, em
outro estudo, em conjunto (mistura de todos os interferentes em potencial), em
uma solucdo padrdo dos corantes Al e V40 na concentracdo de 0,50 umol L™
para ambos. Na TABELA 4.8 sdo apresentados os RSDs obtidos para cada
analito, equivalentes a comparacédo do sinal analitico na presenca e na auséncia
dos interferentes em potencial. Analisando os resultados obtidos, observa-se que
ocorreram variacdes menores do que + 6,8 % no sinal analitico com a adicédo
destas substancias, indicando que néo ha interferéncia significativa da matriz das

amostras na determinacdo de Al e V40 empregando-se o0 método proposto.
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TABELA 4.8 — Desvios padrdo relativos obtidos no estudo de interferentes

Razéo A:l RSD (%)
Al: Sacarose V40: Sacarose
1:1 5,9 -0,8
1:10 2,0 -2,5
Al: Glicose V40: Glicose
1:1 -2,0 -0,8
1:10 -1,0 1,2
Al: Citrato de sodio V40: Citrato de sodio
1:1 —6,2 —5,7
1:10 —-6,8 —4,4
Al: Aspartame V40: Aspartame
1:1 -2,1 -1,9
1:10 0,0 0,2
Al: Acesulfame-K V40: Acesulfame-K
1:1 -1,1 —4.,6
1:10 4,1 -1,2
Al: CMC V40: CMC
1:1 0,0 -1,3
1:10 —6,3 —4,5
Al: todos V40: todos
1:1 0,0 1,9

A= analito e I= interferente em potencial

4.3.3.6 — Meétodo comparativo — Cromatografia liquida de alta
eficiéncia (HPLC)

Para avaliar o desempenho do método proposto empregando-se
FIA-MPA e o eletrodo de BDD PTC utilizou-se como método comparativo o
HPLC™’, utilizando-se as condicbes cromatograficas como descritas na secao
3.4.5. Nestas condigdes, as moléculas de Al e V40 apresentaram um tempo de
retencdo de 18,9 e 11,1 min, respectivamente. Na FIGURA 4.26 séo
apresentados 0s cromatogramas obtidos para Al e V40 e o0s respectivos

comprimentos de onda e curvas analiticas. As curvas analiticas foram
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construidas na faixa de concentracdo de 10,0 a 200 pmol L' para ambos os

corantes.
608 nm -
— AI0,1 mmolL" 6.0x10 1
300 =4 0x10° [
= 2,0x10°
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0.0 . : : :
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FIGURA 4.26 — Cromatogramas obtidos para (A): Al 0,10 mmol L™ e (B): V40
0,10 mmol L™. Os gréaficos inseridos s&o as respectivas curvas analiticas obtidas
(A) para Al nas concentracdes de: 10,0; 30,0; 60,0; 90,0; 200 pmol L™ e (B)
para V40 nas mesmas concentracdes de: 10,0; 30,0; 60,0; 90,0; 200 pmol L™.
Fase movel: metanol/acetonitrila (80/20 v/v) e tampé&o acetato de aménio pH 7,5
(gradiente de eluicdo, TABELA 3.1). Vazdo 1,5 mL min ™.
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As equac0es de regressao obtidas para as curvas analiticas foram:

A (u.a.) =1,85 x 10% + 3,03 x 10°[Al (mol L™)]
A (u.a.) =—4,14 x 10* + 3,97 x 10" [V40 (mol L™)]

Este método (HPLC) foi empregado para nas mesmas amostras de
alimentos, a fim de comparar os teores de Al e V40 obtidos utilizando-se este

método de analitico e método amperométrico proposto.

4.3.3.7 — Aplicacdo do procedimento proposto empregando-se
FIA-MPA na determinacgdo simultanea de Al e V40 em amostras

comerciais

Algumas amostras de balas contendo os corantes Al e V40 foram
analisadas a fim de avaliar 0 método proposto. Para a determinacdo simultanea
destes analitos utilizou-se 0 método por interpolagdo na curva analitica. Na
TABELA 4.9 sédo mostrados os resultados obtidos para os teores de Al e V40
determinados em balas empregando-se 0 método amperométrico (FIA-MPA) e 0

cromatografico (HPLC).

TABELA 4.9 — Resultados obtidos na determinacédo simultanea de Al e V40 em
balas empregando-se FIA-MPA e 0 método cromatografico
Al V40 Al V40

Amostras ERRO ERRO
HPLC* MPA* HPLC* MPA? b b
(%) (%)

Balas (mg/ 100 g)
1 10+1 10+1 23+1 23+1 0,0 0,0
2 5,8+0,2 5,9+0,3 10£1 11+1 1,7 -9,1
3 11+1  9,7#0,9 2,8+0,1 3,0+0,1 -12 7,1

an =3; " Erro (%) = (100 x (valor MPA — valor HPLC)/valor HPLC)
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Para avaliar o nivel de concordancia dos resultados obtidos
empregando-se os dois procedimentos, aplicou-se o teste t-pareado. Para o Al
(N = 3) 0 texperimentat = 0,72 € para 0 V40 (n = 3) texperimentat = 0,89, ambos o0s
valores s@o menores que 0 tyiico = 4,30. Sendo assim, estes resultados indicam
que ndo houve diferencas significativas entre os resultados obtidos empregando-
se 0 método proposto e 0 método comparativo, a um nivel de confianca de 95%,

estando os erros dentro de um intervalo aceitavel.

4.3.4 — Determinacao simultédnea de AS e AK empregando-se as
técnicas voltamétricas de pulso (DPV e SWV) e o eletrodo de BDD
PTA

Inicialmente empregou-se a técnica FIA-MPA para a determinacgéo
de AS e AK em alimentos. Devido ao alto potencial de trabalho para a detec¢éo
de AK (2,15 V) e de algumas substancias concomitantes presentes nestas
amostras, os resultados obtidos ndo foram de qualidade analitica. Sendo assim,

optou-se por trabalhar com as técnicas SWV e DPV.

4.3.4.1 - Estudo da velocidade de varredura de potencial

Uma maneira de identificar se o transporte de massa das espécies
para a superficie do eletrodo é controlado por difusdo ou adsorcédo, é por meio
do coeficiente angular da regressdo linear do logaritmo do sinal de corrente
(log 1) pelo logaritmo da velocidade de varredura (log v)'*'. Entdo, fez-se um
experimento empregando-se CV e o eletrodo de BDD PTA em diferentes
velocidades de varredura para as solugbes de AS 1,0 mmol L' ou
AK 3,0 mmol L. Na FIGURA 4.27 sdo apresentados os voltamogramas
ciclicos obtidos neste experimento. A dependéncia de log | por log v, é
apresentada na FIGURA 4.28; os graficos inseridos correspondem a
dependéncia da corrente de pico pela raiz quadrada da velocidade de varredura.

Nota-se que com o aumento da velocidade de varredura houve um deslocamento
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do potencial de oxidagcdo para potenciais mais positivos, comportamento

caracteristico de processos irreversiveis.

250-
200-
— 150

<
2 100-
50

14 16 18 20 22 2,0 2.2 2.4
E (V) vs. Ag/AgCI E (V) vs. Ag/AgCI
FIGURA 4.27 — Voltamogramas ciclicos obtidos utilizando o eletrodo de BDD,
(A) para 0 AS 1,0 mmol L™ e (B) para AK 3,0 mmol L™ em diferentes
velocidades de varredura (1-13): 10; 30; 50; 70; 100; 150; 200; 250; 300; 350;
400; 450; 500 mVs . Eletrélito suporte: H,SO, 0,30 mol L ™.
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FIGURA 4.28 — Dependéncia de log I por log v: (A) para AS e (B) para AK. Os
graficos inseridos correspondem a dependéncia da corrente de pico pela raiz

quadrada da velocidade de varredura.

Os coeficientes angulares obtidos nas regressdes lineares para 0s
graficos da FIGURA 4.28 foram 0,45 e 0,41 para AS e AK, respectivamente.
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Estes valores estdo proximos do valor tedrico (0,5) para sistemas controlados
por difusdo das especies. A difusdo das espécies pode ser confirmada pela
relagdo linear da corrente de pico pela raiz quadrada da velocidade varredura
(r =0,998 para AS e r = 0,994 para AK)"“1%.

4.3.4.2 - Comparacéao entre as técnicas voltametricas DPV e SWV
Para o desenvolvimento do método voltametrico utilizando-se o
eletrodo de BDD PTA para a determinacdo simultanea de AS e AK foram
estudadas as técnicas de voltametria de onda quadrada (SWV) e voltametrica de
pulso diferencial (DPV). Foram otimizados os parametros relacionados com
cada uma das técnicas de pulso, SWV e DPV, que podem influenciar na resposta
voltamétrica. Na TABELA 4.10 e TABELA 4.11 sdo apresentados o0s intervalos
de valores estudados para cada um dos parametros, em cada técnica

eletroguimica, bem como os valores selecionados para experimentos seguintes.

TABELA 4.10 — Parametros da SWV investigados e os valores selecionados

para a determinacdo de AS e AK

Parametros SWV Faixa estudada Valor selecionado

Frequéncia f (Hz) 10a70 50

Amplitude a (mV) 10 a 100 50
Incremento AE; (mV) lab 4

TABELA 4.11 — Parametros da DPV investigados e os valores selecionados

para a determinacdo de AS e AK

Parametros DPV Faixa estudada Valor selecionado
Velocidade v (mV s7) 1a30 25
Amplitude a (mV) 10 a 100 100

Tempo de modulagéo t (ms) 5a30 5
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Apobs a otimizacdo dos parametros das técnicas SWV e DPV, as
curvas analiticas foram construidas simultaneamente para ambos edulcorantes,
empregando-se estas duas técnicas analiticas. Na TABELA 4.12 encontram-se
as condicOes analiticas obtidas para a determinacdo simultanea de AS e AK

utilizando-se as diferentes técnicas.

TABELA 4.12 — Condicdes analiticas obtidas para a determinacdo de AS e AK
pelas técnicas DPV e SWV

AS AK
DPV SWV DPV SWV

Parametro

0,04 a 0,05a 0,38 a 0,52a
0,11 0,11 7,6 7,6
Coeficiente angular (HAmol™ L) 3,5x10° 3,3x10° 4,3x10* 4,4 x 10"
Coeficiente de correlagéo (r) 0,998 0,999 0,995 0,993
Limite de deteccdo (mmol L™) 0,0016  0,0019 0,28 0,35

Faixa linear (mmol L™)

Analisando-se os resultados obtidos, pode-se notar que ndo houve
uma diferenca significativa nos resultados obtidos empregando-se ambas as
técnicas. No entanto, empregando-se a técnica DPV foi possivel obter
voltamogramas com uma melhor definicdo de pico, sendo entdo esta técnica
selecionada para desenvolver o procedimento eletroanalitico para determinacao

simultanea dos edulcorantes AS e AK.

4.3.4.3 - Determinacao simultanea de AS e AK utilizando DPV e 0
eletrodo de BDD PTA

Primeiramente, investigou-se a resposta eletroquimica de AS e AK,
um na presenca do outro em diferentes concentracdes a fim de avaliar a
possibilidade de realizar a determinacdo simultanea destes sem interferéncia de

um sobre o outro. Na FIGURA 4.29 (A) sdo apresentados os voltamogramas de
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pulso diferencial, na qual foram feitas adi¢Oes sucessivas de AS em diferentes
concentracdes (4,4 a 110,0 umol L™) mantendo a concentracdo de AK constante
em 1,0 mmol L™ . Observa-se que a intensidade de corrente para 0 AS aumentou
com o0 aumento da concentracdo, indicando que o AK néo interfere na
quantificagdo do AS, uma vez que a corrente de pico do AK se manteve
praticamente constante mesmo com as adi¢des sucessivas de AS, com um desvio
padréo relativo de 7,8 %. A FIGURA 4.29 (B) corresponde a curva analitica
obtida (1,/UA = 0,3598 + 4,09 x 10° [AS/(mol L™)], r = 0,998).

Na FIGURA 4.29 (C) sdo apresentados os voltamogramas de pulso
diferencial obtidos quando fez-se adicOes sucessivas de AK em diferentes
concentragdes (0,30 a 7,6 mmol L) mantendo-se a concentracdo de AS
constante em 50 pmol L™'. Nota-se que a intensidade de corrente também
aumentou para o AK a medida que sua concentracdo foi aumentada. Assim, 0
AS ndo interferiu na quantificacdo do AK, sendo que a corrente de pico do AS
também se manteve praticamente constante com um desvio padrdo relativo de
3,7 %. A curva analitica obtida para 0 AK na presenca de AS esta apresentada
na FIGURA 429 (D), e a equacdo de regressdo correspondente foi:
(lpa/MA = —20,17 + 5,19 x 10" [AK/(mol L™Y)], r = 0,994).
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FIGURA 4.29 — Voltamogramas de pulso diferencial obtidos empregando-se o
eletrodo de BDD PTA em solucdes de: (A) AS: (1-8) 4,40 a 110 pmol L™ e AK
1,0 mmol L™; (C) AK: (1-8) 0,30 a 7,6 mmol L™* e AS 50,0 umol L ™. Curvas
analiticas para (B) AS e (D) AK. Eletrélito suporte: H,SO, 0,30 mol L™; v =25
mVs*a=100mVet=5mV.

Em seguida, a fim de construir a curva analitica para a

determinacdo simultanea destes edulcorantes, foram obtidos os voltamogramas

de pulso diferencial variando-se a concentragdo AS e AK simultaneamente (4,40
a 110 pmol L™ para 0 AS e 0,40 a 7,6 mmol L™ para 0 AK). Na FIGURA 4.30

(A) sdo mostrados os voltamogramas de pulso diferencial obtidos, e em (B) e

(C), as respectivas curvas analiticas.
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FIGURA 4.30 — (A) Voltamogramas de pulso diferencial obtidos empregando-
se 0 eletrodo de BDD PTA em solucdo contendo diferentes concentragoes de
AS: (1) 4,4; (2) 7,5; (2) 10,0; (4) 28,0; (5) 53,0; (6) 77,0; (7) 110 umol L* e
AK: (1) 0,39; (2) 0,74; (3) 1,2; (4) 2,6; (5) 3,9; (6) 5,1; (7) 7,6 mmol L™ para o
AK. (B) Curva analitica obtida para o AS e (C) curva analitica obtida para o
AK. Eletrélito suporte: H,SO, 0,30 mol L™ v = 25 mV s}, &= 100 mV e
t=5mV.

As curvas analiticas obtidas apresentaram boa linearidade nas
concentracdes estudadas com coeficientes de correlacdo de 0,998 e 0,995 para

AS e AK, respectivamente. As equacdes correspondentes foram:
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| o/ UA= 0,0186 + 3,49 x 10° [AS/(mol L™)]
| o/ UA= 21,99 + 4,33 x 10" [AK/(mol L™)]

O limite de deteccdo (3 S/N) (calculados como descrito na Secgéo
4.3.2.4) obtido foi de 1,6 pmol L™ para o AS e 0,28 mmol L™ para AK .

A repetibilidade intra-dia foi determinada por medidas sucessivas
no mesmo dia (n = 10), para solucdes de uma mistura de AS e AK em duas
concentracdes. Para o estudo da repetibilidade entre-dias foram feitas medidas
em trés diferentes dias (n = 3) para solucdes em duas diferentes concentracdes
de uma mistura de AS e AK. Os RSDs obtidos estdo apresentados na TABELA
4.13. Os resultados de repetibilidade intra e entre-dias obtidos foram
satisfatorios com RSDs menores que 10% para todas as concentracdes

estudadas.

TABELA 4.13 — Desvios padréo obtidos no estudo da repetibilidade intra e

entre dias
Edulcorante Intra-dia RSD? (%) Entre-dias RSD" (%6)
AS (mol L™)
5,0 %107 2,9 4,9
4,8 x107 0,90 3,6
AK (mol L™
4,9 x 107 5,6 9,6
35%x107° 0,40 3,4

4.3.4.4 — Estudo de possiveis interferentes
Para investigar a seletividade do método proposto, ©
comportamento voltamétrico dos edulcorantes na presenca de diversas

substancias geralmente encontradas nas amostras analisadas (refrigerantes, po
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para refresco e adocante) foi avaliado. O método utilizado estad detalhado na
secdo 3.4.4.

Os concomitantes acido citrico, sorbitol e benzoato de sodio,
presentes nas amostras foram testados como possiveis interferentes (resultados
ndo apresentados). Nenhuma das substancias analisadas causou qualquer
interferéncia na determinacdo simultanea de AS e AK com excecéo do benzoato
de sddio (BS), que causou interferéncia negativa na determinacéo apenas do AK
em concentracdo igual ou superior aquela de AK. Essa interferéncia deve-se ao
fato do BS apresentar um pico de oxidagdo proximo ao do AK, porém como nas
amostras analisadas a concentracdo de BS esta bem abaixo da concentracdo de
AK (maximo permitido 50 mg / 100 mg ou 100 mL)'* foi possivel obter uma

determinacéo satisfatoria.

4.3.45 — Método comparativo — Cromatografia liquida de alta
eficiéncia (HPLC)

Foi adotado como método comparativo a cromatografia liquida de
alta eficiéncia (HPLC)*™® a fim de se avaliar o0 método voltamétrico proposto
utilizando-se DPV e o eletrodo de BDD PTA.

Nas condicBes empregadas (descritas na secdo 3.4.5), as moléculas
de AS e AK apresentaram um tempo de retencdo de 19,0 e 5,4 minutos,
respectivamente. Na FIGURA 4.31 sdo apresentados os cromatogramas para AS
e AK em seus respectivos comprimentos de onda e as curvas analiticas obtidas
para ambos. As curvas analiticas foram construidas na faixa de concentracdo de
50,0 a 800 pmol L para AS e de 30,0 a 400 umol L™ para o AK.
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FIGURA 4.31 — Cromatogramas obtidos para (A): AS 0,80 mmol L™ e (B): AK
0,40 mmol L. Os graficos inseridos sdo as respectivas curvas analiticas obtidas
(A) para AS nas concentraces de: 50,0; 80,0; 100; 400; 800 pmol L™ e (B) para
AK: 30,0; 50,0; 80,0; 100; 400 umol L™. Fase movel: acetonitrila/tampéo
fosfato pH 3,5, (15/85 v/v). Vazdo: 1,0 mL min ™.
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As equac0es de regressao obtidas para as curvas analiticas foram:

A (u.a.)=7,13 x 10° + 2,50 x 10" [AS/(mol L™)]
A (u.a)=1,11 x 10° + 4,90 x 10" [AK/(mol L™)]

Este método foi aplicado nas mesmas amostras analisadas pelo
método voltamétrico proposto, a fim de comparar e avaliar os resultados obtidos

pelo método proposto.

4.3.4.6 — Aplicacdo do procedimento proposto empregando-se
DPV na determinacdo simultidnea de AS e AK em amostras

comerciais

Finalmente, para avaliar o procedimendo proposto utilizando-se
DPV e o eletrodo de BDD PTA, algumas amostras de alimentos industrializados
(refrigerantes, refrescos e adocgante) contendo estes edulcorantes (AS e AK)
foram analisadas. Na TABELA 4.14 s&o apresentados os resultados obtidos para
os teores de AS e AK determinados em produtos alimenticios empregando-se 0
método proposto e o cromatografico (HPLC). Para a determinacdo simultéanea

destes edulcorantes utilizou-se o método por interpolacdo da curva analitica.
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TABELA 4.14 — Resultados obtidos na determinacdo simultanea de AS e AK

em produtos alimenticios empregando-se HPLC e DPV

AS AK
Amostras

HPLC®* DPV?® Errol(%)° ADD° REC*® REC (%)

Refrigerantes (mg 100 g %)

1 31+2 3212 3,2 54 5/7+0,1 106

2 33+1 35+1 6,1 54 5,840,1 107

3 19+1 22+2 15 54 4,620,2 85,2
Refresco (mg 100 g™)

4 4212 44+4 4,8 54 5,2+0,0 96,3
Adocante (g 100 mL™)

5 7,7£0,6 7,0+0,3 -9,1 54 5,0+0,3 92,6

“n=3;° Erro (%) = (100 x (valor DPV — valor HPLC)/valor HPLC); ¢ Adicio;

¢ Recuperacao.

Para avaliar a concordancia dos resultados obtidos empregando-se
os dois procedimentos, aplicou-se o teste t-pareado. Para o AS (n = 5) o
texperimental = 0,86, € menor que 0 teiico = 2,78. Estes resultados indicam que néo
houve diferencas significativas entre os resultados obtidos empregando-se o
método proposto e 0 método de comparativo, a um nivel de confianca de 95%,
estando os erros dentro de um intervalo aceitavel. Para o AK obteve-se boas
recuperacdes variando de 85,2 a 107%, e estes valores indicam que ndo houve
interferéncia significativa da matriz das amostras na determinacdo de AK,
mostrando ser possivel a determinacdo destes edulcorantes quando as
concentragdes de AK estiverem numa proporgao maior do que a encontrada nas

amostras analisadas.



Deroco, P. B. Conclusdo 97

5 — CONCLUSAO

A partir dos resultados apresentados € possivel destacar algumas
consideragbes a respeito do eletrodo de BDD e sua aplicagio no
devenvolvimento de métodos eletroanaliticos para a deteccdo de edulcorantes e
corantes.

Os pre-tratamentos eletroquimicos, anddico ou catddico, no
eletrodo de BDD proporcionaram uma melhora na atividade eletroquimica para
os analitos utilizados dependendo da terminacdo promovida na superficie do
eletrodo (hidrogénio ou oxigénio). Estes tratamentos eletroquimicos do eletrodo
de BDD permitiram implementar as melhores condi¢fes analiticas do método
desenvolvido, como o limite de deteccdo e a diminuicdo dos potenciais de
trabalho.

Com o calculo das areas eletroativas para o0 BDD com o0s pré-
tratamentos conclui-se que as areas eletroativas foram menores que a area
geométrica, isso provavelmente porque estes eletrodos possuem uma superficie
predominantemente semicondutora. Cabe destacar ainda que as areas
eletroativas obtidas nestas duas condicbes (pré-tratamentos diferentes) sdo
praticamente iguais, o que indica que, a melhora da atividade eletroquimica do
BDD sobre alguns analitos, ndo esta relacionada apenas a area eletroativa, mas é
devido principalmente com a interacdo do analito com os diferentes grupos
funcionais promovidos pelo pré-tratamento na superficie do BDD.

O método analitico desenvolvido empregando MPA acoplado ao
sistema FIA e o eletrodo de BDD PTA para a determinacdo simultanea de AS e
AC se mostrou bastante simples, rapido e eficiente, apresentando resultados
concordantes com aqueles obtidos utilizando o método comparativo (HPLC),
além do que este método apresentou vantagem, como por exemplo, alta
frenquéncia analitica (120 determinacdes h™'). Ademais, 0 método em fluxo

apresentou excelentes limites de deteccdo e cabe ressaltar que este é o primeiro
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método eletroanalitico proposto para a determinacdo simultanea destes aditivos
alimentares (AS e AC).

A técnica FIA-MPA e o eletrodo de BDD PTC também foram
empregados com sucesso na determinacdo simultanea dos pares de corante Al e
V40 em amostras alimenticias (Ex.: balas), que continham estes corantes sendo
os resultados obtidos concordantes com aqueles obtidos empregando-se o
método cromatografico (método comparativo). Outrossim, o método apresentou
algumas vantagens como simples diluicdo como etapas de pre-tratamento das
amostras, alta frequéncia analitica (153 determinacdes h™*). Assim, este método
pode ser considerado de grande interesse analitico, uma vez que ndo ha métodos
eletroanaliticos propostos na literatura para a determinacdo simultanea deste par
de corantes.

O eletrodo de BDD PTA mostrou-se bastante adequado para a
determinacdo simultdnea dos edulcorantes AS e AK pelo método empregando
DPV em produtos alimenticios contendo a combinacdo destes edulcorantes em
proporcdes adequadas. Apenas um artigo™ descrevendo a determinacéo
simultinea destes analitos foi encontrado na literatura. No entanto, a
determinacdo simultanea sé foi possivel com o auxilio de ferramentas
quimiométricas e ainda o metodo tem também como desvantagem a forte
adsorcdo de AK sobre o eletrodo de trabalho (carbono vitreo).

Todos os métodos analiticos desenvolvidos neste trabalho de
mestrado apresentaram condicdes analiticas bastantes satisfatorias para a
deteccédo e quantificacdo simultdnea dos edulcorantes e corantes. Além do que
possuem as vantagens de ndo haver a necessecidade de uma separacdo prévia e
apenas uma simples diluicdo como preparacdo das amostras. Assim todos estes
métodos sdo simples, rapidos, precisos e ndo necessitam de reagentes de alta

toxicidade e ainda utilizam instrumentacgéo de custo relativamente baixo.
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