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RESUMO

Os hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAS) sdo substancias toxicas, sendo
consideradas mutagénicas e carcinogénicas. Dentre as varias técnicas analiticas
desenvolvidas para 0 monitoramento desses analitos, se destaca a cromatografia. De
forma alternativa, neste trabalho foi empregado metodos voltamétricos para a
determinacdo dos HPAs benzo(a)pireno, pireno e fluoranteno, utilizando o eletrodo de
carbono vitreo (ECV) com e sem modificagdo de nanotubos de carbono e eletrodos de
pasta de carbono (EPC) modificados com ftalocianinas metalicas em tampdo acetato (pH
4,0). O estudo eletroquimico mostrou que esses HPAS apresentam apenas um processo
oxidativo, em potenciais diferentes Eppenzo)pirenc) = 0,95V, Ep(ireno) = 1,03V e Ep(fiuoranteno)
~1,35V. Logo, foi desenvolvido métodos em voltametria de pulso diferencial (VPD) para
determinacéo simultanea dos HPAs através do uso do surfactante dodecil sulfato de sédio
(DSS) o que facilitou uma maior interacdo entre os eletrodos e o analito. Outros
compostos organicos tdxicos encontrados em alimentos sdo as aminas biogénicas (ABs),
esses compostos sdo naturalmente encontrados nos seres humanos e muitos sdo
importantes para 0 bom funcionamento do organismo, todavia, 0 consumo diério desses
compostos causam graves efeitos toxicoldgicos, indesejaveis para a salde humana, sendo
constatado que alguns podem reagir com outros compostos e tornar-se carcinogénicos.
Semelhantemente aos HPAs, a principal técnica empregada € a cromatografia. Na
segunda parte deste trabalho, foi utilizado os métodos voltamétricos para a determinacéo
das ABs (triptamina, histamina, putrescina, cadaverina e 2-feniletilamina) em ECV e no
eletrodo de diamante dopado com boro (EDDB). Porém, a triptamina no ECV, foi a Unica
que apresentou uma resposta eletroquimica, sendo entdo desenvolvido uma metodologia
voltamétrica para a determinacdo dessa AB em alimentos. A triptamina apresenta dois
processos oxidativos Ep1 =~ 0,85V ¢ Ep2 = 1,25V, sendo o P1 mais sensivel e sua resposta
foi utilizada para a construcdo de um método eletroanalitico utilizando a voltametria de
onda quadrada (VOQ) em tampdo acetato apresentando uma faixa de resposta linear de
(4,7 a 54,5) x 10® mol L%, baixo limite de deteccdo (0,8 x 10° mol L?) e limite de
quantificacdo (2,7 x 10° mol L), o teor de triptamina foi determinado em bananas,
tomates, queijo (mucarela e gorgonzola) e embutidos (salsicha de frango e calabresa),
obtendo recuperagdes acima de 90%. No EDDB, as ABs apresentaram resposta
eletroquimica, em potenciais diferentes, resultando em sua determinagéo simultanea em
VPD usando tampdo acetato (pH 5,0), o método foi aplicado satisfatoriamente nos
alimentos: banana, tomate e queijo mugcarela, obtendo recuperagdes acima de 90%.

Palavras chave: Hidrocarbonetos policiclicos aromaticos, Aminas biogénicas,
Alimentos, Voltametria.



ABSTRACT

Polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHS) are toxic substances and are considered
mutagenic and carcinogenic. Among the several analytical techniques developed for the
monitoring of these analytes, the chromatography stands out. In this work, voltammetric
methods were used for the determination of benzo (a) pyrene, pyrene and fluoranthene
HPAs, using the carbon glass electrode (CGE) with and without modification of carbon
nanotubes and carbon paste electrodes (CPE) modified with metal phthalocyanines in
acetate buffer (pH 4.0). The electrochemical study showed that these HPASs present only
one oxidative process, in different potentials EP enzo@pyrene) = 0.95V, EPyrene) = 1.03V
and EPfioranthene) = 1.35V. Therefore, differential pulse voltammetry (DPV) methods were
developed for the simultaneous determination of PAHSs using surfactant sodium dodecyl
sulfate (SDS), which facilitated a better interaction between the electrodes and the
analyte. Other toxic organic compounds found in foods are biogenic amines (BAs), these
compounds are naturally found in humans and many are important for the proper
functioning of the body, however, daily consumption of these compounds cause serious
toxicological effects, undesirable for health it is found that some may react with other
compounds and become carcinogenic. Similar to PAHSs, the main technique used is
chromatography. In the second part of this work, voltammetric methods were used to
determine the ABs (tryptamine, histamine, putrescine, cadaverine and 2-
phenylethylamine) in GCE and the boron doped diamond electrode (BDDE). However,
tryptamine in GCE was the only one that presented an electrochemical response, and a
voltammetric methodology was developed to determine this BA in food. Tryptamine
presents two oxidative processes Ep1 = 0.85V and Ep2 =~ 1.25V, with P1 being the most
sensitive and its response was used for the construction of an electroanalytical method
using square wave voltammetry (SWV) in acetate buffer showing a linear response range
of (4.7 to 54.5) x 10® mol L%, low limit of detection (0.8 x 10™° mol L?) and limit of
quantification (2.7 x 10° mol L), the tryptamine content was determined in bananas,
tomatoes, gorgonzola) and sausages (chicken sausage and calabresa), obtaining
recoveries above 90%. In the BDDE, the BAs presented electrochemical response, at
different potentials, resulting in their simultaneous determination in DPV using acetate
buffer (pH 5.0), the method was applied satisfactorily in food: banana, tomato and cheese
muzzarela, obtaining recoveries above 90 %.

Key words: Polycyclic aromatic hydrocarbons, Biogenic amines, Food, Voltametry.



CAPITULO 1
INTRODUCAO



1. INTRODUCAO

Os compostos organicos estdo diretamente ligados na formacdo e manutencéo dos
organismos vivos, sejam eles originados de forma natural ou antropogénica, tais como:
aminoacidos, proteinas, vitaminas, acidos nucléicos, vacinas, e fertilizantes. Os avangos
tecnoldgicos proporcionaram a diversos paises um aumento consideravel das industrias e
no forte desenvolvimento econémico. Entretanto, ao longo das ultimas décadas, ha uma
crescente preocupacdo entre a comunidade cientifica em garantir o equilibrio do
desenvolvimento econémico e a preservacao dos ecossistemas. Sendo que, a prioridade
muitas vezes é dada ao crescimento econdmico e a preservacdo do ambiente torna-se
negligenciada. Desse modo, o0 aparecimento de substancias nocivas a salide humana e ao
meio ambiente estdo cada vez mais presentes em nosso cotidiano (SPEIGHT, 2016).

Os hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAS), por exemplo, sdo emitidos
por fontes naturais (erupcdes vulcanicas, incéndios florestais) ou antropogénicas
(derramamento de petréleo, queima de combustiveis, residuos industriais, etc.) e muitos
processos térmicos dao origem a essas substancias (PURCARO; MORET e CONTE,
2016). Apo6s a emissdo, os HPAs, que sdo substancias lipofilicas e podem ter grande
persisténcia no meio ambiente, distribuem-se nos compartimentos ambientais em
proporcOes que dependem de suas propriedades fisico-quimicas e das caracteristicas de
cada compartimento ambiental (CHEN et al., 2017).

Os HPAs e seus derivados séo associados ao aumento da incidéncia de diversos
tipos de cancer no homem. Muitas dessas substancias comportam-se como potenciais
carcinogénicos e eficientes mutagénicos, sejam reagindo diretamente com o &cido
desoxirribonucleico (DNA), ou ap6s sofrerem transformag6es metabdlicas. Os alimentos
e bebidas sdo uma das maiores fontes de exposicdo humana aos HPAs. A ocorréncia
destes nos alimentos é influenciada pelas mesmas caracteristicas fisico-quimicas que
determinam sua absorcdo e distribuicdo em humanos. Diversos estudos tém sido
realizados comprovando a presenca destes compostos em varios alimentos brutos ou
processados (TFOUNI et al.,, 2014; SINGH; VARSHNEY e AGARWAL, 2016).
Dessa maneira, 0 monitoramento dos seus niveis, o conhecimento das suas vias de
assimilacdo pelo organismo e a avaliacdo precoce de seus efeitos biologicos, sdo
fundamentais para o entendimento e o conhecimento dos niveis seguros de exposicao

humana a esses compostos (NETTO et al., 2000).



Em relagdo as questdes de satide publica, as preocupacdes tém sido principalmente
voltadas as contaminacdes dos alimentos de origem microbioldgica. Por outro lado,
diversos séo os perigos de natureza quimica que podem estar presentes nos alimentos e,
alguns tém sido descritos como inerentes ao proprio processo de transformacdo de
matéria-prima em produto, como é o caso das aminas biogénicas (ABs) (GIROTO;
MASSON; HARACEMIV, 2010).

As ABs em alimentos esta diretamente envolvida com a qualidade do alimento e
a saude do consumidor. Questdes relacionadas a saude envolvem, em particular, a
intoxicacdo histaminica, com sintomatologia variada de acordo com a quantidade
ingerida e a sensibilidade do individuo. Em casos graves, em curto espago de tempo,
podem ocorrer dores toracicas e disturbios respiratorios. Na presenca de nitritos, as
aminas podem formar N-nitrosaminas, as quais tém acéo carcinogénica, mutagénica e
teratogénica (CUNHA et al., 2012).

Tanto os HPAs quanto as ABs sdo compostos organicos que causam graves
problemas a salde humana e ao meio ambiente, logo, o desenvolvimentos de métodos e
técnicas precisas para a identificacdo e a quantificacdo dessas substancias é de grande
importancia académica e industrial. Tradicionalmente, os métodos cromatogréaficos séo
as mais empregadas na investigacao e analise dessas substancias. De forma alternativa,
as técnicas eletroanaliticas, sobretudo a voltametria, sdo promissoras para a determinacéo
dessas substancias, pois oferecem uma série de vantagens tais como: seletividade e
especificidade das determinagdes resultante do comportamento redox das espécies
analiticas de interesse em um potencial aplicado especifico; seletividade decorrente dos
processos de oxireducdo do analito em eletrodo de trabalho feito com material especifico;
grande sensibilidade e baixos limites de deteccdo resultante das técnicas de pré-
concentracdo e modos de aquisigdo de sinal que proporciona ambiente com baixo sinal
de fundo (BRETT; BRETT, 1998).

Portanto, este trabalho prop6e a investigacdo eletroquimica de HPAs e das ABs,
além do desenvolvimento de metodologias voltamétricas para a analise dessas

substancias.

1.1 Objetivos

1.1.1 Objetivo geral



Empregar técnicas voltamétricas para determinar os hidrocarbonetos policiclicos
aromaticos benzo(a)pireno, pireno, fluoranteno e as aminas biogénicas triptamina,

histamina e 2-feniletilamina em alimentos.

1.1.2 Objetivos especificos

e Estudar as propriedades eletroquimicas dos HPAs (benzo(a)pireno, pireno e
fluoranteno) e das ABs (triptamina, histamina e 2-feniletilamina), utilizando as
técnicas de voltametria ciclica (VC), voltametria de pulso diferencial (VPD) e
voltametria de onda quadrada (VOQ);

e Verificar suas respostas eletroquimicas nos eletrodos de trabalho de interesse:
eletrodo de carbono vitreo (ECV), com e sem modificacdo com nanotubos de
carbono, eletrodo de pasta de carbono (EPC), com e sem modificacdo com
ftalocianinas e o eletrodo de diamante dopado com boro (EDDB);

e Propor o mecanismo de oxidacdo dos HPAs e das ABs estudados;

e Estabelecer as melhores condi¢Ges experimentais e parametros instrumentais para
o0 desenvolvimento de um método analitico por meio das técnicas voltamétricas
para a determinagdo dos compostos de interesse;

e Aplicar as metodologias desenvolvidas para determinar o teor dos HPAS
(benzo(a)pireno, pireno e fluoranteno) e das ABs (triptamina, histamina e 2-

feniletilamina) em diferentes matrizes de alimentos.



CAPITULO 2

HIDROCARBONETOS
POLICICLICOS AROMATICOS



2. Hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAS)

HPAs sdo compostos aromaticos formados por dois ou mais anéis aromaticos
condensados, constituidos exclusivamente por &tomos de carbono e hidrogénio,
organizados sob forma linear, angular ou agrupada. A formacéo desses compostos tem
sua origem na combustdo incompleta da matéria organica, origem essa influenciada
principalmente por fatores como temperatura e pressdo que direcionam o perfil
constituinte dos mesmos (MEIRE; AZEREDO; TORRES, 2007; NETTO etal., 2000).

No ambiente, a emissdo dos HPAs €é proveniente de fontes naturais e
antropogeénicos. A contribuicdo das fontes naturais na emissdo dos HPAs é, geralmente,
negligenciavel, limitando-se praticamente as erupcdes vulcanicas e incéndios florestais
naturais. Por outro lado, os principais responsaveis pela emissdo destes compostos sao
provenientes das agOes antropogénicas, dentre elas podemos citar: 0S processos
industriais como producdo de combustiveis (refinarias), aluminio, coque, ferro e ago, etc;
as atividades domésticas como aquecimento a gas ou outro combustivel, cozimento de
alimentos (frituras e assados, churrasco); a combustdo de motores a diesel e gasolina;
queimadas agricolas e florestais; incineracGes, fumaca de cigarro, etc. Ap6s sua emissao
na natureza, os HPAs apresentam ampla mobilidade e persisténcia no meio ambiente,
com distribuicdo e deposicao nos principais compartimentos ambientais (ar, agua e solo),
isto ocorre devido sua ubiquidade resultante da semi-volatilidade e seu carater lipofilico
(DELEUZE, 2004; NETTO et al., 2000; ORGANIZATION, 2004; PERERA et al.,
2005).

Sdo sélidos a temperatura ambiente, sollveis em solventes organicos, altamente
lipofilicos e quimicamente estaveis, sendo biodegradados lentamente sob condi¢cbes
aerdbicas e dificilmente hidrolisados no meio ambiente (FIALA et al., 1999;
SAMANTA; SINGH; JAIN, 2002). A volatilidade diminui com o aumento do peso
molecular assim, podem ser encontrados tanto na fase gasosa quanto adsorvidos a
particulas atmosféricas e do solo. Por causa de sua baixa hidrossolubilidade e alta
afinidade por material particulado, geralmente se depositam em sedimentos quando
lancados na &gua. Estdo, portanto, presentes como contaminantes do ar, alimentos, solo e
agua (RE-POPPI; SANTIAGO-SILVA, 2005; US EPA, 1985). Devido & sua grande
distribuicdo ambiental e ao seu carater lipofilico, a contamina¢do humana por essas
substancias pode ocorrer por absorcéo pela pele, ingestdo ou inalagédo, sendo rapidamente
distribuidas pelo organismo (NETTO et al., 2000).



2.0.1 Toxicidade dos HPAs

Os estudos iniciais acerca dos HPAs, originou-se em 1931 com o isolamento do
benzo(a)pireno a partir do carvdo e sua sintese no mesmo ano. Os primeiros dados
referentes aos seus riscos ocupacionais foram obtidos em 1922 pela demonstracdo de que
extratos organicos de fuligem eram carcinogénicos em animais, sendo comprovado
através de estudos epidemioldgicos (BOFFETTA; JOURENKOVA; GUSTAVSSON,
1997; CARUSO; ALABURDA, 2008; RE-POPPI; SANTIAGO-SILVA, 2005).
Pesquisas mostraram que determinados HPAs podem provocar cancer se inalados,
ingeridos e mesmo ap6s contato com a pele. Imunossupressao, hipertrofia hepética e
alteragdes no crescimento de outros tecidos também foram relatados em cobaias de
laboratério (ATSDR, 1995). A evidéncia da carcinogenicidade em humanos vem de
estudos ocupacionais em trabalhadores expostos a conhecidas fontes de HPAs, como
refino de 0leo, trabalho em carvoarias, fornos e chaminés (ATSDR, 1995; WHO, 2006).

Muitos dos HPAs sdo considerados compostos toxXicos, mesmo em pequenas
concentragOes, sendo que os compostos de menor massa molecular formados por dois ou
trés anéis (como naftaleno, fenantreno e antraceno) possuem elevada toxicidade aguda,
mas baixo ou nenhum potencial carcinogénico, enquanto 0os compostos de maior massa
molecular contendo quatro, cinco ou seis anéis (como benzo(a)pireno) possuem baixa
toxicidade aguda, mas um maior potencial carcinogénico (MEIRE, AZERERDO e
TORRES, 2007). Os efeitos agudos atingem, principalmente, o rim e figado, levando a
inflamacdes cutaneas, hiperqueratose e ulceracBes. Sdo relatadas, ainda, alteracGes nos
linfonodos e inducéo de efeitos imunossupressores (CCME, 2008). A acdo exercida pelos
HPAs € ativada durante o seu processo metabdlico, visando a formacdo de compostos
hidrossollveis para facilitar a sua excrecdo. O mecanismo de elimina¢do envolve a
formacdo de epdxidos, seguidos de compostos polihidroxilados, os quais sdo mais
soliveis em agua, viabilizando a sua eliminacdo pela via urinaria. Um destes
intermediarios pode reagir com a guanina do DNA e formar um aduto dando origem a
processos de tumoragdo (CARUSO e ALABURDA, 2008).

Além do benzo(a)pireno, o benzo(b)fluoranteno, benzo(a)antraceno,
indeno(1,2,3-c,d)pireno e dibenzo(a,h)antraceno sdo apontados como HPAs
carcinogénicos em testes com animais de laboratorio. Existem outros mecanismos que
também explicam a ativacdo de HPAs em sistemas bioldgicos, como a producgédo de
radicais cationicos, a formacao de ésteres benzilicos e a producao de quinonas (NETTO

7



et al. 2000). Acredita-se que a elevada producédo de adutos de DNA nas células implique
em potenciais efeitos mutagénicos. Um desses indicios esta na mutacao da proteina p53
que é responsavel pelo controle da proliferacdo celular em mamiferos (MEIRE,
AZERERDO e TORRES, 2007).

Devido a preocupagdo constante com os efeitos adversos que estes compostos
podem provocar nos seres humanos, a Agéncia de Protecdo Ambiental Americana
identificou atualmente mais de 500 HPAs e classificou 16 HPAs, Figura 1, como sendo
poluentes prioritarios. Sao eles: naftaleno, acenaftileno, acenafteno, fluoreno, fenantreno,
antraceno, fluoranteno, pireno, criseno, benzo(a)pireno, benzo(b)fluoranteno,
benzo(k)fluoranteno, benzo(a)antraceno, indeno(1,2,3-cd)pireno, benzo(g,h,i)perileno e
dibenzo(a,h)antraceno. Muitos sdo capazes de reagir apés transformacgfes metabolicas,
com o DNA tornando-se carcinogénicos e potenciais mutagénicos. Sendo o
benzo(a)pireno considerado o melhor marcador para medir o nivel de risco e a exposi¢éo
as misturas de HPAs (EPA, 1998; RAMALHOSA, et al., 2011).

o
coll< DR es

Naftaleno Acenaftileno Acenafteno Fluoranteno
Fenantreno Antraceno Pireno Benzo(a)pireno

e
oy oYY QcC

Benzo(a)antraceno Criseno Fluoreno

Indeno(1,2,3-CD)pireno Benzo(k)fluoranteno

Dibeno(a,h)antraceno Benzo(g,h,i)perileno

Benzo(b)fluoranteno

Figura 1 - Os 16 HPAs considerados preocupantes segundo a Agéncia de Protecdo Ambiental Americana.



2.0.2 Incidéncia de HPAs em alimentos e legislacdo

Os alimentos sdo uma das maiores fontes de contaminagdo de HPAS nos seres
humanos. A ocorréncia destes nos alimentos é influenciada pelas mesmas caracteristicas
fisico-quimicas que determinam sua absorcdo e distribuicdo em humanos. Diversos
estudos tém sido realizados comprovando a presenca destes compostos em VArios
alimentos brutos ou processados, além de bebidas e &guas (EUROPEAN
COMMISSION, 2002; CARUSO e ALABURDA, 2008).

Os alimentos podem ser contaminados a partir de HPAs disseminados no meio
ambiente (ar, solo ou 4gua) ou durante o processamento e cozimento. As principais etapas
de processamento séo secagem e defumacéo e as de cozimento sdo as que utilizam altas
temperaturas, tais como aquelas que envolvem ac6es de grelhar, assar e fritar. Em areas
distantes dos centros urbanos e industriais, os teores de HPAs presentes nos alimentos,
que ndo sdo processados, refletem a contaminacdo ambiental (WANG et al, 1999;
NETTO et al 2000; CARUSO e ALABURDA, 2008). A literatura aborda os principais
alimentos onde maior ocorréncia de HPAs: Oleos vegetais, margarinas, maionese,
produtos defumados, chas, café, leite e produtos lacteos, cereais, frutas, vegetais, carnes,
peixes e frutos do mar, entre outros (CARUSO e ALABURDA, 2008).

No Brasil, a ingestdo diaria de HPAs foi estimada com base em valores médios de
consumo per capta de alimentos e em dados analiticos dos niveis de HPAs totais e
carcinogénicos. Os principais grupos de alimentos que se destacaram foram os Gleos,
gorduras e carnes (CARUSO e ALABURDA, 2008).

Em fevereiro de 2005 a Comissdo da Comunidade Europeia (CE), através do
Regulamento do CE n° 208 de 04 de fevereiro de 2005, estabeleceu niveis méximos para
benzo(a)pireno em alguns alimentos, tais como: peixes, oleos e gorduras (2,0 ug kg™);
crustdceos, carnes e peixes defumados (5,0 pg kg™) e moluscos bivalves (10,0 pug kg™).
No Brasil, a legislacdo vigente somente determina que os alimentos defumados nao
poderdo fornecer mais de 0,03 pg kg™ de benzo(a)pireno no alimento final e estabelece

limite méaximo de 0,7 pg L™! de benzo(a)pireno em aguas potaveis (WHO, 1988).



2.0.3 Métodos de analises para os HPAs

Os efeitos causados pela exposicdo dos HPAs sobre o organismo humano
despertou atengdo para o desenvolvimento de metodologias analiticas para identificacdo
e determinacdo desses contaminantes em nivel de tracos em diversas matrizes.

A cromatografia € uma das técnicas mais utilizada para analise dos HPAs. Na
literatura s&o encontrados diversos trabalhos utilizando essa técnica.

Wau et al., (2017) desenvolveram um método para a determinacdo de HPAs em
musgos utilizando a cromatografia gasosa acoplada com espectrometria de massa obtendo
limites de deteccdo de 0,1 a 2,0 ng/mL.

Zachara, Galkowska e Juszczak, (2017a, 2017b) determinaram o teor de 4
HPAs (benzo(a)pireno, benzo(a)antraceno, benzo(b)fluoranteno e criseno em amostras
de carnes defumadas, peixe e Oleos vegetais usando cromatografia liquida de alta
performance (HPLC) com detector de fluorescéncia.

Brum, Cassella e Pereira Netto, (2008) determinacédo de 15 HPAs em amostras
de aguas de rio por HPLC com detector de fluorescéncia por meio de uma otimizagéo
multivariada de um procedimento de extracdo liquido-liquido, apresentando recuperagdes
que variaram entre 80,9 e 106%, com um valor médio de 97,1 + 6,8%.

Miege, Dugay e Hennion (2003) analisaram 16 HPAs em amostras de lama seca
por meio da cromatografia liquida com deteccao de fluorescéncia e UV onde conseguiram
quantificar uma faixa de 0,09 a 0,9 mg/kg.

Gimeno et al., (2003) desenvolveram um método baseado na extracdo de solvente
seguido de separacdo cromatografica com deteccédo de arranjos de diodos para determinar
HPAs em amostras de sedimentos marinhos.

Foan e Simon (2012) fizeram uma otimizacdo da extracdo liquida pressurizada
usando uma abordagem quimiométrica multivariada para a determinacdo de HPAs em
musgos, plantas utilizadas como biomonitores de polui¢do do ar, utilizando HPLC com
detector de fluorescéncia.

Surma, Sadowska-Rociek e Cieslik (2014) desenvolveram um método para a
determinacdo de HPAs em alimentos de origem animal por cromatografia gasosa
acoplada com espectrometria de massa, onde mostraram recuperagdes na faixa de 72,4-
110,8%.

Imunoensaios tém sido utilizados para a analise dos HPAs e de seus metabdlitos

em matrizes bioldgicas, especialmente, na determinacdo de adutos de HPA-DNA com
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utilizacdo de anticorpos especificos, sendo os tipos mais utilizados sdo o ELISA e os
radioimunoensaios (SANTELLA, 1988; SCHEEPERS et al., 1994; SCHEEPERS;
BEENAKKERS; BOS, 1992).

No entanto, essas técnicas sdo dispendiosas, envolvem diversas etapas para
preparacdo das amostras, além de equipamentos sofisticados e caros. Alternativamente,
0s métodos eletroanaliticos, tais como a voltametria vem ganhando destaque na
determinacéo de diversos compostos organicos e inorganicos, além de varias vantagens
quando comparado a outras técnicas, podendo chegar a limites de detecgdo comparaveis
com os métodos cromatogréficos. Na literatura sdo encontrados trabalhos para a

determinacdo de HPAs nessa técnica envolvendo diversos tipos de sensores.

2.0.4 Métodos eletroanaliticos

A Eletroanalitica, também conhecida como Eletroanélise, esta na interface entre
ciéncia analitica e eletroquimica. Trata-se do desenvolvimento, caracterizacéo,
entendimento e aplicacdo de métodos de andlise quimica empregando fenémenos
eletroquimicos. Neste contexto, teve seu grande reconhecimento em 1922 quando
Jaroslav Heyrovsky (1890-1967) desenvolveu a técnica de polarografia usando um
eletrodo gotejador de mercurio capaz de monitorar reacdes eletroquimicas envolvendo
metais, compostos organicos e organometalicos. Em 1959 teve seu trabalho reconhecido
pela grande contribuicdo na &rea da Eletroanalitica e foi laureado com o prémio Nobel.
Em 1975, Royce W. Murray introduziu um novo enfoque na Eletroanalitica quando
propds que a imobilizacdo ou incorporacdo de grupos quimicos especificos ou
microestruturas na superficie ou no corpo do eletrodo de trabalho pode gerar eletrodos
modificados com maior aplicabilidade analitica por melhorarem a detectabilidade, a
seletividade e interacdo analito/eletrodo. Estes dispositivos tém contribuido para o
entendimento de varios processos eletroquimicos (catalise, inibicdo e transferéncia de
carga), fotoeletroquimicos e determinacdes analiticas (SOUZA, MACHADO e AVACA,
2003).

A Eletroanalitica tem papel importante no desenvolvimento de novos métodos de
analise, sensores quimicos, dispositivos e sistemas capazes de identificar, monitorar e
quantificar os mais diversos tipos de analitos nas mais diferentes matrizes, tais como
fluidos biologicos, matrizes ambientais, microssistemas e outros universos que requerem

avancos tecnoldgicos para resolugdes de problemas cada vez mais complexos.
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2.0.4.1 Voltametria

Entre os métodos eletroanaliticos estdo os métodos voltamétricos. A voltametria
compreende um grupo de técnicas eletroquimicas, nas quais as informagdes sobre o analito
se baseiam na medicdo da corrente resultante de uma oxidagdo ou redugdo na superficie de
um eletrodo indicador ou de trabalho, durante a aplicacdo de uma diferenga de potencial na
celula eletroquimica (SOUZA, MACHADO e AVACA, 2003; BRETT e BRETT, 1996).

Dentre as técnicas voltamétricas mais aplicadas em estudos eletroquimicos e
desenvolvimento de métodos eletroanaliticos, destacam-se a voltametria ciclica e as

voltametrias de pulso, como a voltametria de pulso diferencial.

Voltametria Ciclica

A VC é a técnica mais comumente usada para adquirir informacgdes qualitativas
sobre os processos eletroquimicos. Nesta técnica realiza-se a varredura de potencial direta
e inversa em varios ciclos sucessivos observando-se os picos catddicos e anddicos da
espécie eletroativa. A eficiéncia desta técnica resulta de sua habilidade de rapidamente
fornecer informacdes sobre a termodindmica de processos redox, da cinética de reacfes
heterogéneas de transferéncia de elétrons e sobre reacdes quimicas acopladas a processos
adsortivos (WANG, 2006).

Nessa técnica, o potencial aplicado ao eletrodo varia numa velocidade conhecida,
e ao atingir o potencial final desejado, a varredura é revertida ao valor inicial, numa
velocidade constante. A resposta obtida a essa perturbacao, por exemplo, um par de picos,
catddico e anodico, para processos reversiveis ou quase-reversiveis, possibilitam
identificar os seguintes pardmetros eletroquimicos necessarios & caracterizagdo do
processo eletrodico ocorrido: potenciais de pico catodico e anddico (Epc € Epa), CoOrrentes
de pico catddico e anddico (I € Ipa) € 0s potencias de meia onda (E12) (BRETT e BRETT,
1996). A ilustracdo do sinal de excitagdo e os voltamogramas ciclicos registrados,
caracterizando a reversibilidade dos processos eletroquimicos, encontram-se na Figura
2. Para um sistema irreversivel nenhum pico reverso aparece ao inverter a direcdo da

varredura. Quando o processo eletroquimico é irreversivel, comumente usa-se a
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voltametria de varredura linear ou a voltametria de escada (staircase) para o estudo da

velocidade.

7>

—_—
2 z > E(+)

e reducdo
—_—

Eee (ii)
D

Oxidagdo
—_—

Oxidagio
{iii) (iv}

Figura 2 - Sinal de excitagdo proveniente da técnica VC (i), voltamograma ciclico esquematico para um
processo redox de um sistema reversivel (ii), quase-reversivel (iii) e irreversivel (iv) (adaptado de BRETT
e BRETT, 1996).

Os testes diagnosticos da VC séo baseados na dependéncia do potencial de pico e
da corrente de pico em funcdo do estudo da variacdo da velocidade de varredura e
permitem obter, principalmente, informacdes acerca da reversibilidade e irreversibilidade
do processo de transferéncia de elétrons e da presenca de reacdes quimicas acopladas. Os
testes diagndsticos para caracterizacdo de cada tipo de processo redox estdo descritos na
Tabela 1.

Tabela 1 - Teste de diagndsticos de processos redox utilizando a VC (Adaptado de BRETT e BRETT,
1996; BARD e FAULKNER, 2001).

REVERSIVEL QUASE REVERSIVEL IRREVERSIVEL

I, < v1/2 I, aumenta com v I, < v1/2

|La/Ipe| = 1 |Lya/Ipe| = 1se «'=0,5 Auséncia de pico reverso

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

aumenta com v

|E, — E, 2| = 56,6/n(mV) - |E, — Epja| = 47,7/(xx n') (mV)

) E,, desloca negativamente
E, independe de v E, depende de v
com o aumento de v

o= proporcional
o’= coeficiente de transferéncia de carga
n = nimeros de elétrons

lp: corrente de pico (“a” anddico e “c” catddico)
v: velocidade de varredura
Ep: potencial de pico (“a” anodico e “c” catodico)

13



Voltametria de pulso diferencial

As técnicas de pulso sdo amplamente adotadas em Quimica Analitica devido as
altas sensibilidades obtidas, particularmente na presenca de correntes de fundo, tal como
aquelas que podem resultar da reducéo do oxigénio dissolvido. Nestas técnicas, a corrente

capacitiva é proporcional a e'R¢

, onde t € o tempo, R a resisténcia da solucdo e C a
capacitancia da dupla camada elétrica e a corrente faradaica é aproximadamente
proporcional a t¥2. O decaimento da corrente capacitiva, apos a aplicagdo do pulso de
potencial, € muito mais rapido que o da faradaica, pois ao se aplicar o pulso, ocorre um
aumento da contribuicdo da corrente capacitiva e da corrente faradaica, mas a corrente
capacitiva diminui exponencialmente, enquanto que a corrente faradaica diminui
linearmente, assim, escolhendo um tempo apropriado para se fazer a segunda leitura, faz-
se a leitura da corrente total a um valor de corrente onde a contribuicdo da corrente
capacitiva pode ser desconsiderada. (SOUZA, MACHADO e AVACA, 2003). Assim, as
medidas de corrente somente sdo realizadas ap0s a contribuicao da corrente capacitiva ter

sido minimizada, como pode ser observado na Figura 3.

|

|

|

|

|

I

|

| medida de corrente
| H
I

I

|

|

I

I

1

)

corrente

faradaica

capacitiva

T T
tempo do pulso

Figura 3 — Variacdo da corrente faradaica e corrente capacitiva com o tempo, em técnicas de pulso
(SOUZA, MACHADO e AVACA, 2003).

Na VPD, pulsos de potencial sucessivos de igual amplitude (AE;) sdo aplicados
sobre uma rampa linear ou escada de potencial com incremento (AEs) em intervalos de
tempo e a corrente é medida antes do pulso ser aplicado (I1) e logo no final do pulso (1),
Figura 4A. Estas correntes sdo subtraidas, ja que a primeira € principalmente a

contribuicdo da corrente capacitiva e a segunda a contribuicdo da corrente faradaica, e
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entdo registradas contra o potencial, gerando o voltamograma de pulso diferencial,
Figura 4B, (BRETT e BRETT, 1996; BARD e FAULKNER, 2001).

A B

f E

Figura 4 — Sinal de excitagdo proveniente da técnica VPD (A) e voltamograma tipico da VPD (B)
(Adaptado de BRETT e BRETT, 1996).

O tempo t durante o qual o pulso de potencial é aplicado define a largura do pulso.
O tempo 1° ¢ o intervalo entre duas aplicacdes sucessivas de pulso, e determina
conjuntamente com o valor de AEs e a velocidade de varredura v =1t AEs. Em VPD, a v
varia normalmente entre 1 e 10 mV s (BRETT e BRETT, 1996).

2.0.4.2 Uso de surfactantes em analises eletroquimicas

Surfactantes sdo compostos que apresentam duas regides de polaridades distintas,
em uma das extremidades da estrutura ha uma parte polar hidrofilica (cabec¢a) e na outra
extremidade uma parte hidrofébica (cauda), geralmente uma cadeia de hidrocarbonetos.
Consequentemente, eles podem interagir com interfaces polares e apolares, alterando as
suas propriedades superficiais. A classificacdo dos surfactantes é feita levando-se em
consideracdo a existéncia e a natureza dos grupos carregados em sua estrutura, sendo
classificados em quatro categorias. O surfactante catibnico possui carga positiva em sua
estrutura, o surfactante anionico apresenta carga negativa, os denominados néo ionicos
ndo apresentam cargas em sua estrutura e 0s zwiteriénicos possuem cargas negativas e
positivas na mesma molécula (SILVA, 2014).

O primeiro uso de surfactantes em eletroquimica foi como supressor de maximos

polarograficos. Neste caso, o0 surfactante foi empregado em concentracdo muito baixa,
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abaixo da sua concentracdo micelar critica (CMC). O primeiro uso de solucdes de
surfactante em concentracdes mais altas foi em 1952, onde o papel do surfactante foi o

de solubilizar compostos organicos para posterior medicao eletroquimica (SILVA, 2014).

2.0.4.3 Eletrodos de trabalho

Eletrodo de carbono vitreo

Associada a versatilidade das técnicas eletroanaliticas, a condutividade elétrica é
um fator determinante para a escolha do material do eletrodo. Os eletrodos a base de
carbono, a exemplo dos eletrodos de carbono vitreo (CV), apresentam diversas vantagens
como ampla janela de potencial, baixas correntes de fundo e inércia quimica, quando
comparados aos eletrodos de metais nobres, como o ouro e a platina. Contudo, estes
altimos apresentam elevadas taxas de transferéncias de elétrons frente aos eletrodos de
carbono, além de possibilitarem a formacdo de 6xidos de ouro e platina na regido de
potenciais positivos, comprometendo a deteccdo de espécies que oxidam concomitante a
formacéo desses Oxidos (USLU e OZKAN, 2007).

Eletrodo de pasta de carbano

EPC séo usados frequentemente até hoje para determinacdes eletroanaliticas, com
aplicacdes em constante expanséo a partir da disponibilidade de materiais para confeccao
de eletrodos quimicamente modificados. As principais vantagens séo baixa corrente de
fundo, baixo ruido e, principalmente, baixo custo, facilidade de renovacao da superficie
e confeccdo no proprio laboratorio. A pasta de carbono é uma mistura homogénea de
grafite em p6 e um liquido orgénico hidrofébico (6leo mineral, 6leo de parafina, 6leo de
silicone etc.), utilizado para aglomerar e fixar a pasta, preencher as cavidades entre as
particulas de grafite e isolar a pasta, tanto quanto possivel, do contato com solucGes
aquosas (PEREIRA et al., 2002). Além disso, esse tipo de eletrodo tem mostrado
significativa vantagem em relacdo aos eletrodos solidos, porque possibilitam uma
modicacdo de todo o material eletrodico mediante a mistura controlada de diferentes
materiais ao grafite e dleo mineral, enquanto que essa modificacdo acontece apenas na

superficie de eletrodos sélidos (PEREIRA et al., 2002). Ainda, modificacdes realizadas
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sobre a superficie de eletrodos solidos, demandam etapas de deposicdo e secagem do
material modificante, as quais requerem longo tempo.

Os nanotubos de carbono tém sido muito usados como material modificante em
eletrodos, por apresentarem como principal caracteristica a alta condutividade,
propriedade fundamental em eletroanalises. Sdo capazes de transpor correntes superiores
a 109 A cm, superando inclusive eletrodos metalicos, que apresentam valores de
aproximadamente 105 A cm?, facilitando assim o transporte de elétrons e,
consequentemente, melhorando sensibilidade analitica.

Além disso, a estrutura de NTC ainda pode ser funcionalizada com diferentes
grupos quimicos, como os carboxilicos. Neste caso, a reacdo de carboxilacdo promove a
ligacdo do atomo de carbono do grupo —COOH covalentemente a &tomos de carbono da
estrutura do nanotubo. Os nanotubos funcionalizados podem ter propriedades eletrénicas
e mecéanicas bem diferentes de nanotubos ndo funcionalizados, podendo facilitar a
interacdo com diversas substancias quimicas, especialmente moléculas organicas e, dessa
forma, promover ganhos em seletividade e sensibilidade com eletrodos desse tipo
(SOUZA FILHO, 2007).

As ftalocianinas metalicas sdo compostos versateis que se adsorvem muito
fortemente sobre as superficies de carbono e grafite em niveis de monocamadas. Esses
eletrodos modificados exibem atividade eletrocatalitica para uma grande variedade de
reacdes eletroquimicas de interesse pratico, como as reacfes de reducdo de oxigénio e
peréxido de hidrogénio, dioxido de carbono e oxidacBes de mercaptanas, hidrazina,
cisteina, ions nitrito e 6xido nitrico.

A atividade catalitica estd relacionada com a natureza do metal central na
ftalocianina onde os orbitais moleculares externos da molécula reagente interagem com
os orbitais externos localizados no metal central, facilitando a transferéncia de elétrons
entre as moléculas. A atividade catalitica da ftalocianina adsorvida pode, entdo, ser
correlacionada com a densidade de elétrons localizados no metal central e com o potencial
formal dos pares redox correspondentes (MOSER e THOMAS, 1983).

2.0.4.4 Determinagdo dos HPAs usando técnicas voltamétricas

Ni et al., (2014), modificaram um eletrodo de carbono vitreo com hemina/nafion-

grafeno/DNA, esse novo tipo de biossensor de DNA foi construido para analise do HPA
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benzo(a)pireno. Esse biossensor foi montado em camada por camada e, foi caracterizado
utilizando voltametria ciclica, espectroscopia de impedancia eletroquimica e microscopia
de forga atdbmica. ApoOs a caracterizagdo do biossensor foi desenvolvido um método
analitico utilizando a voltametria de pulso diferencial, a resposta obtida era proveniente
do sinal do dano oxidativo no DNA causado pelo benzo(a)pireno, logo a sua determinacgao
foi realizada de forma indireta.

O HPA 7,12-dimetilbenzo(a)antraceno vem sendo amplamente estudado devido
ao seu poder carcinogénico, neste trabalho Yardim et al., (2010) estudaram esse HPA
eletroquimicamente. Inicialmente, através de um eletrodo de grafite em meios ndo
aquosos foi estudado esse composto por voltametria, onde uma resposta voltamétrica bem
definida em tampao acetato, pH 4,8, apresentando um potencial de + 1,15V (vs.Ag/AgCl)
foi obtido, apresentando baixo limite de deteccéo (49,7 ng L), sendo aplicado em urina
humana. Em seguida, foi estudado esse HPA através do modificacdo do eletrodo de
grafite com dsDNA de esperma de peixe. Os resultados mostraram que o biossensor foi
capaz de interagir com o HPA, sendo monitorado pela diminuicdo do sinal da adenina,
além de todas as vantagens do uso do biossensor como ser sensivel, rapido e simples, esse
método pode ser utilizado para o biomonitoramento desse HPA.

Yardim et al., (2011) desenvolveram um método voltamétrico, em tampéo
Britton-Robison (pH 2,0) para a determinacdo de benzo(a)pireno em amostras de aguas,
utilizando o EDDB como eletrodo de trabalho na presenca do surfactante dodecil sulfato
de sddio (DSS). O que resultou numa faixa de concentracdo de 16-200 nM (4,04-50,46
ng mL1), com um limite de detecgdo de 2,86 nM (0,72 ng mL™).

Yosypchuk, Barek e Vysko¢il (2012) utilizaram o EDDB para a determinagéo
de derivados do HPA pireno (1-nitropireno e o 1-hidroxipireno) utilizando a VPD em
uma mistura metanol mais o tampéo Britton-Robinson (pH 3,0) na proporgdo 70:30,
obtendo uma faixa linear de 1,0 x 10°®a 1,0 x 10 mol dm™,

Sehatnia et al (2014) desenvolveram um sensor eletroquimico baseado
supramolécula 25,27-(3-tiopropoxi)-p-terc-butil-4-calixareno. Os calixarenos foram
imobilizados em nanoparticulas magnéticas FesO4. Em seguida, interagiram o sensor com
0s pontos quanticos CdSe, tornando-o sensivel para a determinacdo dos HPAs antraceno
e naftaleno em VOQ. A diminuicdo do sinal dos pontos quénticos foi proporcional ao
aumento da concentracdo dos HPAs, no qual apresentou uma faixa de concentracdo 2,1 x
107a1,4%x10%e1,5x10%a 2,5 x 10° mol L? e limite de deteccdo de 20,1 ngmL? e
105,5 ng mL"* para o antraceno e naftaleno, respectivamente.
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2.1 EXPERIMENTAL
2.1.1 Reagentes e solucdes

SolugBes estoque de concentragdo 10,0 mmol L* dos HPAs benzo(a)pireno,
pireno e fluoranteno e demais dilui¢des foram preparadas em acetonitrila devido sua baixa
solubilidade em agua (0,0028, 0,14 e 0,26 mg L%, respectivamente a 25°C).

Os eletrdlitos suporte utilizados nas medidas voltamétricas, foram solucdes
tamponadas utilizando o procedimento adaptado de Oliveira et al. (2007): HCI/KCI (pH
1,0 e 2,0); &cido acético/acetato de sodio (pH 3,0; 4,0 e 5,0); NaH2PO4/Na,HPO4 (pH 6,0;
7,0 e 8,0); borax/NaOH (pH 9,0 e 10,0). Com excecédo dos HPAs, todas as solucbes foram
preparadas com agua ultrapura obtida através de sistema Millipore Milli-Q System
(condutividade < 0,1 uS cm™?).

Os surfactantes brometo de cetiltrimetilaménio (CTAB) e dodecil sulfato de sddio
(DSS), foram utilizados nos experimentos eletroquimicos.

Todos reagentes utilizados nesse trabalho sdo de grau analitico, adquiridos pela
Sigma-Aldrich.

2.1.2 Equipamentos

As medidas voltamétrica foram realizadas em potenciostato/galvanostato Eco
Chemie, pAutolab® Tipo I, acoplado a um modulo polarografico Metrohm, 663 VA
Stand®, funcionando no modo potenciostatico, interfaciado a um microcomputador.

A célula eletroquimica era equipada com trés eletrodos: um eletrodo de referéncia
Ag/AgCI — KCI (3,0 mol LY), e um fio de platina como eletrodo auxiliar. Os eletrodos de
trabalho utilizados nesse estudo foram: Eletrodo de Carbono Vitreo (com e sem
modificacdo) e o Eletrodo de Pasta de Carbono (com e sem modificacao por ftalocianinas
metalicas). As medidas de pH dos eletrolitos suporte utilizados foram realizadas em

medidor de pH modelo 713 — Metrohm.

2.1.3 Eletrodo de trabalho

2.1.3.1 Eletrodo de carbono vitreo

20



O ECV, adquirido da Metrohm, foi polido mecanicamente sob um papel de filtro
umedecido com spray de diamante (1 um) da Kemet International Ltda, UK. Apds o
polimento, o eletrodo foi lavado abundantemente com jatos de agua ultrapura sobre sua
superficie. Posteriormente, o eletrodo foi condicionados em &cido sulfdrico 0,1 mol L™
mediante 10 voltamogramas ciclicos, numa janela de 0 a +1,4 V com velocidade de 50

mV s,

2.1.3.2 Preparacéo do eletrodo de carbono vitreo modificado com nanotubos de carbono

Os nanotubos de carbono (funcionalizados ou ndo) foram dispersos em agua
ultrapura (1mg/mL), em seguida sonicados por 2h a temperatura ambiente até obter uma
suspensao dos nanotubos (RIBEIRO et al 2011).

No eletrodo de carbono vitreo, previamente polido, foi adicionado em sua
superficie 20 pL da suspensdo dos nanotubos, em seguida, o eletrodo foi colocado em
uma estufa (50°C por 30 minutos) onde houve uma completa evaporacdo do solvente
(técnica de casting), obtendo-se um filme homogéneo e uniforme. Ao esfriar a superficie
eletrodica modificada e realizar a ativacdo em eletrolito puro, as medidas voltamétricas
foram executadas (RIBEIRO et al 2011).

A remocdo dos nanotubos da superficie do eletrodo de carbono vitreo consistiu

em coloca-lo em um sonicador por alguns segundos, seguido de um polimento.

2.1.3.3 Eletrodo de pasta de carbono

Os eletrodos de pasta de carbono modificados com as ftalocianinas metélicas (Co, Cu, Zn e
Ni) foram preparados pela mistura de pé de grafite, 6leo mineral e as ftalocianinas nas seguintes
propor¢des em massa (m/m):

e (0% ftalocianina, 75% p6 de grafite e 25% 6leo mineral;

e 5% ftalocianina, 70% po6 de grafite e 25% 6leo mineral;

e 10% ftalocianina, 65% pd de grafite e 25% 6leo mineral;

e 15% ftalocianina, 60% po6 de grafite e 25% Gleo mineral.

As misturas foram homogeneizadas em almofariz por 20 minutos para a preparacéo da
pasta. Em seguida, os eletrodos foram confeccionados preenchendo tubos de vidro com as pastas
e introduzindo uma haste de cobre para o contato elétrico.

Os eletrodos foram polidos em papel manteiga e posteriormente lavados com &agua

ultrapura, este procedimento foi realizado entre as medidas, quando necessario. O eletrodo foi
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submetido a um condicionamento em H>SO4 0,1 mol L1, empregando 50 varreduras sucessivas
em voltametria ciclica abrangendo uma janela de potencial de —1,2 a 1,4 V, com velocidade de
1,0 V s1. Esse tratamento foi repetido entre os experimentos para garantir a limpeza da superficie

do eletrodo.

2.1.4 Procedimentos experimentais

As medic¢es voltamétricas foram realizadas a temperatura ambiente em eletrolito de
suporte. Para evitar contaminacéo, foram utilizadas duas células eletroquimicas: uma para

o eletrélito de suporte (branco) e outra para eletrolito de suporte + aliquota do analito.

2.1.4.1 Parametros experimentais das medidas voltamétricas

Os parametros experimentais para as medidas eletroquimicas foram: incremento
de potencial (AEs) de 2 mV e velocidade de varredura (v) de 50 mV s para voltametria
ciclica (VC); tempo de modulagdo (TM) de 70 ms, intervalo de tempo (IT) de 0,2 s,
incremento de potencial (AEs) de 2 mV, amplitude de pulso (a) de 50 mV e velocidade
de varredura (v) de 10 mV st para voltametria de pulso diferencial (VPD); e frequéncia
de pulso (f) de 25 s, AEs de 2 mV e a de 50 mV para voltametria de onda quadrada
(VOQ). Além disso, a influéncia do pH foi analisada numa faixa de 1,0 a 12,0,
empregando as solugbes tampdo como eletrolito de suporte para as ABs e uma faixa de
pH de 1,0 a 10,0 para os HPAs. A janela de potencial estudada foi de 0 a +1,4V para 0s
eletrodos de trabalho estudados, podendo ser estendido um pouco mais dependendo da
anélise e de 0 a +1,8 V para o eletrodo DDB.

2.1.5 Efeito de memoria

O efeito de memoria dos HPAs foi investigado usando solugcéo tampao acetato 0,1
mol L (pH 4,0) como eletrélito suporte e uma solucéo diluida do padrdo analitico do
analito. Em seguida, foram realizadas medidas alternadas (sem e com tempo de
acumulacao) e sucessivas (ou seja, sem remocdo do eletrodo de trabalho de dentro da
solucdo eletrdlito-analito) a fim de verificar se houve alteracdo do sinal analitico

(intensidade de corrente elétrica).
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2.1.6 Tratamento dos dados voltamétricos

Os voltamogramas de pulso diferencial apresentados foram suavizados através da
funcdo Savitsky-Golay smooth nivel 4, visando a elimina¢&o do ruido de fundo sobreposto
ao sinal voltamétrico. Em seguida, era corrigido a linha de base através da fun¢do moving
average com um step window de 2 mV, ambas disponiveis no software GPES verséo 4.9.
Através desse tratamento matematico realizado nos voltamogramas, melhorou a
visualizag&o e identificacdo dos processos oxidativos dos analitos. Além desse software,

também foi utilizado o Origin® 5.0 para tratamento dos dados.

2.1.7 Parametros De Desempenho Analitico

De acordo com a literatura, a eficiéncia de uma metodologia analitica é estimada
pelas varidveis de desempenho analitico, tais como sensibilidade, linearidade, limite de
deteccdo (LD), Ilimite de quantificacdo (LQ) e precisdo (repetibilidade e
reprodutibilidade).

A sensibilidade de um método mede a sua capacidade em distinguir entre
pequenas diferencas na concentracdo de um analito. Ela foi avaliada através dos valores
de LD e LQ, calculados conforme as Equacdes 1 e 2. Dez medidas realizadas em
eletrdlito puro (brancos) foram usadas para estimar o desvio-padrdo da média do sinal

analitico, que representa o nivel de ruido da técnica.

LD =3Sy/b (Equacéo 1)
LQ =10S, /b (Equacdo 2)
Onde:

Sb = desvio-padréo da média do sinal do branco em eletr6lito puro

b = sensibilidade da curva analitica (coeficiente angular da reta).

A precisdo do método foi estimada através dos testes de repetibilidade e da
reprodutibilidade calculada em termos de coeficiente de variacao (CV), também chamada
de desvio padrdo relativo, conforme Equacdo 3. A repetibilidade é definida como a
diferenca mé&xima aceitavel entre as repeticdes dos voltamogramas em um mesmo nivel

de concentracdo da amostra, ja a reprodutibilidade é a diferenca maxima aceitavel entre
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os resultados obtidos para o registro do voltamograma em amostras diferentes. A
repetibilidade foi estimada a partir de 10 medidas sucessivas de uma solucdo do HPA. As
medidas de reprodutibilidade foram realizadas em 5 dias e com solugdes diferentes de
mesma concentragdo para estimar a reprodutibilidade. Para os dois testes, foi utilizada

uma solugdo dos HPAs de concentragdo 1,0 x10" mol L.

%CV = (S/ X ) x 100% (Equacéo 3)

Onde:
S = desvio padrdo do conjunto de medidas

X = média do conjunto de medidas

2.1.8 Preparacéo das amostras de cachacas

As sete amostras de cachacgas foram adquiridas dos estabelecimentos comerciais
da cidade de Jodo Pessoa-PB. Foram retiradas uma aliquota de 30 mL e aquecidas a 100°C
numa placa aquecedora até a evaporacdo de mais da metade do volume retirado da
cachacga, em seguida, era resfriada e adicionada 20 mL de acetonitrila. A solucdo era entdo

deixada em banho ultrassénico por 10 minutos.
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2.2 RESULTADOS E DISCUSSAO

2.2.1 Comportamento eletroquimico dos HPAs em ECV

A eletroatividade dos HPAs benzo(a)pireno (1,64 x 10 mol L-1), pireno (8,26 x
10° mol L) e fluoranteno (8,26 x 10 mol L) foi inicialmente estudada por VC em
tampao acetato 0,1 mol L (pH 4,0) em uma janela de potencial de 0 a +1,4 V vs. Eagiagal,
para o benzo(a)pireno e pireno e até +1,5V para o fluoranteno, com v = 50 mVs?, Figura

5.

0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 1.2 1.4
E (A) vs. Ag/AgCl

IZpﬂ

0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 1.2 1.4
E (v) vs. Ag/AgClI

00 0.3 06 09 1.2 15
E/V vs. Ag/AgCI

Figura 5 — Voltamogramas ciclicos dos HPAs. A) Benzo(a)pireno; B) Pireno; C) Fluoranteno. v = 50 mV
s, (...) Branco, (—) 12 varredura, (—) 22 varredura e (---) 3?2 varredura.
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Os HPAs benzo(a)pireno e fluoranteno, apresentaram um processo oxidativo (Ep
~ +0,95V e Ep = +1,35V respectivamente, Figura 5A e 5C. Invertendo a varredura de
potencial ndo foi evidenciada processos redutivos, podendo ser um indicativo de um
sistema irreversivel, e sem a presenca de produtos oxidativos ao ser realizados ciclos
sucessivos. O HPA pireno apresentou um processo oxidativo em Ep =~ 1,03V, ao inverter
a varredura de potencial foi observado um indicativo de sistema irreversivel, tais como
os outros HPAs estudos, contudo foi evidenciado um processo oxidativo reversivel na
varredura de potencial Ep = 0,13V (anddico) e Ep = 0,07V (catddico), Figura 5B. A
diminuigédo da corrente do pico visualizada nas segunda e terceira varreduras ocorreu
devido a adsorcdo dos HPAs e/ou seus produtos de oxidacdo ndo-eletroativos na
superficie do eletrodo. Contudo, se tratando do pireno sua diminuicdo pode estar
relacionada também aos produtos oxidativos eletroativos formados.

O efeito da velocidade de varredura sobre a corrente do primeiro processo
oxidativo foi estudado em uma solucdo recém-preparada dos HPAS, nas mesmas
concentracfes usadas na VC, em tampéo acetato pH 4,0, utilizado a técnica voltametria
de varredura linear (VVL). Os voltamogramas foram registrados em diferentes
velocidades de varredura, entre 25 e 500 mV s, Sendo a dependéncia da corrente de pico
uma func&o linear com a velocidade de varredura descrita pela equacao I, = kv*, valores
de x iguais a 1,0 e 0,5 sdo esperados para processos de eletrodos governados por adsor¢édo
e difusdo, respectivamente (ERK, 2003). A literatura reporta que a natureza do transporte
eletrbnico de massa também pode ser indicada considerando os valores do coeficiente
angular para o grafico loglp vs logv iguais a 0,50 e 1,0 para processos difusionais e
adsortivos, respectivamente (GOSSER Jr., 1993). As Figuras 6, 7 e 8 mostram 0s
estudos de velocidades dos HPAs pela VVL.
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Figura 6 — A) Voltamogramas de varredura linear em diferentes velocidades de varredura para o pico P1
de uma solugéo de 1,6 x 10 mol L de benzo(a)pireno em solugéo tamp&o acetato 0,1 mol L (pH=4,0):
na (...) auséncia e (—) presenca. Influéncia das correntes de pico l,; comav (B) e a v¥'2 (C). D) Grafico

do log Ip1 vs logv.
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Figura 7 — A) Voltamogramas de varredura linear em diferentes velocidades de varredura para o pico Py
de uma solucdo de 8,3 x 10 mol L™ de pireno em solucdo tamp&o acetato 0,1 mol L (pH=4,0): na (...)
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auséncia e (—) presenca. Influéncia das correntes de pico I, coma v (B) e a v2 (C). D) Gréafico do log Ip:
vs logv.

Os estudos de velocidades dos HPAs benzo(a)pireno e pireno, Figuras 6A e 7A,
apresentaram um comportamento similar em termo de resposta de seus resultados, ambos
mostraram um grafico Ip vs v linear (Figuras 6B e 7B) e um grafico Ip vs v¥2 ndo linear
(Figuras 6C e 7C) indicando uma transferéncia eletronica de massa gorvernada por
adsorcdo, como foi abordado anteriormente. A transferéncia eletrénica de massa também
foi estudada em funcdo do log Ip vs logv (Figuras 6D e 7D), onde o coeficiente angular
resultante da reta resultante do grafico foi de 0,63 e 0,60 respectivamente, 0 mostra que
esses HPAs apresentam uma tranferéncia de massa governada predominantemente por
adsorcéo, corroborando com os estudos apresentados. Ja o HPA fluoranteno (Figura 8A),
apresentou um comportamento diferente, se comparado com os outros HPAs em estudo,
os graficos Ip vs v (Figura 8B) e Ip vs v”? (Figura 8C) mostraram em seus graficos e
uma ndo-linearidade e uma linearidade, respectivamente, indicando uma transferéncia
eletrénica de massa governada por difusdo. Aplicando o logaritmo nos valores de corrente
e velocidade, como realizado nos estudos dos outros HPAs, o gréfico do log Ip vs logv,
(Figura 8D), apresentou um valor de inclinacdo de 0,53, indicando uma transferéncia

eletrénica de massa governada predominantemente por difusao.
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Figura 8 — A) Voltamogramas de varredura linear em diferentes velocidades de varredura para o picos Py
de uma solucdo de 8,3 x 10" mol L* de fluoranteno em solugdo tamp&o acetato 0,1 mol L™ (pH=4,0): na
(...) auséncia e (—) presenga. Influéncia das correntes de pico Ip; coma v (B) e a vi? (C). D) Gréfico do log
lp1 vs logv.
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2.2.1.1Estudo de pH dos HPAs

Voltamogramas de pulso diferencial dos HPAs em estudo foram registrados em
diferentes eletrolitos, com valores de pH variando de 1,0 a 10,0. Os estudos envolvendo
a analise da primeira varredura de potencial para a oxidacdo dos HPAs em VPD
evidenciaram a presenca de apenas um processo oxidativo, pico Py (Figuras 9, 10 e 11).
Os HPAs em estudo ndo apresentaram sinal nos pHs 1,0 e 2,0 no nivel de concentracdo
utilizada.

Uma soluc&o de 8,26 x 10~ mol L™ de benzo(a)pireno foi utilizada para os estudos
de pH, utilizando diferentes eletrdlitos suporte em VPD, apresentando um processo
oxidativo P1. Os valores de 3,0 < pH < 8,0 apresentou um valor de potencial de pico Py
(Er1 = 0,81 V), onde obteve uma maior sensibilidade em termos de corrente no pH 3,0
(Figura 9B). O processo oxidativo praticamente independe do pH, sendo encontrada uma
inclinagédo de -16 mV/pH, sugerindo que 0 mecanismo de reagdo envolve apenas a
transferéncia de elétrons. Experimentalmente, um valor de 80 mV foi obtido para a
largura do pico a meia altura (Wu/2), sugerindo que o processo de oxidag&o irreversivel
envolve a transferéncia de apenas 1 elétron, estando em concordancia com o previsto
teoricamente pela relacdo 90/n, ou seja, 90 e 45 mV para reacdes eletroquimicas
governadas pela transferéncia de 1 e 2 elétrons, respectivamente (BRETT e BRETT,
1996).

A)
Q)
1.4
G 1.2
<
S 1.0
< ..
4 0.8- e ey
S 0.6
B 0.035- w
) 0.4-
0.030 .
0.025] 0 2 4 6 8 10
0.020 pH
< 0.015]
= 0.010 L
0.0051 Y
0.0004 o e
o 2 4 & 8 10

Figura 9 — Benzo(a)pireno: A) 3D dos voltamosgramas de pulso diferencial em diferentes valores de
pH. B) I, vs pH. C) Ep vs pH.
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Uma solucéo de 4,98 x 10° mol L de pireno foi utilizada para os estudos de pH
em diferentes eletrolitos suporte usando a técnica VPD, apresentando um processo
oxidativo P1. Os valores de 3,0 < pH < 10,0 apresentaram um potencial de pico Py (Ep1 =~
1,01V), onde obteve uma maior sensibilidade em termos de corrente no pH 4,0 (Figura
10B). O processo oxidativo praticamente independe do pH, sendo encontrada uma
inclinacdo de -30 mV/pH, sugerindo que o numero de prétons corresponde a metade do
numero de elétrons transferidos neste processo (GARRIDO et al., 2010). Contudo,
considerando um valor da W12 = 96 mV a transferéncia eletronica envolve a participacéo
de 1 elétron. Como s6 1 elétron esta envolvido no mecanismo e o nimero de prétons
corresponderia a sua metade, como discutido anteriormente, foi utilizado uma
aproximacdo, em gue o mescanismo de oxidagdo para o pireno envolve 1le /1H" (BRETT
e BRETT, 1998).
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Figura 10 — Pireno: A) 3D dos voltamosgramas de pulso diferencial em diferentes valores de pH. B) I, vs
pH. C) E, vs pH.

Uma solucéo de 4,98 x 10~° mol L™ de fluoranteno foi utilizada para os estudos de
pH, em diferentes eletrélitos por VPD, apresentando um processo oxidativo Pi. Os

valores de 3,0 < pH < 9,0 o potencial de pico P1 (Ep1 = 1,24V), onde obteve uma maior
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sensibilidade em termos de corrente no pH 4,0 (Figura 11B). O processo oxidativo
praticamente independe do pH, sendo encontrada uma inclinacdo de -13 mV/pH,
sugerindo que o0 mecanismo de reacdo envolve apenas a transferéncia de elétrons. O valor
de 74 mV foi obtido experimentalmente pelo W12, sugerindo que o processo de oxidagdo

irreversivel envolve a transferéncia de apenas 1 elétron (BRETT e BRETT, 1998).
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Figura 11 — Fluoranteno: A) 3D dos voltamosgramas de pulso diferencial em diferentes valores de pH.
B) I, vs pH. C) E, vs pH.

O estudo de pH dos HPAs, forneceu informagdes importantes a cerca do
mecanismo oxidativo do analitos (numero de protons e elétrons), o potencial dos HPAs
nos diferentes tipos de pHs e sua sensibilidade em termos de corrente. Logo, uma
determinacdo simultanea desses HPAs se torna vidvel em VVPD utilizando como eletrdlito
suporte o tampao acetato (pH 4,0) que apresentou para a maioria dos HPAs maior corrente

de pico.
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2.2.1.2 Determinacdo analitica dos HPAs por VPD

Estudo dos parametros e curva analitica

A VPD foi utilizada para desenvolver o método de determinacéo dos HPAs, sendo
selecionado as melhores condi¢des experimentais e parametros instrumentais. Assim, 0
efeito de cada um destes parametros sobre o potencial de pico e a intensidade de corrente
de pico para os HPAs foram estudos e selecionados de forma univariada utilizando uma
solugdo mista 1,64 x 10° mol L* dos HPAs em solucéo tampéo acetato (pH 4,0), como
apresentado na Tabela 2.

Tabela 1 - Parametros VPD estudados e valores selecionados para a determinagédo dos HPAs.

Paréametros Faixa estudada Valor selecionado
Amplitude (mV) 10-100 50
Velocidade de varredura (mV s) 10-35 15
Tempo de deposicéo (s)* 0-300 60

*Circuito aberto

Ap0s a otimizagao dos pardmetros em VVPD uma curva analitica (Figura 12) foi
construida pela adigio de aliquotas da solucdo mista dos padrdes dos HPAs (1,0 x 1073
mol L?).

Ao adicionar a primeira aliquota da solu¢do mista, 0 HPA benzo(a)pireno ndo
apresentou resposta, contudo, na segunda adi¢cdo em diante houve o aparecimento do sinal
dos processos oxidativos dos trés HPAs. Porém, houve deslocamento de potencial dos
HPAs a cada vez que era adicionado a solucdo mista, de tal forma que houve um
crescimento analitico apenas para o HPA pireno, sendo que seu deslocamento de
potencial foi de aproximadamente 100 mV. O benzo(a)pireno ndo apresentou crescimento
analitico, e houve descolcamento de potencial da mesma forma que o pireno
(aproximadamente 100 mV). O fluoranteno apresentou um crescimento de sinal até a
quarta adicdo da aliquota, apresentando uma saturacéo de seu sinal na adi¢do da Gltima
aliquota e um deslocamento de potencial de quase 200 mV. Logo, os HPAs em estudo

32



tornaram-se fortes interferentes entre si, prejucando sua andlise simultanea, havendo
deslocando dos seus potenciais tornando inviavel estimar seus limites de deteccédo e
quantificacdo. Embora a técnica VPD demonstrasse ser viavel a anélise simultanea dos
HPAs nos estudos individuais, ao adicionar todos, por meio de uma solugdo mista, néo
foi viavel a determinacdo dos trés, demonstrando uma ndo seletividade e sensibilidade,

necessitando de melhorias na analise.

¢9.1 uA

0.8 1.0 1.2 1.4
E (V) vs. Ag/AgCl

Figura 12 — Curva analitica dos HPAs. Concentragdes em mol L: (—) 4,98 x 10%; (—) 9,90 x 10%; (—)
1,48 x10°®; (—) 2,28 x 10°%; (—) 3,07 x 10°°.

2.2.2 Uso de surfactante

O uso de surfactante nas analises voltamétricas € bastante empregado na literatura
de modo a facilitar uma maior interacdo entre o eletrodo e o analito, melhorando sua

solubilidade no meio, sua sensibilidade e seletividade.

Neste trabalho foi utilizado dois surfactantes 0o CTAB 2% (m/v) e 0 DSS 2% (m/v)
na analise dos HPAs visando melhorias nas analises na técnica VPD. Por apresentar uma
baixa sensibilidade entre os HPAs (no estudo anterior), o benzo(a)pireno foi escolhido

para fazer as analises com os surfactantes.

Uma solug&o 8,26 x 10 mol L™ de benzo(a)pireno foi empregado para os testes
com os surfactantes. Inicialmente, foi realizado a analise do HPA sem a presenca do
surfactante, e depois na presenca do surfactante para ter um comparativo do ganho ou nédo

de sensibilidade na analise. A célula eletroquimica tinha um volume total de 3 mL do
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eletrdlito suporte (volume 6timo empregado pelo fato dos eletrodos ficarem com sua
superficie submersa de forma eficiente para a analise), na analise com os surfactantes,
para manter a mesma padronizacdo, foi adicionado 2,9 mL do eletrdlito suporte, tampao
acetato (pH 4,0) e em seguida, adicionado 0,1 mL do surfactante, para entdo ser feito a
medida voltamétrica com o HPA, as condicGes experimentais utilizadas foram as mesmas

da curva analitica, Figura 13.

A) B)

0.05 pA /\ booz

0.6 0.8 1.0 1.2 1.4 0.7 0.8 0.9 1.0
E (V) vs. Ag/AgClI E (V) vs. Ag/AgCl

Figura 13 — Voltamogramas de pulso diferencial da analise de solugdo 8,26 x 10% mol L de
benzo(a)pireno, na presenca e auséncia do surfactante. A) CTAB e B) DSS. (—) Benzo(a)pireno sem
surfactante; (—) eletrélito suporte mais o surfactante; (—) benzo(a)pireno na presenga do surfactante.

O surfactante CTAB apresentou dois processos oxidativos, contudo, esse
surfactante inibiu o sinal proveniente do benzo(a)pireno ndo sendo portanto, indicado
para sua analise. O uso do surfactante DSS, ndo apresentou nenhum processo oxidativo e
possibilitou um ganho de sensibilidade do benzo(a)pireno, indicando ser viavel para a sua
determinacdo analitica. Visando aumentar a sensibilidade do benzo(a)pireno foram feitos
estudos da concentragdo do surfactante (0,5 a 10%) e o volume de surfactante utilizado
na célula eletroquimica (250, 500 e 1000 uL), os resultados dos estudos realizados

encontra-se na Tabela 3.

A utilizacdo de 250 pL do surfactante DSS 5,0% apresentou melhor resposta em
termos de corrente para a solugio 8,26 x 10° mol L de benzo(a)pireno em VPD.
Contudo, um novo teste para a determinacdo do volume foi realizada, objetivando
alcancar a concentracdo micelar critica (CMC) do surfactante para esse HPA, haja vista,
gue no experimento realizado com apenas 3 volumes em diferentes concentracfes, pode-
se observar que em determinados volumes houve uma diminuicdo do sinal do
benzo(a)pireno, indicando que o volume utilizado foi superior ao CMC,

consequentemente, tornando o surfactante um interferente na anélise. Uma solucéo do
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benzo(a)pireno 4,98 x 10 mol L em tamp&o acetato (pH 4,0) foi utilizada nesse estudo

variando o volume do surfactante DSS 5,0% de 0 a 1000 pL, Figura 14.

O volume de 500 pL apresentou melhor interacdo entre o analito e o eletrodo,
ocasionando maior sensibilidade em termos de corrente, o qual indica que esse volume

ndo ultrapassou a CMC, sendo este utilizado para as analises de determinacdo dos HPAs.

Tabela 2 - Resposta analitica de uma solugio 8,26 x 10 mol L de benzo(a)pireno em diferentes
concentracdes e volumes do surfactante DSS.

Concentlgzgség/od?rsx/r)factante Volume do surfactante (uL) Corrente (A)
100 1,05 x 1010
0,5 250 8,67 x 10°®
1000 1,10 x 107
100 3,72x10°
1,0 250 1,31x 107
1000 1,05 x 107
100 4,88 x 108
2,0 250 1,80 x 10”7
1000 2,12 x 107
100 1,23 x 107
5,0 250 6,10 x 107
1000 2,99 x 107
100 1,95 x 107
7,0 250 3,00 x 107
1000 3,06 x 107
100 8,67 x 10°®
10,0 250 2,77 x 107
1000 5,75 x 107
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Figura 14 — Estudo de diferentes volumes do surfactante DSS 5,0% em uma solu¢do do HPA

benzo(a)pireno 4,98 x 10 mol Lt em tamp&o acetato (pH 4,0). A) Voltamogramas de pulso diferencial da
resposta analitica do HPA em diferentes volumes do surfactante. B) gréfico Ip vs V.

2.2.3 Determinacdo analitica dos HPAs por VPD usando surfactante em ECV

O uso do surfactante DSS proporcionou uma uma melhor resposta eletroquimica
em termos de sensibilidade para o benzo(a)pireno, possibilitando obter resultados mais
satisfatorios para os HPAs. Visando uma determinagao silmultanea dos HPAs estudados,
foi realizado um novo estudo dos parametros em VPD, como pode ser observado na
Tabela 3. Contudo, esse estudo foi realizado utilizando apenas o HPA benzo(a)pireno

4,98 x 10°° mol L em tampao acetato (pH 4,0).

Os parametros estudados em DPV foram os mesmos da Tabela 1: a velocidade de
varredura (v), amplitude de pulso (a) e tempo de deposicéo (tq). O tempo de modulacéo
foi ajustado em 70 ms apresentando uma boa resolucdo para a largura do pico.
Inicialmente v foi investigado numa faixa de 5 a 35 mV s*, obtendo um aumento de
corrente significativo usando 25 mV s. A influéncia de a foi investigada de 10 a 100
mV, onde 60 mV apresentou uma melhor resposta de sinal em termos de intensidade da
corrente de pico. O td foi estudado na faixa de 0 a 300 s com uma corrente de pico maxima
em 120 s, (Tabela 4).
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Tabela 3 - Pardmetros VPD estudados e valores selecionados para a determina¢do dos HPAs usando
surfactante DSS.

Parametros Faixa estudada Valor selecionado
Amplitude (mV) 10-100 60
Velocidade de varredura (mV s*) 10-35 25
Tempo de deposicéo (s)* 0-300 120

*Circuito aberto

2.2.3.1 Curva e parametros de desempenho analitico

Na curva analitica anterior, Figura 12, foi observado uma forte interferéncia entre
os HPAs estudados. Com isso, antes da curva analitica propriamente dita, foram feitas
curvas individuais (mantendo dois HPAs com concentracao fixa e aumentando um Unico
HPA com a adicdo de algumas aliquotas) foram realizadas visando observar seu
comportamento de modo a garantir um método analitico satisfatdrio. A Figura 15 mostra
as curvas individuais de cada HPA: benzo(a)pireno (Figura 15 A), pireno (Figura 15 B)
e fluoranteno (Figura 15 C). Inicialmente foi adicionado na célula eletroquimica um mix
dos HPAs de concentracéo 3,0 x 10 mol L, em seguida adicionado mais duas aliquotas
de 100 pL do padrdo analitico do HPA correspondente de concentragdo 1,0 x 10 mol L-
1. Como pode ser observado, ndo houve interferéncia significativa entre os analitos
estudos, logo uma determinacdo simultanea desses HPAs pode ser realizada. A Tabela 5

apresenta as informacdes referente as figuras de mérito dos HPAs.

A curva analitica do benzo(a)pireno apresentou uma significativa relacéo linear
na faixa de (0,5 — 33,6) x 10® mol L™* com N = 22 e R? igual a 0,9954, apresentando a

seguinte equacao de regressao linear:
Ip/A =1,28 x 108 (+ 1,24 x10®) + 4,70 x 107 (+ 6,98 x10™) [Benzo(a)pireno]/mol L*

A curva analitica do pireno apresentou uma significativa relacdo linear na faixa
de (0,5 — 33,6) x 10° mol L™t com N = 22 e R? igual a 0,9963, apresentando a seguinte
equacao de regresséo linear:

Ip/A=1,39 x 108 (+ 1,15 x10°®) + 4,90 x 107 (+ 6,50 x10*) [pireno]/mol L*

37



A curva analitica do pireno apresentou uma significativa relagdo linear na faixa
de (2,5 — 98,4) x 10° mol L™t com N = 15 e R? igual a 0,9927, apresentando a seguinte

equacdo de regressdo linear:

Ip/A =-6,03 x 10 (+ 1,36 x10®) + 1,10 x 102 (* 2,71 x10™*) [Fluoranteno]/mol L™

A)

10A

06 08 10 1,2 14 1,6
E (V) vs Ag/AgCI

008 10 1,2 14 1,6
E (V) vs Ag/AgCI

ImA

08 1,0 12 14 16
E (V) vs Ag/AgCI

Figura 15 — Curvas individuais em VPD dos HPAs em ECV. A) benzo(a)pireno B) pireno C)
Fluoranteno.

38



Tabela 4 — Figuras de mérito dos HPAs em VPD usando um ECV.

) ] HPAs
Figuras de mérito _ i
Benzo(a)pireno Pireno Fluoranteno
Faixa de Concentracdo
0,50-33,6 0,50 - 33,6 2,50 -98,4
(x 10% mol L)
R? 0,9954 0,9963 0,9927
LD (x 10® mol L?) 0,03 0,02 0,42
LQ (x 10® mol L?) 0,10 0,06 1,38
Repetibilidade 2,9 3,3 2,5
Reprodutibilidade 3,7 4,3 4,7

Os limite de deteccdo (LD) de 0,03; 0,02 e 0,42 mol L™ e quantificacéo (LQ) 0,10;
0,06 e 1,38 x 10°mol L foram estimados segundo o procedimento descrito por Mocak et

al. Para os HPAs benzo(a)pireno, pireno e fluoranteno, respectivamente. A precisdo do

método proposto em VPD foi determinado em termos de repetibilidade (2,9, 3,3 e 2,5%,

para 15 varreduras sucessivas) e reprodutibilidade (3,7, 4,3 e 4,7%, para 5 diferentes

medidas) para uma concentragdo de 1,0 x 10”7 mol L™ dos HPAs benzo(a)pireno, pireno

e fluoranteno, respectivamente.

O efeito de memoria foi verificado para um concentracio dos HPAs 4,98 x 10

mol L em tampdo acetato (pH 4,0) realizando varios voltamogramas consecutivos

alternando-se entre os tempos de deposicdo, do material eletroativo, 0 e 120 s. Como pode

ser verificado na Figura 16, nenhum efeito de memdria foi observado, indicando a plena

regeneracdo da atividade do sensor.

0.28] ¢
0.24]
0.20
0.16 -
0.124
0.08 1
0.04-

[ (nA)

0.00 142
0 2

Figura 16 — Efeito de meméria dos HPAs em VPD usando ECV. (—) benzo(a)pireno (—) pireno (—)

fluoranteno
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A exatiddo do método foi avaliada por meio de um teste de recuperacdo em cinco
amostras de cachacas paraibana. Para todas as amostras, 0 ECV respondeu eficientemente
para as duas faixa de concentragdo dos HPAs 3,61 e 4,76 x 10° mol L. Os valores de
recuperacgéo ficaram acima de 89% nas amostras estudadas (Tabela 6). De acordo com
AOAC-I, uma recuperacdo aceitavel ¢ uma funcdo tanto da concentracdo quanto da
finalidade da analise. Limites de recuperacdo de 75-120% sdo esperados para a
concentragio na ordem de 10° mol L) (AOAC-I, 2012). Assim, 0 método permitiu a
obtencdo de valores de recuperagdo aceitaveis para os HPAs na faixa de concentracéo
estudada.

Tabela 5 — Estudo de recuperacdo dos HPAs em amostras de cachaca.

Adicionado Recuperado (a) Recuperado (b) Recuperado (c)
Cachaca % % %
(x10°mol L™ | (x10°mol L) (x 10 mol L) (x 10 mol L)
1 3,61 3,22 89,2+1,53 3,37 93,4+2,31 3,18 88,1+1,35
4,76 4,34 91,2+1,24 4,66 97,9+2,44 4,28 89,9+1,11
) 3,61 3,40 94,2+0,83 3,50 97,0£3,40 3,29 91,1+0,89
4,76 4,55 95,6+0,77 4,73 99,4+2,54 4,47 93,9+0,45
3 3,61 3,15 87,3+1,57 3,49 96,7+1,12 3,24 89,8+2,33
4,76 4,30 90,3+1,33 4,65 97,7+0,97 4,45 93,5+2,12
4 3,61 3,24 89,8+3,17 3,20 88,6+4,45 3,33 92,2+1,98
4,76 4,45 93,5+2,08 4,31 90,5+4,22 4,57 96,0+1,86
5 3,61 3,07 89,0+3,47 3,32 92,0+0,87 3,43 95,0+1,33
4,76 4,21 93,4+2,98 4,55 95,6+0,52 4,58 96,2+1,17

2.2.4 Determinacdo analitica dos HPAs em VPD usando um eletrodo de carbono
vitreo modificado com nanotubos de carbono

O ECV foi modificado com nanotubos funcionalizados e nédo-funcionalizados,
como demonstrado na secdo 2.1.3.2 do experimental, objetivando melhores resultados
para os HPAs em termo de sensibilidade, visto que houve uma boa resposta eletroquimica
com a superficie do eletrodo nua. Inicialmente, a investigacdo foi realizada utilizando o

benzo(a)pireno na concentragdo 8,26 x 10° mol L em tampdo acetato (pH 4,0), os
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parametros VPD utilizado foram os mesmos da curva dos HPAs com o ECV, sem o
auxilio do surfactante, secdo 2.2.1.2, (v=15mV st a =50 mV e td = 60 s). Visto a
eficiéncia do surfactante na analise dos HPAs o eletrodos modificados foram estudas com
e sem a presenca do surfactante DSS 5%. Os resultados dos experimentos sdo mostrados

na Figura 17.

A) B)

I0,0SmA 0,05mA

- -

06 08 1,0 12 06 08 10 1.2
E (V) vs Ag/AgCl E (V) vs Ag/AgCI

Figura 17 — Voltamogramas de pulso diferencial do HPA benzo(a)pireno da analise de solucdo 8,26 x 10
& mol L de benzo(a)pireno. A) ECV modificado com nanotubos funcionalizados. B) ECV modificados
com nanotubos ndo funcionalizados. (—) ECV sem modificacdo (—) ECV modificado com os nanotubos.

Os resultados indicaram que o ECV modificados com o0s nanotubos
(funcionalizados ou ndo) ndo apresentaram diferenca significativa em termos de corrente
de pico para a determinacéo do benzo(a)pireno, no eletrélito puro. Contudo, ao adicionar
0 DSS 5% ao eletrolito e (2,5 mL do eletrolito + 0,5 mL do surfactante) e realizando o
branco da analise do ECV modificado, camada de nanotubo que estava na superficie do
eletrodo reagia com o surfactante, desfazendo a modificacdo, no qual os nanotubos
ficavam imersos na solucao. Isto se deve porque a regidao hidrofébica das moléculas do
surfactante interage com a superficie dos nanotubos destruindo a interface hidrofobica
dos nanotubos com a agua e a interagdo tubo-tubo (van der Waals), essa interacéo se
deve a formacdo de micelas do surfactante que encapsulam os nanotubos de carbono

formando dispersfes estaveis em meio aquoso.
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2.2.5 Determinacdo analitica dos HPAs em VPD usando um eletrodo de pasta de
carbono modificado com ftalocianinas metélicas

Eletrodos de pasta de carbono com e sem modificagdo com ftalocianinas metélicas
(Co, Ni, Cu e Zn) foram construidos (se¢do 2.1.3.3 do experimental) para a determinagédo
dos HPAs. Os parametros utilizados incialmente foram os mesmos do ECV se¢édo 2.2.3
(v=25mVs? a=60mVetd=120s), com e sem a presenca do surfactante DSS 5%.
O HPA benzo(a)pireno na concentragio 4,98 x 10 mol Lt em tamp&o acetato (pH 4,0)
foi utilizado para a realizacdo desse estudo e os resultados obtidos encontram na Tabela
7.

Tabela 6 — Determinagdo do HPA benzo(a)pireno 4,98 x 10 mol L em tampAo acetato (pH 4,0) em
VPD utilizando EPC modificados com ftalocianinas metalicas em diferentes proporgdes na presenca e
auséncia do surfactante DSS.

I (A) naausénciade | | (A) napresencado
Eletrodos
surfactante surfactante
EPC 2,30 x 10 1,77 x 107
5% 1,02 x 107 Inter.
EPC com ftalocianina de
10% 2,05 x 107 Inter.
Cu
15% 1,87 x 107 Inter.
5% ND 3,77 x 107
EPC com ftalocianina de
10% ND 6,63 x 107
Co
15% ND 9,57 x 107
5% ND 2,24 x 108
EPC com ftalocianina de
10% ND 1,46 x 10
Zn
15% ND 1,19 x 10°®
5% ND 2,02 x 106
EPC com ftalocianina de
. 10% ND 1,98 x 10°®
Ni
15% ND 1,77 x 10°®

ND = Nao Detectado; Inter. = Interferéncia
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O EPC modificado com ftalocianina de Cu conseguiu detectar um processo
oxidativo do benzo(a)pireno (Ep ~ 0,874V) sem a presenca de surfactante obtendo valores
de corrente na ordem de 107 A. A presenca do surfactante no entanto, tornou-se um
interferente, pois apresentou um processo oxidativo no potencial onde sai 0 processo
oxidativo do benzo(a)pireno. Os demais EPC modificado com as ftalocianinas metalicas
na auséncia do surfactante ndo conseguiu detectar o benzo(a)pireno na concentracao

estudada.

O EPC puro na presenca/auséncia do surfactante DSS 5%, apresenta um processo
oxidativo correspondente do benzo(a)pireno, no entanto, com valores de corrente mais

baixas do que com as modificadas.

O EPC modificado com 5% de ftalocianina de Zn foi o que apresentou maior
sensibilidade em termos de corrente na determinagédo do benzo(a)pireno, sendo este
eletrodo utilizado na determinacdo analitica dos HPAs. O EPC modificado com
ftalocianina de Ni apresentou valores de corrente proximo ao do Zn, contudo, outros
processos oxidativos foram observados, proximo ao do benzo(a)pireno o que poderia
comprometer na analise dos demais HPAsS.

2.2.6 Estudo dos parametros em VPD usando um EPC modificado com ftalocianina
de Zn

Definido o eletrodo de trabalho (EPC modificado com 5% de ftalocianina de Zn)
e o surfactante (DSS 5%), foi realizado o estudo dos parametros em VPD de forma
univariada, para uma concentracdo 4,98 x 10° mol L de benzo(a)pireno em tampao
acetato (pH 4,0). Os parametros analisados sdo os da técnica (a, v) e também o tq. A faixa
de concentracédo estudada foram as mesmas utilizadas pelo ECV. A Tabela 8, apresenta

0s parametros e os valores 6timos obtidos.
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Tabela 7 - Parametros VPD estudados e valores selecionados para a determinagdo dos HPAs usando o
EPC modificado com ftalocianina de Zn 5%.

Parametros Faixa estudada Valor selecionado
Amplitude (mV) 10-100 60
Velocidade de varredura (mV s) 10-35 35
Tempo de deposicdo (s)* 0-300 240

*Circuito aberto

Os parametros estudados em DPV foram a velocidade de varredura (v), amplitude
de pulso (a) e tempo de deposicéo (tq). O tempo de modulacdo foi ajustado em 70 ms
apresentando uma boa resolucéo para a largura do pico. Inicialmente v foi investigado
numa faixa de 5 a 35 mV s, obtendo um aumento de corrente significativo usando 35
mV s A influéncia de a foi investigada de 10 a 100 mV, onde 60 mV apresentou uma
melhor resposta de sinal em termos de intensidade da corrente de pico. O td foi estudado
na faixa de 0 a 300 s com uma corrente de pico maxima em 240 s.

2.2.6.1 Curva analitica

Antes da realizacdo da curva analitica, foi realizado um estudo das curvas
individuais (como realizado para o ECV), visando saber se os HPAs estudados, possam
ser interferentes entre si. Na Figura 18 estdo apresentadas curvas dos HPAs, apds adicdes
crescentes da concentracdo de um Unico HPA enquanto os outros tinham uma
concentracdo fixa, para verificar se ha interferéncia significativa entre os analitos de
interesse. A Figura 18 mostra as curvas individuais de cada HPA: benzo(a)pireno
(Figura 18 A), pireno (Figura 18 B) e fluoranteno (Figura 18 C). Inicialmente foi
adicionado na célula eletroquimica um mix dos HPAs de concentragéo 3,0 x 10° mol L-
! em seguida adicionado mais quatro aliquotas de 100 pL do padrdo analitico do HPA
correspondente de concentragdo 1,0 x 10 mol L. Como pode ser observado, ndo houve
interferéncia significativa entre os analitos estudos, logo uma determinacdo simultanea
desses HPAs pode ser realizada. A Tabela 9 apresenta as informagdes referente as figuras
de mérito dos HPAs.
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Figura 18 — Curvas individuais obtidos em VPD dos HPAs em EPC modificados com ftalocianinas de Zn.

Tabela 8 — Figuras de mérito dos HPAs em VPD usando o EPC modificado com ftalocianina de zinco.

) ) HPAs
Figuras de mérito i i
Benzo(a)pireno Pireno Fluoranteno
Faixa de Concentracéo
0,50 -31,7 0,25-15,8 0,75-475
(x 10% mol L)
R? 0,9942 0,9941 0,9946
LD (x 10® mol L?) 0,12 0,03 0,14
LQ (x 10® mol L) 0,40 0,09 0,46
Repetibilidade (%) 3,5 4,1 2,7
Reprodutibilidade (%) 4,7 4,9 3,1

A curva analitica dos HPAs apresentaram uma significativa relacdo linear,

apresentando as seguinte equagOes de regressédo linear:
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Ip/A = 2,64 x 108 (+ 4,66 x10°) + 1,37 x 1072 (+ 2,89 x10) [Benzo(a)pireno]/mol L*

Apresentando uma faixa de concentragdo de (0,5 — 31,7) x 108 mol L com N =
14 e R? igual 20,9942, um LD = 1,2 x 107" mol L' e um LQ = 4,0 x 10" mol L.

Ip/A = 3,78 x 108 (+ 7,90 x10°) + 4,66 x 1072 (+ 9,79 x10%) [pireno}/mol L*

Apresentando uma faixa de concentragdo de (0,25 — 15,8) x 10° mol L com N =
14 e R? igual 20,9941, um LD = 3,0 x 108 mol LY e um LQ = 9,0 x 108 mol L.

Ip/A = 1,55 x 107 ( 3,92 x10°) + 7,93 x 1072 (+ 1,62 x10#) [Fluoranteno]/mol L*

Apresentando uma faixa de concentracéo de (0,75 —47,5) x 10° mol L' com N =
14 e R? igual 2 0,9946, um LD = 1,4 x 10" mol L' e um LQ = 4,6 x 107 mol L.

A precisdo do método proposto em VPD foi determinado em termos de
repetibilidade (2,9, 3,3 e 2,5%, para 15 varreduras sucessivas) e reprodutibilidade (3,7,
4,3 e 4,7%, para 5 diferentes medidas) para uma concentragdo de 1,0 x 107 mol L dos
HPAs benzo(a)pireno, pireno e fluoranteno, respectivamente.

O efeito de memoria foi verificado para um concentragio dos HPAs 4,98 x 10
mol L em tampéo acetato (pH 4,0) realizando varios voltamogramas consecutivos
alternando-se entre os tempos de deposicdo, do material eletroativo, 0 e 240 s. Conforme
pode ser verificado na Figura 19, nenhum efeito de memdria foi observado, indicando a

plena regeneragéo da atividade do sensor.

6015 % % 3 ¢ 1}
0 2 4 (li 8l 1l0 12
Numero de medidas

Figura 19 — Efeito de meméria. (—) Benzo(a)pireno (—) pireno (—) fluoranteno.

A exatiddo do método foi avaliada por meio de um teste de recuperacdo em cinco
amostras de cachacas paraibana. Para todas as amostras, 0 ECV respondeu eficientemente

para as duas faixa de concentracdo dos HPAs 5,96 e 8,81 x 10® mol L. Os valores de
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recuperacdo ficaram acima de 89% nas amostras estudadas (Tabela 10). De acordo com

AOAC-I, uma recuperacdo aceitavel € uma funcdo tanto da concentracdo quanto da

finalidade da analise. Limites de recuperacdo de 75-120% sdo esperados para a

concentragdo na ordem de 10° mol L) (AOAC-I, 2012). Assim, o método permitiu a

obtencdo de valores de recuperagdo aceitaveis para os HPAs na faixa de concentracéo

estudada.

Tabela 9 — Estudo de recuperacdo dos HPAs em amostras de cachaca.

Adicionado Recuperado (a) Recuperado (b) Recuperado (c)
Cachaca % % %
(x10%mol LY | (x10°mol L?) (x 105 mol LY (x 105 mol LY
1 5,96 5,33 89,4+1,97 5,79 97,1+4,05 5,54 93,0£3,21
8,81 8,35 94,8+4,99 8,77 99,5+3,85 8,44 95,8+3,13
2 5,96 5,45 91,445,24 5,37 90,1+2,87 5,32 89,3+4,88
8,81 8,55 97,0+3,17 8,28 94,0+2,77 8,25 93,6+2,67
3 5,96 5,57 93,5+2,07 5,66 95,0+3,12 531 89,1+5,17
8,81 8,66 98,3+1,99 8,47 96,1+5,07 8,17 92,743,99
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CAPITULO 3
AMINAS BIOGENICAS



3. AMINAS BIOGENICAS

Os compostos nitrogenados possuem uma importante funcdo metabolica nas
células, sendo essenciais para a formagao das proteinas presentes no organismo humano.
A degradacao destes compostos através de enzimas ocorre naturalmente em humanos e
esta reacdo dara origem as aminas biogénicas (GOMES et al 2014).

Aminas biogénicas sdo bases organicas de baixo peso molecular, de importancia
biologica em vegetais, animais e células microbianas, formadas principalmente por
descarboxilagdo microbiana de aminoacidos e transaminagdo de aldeidos e cetonas
(CUNHA et al. 2012).

3.0.1 Importéancia

As aminas biogénicas sao amplamente distribuidas na natureza, estando presentes
nas células e nos tecidos como compostos essenciais ao crescimento, renovacao e
metabolismo. A espermina e espermidina, por exemplo, sdo componentes indispensaveis
de todas as células vivas. Essas possuem varias interacdes eletrostaticas com
macromoléculas, especialmente DNA, RNA (acido ribonucléico) e proteinas, e estdo
envolvidas na regulacdo e estimulacdo de suas sinteses. Estimulam a diferenciacéo
celular, interagindo e moldando varios sistemas intracelulares. Sdo importantes na
permeabilidade e estabilidade das membranas celulares e reduzem a permeabilidade da
mucosa a macromoléculas e proteinas alergénicas, prevenindo alergias alimentares
(BARDOCZ, 1995; DROLET et al., 1986; LOSER 2000). De acordo com DROLET
et al. (1986) e BARDOCZ (1995), a espermina e espermidina, assim como as diaminas
putrescina e cadaverina, sdo eficientes sequestradoras de radicais livres em numerosos
sistemas enzimaticos, quimicos e in vitro; podem inibir peroxidag&o de lipideos e prevenir
a senescéncia.

Nos vegetais participam da floragéo, do desenvolvimento do fruto (do surgimento
a senescéncia), da resposta ao estresse e da sintese de metabdlitos secundarios, podendo,
portanto, ser encontradas naturalmente em alimentos como frutas e hortalicas (HUI e
NOLLET, 2005). Podem ser usadas como fonte de nitrogénio organico e desempenhar
um papel critico em diversos processos, entre eles, crescimento da raiz, controle do pH
intracelular, desenvolvimento de flor e fruto e resposta ao estresse abiotico, como por

exemplo, deficiéncia de potassio, choque osmotico, estiagem e infeccdo patogénica.
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Poliaminas sdo também importantes na sintese de metabdlitos secundarios de interesse
bioldgico, como por exemplo, nicotina e alcaldides (FLORES et al., 1989; WALTERS,
2003). Estdo associadas com a parede celular e membranas; regulam a pectinesterase e a
ligacdo com pectina, atrasando o amolecimento do fruto e seu envelhecimento
(LEITING e WICKER, 1997). O efeito firmador das poliaminas é similar ao do cloreto
de calcio e pode estar relacionado a sua habilidade de ligacdo entre a parede celular e
membranas, estabilizando-as, ou por tornar a parede celular menos acessivel a enzimas
responsaveis pelo amadurecimento (BOUCHEREAU et al., 1999).

Embora as ABs tenham papel importante para as plantas e até mesmo para o
organismo humano, o estudo dessas aminas em alimentos diretamente relacionada com a

qualidade da matriz alimentar e a satde do consumidor.

3.0.2 Toxicidade e legislagao

As ABs presentes em varios alimentos sdo amplamente estudadas em funcéo de
seu potencial efeito toxico em seres humanos. A Tiramina e a -feniletilamina tém sido
associadas a crises hipertensivas, traduzidas pelo aumento da pressdo sanguinea podendo
levar a falhas no coracdo ou até mesmo a hemorragia cerebral (KALAC, 2009; GOMES
et al 2014).

A amina, histamina, age como um neurotransmissor e um vasodilatador no
sistema nervoso central e no sistema cardiovascular. E considerada a agente responséavel
por alguns episodios de envenenamento alimentar, que se manifestam por reacdes
alérgicas, caracterizadas pela dificuldade de respirar, prurido, erupcdo, vomito, febre e
hipertensdo. As pessoas que possuem o mecanismo de detoxificacdo das ABs
uso de medicamentos (inibidores de monoamina oxidase) sdo mais susceptiveis ao
envenenamento por histamina (NAILA et al 2010; GOMES et al 2014).

A triptamina tem efeitos toxicos nos seres humanos promovendo o aumento da
pressdo arterial, entretanto, ndo existe um quantitativo maximo de consumo dessa AB
relacionado com o efeito tdxico. As poliaminas como a putrescina, espermina,
espermidina e cadaverina estdo naturalmente presentes em alimentos, envolvidas com o
crescimento e a proliferagdo celular, porém, ndo foram associadas a efeitos adversos no

organismo humano, mas podem reagir com o nitrito e formar as nitrosaminas
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carcinogénicas, agindo entdo, como um possivel precursor mutagénico (GOMES et al
2014).

No continente Europeu existem legislacdes especificas, que determinam uma
concentracdo maxima de AB em alguns tipos de alimentos. Os niveis limite de histamina
para pescado fresco é de 100 mg/Kg e para produtos curados de 400 mg/Kg. A americana
Food and Drug Administration (FDA) considera que o nivel de histamina igual a 500
mg/Kg. No Brasil ha apenas uma legislacdo sobre concentracbes maximas permitidas de
histamina e ela trata sobre pescados frescos e seus derivados. Embora essas
regulamentacdes sejam validas, elas apenas tratam da histamina, enquanto os alimentos

podem carrear outras aminas biogénicas, tdo perigosas quanto esta (GOMES et al 2014).

3.0.3 Métodos de analises para as aminas biogénicas

A concentracdo de aminas nos alimentos depende dos microrganismos presentes,
da atividade enzimética nos aminodacidos especificos e da favorabilidade das condigdes
enzimaticas. Uma vez que as aminas biogénicas formadas, sdo dificeis de destruir por
pasteurizacdo ou cozimento. A determinacdo de ABs em produtos alimentares tem
recebido atencdo em todo 0 mundo por causa do seu efeito perigoso em seres humanos.
O teor das ABs é um marcador de qualidade alimentar (JIANG et al. 2014). Vérios
métodos foram desenvolvidos para analisar ABs empregando técnicas cromatograficas.

Pinto et al (2015) determinaram 5 ABs em peixes usando o HPLC com um
detector de arranjo de diodos (DAD) e quimiometria. As concentracdes de ABs em
amostras de peixes variaram de 7,82 a 29,41 ug g2, 8,68 a 25,95 ug g, 4,76 a 28,54 ug
gl 5,18239,95 nggte 1,45a 52,62 ug gt para triptamina, 2-feniletilamina, putrescina,
cadaverina e histamina, respectivamente.

Lee, Yoo e Shin (2015) determinaram simultaneamente 9 ABs em vinho de arroz
utilizando a Ultra-HPLC acoplado com um detector de espectrometria de massa com
ionizacdo eletrospray. Apresentando uma curva linear na faixa de 0,5 a 500 ng mL? e
recuperacgdes acima de 83%.

Cai et al (2016) analisaram ABs em vinho de arroz utilizando o HPLC acoplado
com espectrometria de massas obtendo recuperac6es de 94,9% a 104,5%.

Estas metodologias geralmente empregam reagentes toxicos, agentes de

derivatizagdo e geram residuos perigosos.
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Outros métodos como eletroforese para a determinacdo de ABs em amostras de
alimentos também sdo bastante utilizados.

Kvasnicka e Voldrich (2006) desenvolveram um metodo para a determinacéo de
6 ABs em alimentos utilizando eletroforese capilar com deteccdo condutimétrica,
apresentando um faixa linear de 0 — 100 pmol mL* e recuperacdes de 86 a 107%.

An et al (2015) estudaram as alteracdes nas concentracdes de putrescina,
histamina, tiramina, feniletilamina e espermidina pelo método de eletroforese capilar
acoplado a eletroquimioluminescéncia durante o armazenamento de ostras a duas
temperaturas diferentes (0°C e 4°C). Quando as ostras foram armazenadas a 0°C, a
concentracdo de espermidina aumentou de 45,6 mg/kg para 68,5 mg / kg e a putrescina
aumentou de 18,6 mg / kg para 28,3 mg / kg. Quando a temperatura de armazenamento
foi controlada a 4°C, a concentracdo de espermidina aumentou de 46,7 mg/kg para 119,7
mg/ kg e a putrescina aumentou de 19,4 mg/kg para 136,8 mg/kg, respectivamente. Em
contraste, 0s niveis de histamina, tiramina e feniletilamina aumentaram ligeiramente ao
longo do periodo de armazenamento para todas as condi¢des experimentais.

As principais desvantagens de tais metodologias (cromatografia e eletroforese)
sdo que elas requerem instrumentacdo cara, varias etapas gerais para a preparacao da
amostra, entre outros. Como alternativa, os métodos eletroquimicos, como a voltametria,
apresentam diversas vantagens como, o custo da instrumentacdo é relativamente baixa,
oferece informacdes sobre atividade de uma espécie quimica em vez de sua concentracao,
entre outros.

Stojanovi¢ et al (2016) desenvolveram um método em VPD, usando um eletrodo
de pasta de carbono modificado com nanotubos de carbono de parede simples em tampéao
fosfato (pH 6,0), para a determinacéo de histamina em amostras de cervejas e vinhos.
Apresentando uma concentragio na faixa de 4,5 a 720 pmol L2, um limite de detecgéo e
um limite de quantificacdo de 1,26 pmol L e 3,78 umol L, respectivamente.

Kochana et al (2016) desenvolveram um biossensor voltamétrico para a
determinacdo da AB tiramina em amostras de produtos alimentares. A faixa de
concentracédo obtida foi de 6 a 130 UM e o seu limite de deteccéo foi de 1,5 uM.

Yilmaz e Inan (2015) quantificaram histamina em véarias amostras de peixes
usando a VOQ com um tempo de acumulacdo de 10s, utilizando o eletrélito suporte o
tampdo Britton-Robison (pH 10). Duas curvas de calibragdo foram obtidas com
apresentando como coeficientes angulares os valores 0,078 (uM/pA) e 0,014 (uM/pA),

respectivamente.
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3.1 EXPERIMENTAL
3.1.1 Reagentes e solucbes

Os padroes analiticos das ABs (triptamina, histamina, putrescina, cadaverina e 2-
feniletilamina) e os demais reagentes sdo de grau analitico, adquiridos pela Sigma-
Aldrich. As solucdes foram preparadas com agua ultrapura obtida através de sistema
Millipore Milli-Q System (condutividade < 0,1 uS cm™).

Os eletrélitos suporte utilizados nas medidas voltamétricas, foram solucdes
tamponadas utilizando o procedimento adaptado de Oliveira et al. (2007): HCI/KCI (pH
1,0 e 2,0); acido acético/acetato de sédio (pH 3,0; 4,0 e 5,0); NaH2PO4/Na;HPO4 (pH 6,0;
7,0 e 8,0); borax/NaOH (pH 9,0 e 10,0) e NaOH/KCI (pH 11,0 e 12,0).

Para os experimentos eletroquimicos, preparou-se uma solucdo estoque das ABs
1,0 x 102 mol L* em 4gua purificada. Solugdo de H2S04 0,5 mol L™ foi utilizada na etapa

de polarizacéo do eletrodo de DDB.

3.1.2 Equipamentos

As medidas voltamétrica foram realizadas em potenciostato/galvanostato Eco
Chemie, pAutolab® Tipo I, acoplado a um modulo polarografico Metrohm, 663 VA
Stand®, funcionando no modo potenciostatico, interfaciado a um microcomputador.

A célula eletroquimica era equipada com trés eletrodos: um eletrodo de referéncia
Ag/AgCI — KCI (3,0 mol L), um fio de platina como eletrodo auxiliar e como eletrodo
de trabalho foram utilizados 0 ECV (¢= 3 mm) e o EDDB. As medidas de pH dos

eletrdlitos suporte utilizados foram realizadas em medidor de pH modelo 713 — Metrohm.

3.1.3 Eletrodo de trabalho

3.1.3.1 Eletrodo de carbono vitreo

O ECV, adquirido da Metrohm, foi polido mecanicamente sob um papel de filtro
umedecido com spray de diamante (1 um) da Kemet International Ltda, UK. Apds o
polimento, o eletrodo foi lavado abundantemente com jatos de agua ultrapura sobre sua

superficie. Posteriormente, o eletrodo foi condicionados em &cido sulfarico 0,1 mol L™
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mediante 10 voltamogramas ciclicos, numa janela de 0 a +1,4 V com velocidade de 0,1
Vst

3.2.3.2 Eletrodo de diamante dopado com boro

O eletrodo DDB, cedido gentilmente pelo Instituto de Tecnologia e Pesquisa da
Universidade de Tiradentes, antes da realizacdo das medidas eletroquimicas, era sempre
submetido a dois procedimentos eletroquimicos em solugdo de H2SO4 0,5 mol L™: uma
polarizacdo anddica (aplicacdo de um potencial de +3,0 V por 15 s) seguida de uma
polarizagdo catddica (aplicacdo de um potencial de -3,0 V por 30 s), seguido de uma
lavagem com agua ultrapura em sua superficie. Esse procedimento foi realizado em
células diferentes da célula de medida com o analito sob investigacdo, usando as etapas
de pré-tratamento disponivel na janela de execucéo das técnicas VOQ e VPD (localizado
no programa GPES), sem agitacdo da solucéo durante a polarizagdo. O procedimento foi
realizado antes do inicio das medidas voltamétricas, sendo repetido quando necessario
(SALAZAR-BANDA et al., 2010).

3.2.4 Procedimentos experimentais

As medicdes voltamétricas foram realizadas a temperatura ambiente em eletrolito
de suporte. Para evitar contaminacdo, foram utilizadas duas células eletroquimicas: uma

para o eletrélito de suporte (branco) e outra para eletrélito de suporte + aliquota do analito.

Parametros experimentais das medidas voltamétricas

Os parametros experimentais para as medidas eletroquimicas foram: incremento
de potencial (AEs) de 2 mV e velocidade de varredura (v) de 50 mV s para voltametria
ciclica (VC); tempo de modulacdo (TM) de 70 ms, intervalo de tempo (IT) de 0,2 s,
incremento de potencial (AEs) de 2 mV, amplitude de pulso (a) de 50 mV e velocidade
de varredura (v) de 10 mV s para voltametria de pulso diferencial (VPD); e frequéncia
de pulso (f) de 25 s?, AEs de 2 mV e a de 50 mV para voltametria de onda quadrada
(VOQ). Além disso, a influéncia do pH foi analisada numa faixa de 1,0 a 12,0,

empregando as solu¢bes tampao como eletrélito de suporte.
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3.2.5 Efeito de memoria

O efeito de memoria dos ABs foi investigado usando solugdo tampéo acetato 0,1
mol L (pH 5,0) como eletrdlito suporte e uma solugdo diluida do padrdo analitico do
analito. Em seguida, foram realizadas medidas alternadas (sem e com tempo de
acumulacao) e sucessivas (ou seja, sem remocdo do eletrodo de trabalho de dentro da
solucdo eletrélito-analito) a fim de verificar se houve alteracdo do sinal analitico

(intensidade de corrente elétrica).

3.2.6 Tratamento dos dados voltamétricos

Os voltamogramas de pulso diferencial e os de onda quadrada (exceto os
voltamogramas de reversibilidade em VOQ) apresentados foram suavizados através da
funcdo Savitsky-Golay smooth nivel 4, visando a elimina¢&o do ruido de fundo sobreposto
ao sinal voltamétrico. Em seguida, era corrigido a linha de base através da fun¢do moving
average com um step window de 2 mV, ambas disponiveis no software GPES verséo 4.9.
Através desse tratamento matematico realizado nos voltamogramas, melhorou a
visualizacdo e identificacdo dos processos oxidativos dos analitos. Além desse software,

também foi utilizado o Origin® 5.0 para tratamento dos dados.

3.2.7 Parametros De Desempenho Analitico

Idem secédo 2.1.7.

3.2.8 Preparacao das amostras

As amostras analisadas foram duas variedades de queijos (gorgonzola e
mucarela), salsicha de frango, calabresa, banana e tomate. Essas amostras foram

adquiridas de mercados locais de Jodo Pessoa-PB.

Preparacao das amostras de queijo, salsicha de frango e calabresa

Foram pesadas 10,0 g de gorgonzola, mugarela, salsicha de frango e calabresa, em
seguida foram adicionados 16 mL de uma mistura de metanol e 0,4 mol L de &cido
cloridrico (3:1, v/v) e aquecidas a 60°C sob agitacdo durante 15 min. Apds resfriamento
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até a temperatura ambiente, diluiu-se a mistura adicionando 100 mL de agua ultrapura.
As solucdes foram centrifugadas e filtradas através de um papel de filtro quantitativo

(faixa preta). Os extratos foram armazenados a 4°C até a analise (COSTA et al., 2016).

Preparacdo de amostras de banana e tomates

As amostras de bananas e tomates foram testadas utilizando um método de
digestdo simples. Aproximadamente 15,0 g destas amostras foram pesados e misturados
com 25 mL de HCI 0,4 mol L e filtrados através de um papel de filtro quantitativo (faixa
preta). As amostras foram mantidas a 4°C até andlise laboratorial (COSTA et al., 2016).
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3.3 RESULTADOS DAS AMINAS BIOGENICAS

3.3.1 Estudo eletroquimico das aminas biogénicas no ECV

O Estudo da oxidacéo eletroquimica das ABs foi realizada em VOQ numa janela

de potencial de -0,5 a +1,4V, em tampdo acetato (pH 5,0), utilizando uma solugéo 8,26 x
10° mol L das ABs, Figura 20.

HQN/\/\/\NHQ
: Cadaverina

0.0 0.5 1.0

E (V) vs. Ag/AgClI

Histamina

0.0 0.5 1.0
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0.5
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Figura 20 — VVoltamogramas de onda quadrada das ABs. A) Cadaverina; B) 2-feniletilamina; C) Histamina;
D) Putrescina; E) Triptamina. (...) eletrdlito suporte tampdo acetato (pH 5,0) e (—) ABs.

A triptamina foi a Unica AB que apresentou uma resposta oxidativa no ECV,

portanto, as analises eletroquimica e eletroanaliticas nesse trabalho vai ser a respeito desse

composto.

3.3.2 Comportamento eletroquimico da triptamina
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Inicialmente, a oxidacéo eletroquimica de uma solucdo 2,0 x 10 molL? de
triptamina  foi estudada em voltametria ciclica em tamp&o acetato 0,1 molL™ (pH 5,0)
usando um ECV, numa janela de potencial de 0 a +1,4V (vs. Eagiagci) € velocidade de

varredura de 50 mVs?, Figura 21.

v ) L ) L) ] » L b ) L/ ) 4 )
00 0.2 04 06 08 10 1.2 14
Ep IV vs. Ag/AgCI

Figura 21 — Voltamogramas ciclicos de uma solugéo de 2,0 x 10* molL* de triptamina em 0,1 mol L
tampéo acetato (pH 5,0): (**) Branco (apenas no eletrélito suporte), (==) 1%, (==) 22, e (===) 32
varreduras; v =50 mV s,

Dois processos oxidativos foram observados na regido anodica, P1 (Ep1 = +0,85V)
e P2 (Ep2 = +1,25V). Um comportamento semelhante da triptamina foi observado por
Enache e Oliveira-Brett (2011) usando uma solug&o 2,5 x 10° mol L pela técnica VPD
em tampéo fosfato 0,2 molL™ (pH 7,0) e ECV. Invertendo a direcdo da varredura do
potencial observou-se a presenca de um processo redutivo, Ps (Eps =~ +0,82V)
correspondendo a reducdo dos produtos de oxidacao formados na superficie do eletrodo
ECV.

A diminuicdo observada na corrente para os picos P1 e P2, registrados em
varreduras sucessivas (Figura 21), deve-se a adsorc¢ao e/ou incrustagao no eletrodo que
provoca a inativacdo da rea de superficie disponivel no eletrodo, se ocorrer adsorgdo
reversivel no ECV, a resposta observada pode ser utilizada como um passo de pré-
concentracdo eletroanalitica para a determinacdo de triptamina. Os picos voltamétricos
mostrados na Figura 21 refletem uma transferéncia de elétrons quase-reversivel para um
sistema redox representado pelos pares de picos P1-P3 e uma reacdo irreversivel para o
pico P>.

Considerando o pico Py sozinho (P1 é mais sensivel do que o pico P2), uma anélise

desse processo oxidativo por VL utilizando uma solugdo 1,7 x 10 mol L™ de triptamina
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foi estudada variando as velocidades de varredura de 25 a 200 mV st em tamp#&o acetato
pH 5,0 resultando uma relac&o linear Ip: vs. v (mostrado na Figura 22A) mostrando a
seguinte equacio I (A) = 1,2 x 10° + 6,4 x 10 v¥2 (V s)¥2), sugerindo que a oxidagao
eletroquimica da triptamina pode ser controlada predominantemente por difuséo. O log
lp1 vs. logv obteve como resultado do coeficiente angular um valor de 0,30 para o pico Py
(Figura 22B), confirmando que a natureza do processo de transferéncia de massa é
predominantemente controlada por difuséo, uma vez que a inclinacdo deve ser igual a
0,50 se controlada pela difusdo, e se aproxima de 1,0 para processos controlados por
adsorcdo (GOSSER JR, 1993).
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Figura 22 - (A) Influéncia da velocidade de varredura (H) lp1 vs VY2 por VVL. Insercéo:
voltamogramas de varredura linear em diferentes velocidades de varredura para o pico P; de uma
solucdo de triptamina 1,70 x 10 mol L em 0,1 mol L~* tampé&o acetato (pH 5,0). (B) Influéncia
delog I vs. log v.

3.3.3 Estudo do pH da triptamina

59



Os voltamogramas de pulso diferencial (Figura 23A) foram realizados para
avaliar o efeito do pH (de 1,0 a 12,0) sobre o potencial de oxidacdo da triptamina
utilizando uma solug&o 8,3 x 10> mol L. A primeira varredura de potencial da oxidagdo
de triptamina mostrou dois processos (picos P1 e P2). O potencial de pico P1 é
independente do pH (isto é, 0 mecanismo deste processo de oxidacdo envolve apenas
elétrons) para 1,0 < pH < 4,0 e apresenta uma dependéncia linear com um valor de
inclinacdo de -0,056 V pH™ (Figura 23B, uma relacéo linear: Ep; (V) = 1,1 - 0,056/pH;
r> = 0,9950) para 4,0 < pH < 12,0. O pico P, apresenta uma dependéncia linear em 5,0 <
pH < 10,0, com um valor de inclinagdo de -0,067 VV/pH (Figura 23B, uma relacéo linear:
Ep2 (V) = 1,6 - 0,067 pH; r? = 0,9823). Os valores de inclinagdo foram em torno de -0,059
V/pH como esperado para uma reacdo monoeletrdnica/monoprotdnica (LUZ et al 2004).
Isto indica um mecanismo de reacdo que envolve 0 mesmo nimero de prétons e elétrons
nos processos (SMITH, 2006). Considerando a largura do pico a meia altura (Wu2), 0s
ntmeros de prétons e elétrons transferidos foram calculados para 1H*/1e” para P1 (4,0 <
pH<12,0; Wy2= 139 mV) e P25.0<pH <10.0, W12 = 106 mV), enquanto que em meios
muito acidos, 1.0 <pH < 4,0, para o pico P1 0 processo oxidativo envolve a transferéncia
de 1 elétron. Os resultados concordam com o valor teérico (W12 de 90,0 mV) para o
mecanismo de reacdo envolvendo um elétron transferido (BRETT e BRETT, 1998).

A oxidacdo eletroquimica da triptamina, um derivado inddlico com a substituinte
na posi¢do C3, apresenta um centro eletroativo para o indol. O mecanismo da oxidagao
da triptamina para os processos P1 e P> em ECV foi proposto com base nos resultados
obtidos, Figura 24, é similar ao reportado por Enache e Oliveira-Brett (2011) para
compostos indélicos. Os resultados eletroquimicos obtidos mostra claramente que a
primeira etapa (pico P1) na oxidag&o da triptamina (1) ocorre na posi¢do C2 no anel pirrol
com um mecanismo 1H*/1e” com o ataque nucleofilico da agua, produzindo o produto
radical hidroxil-indol (2), enquanto que a segunda etapa (pico P2) ocorre na posi¢cdo C7
no benzeno com a transferéncia de um elétron, seguido da desprotonacdo (1HY)
produzindo um radical (3), que é estabilizado por ataque nucleofilico direto por &gua, com
hidroxilagcdo no benzeno na posicdo C7, gerando o composto (4).

A oxidacéo eletroquimica de uma solugdo 8,3 x 10”° mol Lt de triptamina também
foi estudada por VOQ (Figura 25A) em um ECV na mesma faixa de pH dos eletrdlitos
suporte usados nas experiéncias DPV (Figura 23A). As condicBes experimentais usando
0 modo direto VOQ sédo apresentadas na Secao 3.2.4 e foram usadas para investigar a

influéncia da corrente de pico em funcéo do valor do pH (Figura 25B), que apresentou
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uma corrente de pico com maior sensibilidade no pH 5,0, justificando o uso para analises

analiticas em VOQ.
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Figura 23 — Voltamogramas de pulso diferencial de uma solucéo de triptamina 8,3 x 10 mol L™
em diferentes solucdo tampdo. (A) Grafico em 3D da primeira varredura de potencial dos
voltamogramas de pulso diferencial com linha de base corrigida em diferentes eletrolito suporte em
fungdo do pH (B) Influéncia do pH sobre os potenciais de pico.
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Figura 24 — Mecanismo da oxida¢do da triptamina
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Figura 25 — Voltamogramas de onda quadrada de uma solugdo de 8,3 x 10° molL* em diferentes solugbes
tampéo. A) 3D dos voltamogramas de onda quadrada em diferentes solugdes tamp&o em funcéo do pH. B)
Ip vs pH.

3.3.4 Determinacdo analitica da triptamina por VOQ

3.3.4.1 Otimizacgao das condic¢des de VOQ

Geralmente, os parametros da VOQ f, AEs e a influenciam fortemente a corrente
de pico (intensidade) e a seletividade (largura de meia-pico), determinando assim a
sensibilidade da técnica. Para se obterem as melhores condi¢des de analise em termos de
potencial de pico e corrente méxima, os parametros de varredura para VOQ foram
investigados em estudos univariados realizados para as condi¢Ges iniciais dos
experimentos (Secéo 5.4.1), utilizando-se uma solugdo de triptamina 8,3 x 10° mol L™
em tampao de acetato 0,1 mol L (pH 5,3). Os valores optimizados dos pardmetros VOQ

obtidos para a determinacéo da triptamina séo apresentados na Tabela 10.
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Tabela 10 - Os parametros investigados e seus valores 6timos para a determinacao de triptamina por VOQ.

Parametros Faixa estudada Valor 6timo
Frequéncia (s?) 10— 150 150
Incremento de varredura (mV) 1-10 6
Amplitude de pulso (mV) 10-100 50
Tempo de deposicéo? (s) 0-300 10

aCircuito aberto

Usando o tempo de deposi¢do (tq) em circuito aberto para o passo de pré-
concentacdo, pode influenciar fortemente a intensidade de pico nas medigdes de VOQ.
Foi avaliado no intervalo tq 0 a 300 s (Tabela 10), a adsor¢do de triptamina no ECV
permitiu estudos de pre-concentracdo. O comportamento de atracdo/repulséo eletrostatica
foi estudado entre a superficie do ECV e a solucdo de triptamina, a corrente de pico
aumentou gradualmente até 10s e depois diminuiu. Isto pode ser devido & saturacdo da
superficie do eletrodo e ao bloqueio por produtos formados na superficie. Assim, foi
utilizado um curto tempo de acumulacdo de 10s para as medi¢cbes quantitativas da

triptamina em baixas concentragcGes em amostras reais utilizando a técnica VOQ.

3.3.4.2 Curva analitica

Utilizando tempos de acumulacéo de 0 e 10s, foram obtidos varreduras de VOQ
sequenciais de uma solugdo contendo 3,3 x 10”7 mol L de triptamina para avaliar os
efeitos de memoria, Figura 26A. A resposta observada sugeri que a pré-concentracdo
pode ser utilizada na determinacéo eletroanalitica da triptamina, pois ndo houve evidéncia
que o sensor utilizado guarde memdria dos resultados anteriores por meio de residuos que

possam ter interagidos com a superficie do eletrodo.
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Figura 26 — A) Efeito de meméria em VOQ usando uma solucéo 3,3 x 10-7 mol L-1 nos tempos de (a) 0
e (b) 10s. B) Curva analitica de triptamina em tampéo acetato 0,1 mol L-1 (pH 5,0) usando VOQ, € a
insercdo dos voltamogramas

A Figura 26B apresenta a curva analitica para o pico de triptamina do método
VOQ. Uma relacéo linear entre a corrente de pico e a concentragdo foi verificada para as
faixas de concentracdes de 4,7 x 108 até 54,5 x 10® mol L (Ipi/A = -6,9 x 108 (+ 3,4 x
108) + 3,1 (+ 0,1) [Triptamina]/mol L%; r? = 0,9911 para n = 10). Foram estimados um
limite de deteccéo (LD) de 0,8 x 10° mol L (0,13 ppb) e um limite de quantificacio
(LQ) de 2,7 x 10° mol L (0,43 ppb) seguindo o procedimento descrito por (MOCAK
et al. 1997). Na Tabela 11, mostra um comparativo entre os valores de LD do método
em voltametria outras técnicas analiticas. O método VOQ apresentou ser mais sensivel
do que outros métodos da literatura sendo comparavel aos métodos cromatografico e
cronoamperométrico (utilizando um sensor eletroquimico modificado) (XING et al,
2012). A viabilidade da metodologia desenvolvida para a determinacéo de triptamina em
amostras de alimentos por VOQ usando um ECV sem modificacdo superficial
demonstrou um baixo LD, associada a alta sensibilidade, simplicidade, tempo curto e

analise de baixo custo, caracteristica da técnica.
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Tabela 11 - Comparagdo dos resultados para a determinagdo de triptamina (literatura) e este trabalho.

Técnica Amostras FL? (mol L) LD (mol L) Ref.
HPLC Peixe (0.3-125) x 10° 12x0e  CIEENE
(KVASNICKA
Eletroforese capilar Bebidas e alimentos (5-100) x 10°° 5.0 x 108 e VOLDRICH,
2006)
. . . CAl etal,
HPLC Vinho de arroz (1-1000) x 10°° 2.3x107 ( 201%)61
Cromatografia liquida micelar Vinho (6.2-624) x 107 6.2 x 1078 (Ge't';ﬁZGog%T :
Cronoamperometria Queijos e bebidas (9-7000) x 10°® 7.4%x10% (XING et
al, 2012)
UHPLC Vinho de arroz (3.1-156) x 10°8 5.6 x 107 %ﬁmggf
: | 8 9 Este
VOQ Alimentos (4.7-54.5) x 10 0.8 x10 Trabalho

aFL: Faixa linear.

A precisdo do método VOQ proposto foi avaliada em termos de repetibilidade e
reprodutibilidade através da medida de uma solugéo 3,3 x 107" mol L* de triptamina. Os
resultados apresentaram 3,6% para repetibilidade (em 20 medidas sucessivas) e 3,8% de

reprodutibilidade (para 5 medidas diferentes).

3.3.4.3 Efeito dos interferentes e aplicacéo pratica

A triptamina, bem como a histamina, cadaverina, a 2-feniletilamina e a putrescina
sd0 aminas biogénicas encontradas numa variedade de alimentos e bebidas,
especialmente em alimentos ricos em proteinas (peixe e carne) e em alimentos
fermentados (queijo, salame); Em bebidas (vinho, cerveja), frutas, vegetais e sucos
citricos, chocolates, molhos de peixe e salsichas. Estas substancias sdo possiveis
interferentes na determinacdo voltamétrica de triptamina em frutas, legumes, queijo e
amostras incrustadas.

Utilizando as condicdes otimizadas de VOQ, foram adicionadas solucdes padréo
das ABs (cadaverina, histamina, putrescina e 2-feniletilamina) na concentracdo de 1,7 x
10* mol L no eletrdlito suporte tamp&o acetato pH 5,0 e analisou-se a interferéncias
desses compostos numa solugéo de 2,0 x 107" mol L™ de triptamina. N&o sendo observado

interferéncia significativa das ABs na analise da triptamina.
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O método descrito foi aplicado na determinagdo de triptamina em amostras de

alimentos, as quais foram previamente tratadas como descrito na secdo 3.2.6. Como

mostrado na Tabela 12, um processo oxidativo aparece no potencial = +0,78 V (média

das triplicatas) revela a presenca de triptamina nas amostras de alimento.

Tabela 12 - Resultados eletroquimicos e analiticos da triptamina em amostras de alimentos.

Potencial de pico Concentracédo media RSD (%
Amostras V) P (x 10°® ol L1)a >0
Banana 0,78 2,40 6,93
Tomate 0,78 1,26 6,87
Queijo Gorgonzola 0,79 2,19 7,09
Queijo Mugarela 0,80 0,98 0,66
Salsicha de frango 0,77 0,57 5,88
Calabresa 0,78 0,39 4,46
an=3.

Sendo encontradas quantidades de triptamina em baixas concentragbes. A

presenca de triptamina também foi confirmada utilizando curvas de recuperacao obtidas

a partir de amostras com cinco aliquotas de 150 uL de solugdo de triptamina 1,0 x 10

mol L, por método de adigdo padrdo. Para todas as amostras, 0 ECV respondeu

eficientemente aos incrementos de triptamina. Foram determinados a recuperacdo

percentual e os desvios-padréo relativos; Os resultados séo apresentados na Tabela 13.

Os resultados mostrados revelam a possibilidade de utilizar o método analitico proposto

para a determinacgéo de triptamina no controle da qualidade nas amostras de alimentos.
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Tabela 13 - Estudo de recuperacdo da triptamina em amostras de alimentos.

; ; -7 -1 30P a
Amostras Triptamina (x 10~ mol L™ Recuperagéo RSD
Adicionado Encontrado? (%) (%)
Banana 1,25 1,01 80,8 1,66
Tomate 1,25 1,12 89,9 0,77
Queijo Mucarela 1,25 1,15 92,1 0,06
Salsicha de frango 1,25 1,19 95,4 0,26
Queijo Gorgonzola 1.25 1,03 82,5 1,52
Calabresa 1,25 1,21 96,9 0,16
Banana 1,60 1,36 85,0 1,20
Tomate 1,60 1,47 92,1 0,62
Queijo Mucarela 1,60 1,50 93,9 0,06
Salsicha de frango 1,60 1,54 96,4 0,26
Queijo Gorgonzola 1,60 1,38 86,3 1,10
Calabresa 1,60 1,56 97,5 0,16
Banana 1,92 1,68 87,5 0,97
Tomate 1,92 1,80 93,4 0,49
Queijo Mugarela 1,92 1,82 94,9 0,01
Salsicha de frango 1,92 1,87 97,0 0,16
Queijo Gorgonzola 1,92 1,70 88,6 0,90
Calabresa 1,92 1,88 98,0 0,10

an = 3; (100 x Encontrado/Adicionado)

3.3.5 Determinagéo analitica das aminas biogénicas no EDDB

O Estudo da oxidacdo eletroquimica das ABs foi realizada em VPD em EDDB
numa janela de potencial de -0,5 a +1,8V, em tampéo acetato (pH 5,0), utilizando uma
solugdo 8,26 x 10° mol L das ABs, Figura 27.

A triptamina (Ep=~ 0,815 V), histamina (Ep= 1,355V) e 2-feniletilamina (Ep=~ 1,746
V) apresentaram uma resposta oxidativa no EDDB, logo as analises eletroanaliticas foram
realizadas para essas ABs. Enquanto que a cadaverina e putrescina ndo apresentaram
resposta eletroquimica.

Visando uma determinacdo simultanea entre as ABs triptamina, e 2-feniletilamina
um estudo de pH foi realizado, objetivando um melhor perfil voltamétrico, sensibilidade

e seletividade entre as aminas estudas.
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Figura 27 — Voltamogramas de pulso diferencial das ABs. A) Triptamina; B) Cadaverina; C) Putrescina;
D) 2-feniletilamina; E) Histamina; (...) eletrolito suporte tampao acetato (pH 5,0) e (—) ABs.

3.3.5. 1triptamina

Os voltamogramas de pulso diferencial foram realizados para avaliar o efeito do
pH (de 1,0 a 10,0) sobre o potencial de oxidacdo da triptamina utilizando uma solugao
8,3 x 10° mol L. A primeira varredura de potencial da oxidac&o de triptamina mostrou
dois processos (picos Py e P2), mostrando resultados semelhantes como os do ECV. O
pico Py apresentou maior sensibilidade, sendo este o utilizado para as determinagdes
analiticas, o tampao fosfato (pH 8) foi onde o analito apresentou maior corrente de pico,

e nos tampdes de pH 1 e 2, ndo apresentaram processos oxidativos, Figura 28A.
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Figura 28 — Estudo de pH da triptamina A) pH vs | B) pH vs E.

O potencial de pico Py de 3,0 < pH < 10,0 apresenta uma dependéncia linear com
um valor de inclinagio de -0,067 V pH* (Figura 28B, uma relagdo linear: Ep1 (V) = 1,1
- 0,067/pH; r> = 0,9904). O pico P, apresenta uma dependéncia linear em 3,0 < pH < 7,0,
com um valor de inclinagéo de -0,059 V/pH (Figura 28B, uma relagéo linear: Ep2 (V) =
1,4 - 0,059 pH; r2 = 0,9107). Os valores de inclinacio foram em torno de -0,059 V/pH
como esperado para uma reagdo monoeletronica/monoprotonica (LUZ et al 2004). Isto
indica um mecanismo de reagdo que envolve 0 mesmo nimero de prétons e elétrons nos
processos (SMITH, 2006). Considerando a largura do pico a meia altura (W1), 0s
ntmeros de prétons e elétrons transferidos foram calculados para 1H*/1e” para P (3,0 <
pH <10,0; Wi2= 111 mV) e P2 3,0 <pH < 7,0 W12 = 87 mV. Os resultados concordam
com o valor teérico (W12 de 90,0 mV) para 0 mecanismo de reacdo envolvendo um
elétron transferido (BRETT e BRETT, 1998).

3.3.5.2 Estudo do pH da histamina

Os voltamogramas de pulso diferencial (Figura 29A) foram realizados para
avaliar o efeito do pH (de 1,0 a 10,0) sobre o potencial de oxida¢do da histamina
utilizando uma solug&o 8,3 x 10° mol L. A primeira varredura de potencial da oxidagao
da histamina mostrou um processo pico Pi, onde apresentou maior sensibilidade em
termos de corrente de pico no pH 8,0 (tampao fosfato), ndo sendo evidenciado processos
oxidativos nos pHs 1 e 2. O potencial de pico P1 apresenta uma dependéncia linear com

um valor de inclinagdo de -0,088 V pH™* (Figura 29B, uma relagdo linear: Ep1 (V) = 1,7
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- 0,088/pH; r2 = 0,9742) para 3,0 < pH < 10,0. Os valores de inclinagdo foram em torno
de -0,059 V/pH como esperado para uma reacdo monoeletrénica/monoprotonica (LUZ et
al 2004). Isto indica um mecanismo de reagdo que envolve 0 mesmo nimero de protons
e elétrons nos processos (SMITH, 2006). Considerando a largura do pico a meia altura
(Was2), os nimeros de protons e elétrons transferidos foram calculados para 1H*/1e” para
P1 (3,0 <pH <10,0; Wy = 117 mV). Os resultados concordam com o valor tedrico (W12
de 90,0 mV) para o mecanismo de reacdo envolvendo um elétron transferido (BRETT e
BRETT, 1998).
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Figura 29 — Estudo de pH da histamina A) pH vs | B) pH vs E.

3.3.5.3 2-feniletilamina

Os voltamogramas de pulso diferencial (Figura 30A) foram realizados para
avaliar o efeito do pH (de 1,0 a 10,0) sobre o potencial de oxidagdo do 2-feniletilamina
utilizando uma solug&o 8,3 x 10° mol L. A primeira varredura de potencial da oxidagdo
dessa AB mostrou um processo oxidativo, onde a maior corrente de pico ocorreu no pH
6,0 (tampao fosfato). Em pHs muito acidos (pH 1 e 2) ou muito basicos (pH 9 e 10) nao
foram evidenciados sinais de processos oxidativos desse analito. O potencial de pico Py é
independente do pH (isto é, 0 mecanismo deste processo de oxidacdo envolve apenas
elétrons) para 3,0 < pH < 4,0 e apresenta uma dependéncia linear com um valor de
inclinagdo de -0,065 V pH™ (Figura 30B, uma relagéo linear: Ep; (V) = 2,02 - 0,067/pH;
r> =0,9571) para 4,0 < pH < 8,0. Os valores de inclinagio foram em torno de -0,059 V/pH
como esperado para uma reagdo monoeletronica/monoprotonica (LUZ et al 2004). Isto
indica um mecanismo de reagdo que envolve 0 mesmo nimero de protons e elétrons nos

processos (SMITH, 2006). Considerando a largura do pico a meia altura (W1), 0s
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nameros de prétons e elétrons transferidos foram calculados para 1H*/1e” para P1 (4,0 <
pH < 8,0, W12 = 99 mV), enquanto que em meios &cidos, 3,0 < pH < 4,0, para o pico P1
0 processo oxidativo envolve a transferéncia de 1 elétron. Os resultados concordam com
o valor tedrico (W12 de 90,0 mV) para 0 mecanismo de reacdo envolvendo um elétron
transferido (BRETT e BRETT, 1998).
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Figura 30 — Estudo de pH da 2-feniletilamina A) pH vs | B) pH vs E.

3.3.6 Determinacao analitica

As ABs estudas, apresentaram processos oxidativos em diferentes valores de
potencial, independente do pH, logo uma determinagdo simultanea dessas aminas em
VPD, torna-se viavel. Como foi observado no estudo anterior, o tampdo fosfato,
especialmente no pH 8,0 foi que apresentou maior sensibilidade, contudo, o proprio
tampé&o apresentava processos oxidativos nesse meio o que acabou gerando interferéncia
nas medidas dos analitos, sendo entdo necessario substituir o meio, logo, os estudos foram

realizados no eletrdlito suporte tampao acetato (pH 5,0).

Geralmente, os parametros da VPD (TM, v, a) podem influenciam fortemente a
corrente de pico (intensidade) e a seletividade (largura de meia-pico), determinando assim
a sensibilidade da técnica. As melhores condicGes de analise em termos de potencial de
pico e corrente maxima foram investigados em estudos univariados realizados para as
condicdes iniciais dos experimentos (Se¢do 3.2.7). D4 mesma forma que os estudos de
determinacéo simultanea para os HPAs, foi utilizado um analito e ajustado os parametros

com base nesse analito. Logo uma solugao de triptamina 8,3 x 10 mol L't em tampao de
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acetato 0,1 mol L (pH 5,0) foi utilizada para determinagio dos melhores parametros da

técnica VPD. Os valores otimizados sdo apresentados na Tabela 14.

Tabela 144 - Pardmetros VPD estudados e valores selecionados para a determinacdo das ABs

Parametros Faixa estudada Valor selecionado
Amplitude (mV) 10-100 100
Velocidade de varredura (mV s?) 10-35 35
Tempo de deposigdo (s)* 0-300 30

*Circuito aberto

Usando o tempo de deposicdo (tq) em circuito aberto para o passo de pré-
concentracéo, pode influenciar fortemente a intensidade de pico nas medigdes de VPD.
Logo, foi avaliado no intervalo tq O a 300 s (Tabela 14). Assim, um curto tempo de

acumulacao de 30s para as medic¢des quantitativas foi utilizada a técnica VPD.

3.3.6.1 Curva analitica

Inicialmente, curvas individuais foram construidas com o intuito de observar
possiveis interferéncias entre as aminas estudas (Figura 31). Com isso, antes da curva
analitica propriamente dita, foram feitas curvas individuais (mantendo duas ABs com
concentracdo fixa e aumentando uma Unica AB com a adic¢éo de algumas aliquotas) foram
realizadas visando observar seu comportamento de modo a garantir um método analitico
satisfatorio. A Figura 31 mostra as curvas individuais de cada AB: triptamina (Figura
31 A), histamina (Figura 31 B) e 2-feniletilamina (Figura 31 C). Inicialmente foi
adicionado na célula eletroquimica um mix dos ABs de concentragdo 2,0 x 107" mol L,
em seguida adicionado mais quatro aliquotas de 100 pL do padrdo analitico das ABs
correspondente de concentracéo 1,0 x 10 mol L. Como pode ser observado, nio houve
interferéncia significativa entre os analitos estudos, logo uma determinacédo simultanea

desses analitos pode ser realizada.

72



06 09 12 15 18
E (V) vs Ag/AgCI

06 09 1,2 15 1,8
E (V) vs Ag/AgCI

e

06 09 12 15 1,8
E (V) vs Ag/AgCI

Figura 31 — VVoltamogramas de pulso diferencial das curvas individuais das ABs. A) triptamina B)
histamina. C) 2-feniletilamina.

Utilizando tempos de acumulagéo de 0 e 30s, foram obtidos varreduras de VPD
sequenciais de uma solucéo contendo 1,0 x 107 mol L das ABs para avaliar os efeitos
de memoria, Figura 32. A resposta observada sugeri que a pré-concentracdo pode ser
utilizada na determinacdo eletroanalitica, pois ndo houve evidéncia que o sensor utilizado
guarde memoria dos resultados anteriores por meio de residuos que possam ter

interagidos com a superficie do eletrodo.
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Figura 32 — Efeito de memdria das ABs. (==) triptamina (=) histamina (==) 2-feniletilamina.

A curva analitica das ABs apresentaram uma significativa relacdo linear,

apresentando as seguinte equag6es de regressao linear:
Ip/A =1,89 x 108 (+ 5,66 x10°) + 1,42 x 107 (+ 1,24 x10%) [triptamina]/mol L*

Apresentando uma faixa de concentracéo de (0,99 —31,7) x 108 mol L com N =
14 e R? igual 2 0,9953, um LD = 2,2 x 10° mol LY e um LQ = 7,3 x 10° mol L.

Ip/A =5,69 x 108 (+ 1,89 x10°) + 2,93 x 107 (+1,68 x10™*) [histamina]/mol L*

Apresentando uma faixa de concentragdo de (1,98 —35,2) x 108 mol L com N =
10 e R? igual 2 0,9924, um LD = 3,4 x 10° mol LY e um LQ = 1,1 x 108 mol L.

Ip/A =1,28 x 108 (+ 4,98 x10°) + 6,77 x 1072 (+ 2,53 x10%) [2-feniletilamina]/mol L

Apresentando uma faixa de concentracéo de (1,98 —41,7) x 108 mol L' com N =
11 e R? igual 20,9936, um LD =4,4x 10" mol L*eum LQ =1, x 10" mol L.

A precisdo do método proposto em VPD foi determinado em termos de
repetibilidade (1,8, 3,7 e 4,5%, para 15 varreduras sucessivas) e reprodutibilidade (2,9,
4,1 e 4,9%, para 5 diferentes medidas) para uma concentragdo de 2,3 x 10”7 mol L das

ABs triptamina, histamina e 2-feniletilamina, respectivamente.
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3.3.6.2 Aplicacdo em amostras reais

O método descrito foi aplicado na determinacgdo de triptamina em amostras de
alimentos, as quais foram previamente tratadas como descrito na se¢do 3.2.6. A presenca
das ABs foi confirmada utilizando curvas de recuperacdo obtidas a partir de amostras com
cinco aliquotas de 150 puL de uma solugdo 1,0 x 10 mol L das ABs, por método de
adicdo padréo. Para todas as amostras, o EDDB respondeu eficientemente aos
incrementos. Foram determinados a recuperacédo percentual e os desvios-padréo relativos;
Os resultados sdo apresentados na Tabela 16. Os resultados mostrados revelam a
possibilidade de utilizar o método analitico proposto para a determinacdo das ABS no

controle da qualidade nas amostras de alimentos.

Tabela 155 — Estudo de recuperagdo da triptamina em amostras de alimentos.

7 H —7 -1 2Ab a

Amostras Triptamina (x 10~ mol L) Recuperagéo RSD
Adicionado Encontrado? (%) (%)

Banana 1,25 1,13 90,4 1,66
Tomate 1,25 1,17 93,6 0,77
Queijo Mucarela 1,25 1,18 94,4 0,06
Banana 1,60 1,50 93,7 1,20
Tomate 1,60 1,53 95,6 0,62
Queijo Mucarela 1,60 1,52 95,0 0,06
Banana 1,92 1,88 97,9 0,97
Tomate 1,92 1,85 96,4 0,49
Queijo Mucarela 1,92 1,89 98,4 0,01

2n = 3; P(100 x Encontrado/Adicionado)
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4. CONCLUSOES

4.1 Hidrocarbonetos policiclicos aromaticos

Os HPAs estudados apresentaram apenas um processo oxidativo Ep= +0,95V, Ep=
+1,03 e Ep= +1,35V, para 0 benzo(a)pireno, pireno e fluoranteno, respectivamente. Uma
metodologia para a determinagdo simultédnea desses HPAs em VPD foi desenvolvida,
usando o eletrélito suporte tampao acetato (pH 4,0) no ECV e na presenca do surfactante
DSS, apresentando curvas analiticas (0,50 — 33,6, 0,50 — 33,6 e 2,50 — 98,4) x 10 mol
L%, LD de 0,03, 0,02 e 0,42 e LQ de 0,10, 0,06 0,42 para o benzo(a)pireno, pireno e
fluoranteno, respectivamente. E recuperagdes acima de 87% para duas concentrac6es dos

HPAs em amostras de cachagas.

N&o houve diferenca significativa, em termos de corrente de pico, ao modificar o
ECV com nanotubos de carbonos (funcionalizados ou ndo) na auséncia do surfactante
DSS. Na presenga do surfactante, houve uma interagdo surfactante-nanotubos,
desfazendo a modificacdo da superficie do eletrodo, impossibilitando a determinacao dos
HPA:s.

A determinacdo dos HPAs também foi possivel utilizando um EPC modificados
com ftalocianinas metalicas (Co, Ni, Cu e Zn), no qual o Zn com 5% de modificacdo na
pasta foi 0 que apresentou maior sensibilidade, em termos de corrente de pico, sendo este
eletrodo utilizado para a determinacdo analitica dos HPAs. Apresentando curvas
analiticas (0,50 — 31,7, 0,25— 15,8 0,75—-47,5) x 10° mol L, LD de 0,12, 0,03 ¢ 0,14
e LQ de 0,40, 0,09 0,46 para o benzo(a)pireno, pireno e fluoranteno, respectivamente. E

recuperacdes acima de 89% para duas concentra¢es dos HPAs em amostras de cachacas.

4.2 Aminas biogénicas

A oxidacdo eletroquimica de triptamina utilizando diferentes tecnicas
voltamétricas sobre GCE, demonstrando uma transferéncia de elétrons quase reversivel
para o sistema redox representado por um par de picos P1-P3 e uma reagdo irreversivel
para P2 pico. O pico P1 é um processo controlado por transporte eletrénico de massa

controlado predominantemente por difusdo, e é a resposta analitica mais seletiva e
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sensivel (solugdo tampdo de acetato pH 5,0). Nessa condicdo, um método VOQ foi
desenvolvido e foi aplicado com sucesso para a determinacéo de triptamina em amostras
de alimentos com recuperacfes médias superiores a 90%. Além disso, esse método é
simples, sensivel, seletivo, rapido e preciso, apresenta instrumentacdo de baixo custo e

representa uma boa alternativa para a analise laboratorial de rotina.

Um método em VPD sobre o EDDB foi desenvolvido para a determinagédo
simultanea das ABs triptamina (Ep=~ +0,83V), histamina (Ep~ +1,35V) e 2-feniletilamina
Ep~ +1,72V). Onde apresentaram curvas analiticas na ordem de 10® mol L, baixos
limites de deteccdo e quantificacdo e valores de recuperacdo acima de 90%, para trés

concentragcOes dos HPAs em amostras de alimentos (banana, tomate e queijo mucarela).
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Tryptamine, a biogenic amine, is an indole dervative with an electrophilic substiuent at the C3 positon
af the pyrmle ring of the indole moiety. The electrochemical oxidation of tryptamine was investigated
using glassy carbon elecrode (GCE) and focusing on trace level determination in food products by
square wave adsorptive stripping voltam metry (SWAASV]L The electrochemical responses of oyptamine
were evaluated using differing voltammetric technigues over a wide pH range, a quasi-reversible elec-
tron-transfer to redox systern represented by coupled peaks P,—Py, and an imeversible reaction for peak
P, were demonstrated. The proton and electron counts associated with the oxidation reactions wene
estimated. The nature of the mas transfer process was predorminantly diffusion-limited for the oxidation
process of Py, the most selective and sensitive analytical response (acetate buffer solution pH 53], being
used for the development of SWAJSY method, under optimum conditions. The excellent response al-
lowed the development of an elecroanalytical method with a linear response mnge of from
A7-545) = 107 *mol L7, low detection limit (L8 10" maol L™"), and gquantification lmit {27 =
W™ molL~"), and acceptable levels of repeatability (3.6%), and reproduchbility {3.8%). Tryptamine con-
tent was determined in bananas, tomatoes, cheese (mozzarella and gorgonzola), and cold meats (chicken
sausage and pepperoni sausage ], yielding recoveries abowe O0%, with excellent analytical performance
using simple and low cost instrumentation.

& 2006 Elevier BV, All rights reserved.

86



