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RESUMO

Dentre os hidrocarbonetos policiclicos aromaticos, o benzo(a)pireno (BaP) € um
dos mais conhecidos e estudados, devido a evidéncia de carcinogenicidade em
humanos e animais. Produzido a partir de combustdo incompleta de matéria
organica, pode ser encontrado em diversas matrizes, a exemplo da cachaca. O
BaP pode ser determinado por diversas técnicas analiticas, tais como: técnicas
voltamétricas, cromatograficas, espectrofluorescentes, etc. Nesse sentido, a
oxidacao eletroquimica do BaP foi investigada em diferentes valores de pH,
tempos de pré-concentracdo, bem como quanto ao uso de surfactantes e
propor¢do em volume de &gua-acetonitrila na cela eletroquimica utilizando
eletrodo de pasta de carbono (EPC), visando a obtencdo de método voltamétrico
de determinacdo em agua de abastecimento e cachaca. Com o estudo dos
parametros supramencionados obteve-se uma condicdo experimental — mistura
1:1 de tampéo Britton-Robinson (BR) pH 4,0 e acetonitrila, tempo de pré-
concentracdo de 10 minutos em potencial de circuito aberto e 10 mg L do
surfactante dodecil sulfato de sodio — onde foi observado um pico de oxidac&o
bem definido em +1,06 V (vs. Ag/AgCl) por voltametria de onda quadrada (VOQ)
com EPC em 100 pg L' de BaP. O EPC foi modificado com nanoparticulas de
ouro sintetizadas por eletrodeposi¢cao. A modificagdo no EPC apresentou maior
sensibilidade e foi escolhido para o desenvolvimento do método. Com intuito de
obter respostas mais reprodutiveis, um planejamento fatorial para otimizacdo
robusta, método Taguchi, foi empregado para selecionar os niveis ideais dos
parametros estudados. Uma vez estabelecidos o eletrodo e as condigbes
voltamétricas de analise, o método apresentou faixa linear de trabalho de
20 ug Lt a 260 ugL?, alcancando limite de deteccdo (LD) 0,29 pg L*?
(1,14 nmol L) e limite de quantificacdo (LQ) de 0,96 ug L* (3,8 nmol L1). O
método foi aplicado na determinacdo de BaP em amostras de agua de
abastecimento e cachaca e os resultados foram comparados aos obtidos com
espectroscopia de fluorescéncia usando o método estatistico t student pareado,
apresentando boa concordancia entre as duas técnicas. O LD e LQ do método
desenvolvido, encontram-se proximos aos obtidos na literatura pelos métodos
eletroquimicos classicos.

Palavras-chave: benzo(a)pireno, voltametria de onda quadrada, eletrodo de
pasta de carbono, nanoparticulas de ouro.



ABSTRACT

Among polycyclic aromatic hydrocarbons, benzo(a)pyrene (BaP) is one of the
best known and studied, due to evidence of carcinogenicity in humans and
animals. Produced from incomplete combustion of organic matter, they can be
found in several matrices, for example, cachaca. BaP can be determined by
several analytical techniques, including voltammetric techniques. In this sense,
the electrochemical oxidation of BaP was investigated at different pH values and
concentration times, as well as the use of surfactants and the volume quantity of
water-acetonitrile in electrochemistry employing carbon paste electrode (CPE),
using the voltammetric method of determination in supply water and distilled
drink. With the study of the aforementioned parameters, an experimental
condition was obtained - 1: 1 mixture of Britton-Robinson (BR) pH 4.0 buffer and
acetonitrile, pre-concentration time of 10 minutes in open circuit potential and 10
mg L of the sodium dodecyl sulfate surfactant - where a well-defined oxidation
peak at +1.06 V (vs. Ag / AgCl) was observed by square wave voltammetry (VOQ)
with EPC in 100 ug L of BaP. The CPE was modified with gold nanoparticles
synthesized by electrodeposition. The CPE modification showed greater
sensitivity and was chosen for the development of the method. In order to obtain
more reproducible answers, a factorial design for robust optimization, Taguchi
method, was used to select the ideal levels of the studied parameters. Once the
electrode and voltammetric conditions of analysis were established, the method
presented a linear working range from 20 pg L* to 260 pg L%, reaching the
detection limit (LD) 0.29 ug L* ( 1.14 nmol L) and limit of quantification (LQ) of
0.96 ug Lt (3.8 nmol L1). The method was applied to determine BaP in samples
of drinking water and cachaca and the results were compared to those obtained
with fluorescence spectroscopy using the paired t student statistical method,
showing good agreement between the two techniques. The LD and LQ of the
developed method are close to those obtained in the literature by the classical

electrochemical methods.

Keywords: benzo(a)pyrene, square wave voltammetry, carbon paste electrode,

gold nanopatrticles.
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1 INTRODUCAO

1.1 Hidrocarbonetos Policiclicos Aromaticos (HPAS)

Os hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAs) compdem um grupo
com mais de 100 compostos lipofilicos conhecidos por sua atividade mutagénica
e carcinogénica. Esses compostos sdo formados, exclusivamente, por carbono
e hidrogénio, dado por dois ou mais anéis arométicos condensados em sua
estrutura (VOLLHARDT; SCHORE, 2013). Como exemplos, sdo apresentadas
as estruturas dos HPAs, fenantreno, antraceno, criseno e benzo(a)pireno (Figura
1).

Fenantreno Antraceno

Criseno Benzo(a)pireno

Figura 1. Estrutura quimica e anelacédo de alguns HPAs. Fonte: VOLLHARDT; SCHORE, 2013.

No ambiente, a emissdo de HPAs pode ser proveniente de fontes naturais
— incéndios de florestais naturais e erup¢des vulcanicas — e antropogénicas —
combustdo de motores a diesel e gasolina, queimadas florestais, fumaca de
cigarro e cozimento de alimentos (churrasco, frituras e assados a lenha ou
carvao) (RENGARAJAN, et al., 2015). Apds sua emissdo, os HPAs apresentam
mobilidade e persisténcia no meio ambiente, com deposicdo nos principais

compartimentos ambientais (ar, solo, agua).



O comportamento biolégico e ambiental desses compostos pode ser
compreendido por meio de algumas propriedades fisico-quimicas (Tabela 1). Os
HPAs séo sdlidos em temperatura ambiente, séo pouco sollveis em agua, sendo
gue a solubilidade diminui com o aumento do numero de anéis. Como
apresentam uma estrutura consideravelmente estavel, possuem pontos
elevados de fusdo e ebulicdo. Sao soluveis em solventes organicos e
demonstram elevada afinidade lipofilica corroborada pelo coeficiente de particao
octanol/agua (Kow), que aumenta com a massa molecular (PURCARO; MORET;
CONTE, 2015).

Tabela 1. Propriedades fisicas e quimicas de alguns HPAs. Fonte: Adaptada de NETTO, et al.,
2000.

Peso PE PE Presséo de Log Solubilidade

Substancia molecular °C) ©C) Vapor K em Agua

(g mol™h) (Pa, 25°C) (olw) (mg L™

Naftaleno 128,17 81 217,9 104 3,40 3,17 x 104

Acenaftileno 152,20 92-93 - 8,90 x 10! 4,07 -

Fluoreno 166,22 111156 295 8,00 x 1072 4,18 1,98 x 10°

Fenantreno 178,23 100,5 340 1,60 x 107 4,60 1,9x10°
Antraceno 178,23 216,4 342 8,00 x 10 4,50 73,0
Pireno 202,26 150,4 393 6,00 x 10 5,18 135
Criseno 228,29 253,8 448 8,40 x 10° 5,91 2,00
Benzo(a)pireno 252,32 178,1 496 7,30 x 10”7 6,50 3,80

*PF — ponto de fuséo; PE — ponto de ebuligéo; Log Ko — coeficiente de partigéo (octanbl/égua).

Em contrapartida, a volatilidade desses compostos diminui com o aumento
da massa molecular. Nesse sentido, os HPAs com massas moleculares menores
como o naftaleno, acenaftileno e fluoreno, sdo volateis e apresentam maiores
pressdes de vapor quando comparados a HPAs mais pesados. Posto isto, estas
substancias podem ser encontradas na atmosfera na fase gasosa, bem como,
adsorvida em material particulado. A meia-vida dos HPAs com maior peso
molecular é elevada (benzo(a)pireno — 269 dias a 8,2 anos no solo), o que indica
uma degradacéo lenta (NETTO, et al, 2000).

Na atmosfera, o comportamento dos HPAs depende das interacbes com
outros poluentes, transformacdes fotoquimicas e deposicdo seca e umida. No
ar, os HPAs existem na fase de vapor ou adsorvidos em particulas transportadas
pelo ar, dependendo das condi¢cdes atmosféricas (temperatura ambiente,

umidade relativa, etc.). Tais compostos sdo capazes de reagir com 0zonio,



oxidos de nitrogénio e dioxido de enxofre para formar outros poluentes, como o
nitro- e dinitro-HPAs e 4cidos sulfdricos.

A adsorcao de HPAs em fases particuladas depende do tipo de particulas
em suspensao (por exemplo, fuligem, cinzas, poeira, pélens, 6xidos de metais
pirogénicos etc.) e podem ser afetadas pela umidade (ZHANG; TAO, 2009).
Esses compostos também sdo detectados no solo e na agua, bem como em
varios produtos consumiveis, porém em concentragcdes muito menores que no
ar. Na 4gua, eles se apresentam em quantidades muito baixas devido a sua alta
hidrofobicidade. S&o encontrados em aguas superficiais contaminadas
(0,255 ug L benzo(a)pireno), efluentes de refinaria, Aguas residuais municipais
e escoamento urbano (AZEVEDO; GERCHON; REIS, 2004). Parte dos HPAs
sdo solubilizados na agua e parte deles ficam adsorvidos ao material em
suspensdo e/ou sedimentos, facilitando a absorcdo destes compostos por
organismos vivos (frutos do mar e peixes), sendo um meio de contaminacao
pertinente (MOSTAFA, 2002).

Os residuos gerados a partir de processos e operacfes industriais,
incluindo residuos domésticos, quando tratados parcialmente e descartados no
ambiente solo-agua, entram em lagos, cérregos, rios, oceanos e outros corpos
d'agua. Os poluentes séo dissolvidos, suspensos na agua e/ou depositados em
leitos de sedimentos no solo. Dentro do exposto, um esquema do destino e

distribuicdo de HPAs no ambiente e na atmosfera € ilustrado na Figura 2.



HPA’s no ar
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Figura 2. Esquema do destino e distribuicdo de HPAs no ambiente e na atmosfera. Fonte:
Adaptado de KIM, et al., 2013.

Os HPAs encontram-se no solo, em sua maior parte, adsorvidos no material
constituinte e ficam retidos nas camadas mais externas, onde estes
contaminantes, geralmente, estdo mais presentes na superficie da planta (folhas
externas, casca) do que no tecido interno (LAWAL, 2017). Sob esse vies,
diversos alimentos podem ser contaminados por HPAS presentes no solo.

A presenca de HPAs nos alimentos implica um risco potencial para a saude
humana. Sua presenca se reflete em niveis detectaveis em muitos tipos de
alimentos nao cozidos, cereais, vegetais, em gorduras e 0leos como girassol,
oliva, soja, palma e Oleos de colza, cha, bebidas destiladas, entre outros tipos
(LEE, et al., 2016). A exemplo, sabe-se que a cachaca é a primeira bebida
destilada mais consumida no Brasil e a terceiro do mundo, segundo a
Associacao Brasileira de Bebidas — ABRABE. Para a producao da cachaca, a

colheita da cana-de-agucar no Brasil € na maioria das vezes, conduzida apoés a



gueima dos canaviais. Este procedimento resulta em contaminacdo ambiental,
por meio das particulas de palha queimada (fuligem) e dos inUmeros compostos
toxicos, dentre os quais destacam-se os HPAs, que introduzidos na atmosfera,
podem contaminar a cana-de-agucar e, consequentemente, a cachaga (TFOUNI,
et al., 2007).

O risco potencial a saude tem sido apresentado em estudos que
demonstram alguns compostos desse grupo como altamente toxicos,
carcinogénicos e/ou mutagénicos em experimentagdo com microorganismos,
bem como para sistemas superiores, incluindo seres humanos (SENTURK,
2013). Vale ressaltar que esses compostos se bioacumulam na cadeia alimentar.

A toxicidade dos HPAs tem sido avaliada por varias organizacdes como por
exemplo, United States Environmental Protection Agency (US EPA),
International Agency for Research on Cancer (IACR), Scientific Committee on
Food (SCF), Joint FAO/WHO Expert Committee on Food Additives (JECFA) e
International Programme on Chemical Safety (IPCS). A USEPA selecionou 16
HPAs que sdo téxicos e carcinogénicos, frequentemente encontrados em
amostras de monitoramento ambiental (4gua, ar, solo).

A selecado dispbe as substancias com base na frequéncia de ocorréncia,
toxicidade e potencial a exposicdo humana. Esses HPAs foram identificados em
1970, sendo eles, em ordem de massa molecular: naftaleno, acenaftileno,
acenafteno, fluoreno, antraceno, fenantreno, fluoranteno, pireno,
benzeno(a)antraceno, criseno, benzo(a)pireno, benzo(b)fluoranteno,
benzo(k)fluoranteno, benzo(ghi)perileno, indeno(1,2,3-cd)pireno e dibenz(a,
h)antraceno (MUMTAZ; GEORGE, 1995; PANDEY; KIM; BROWN, 2011,
ZELINKOVA; WENZL, 2015).

A Agéncia Internacional de Pesquisas sobre o Cancer (IARC) separou 0s
16 HPAs em grupos baseados em suas propriedades carcinogénicas e
mutagénicas, como descreve a Tabela 2. O grupo 1 representa os agentes que
sao carcinogénicos em humanos. O grupo 2A representa 0s agentes que séo
provaveis carcinogénicos em humanos. O grupo 2B representa 0s agentes que
sao possiveis carcinogénicos em humanos e o grupo 3 representa 0s agentes

gue ndo apresentam atividade carcinogénica em humanos.



Tabela 2. Propriedades mutagénicas e carcinogénicas dos HPAs. Fonte: Adaptado de SINGH,;
AGARWAL; VARSHNEY, 2016.

o - Grupos de
N HPA Genotoxicidade classificacdo IARC
1 Acenafteno Questionavel Ainda néo avaliado
2 Acenafteno Questionavel Ainda néo avaliado
3 Antraceno Negativo 3
4 Benzo(a)antraceno Positivo 2B
5 Benzo(b)fluoranteno Positivo 2B
6 Benzo(k)fluoranteno Positivo 2B
7 Benzo(g,h,i)perileno Positivo 3
8 Benzo (a) pireno Positivo 1
9 Criseno Positivo 2B
10 Dibenzo(a,h)antraceno Positivo 2A
11 Fluoranteno Positivo 3
12 Fluoreno Negativo 3
13 Indeno(1,2,3— c,d)pireno Positivo 2B
14 Fenantreno Questionavel 3
15 Pireno Questionavel 3
16 Naftaleno Positivo 2B

O dano ao DNA induzido por poluentes ambientais € uma importante via de
toxicidade enddgena no sistema biolégico. A maioria desses poluentes organicos
pode ndo causar danos ao DNA de forma direta, mas seus produtos
metabolizados por reagfes enzimaticas sdo genotoxicos e podem lesionar o
DNA. O numero de anéis nos compostos correlaciona-se proporcionalmente com
o nivel de toxicidade (ZHANG, et al., 2006; XIA, et al., 2013).

Os HPAs com quatro ou mais anéis em sua estrutura e seus metabdlitos
sdo compostos mutagénicos e toxicos com risco significativo para a saude
humana. Esses compostos se convertem em epoxidos de diol ou agem
sinergicamente na ligacdo covalente eficiente com macromoléculas celulares
como o DNA, adicionando erros em sua replicagéo, mutacao e génese do tumor,
gerando o cancer (SINGH; AGARWAL; VARSHNEY, 2016). Frente a isso, ha a
necessidade em controlar os niveis de concentracdo desses compostos nas
mais diversas matrizes. Nesse sentido, estas substancias podem ser
determinadas pelo método referéncia 8310 encontrado na US-EPA
(cromatografia liquida de alta eficiéncia com detecgéo por UV ou fluorescéncia),
pelo método referéncia 6440 B do Standard Methods (APHA, 2005) ou por

diversos outros métodos, como descrito na Tabela 3.



Tabela 3. Métodos analiticos comuns empregados na analise de HPAs.

N° Técnica Matriz Referéncia
. . Amostra ambiental e
1 Fluorimetria de alimentos WENZL, et al., 2006

Espectroscopia de

2 Amostras forenses TOMMASINI, et al., 2016
Infravermelho
Espectrometria de "
3 Eluorescéncia Agua ZHANG, et al. 2012
4  FEspectroscopiade 50 e residuos AEMIG; CHERON, et al., 2016
Fluorescéncia
CG-EM Furtas e vegetais BANERJEE, et al., 2012
6 CLAE - Particulas PHAM, et al., 2015

Fluorescéncia atmosféricas e Solo

1.1.1 Benzo(a)pireno

Como descrito na Tabela 2, o benzo(a)pireno (BaP) esta classificado no
grupo 1 pelo IARC, sendo o HPA de maior atividade carcinogénica. Pode-se
afirmar que este esta presente na maioria das amostras contaminadas por HPA
(Du, et al., 2015). O BaP é um composto lipofilico, com cinco anéis em sua
estrutura como ilustrado na Figura 1, possui altos valores de ponto de fusédo e
ebulicdo, baixa solubilidade em agua e baixa presséo de vapor. Devido as suas
caracteristicas, 0os seres humanos sdo expostos a este composto por diferentes
vias, entre elas inalacdo, ingestdo de alimentos e 4gua contaminados e contato
dérmico.

Assim como outros HPAs, o BaP tende a ser mais facilmente incorporado
no tecido, figado e rim. O BaP é metabolizado pelos mamiferos por meio de uma
monooxigenase e epoxido hidrolase dependente do citocromo P450 a
metabdlitos epdxidos, incluindo metabdlitos priméarios e secundarios, tais como
didis, fendis, quindis, di-hidrodidis e conjugados soluveis em agua (ZHANG, et
al., 2006; XIA, et al.,2013).

Estudos comprovam que, para que tenha atividade carcinogénica, o BaP
necessita de uma ativacdo metabdlica (PADROS, PELLETIER, 2000). In vivo
geralmente o BaP é catalisado por citocromos como o P450 para formar o
benzo(a)pireno-7,8-dihidrodiol-9,10-epdxido (BPDE), que € o principal agente
cancerigeno que causa dano ao DNA. O BPDE é o produto cancerigeno de trés
reacfes enzimaticas.

Primeiro, o BaP é oxidado pelo citocromo P450 para formar uma variedade
de produtos, incluindo o (+)benzo(a)pireno-7,8-epédxido (BPE). O citocromo P450

€ um catalisador poderoso, capaz de gerar muitos tipos de reacdo, como:
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epoxidacdo e hidroxilacado das ligac6es C-H, mesmo na presenca de uma ligacéo
C=C. Segundo, o produto BPE é metabolizado pela epdxido hidrolase, abrindo o
anel epoxido para produzir (-)benzo(a)pireno-7,8-dihidrodiol. E por ultimo, o
agente cancerigeno é formado apds outra reagcdo com o citocromo P450 para
produzir o BPDE (KESKIN, et al., 2010; YARDIM, et al., 2011; SENTURK, 2013;
NI, et al., 2014). O esquema de reacao ilustrado na Figura 3 (JALALVAND, et
al., 2015).

O BPDE se liga covalentemente ao DNA, de tal modo que essa molécula
se intercala no DNA, distorcendo-o e perturbando a estrutura da dupla fita do
DNA. Tal reacéo, interrompe o processo normal de copia do DNA e induz
mutacdes, o que explica a ocorréncia de cancer apés a exposicao (JALALVAND,
et al., 2015).

():. 2¢, 2H'
——

CYP450
-H,0

BaP g
(+)benzo(a)pireno-7,8-epoxido

Epoxido hidrolase |H,0

Y

NN X
o |
0,, 2¢, 2H" F
-~
CYP450 I
H,0 XN
’ OH ~ 7 OH
BH OH

(*)benzo(a)pireno-7,8-dihidrodiol-9,10-epoxido (-)benzo(a)pireno-7,8-dihidrodiol

Figura 3. Metabolismo do BaP pelo citocromo P450 gerando como produto o metabdlito com
atividade carcinogénica. Fonte: Adaptado de JALALVAND, et al., 2015.

Diante do exposto, h4 uma preocupacao em determinar o BaP em diversas
matrizes, para que haja um controle mais rigoroso deste contaminante. Apesar

da problematica e dos diversos estudos abordando a toxicidade e caracteristicas



carcinogénicas dos HPAs em geral, até o presente momento, ndo ha limite legal,
mundialmente, para os teores de HPAs em agua, solo e alimentos. Na falta
desses limites, alguns paises adotaram limites proprios.

A Unido Europeia (European Union, EU) em uma de suas diretrizes
(directive 98/83/EC) fixou limite maximo de 100 ng L para benzo(b)fluoranteno,
benzo(k)fluoranteno, benzo(g,h,i)perileno e o indeno(1,2,3-c,d)pireno,
individualmente, em agua potavel. Ainda, foi fixado um limite maximo de
10 ng L™ para o benzo(a)pireno (EU, 1998).

Paises europeus como Italia, Alemanha, Suica, Republica Tcheca, Austria,
Eslovaquia e Polénia adotaram um limite toleravel de benzo(a)pireno de
1 ug Kg?* em alimentos defumados (EC, 2003). Nos Estados Unidos, a Snack
Food Association (SFA) adota que os aromas/aromatizantes dos condimentos
empregados na producdo de alimentos industrializados ndo devem ter
concentracdes de benzo(a)pireno e benzo(a)antraceno superiores a 10 pg Kg*
e 20 ug Kg?, respectivamente (USEPA, 1998).

No Brasil, ndo ha um acompanhamento do processo de redugdo da
concentracdo desses contaminantes. A avaliagdo nesses meios tem sido
realizada apenas com o auxilio de parametros quimicos, nos quais 0s
contaminantes de interesse, de acordo com cada caso de contaminacdo, s&o
comparados com os valores de referéncia da Resolucdo CONAMA n° 357, de 17
de marco de 2005, que dita um limite maximo de BaP para dgua destinada ao
abastecimento para consumo humano de 0,05 pg L! e em &gua salinas de
0,018 pg L (BRASIL, 2005). Ainda, o Ministério da Salde na Portaria n° 2.914,
de 12 de dezembro de 2011, estabelece para que haja um padrdo de
potabilidade um limite maximo de 0,7 ug L para o BaP na dgua para consumo
humano (BRASIL, 2011).

As técnicas convencionais de identificacdo e quantificacdo do BaP séo:
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), cromatografias liquida e gasosa
com deteccdo por espectrometria de massas (CL-EM e CG-EM,
respectivamente) e espectrometria de fluorescéncia (KLIMISCH, 1973; PERRY,
et al., 1983; HILPERT, et al., 1984; WATERMAN, et al., 2000). Como a maioria
dessas técnicas envolvem instrumentos que exigem um pré-tratamento

complexo da amostra, a investigacao e quantificacdo recorrente deste composto,



ou seja, um monitoramento dos niveis de concentracdo do BaP em diferentes

matrizes se torna inviavel.

Em contrapartida, os métodos eletroanaliticos vem se destacando na

determinacdo de diversos compostos organicos e inorganicos. Entre outras

caracteristicas, os métodos eletroanaliticos podem alcancar limites de deteccéo

comparaveis aos meétodos cromatograficos. Na literatura sdo encontrados

trabalhos para a determinacdo de HPAs envolvendo métodos voltamétricos e

diversos tipos de eletrodos de trabalho. A Tabela 4 apresenta alguns estudos

relacionados a determinacao eletroquimica de BaP.

Tabela 4. Revisao bibliogréafica dos trabalhos que determinam BaP por métodos eletroanaliticos.

Modificacéo /

Eletrodo de Adaptacio Solvente BaP Técnica de Limite de
Autores Trabalho Metodologia / Eletroélito Determinacéao Deteccéao
Udomsap, Polimeros . 0,93 uM
Pasta de Voltametria de '
1 et al., carbono b_a_seados em ACN/ TBA-PF6 Onda Quadrada —245
2018 vinil-ferroceno ppb
Jalalvand, Nanotubos de DMSO / . 0,65 nM
Carbono e = Voltametria de
5 et al., vitreo carbono/néfion/  tampéo fosfato Pulso diferencial -0,16
2015 dsDNA pH 5,5 ppb
pré- ) :
Du, et al., Carbono concentragao de '/A(FEeNrcT;rce)ltE)lalez Voltametria de 0;65 1”;“
3 2015 Vitreo 600s em circuito e Pulso diferencial '
Saodio ppb
aberto
Liu, et al., ouro dsDNA baseado ACN /tampao Vgl;g:g:tga 2mM —
4 2012 em SiO2 NPs fosfato pH 7,4 . 505 ppb
Fluorescéncia
. surfactante DSS
5 Yardim, et dglirggr;fm e pré- taIanMéSc?B/R Voltametria de 2,9nM —
al., 2011 P concentragdo de b Onda Quadrada 0,73 ppb
boro pH 2
120s
Kerman, DMSO / .
o e GO aona o ldemerede 200
2001 acetato pH 4,8 (0 PP
pré-
Keskin, et Mina de concentragdo de DMS(~)/ Volt_ametrla~ de 27 nM —
7 al 2010 grafite 180s em tampao Redissolucao e 6.82 pob
v potencial fixo de  acetato pH 4,8 Onda Quadrada 02 PP
+0,7V
8 Ni, et al., Carbono Grafeno-néafion- tarr?céeéofr(])if/ato Voltametria de 1_1,228n2M
2014 Vitreo hemina-DNA P Pulso Diferencial '
salino pH 7,4 ppb

A maioria dos estudos empregam eletrodos de trabalho de alto custo ou

apresentam modificagfes laboriosas em sua superficie, a exemplo do estudo de

Ni e colaboradores (2014), que modificaram eletrodo de carbono vitreo. Os
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autores executaram o polimento da superficie do eletrodo para ser ativado por
repetidas varreduras de potencial entre -1,0 e 1,0 V em 10 mL de &cido sulfarico
0,25 mol L até que um voltamograma ciclico reprodutivel fosse obtido.

Para o processo de modificacdo do eletrodo, 1,0 mg de grafeno foi disperso
em 1,0 mL de solucao de néafion a 0,5 %, que foi entdo ultra-sonicada por 2 horas
para formar uma mistura homogénea de grafeno-nafion. Esta mistura (20 mL) foi
depositada gota a gota sobre a superficie do eletrodo ativado e seco ao ar por
4 horas. Posteriormente, 10 mL de 2,0 mg mL?' de hemina e 10 mL de
1,0 mg mL* de DNA foram adicionados, sucessivamente, ao eletrodo modificado
nafion-grafeno, e foi seco ao ar por 12 horas.

O sensor obtido foi entdo imerso no tampéao fosfato salino (pH 7,4) e o
benzo(a)pireno foi determinado por voltametria de pulso diferencial alcangcando
um limite de deteccéo de 11,2 nmol L (2,82 ng L) em matriz aquosa (NI, et al.,
2014).

Nessa conjuntura, esse estudo visa desenvolver um método mais simples,
mais sensivel e econémico para identificar e determinar o BaP por meio da

analise eletroquimica.

1.2 Técnicas Voltamétricas

As técnicas voltamétricas sdo amplamente empregadas para estudos
fundamentais de processos de oxidac&o e reducdo em varios meios, em que se
baseiam na medida da corrente em uma célula eletroquimica em funcédo do
tempo e do potencial aplicado (SKOOG, 2005).

1.2.1 Voltametria Ciclica

A voltametria ciclica (VC) é uma técnica comumente empregada para
adquirir informacdes qualitativas sobre os processos eletroquimicos. Na VC, o
potencial aplicado ao eletrodo de trabalho varia continuamente com o tempo na
forma de onda triangular (Figura 4A), em que trés potenciais caracterizam a
técnica como ciclica, sendo eles: o potencial inicial; o potencial de retorno, no
gual ocorre inversao do sentido da varredura de potencial e, por fim, o potencial
final sendo que este pode ou nado coincidir com o potencial inicial (SKOOG,
2005).
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De modo geral, a eficiéncia desta técnica destaca-se pela habilidade de
rapidamente fornecer informacdes sobre a termodinamica de processos redox,
de transferéncia de elétrons, da cinética de reacdes heterogéneas e também
sobre reacdes quimicas acopladas a processos adsortivos (WANG, et al.,
2006a).

O sentido da varredura pode ocorrer em direcdo a regido anodica ou
catédica, em que se pode analisar semi-quantitativamente as velocidades da
reacdo com o intuito de identificar espécies eletroativas. Mediante essa analise
obtém-se informacbes de parametros elétricos relativo ao processo de
oxirreducdo da(s) substancia(s) eletroativa(s) na superficie do eletrodo de
trabalho (SCHUETZLED, et al.,1989).

Afim de se obter pardmetros cinéticos e de reversibilidade do sistema
eletroquimico, a avaliagdo da influéncia da variacédo da velocidade de varredura
no perfil do voltamograma ciclico é realizada. O sinal de corrente registrada da
origem ao voltamograma, curva de potencial vs. corrente (Figura 4B). As
correntes de pico de oxidacdo ou de reducdo obtidas no voltamograma séo
proporcionais a concentracao da espécie.

Cathodic

B 0—-R
——~Cycle 1— A
Efinal

B Reverse

= scan =

2 ™ o £ Forward scan

o Forward °l e

Ejpiia | S€8N v nd

Switching
potential

Time Reverse scan

Anodic

O0-~—R

Potential

Figura 4. (A) Aplicacéo do potencial para a voltametria ciclica, (B) voltamograma ciclico para um
sistema reversivel. Fonte: WANG, 2006a.

Apesar da VC ser empregada para andlises quantitativas, os limites de
detecc¢do obtidos ndo sao satisfatorios quando comparados com os obtidos pelas

técnicas voltamétricas de pulso.
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1.2.2 Voltametria de Onda Quadrada

A voltametria de onda quadrada (VOQ) foi desenvolvida em 1952, quando
Barker e Jenkins (1952), estudaram a utilizagao da corrente em modo alternado
ao invés do modo continuo, produzindo corrente elétrica na forma de um pico
simétrico a partir de um eletrodo gotejante de mercurio (EGM).

Em 1969, o EGM foi substituido por eletrodos estacionarios permitindo uma
nova teoria de analise da onda quadrada. Essa modificacdo eliminou a
interferéncia dos ruidos gerados pelo uso do EGM, entretanto ainda havia perda
de sensibilidade analitica (RAMALEY; KRAUSE JUNIOR, 1969).

Em 1977, Christie, Turner e Osteryoung (1977) analisaram as limitacfes e
desenvolveram o modelo de onda quadrada empregado atualmente. Neste, as
medidas séo realizadas ao final do pulso de potencial, garantindo a resposta com
a corrente capacitiva minimizada. Também, foi permitido realizar as medidas de
corrente com velocidades de varredura superiores a 1 V s aderindo uma
melhora na sensibilidade analitica.

O modelo atual usado na VOQ consiste na variagcdo do potencial
sobreposta em uma escada de potencial de mesma altura (incremento de
potencial - AEs), de tal forma que o pulso direto coincida com o inicio do degrau
da escada em um determinado tempo ou periodo (Figura 5A). Esse modelo
permite obter como resposta, a corrente adquirida ao final do pulso direto
(corrente direta), a corrente registrada no final do pulso reverso (corrente
reversa) e a corrente final que corresponde a diferenca entre essas duas
(corrente resultante). (BRETT; BRETT, 1996)
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Figura 5. (A) Aplicacao do sinal de excitagdo da técnica VOQ, (B) voltamograma de um processo
redox de um sistema reversivel da VOQ, (C) e de um sistema irreversivel. Fonte: SOUZA;
MACHADO; AVACA, 2003.

Quando o sistema é reversivel, a resposta da corrente reversa apresenta
intensidade de corrente similar a direta, gerando uma corrente resultante mais
intensa que ambas pois esta € gerada a partir da contribuicdo da corrente direta
e reversa (Figura 5B). Para um sistema irreversivel, a corrente resultante ndo
difere de forma significativa da corrente direta, pois a corrente reversa €
praticamente irrelevante neste processo (Figura 5C). (SOUZA; MACHADO;
AVACA, 2003)

Para o desempenho da técnica, os parametros operacionais da VOQ:
frequéncia, amplitude e incremento de varredura sdao de fundamental
importancia, pois estes, influenciam diretamente na obtencdo da resposta

(corrente resultante).

1.3 Cronoamperometria e eletrodeposicao

7

A cronoamperometria é um método eletroquimico fundamentado na
aplicacdo de um potencial fixo por um determinado intervalo de tempo,
produzindo uma corrente. A cronoamperometria apresenta-se como um método
dindmico de analise interfacial em potencial constante, aplicado entre o eletrodo
de trabalho e o eletrodo de referéncia e a corrente € medida entre o eletrodo de
trabalho e o contra-eletrodo em funcédo do tempo (BRETT; BRETT, 1996).

Os resultados da variacdo de corrente pelo tempo sdo apresentados na
forma de um cronoamperograma (Figura 6). A corrente € empregada no estudo

do mecanismo de nucleacao eletroquimica.
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Figura 6. llustragdo de uma corrente de reducdo envolvida na eletrodeposicao de uma espécie
eletroativa sem formacéao de nicleos. Fonte: SILVA, 2008.

Tal técnica é bastante empregada no processo de eletrodeposicdo de
compostos, em sua maioria, metais. Para que seja possivel eletrodepositar um
material, deve-se escolher o potencial que se deve fixar na faixa desejada
(reducao ou oxidacdo) e medir a corrente que flui na célula em funcdo do tempo.
O que se obtém como resposta é o transiente de corrente (SILVA, 2008). No
processo de deposicao, € imprescindivel utilizar o potencial de redu¢cdo numa
faixa que a corrente aplicada garanta apenas a eletrodeposicdo do material de
interesse, pois se outro processo estiver intrinseco, a corrente utilizada para esta
fracao é considerada desperdicada.

N&o obstante, a técnica permite controlar parametros importantes durante
a eletrodeposicdo tais como: carga eletrodepositada e consequentemente a
espessura do deposito, além da cinética de reacdo. Uma analise mais detalhada
dos transientes fornece informag0es importantes sobre o modo de crescimento
do depdsito ou processos de nucleacdo (BRETT; BRETT, 1996).

1.4 Método Taguchi

Entre 1950 e 1960, o Dr. Genichi Taguchi desenvolveu um protocolo de
otimizag&o robusta e aplicou esse método em muitas industrias, dentre elas, a
automotiva e a eletrébnica (TAGUCHI, 1986). O método Taguchi possibilita a
investigacao das variaveis que afetam o sistema e suas intera¢cdes com nimero

reduzido de experimentos.
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Semelhante ao planejamento fatorial fracionario, o método possibilita
reduzir significativamente o niumero de experimentos incialmente arquitetados,
por se tratar de uma estrutura composta por matrizes fracionadas saturadas, que
em sua visao, iria garantir a qualidade do produto, além de diminuicédo de custos
operacionais (TAGUCHI, 1986).

Pode-se definir a metodologia de Taguchi por dois parametros importantes
(TAGUCHI, 1986; LIMA, et al., 2011):

e Minimizag&o na variabilidade da resposta, de modo a garantir um produto
gue seja robusto a inconstancia de seus componentes quando nesses, ha
problemas.

e Aplicacdo do planejamento almejando & otimizacdo do processo e a
reducdo de experimentos em situacdes reais, obtendo reducdo de custos com
experimentacao.

Taguchi (1986) propOs arranjos ortogonais que séo selecionados a partir
do nimero de niveis que as variaveis vao assumir e do numero de variaveis e
interacdes a serem estudadas.

A selecdo do arranjo ortogonal adequado, o qual representa o n° de
experimentos a serem realizados, se baseia na Tabela 5. O arranjo ortogonal a
ser escolhido depende do numero de fatores e do numero de niveis de cada
fator. O arranjo deve possuir um numero de condi¢cdes experimental, no minimo,
igual ao numero de graus de liberdade. Isto € definido na tabela dos arranjos
ortogonais de Taguchi (PADKE, 1989).

Tabela 5. Arranjos ortogonais formulados por Taguchi. Fonte: PADKE, 1989.

Arranjo N° de N° méaximo N° maximo de fatores com esses niveis

Ortogonal linhas de fatores 2 3 4 5
L4 4 3 3 - - -
Ls 8 7 7 - - -
Lo 9 4 - 4 - -
Li2 12 11 11 - - -
Lis 16 15 15 - - -
Lis 16 5 - - 5 -
Lis 18 8 1 7 - -
Los 25 6 - - - 6
Lo7 27 13 - 13 -
L3 32 31 31 - - -
L3z 32 10 1 - 9 -
L3s 36 23 11 12 - -
L3e 36 16 3 13 - -
Lso 50 12 1 - - 11
Lss4 54 26 1 25 - -
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Lea 64 63 63 - - -
Lea 64 21 - - 21 -
Ls1 81 40 - 40 - -

O numero do arranjo (Ls) informa quantos designs de respostas (8 linhas)
tera. Cada arranjo possui um limite maximo de fatores que podem ser
analisados, bem como a quantidade de niveis que podem ser empregados para
cada um dos fatores escolhidos. Mohammadi e colaboradores (2004)
empregaram o design experimental de Taguchi com intuito de estudar a
separacao de ions de cobre por eletrodialise.

Os autores analisaram quatro fatores (temperatura, concentracéo, vazao e
voltagem) com trés niveis cada um a partir de um arranjo Lo. Logo, o design
experimental contém nove linhas (Tabela 6), que esta de acordo com 0s arranjos
ortogonais formulados por Taguchi. O arranjo L9, permite apenas a analise de

guatro fatores com trés niveis, cada um, como descrito na Tabela 5.

Tabela 6. Arranjo ortogonal Lo de Taguchi utilizado no estudo de separac¢éo de ions cobre. Fonte:
Adaptado de MOHAMMEDI, et al., 2004.

Design Fatores

Temperatura Concentracdo Vazdo Voltagem

1 -1 -1 -1 -1
2 -1 0 0 0
3 -1

4 0 -1 0 1
5 0 0 1 -1
6 0 -1 0
7 1 -1 1 0
8 1 0 -1

9 1 0 -1

O termo robusto pode ser aplicado para produtos e processos que
apresentem desempenho compativel com a qualidade exigida e que sejam
relativamente insensiveis aos fatores que sejam de dificil controle. Taguchi
(1986) classifica os fatores em dois grupos, os controlaveis (fatores internos) e
0s ndo-controlaveis (fatores externos). Os fatores ndo-controlaveis ou ruidos séo
as causas que eventual ou sistematicamente afetam a variabilidade das

respostas.

17



A analise do planejamento se baseia na razdo Sinal-Ruido (S/N), que é a
utilizacdo de conceitos matematicos e estatisticos que indicam qual a melhor
maneira experimental para que exista uma menor variagdo em determinado
sistema. A razdo S/N procura observar, ao mesmo tempo, a média e a variancia
de uma distribuicdo estatistica, reunindo estas caracteristicas em um sé namero
(TAGUCHI; PADKE, 1984).

De acordo com Taguchi e Padke (1984), maximizar a razdo S/N ou 7
significa diminuir a variabilidade do processo e otimizar seu resultado. Ela se
divide em trés condicobes:

e Smaller the better — quando o objetivo € minimizar a resposta. Nesta

condicdo, a razao Sinal/Ruido é definida pela equacéo:
n=- 10l0g(~ X1, yi? )

e Larger the better — quando o objetivo € maximizar a resposta. Nesta

condicdo, a razdo Sinal/Ruido é definida pela equacéao:
- Iyn 1
n=- lOIOg(n i=1 y;2 )

¢ Nominal the better — quando o objetivo é obter uma resposta com a menor

variabilidade possivel. Nesta condi¢céo, a razdo S/N é definida pela equacéao:
H2
n= lOlog;.
Onde:
e y; é 0 valor da observacdo;
e U é o valor médio;
e 02 ¢ avariancia;

e né o numero de observacgoes.

Para a distribuicdo dos fatores na matriz, bem como avaliar suas
interacdes, deve-se utilizar os graficos lineares de Taguchi. Nestes gréficos, os
pontos representam as variaveis ou fatores e as linhas entre os pontos as
interacdes entre eles (PADKE, 1989; RANJIT, 1990). A Figura 7 representa 0s
gréaficos lineares dos fatores de controle de Rosa e colaboradores (2009), que
estudaram a eletrodeposicéo de cobre sobre fio de titanio a partir de um arranjo

Lis de quinze fatores com dois niveis cada um.
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Figura 7. Andlise dos efeitos dos parametros de controle a partir da média da razéo S/N (forca
de adesdo). Fonte: ROSA, et al., 2009.

De acordo com a Figura 7, a qual descreve a analise dos efeitos dos
parametros controlaveis proposto por Rosa e colaboradores (2009), € permitido
afirmar que para o segundo, quinto, sexto, sétimo, oitavo e nono parametro, a
otimizacdo encontra-se no primeiro nivel dos fatores, pois nestes hd uma maior
relacdo S/N. Para o primeiro parametro, encontra-se a otimizagdo no segundo
nivel, enquanto que no terceiro e quarto, ndo houveram variacdes significativas
nos niveis estudados, podendo ser escolhidos qualquer um dos niveis.

A desvantagem da metodologia Taguchi estd na impossibilidade de se
comparar os resultados entre os ensaios realizados, uma vez que em cada
ensaio todos os parametros séo variados. Dessa forma, as conclusdes s6 podem
ser tomadas e confirmadas na etapa final da metodologia.

Diante do exposto, o0 método Taguchi foi empregado para solucionar o
problema de reprodutibilidade do sistema eletroquimico. O arranjo ortogonal foi
empregado dividindo os fatores como controlaveis e incontrolaveis, em que as
respostas dos ensaios foram analisadas a partir da relagao sinal-ruido, proposta
pelo método. Como haviam muitos fatores e respostas incoerentes quando
analisadas em planejamentos fatoriais, 0 método Taguchi permitiu alcancar os
niveis dos fatores controlaveis e de ruido que resultaram em um método

eletroquimico reprodutivel.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Desenvolver um método voltamétrico de determinacdo do benzo(a)pireno
em amostras de agua de abastecimento e cachaca empregando eletrodo de
pasta de carbono modificado com nanoparticulas de ouro.

2.2 Objetivos Especificos

e Avaliar os perfis voltamétricos do benzo(a)pireno (BaP) (voltametria ciclica e
onda quadrada) utilizando eletrodos de pasta de carbono a fim de identificar
0s potenciais do processo de oxidacao;

e Investigar como os fatores: pH do eletrdlito, carga e concentracdo de
surfactante, proporcéo de solvente organico na cela eletroquimica e tempo de
pré-concentracao no circuito, afetam o sinal analitico de BaP;

e Avaliar o sinal analitico do BaP com o eletrodo de trabalho modificado com
nanotubos de carbono (MWCNTS);

e Executar um planejamento robusto (método Taguchi) para eletrodeposicao de
ouro na superficie do eletrodo e para os parametros da técnica voltamétrica
com intuito de melhorar a sensibilidade e reprodutibilidade do sistema,;

e Validar a metodologia empregada por meio de testes de recuperacao
aparente em agua de abastecimento e cachaca;

e Comparar o método avaliando os resultados em cachaca com uma outra

técnica analitica comparativa (fluorescéncia molecular).

3 METODOLOGIA

3.1 Reagentes e Solugdes

Solucdes-estoque do benzo(a)pireno em metanol de concentracao
1mgL! e 10 mgL? foram utlizadas, bem como uma de 100 mgL? em
acetonitrila. O eletrdlito-suporte empregado nas medidas voltamétricas foi a
solugéo-tampéo Britton-Robinson (BR) em pH 2,0, 3,0, 4,0 e 5,0; e cloreto de

sodio (NaCl) 0,1 mol Lt Com excecdo do HPA, todas as solucdes foram
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preparadas com agua ultrapura obtida por meio de sistema Millipore Milli-Q
System (resistividade de 18,2 MQ cm). Todos os reagentes utilizados nesse
estudo sdo de grau analitico. Acido fosforico (HsPOa), acido borico (HsBOs) e
acido cloridrico (HCI) da VETEC (Rio de Janeiro, BR), acido acético (CHzCOOH)
da ALPHATEC (Rio de Janeiro, BR); acetonitrila 99% da J.T.Baker,
benzo(a)pireno (BaP) obtido junto a Sigma-Aldrich (Saint Louis, USA), o dodecil
sulfato de sddio (DSS) adquirido na Synth (Sao Paulo, BR), nitrato de prata
(AgNO23), hidréxido de sodio (NaOH), acido cloroaurico (HAuCls), nanotubos de
carbono (MWCNTS) e o acido dodecilbenzenosulfénico (DBSA).

3.2 Instrumentacéo

As medidas voltameétricas foram realizadas em um
potenciostato/galvanostato Autolab PGSTAT 101 acoplado ao maddulo
polarogréafico 663 VA Stand® (Metrohm, Sui¢a) e a um microcomputador com o
software NOVA 1.11.

A célula eletroquimica foi composta por trés eletrodos: um eletrodo de
referéncia Ag/AgCl — KCI (3,0 mol L), um fio de platina como eletrodo auxiliar e
um eletrodo de pasta de carbono (com e sem modificagdo) como eletrodo de
trabalho. As medidas de pH dos eletrdlitos-suporte utilizados foram realizadas
em um pHmetro de bancada AT-355 da Alfakit.

Os espectros de excitacdo e emissdo foram obtidos em um
espectrofluorimetro Agilent Cary Eclipse, equipado com lampada pulsada de

xenonio.

3.3 Preparacao do eletrodo e modificacdes

3. 3.1 Obtencéo do eletrodo de pasta de carbono

Os eletrodos de pasta de carbono (EPC) foram preparados a partir da
mistura de po6 de grafite e 6leo mineral em uma proporc¢éo (m/m) de 70 % e 30 %,
respectivamente. A mistura foi homogeneizada em almofariz por 30 minutos para
a preparagdo da pasta. Em seguida, os eletrodos foram confeccionados
preenchendo seringas de 1 mL com as pastas, nas quais, introduziu-se uma

haste de cobre para o contato elétrico.
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Os eletrodos foram polidos em papel manteiga e posteriormente lavados
com agua ultrapura. Este procedimento foi realizado entre as medidas, quando

necessario.

3.3.2 Modificagdo com nanotubos de carbono (MWNTS)

O eletrodo de pasta de carbono modificado com MWNTs (EPC-MWNTSs) foi
preparado a partir da mistura de p6 de grafite, nanotubos de carbono e 6leo
mineral em uma proporgdo (m/m) de 55 %, 10 % e 30 %, respectivamente. A
mistura foi homogeneizada em almofariz por 30 minutos para a preparacao da
pasta. Em seguida, os eletrodos foram confeccionados preenchendo seringas de
polipropileno de 1 mL com a pasta, na qual, introduziu-se uma haste de cobre

para o contato elétrico.

3.3.3 Modificagéo por eletrodeposicéo de ouro

A superficie do EPC foi polida por abrasdo e condicionada por voltametria
ciclica (VC) com 20 ciclos a 0,1V s* em uma solucdo de NaCl 0,1 mol L em
uma intervalo de potencial de 0,0 V a +1,2 V. Feito isso, o0 eletrodo foi imerso em
uma solucdo contendo &cido cloroaurico (HAuUCls) 2,0 x10° mol LY/
NaCl 0,1 mol L'* e submetido a um potencial de deposicéo fixo por um intervalo
de tempo determinado (cronoamperometria). O eletrodo modificado foi lavado

com agua ultrapura e utilizado para a determinacao do analito em estudo.

3.5 Planejamento Taguchi

Os fatores controlaveis selecionados foram: potencial de deposi¢éo (V),
tempo de deposicéo (s), frequéncia (Hz), amplitude (mV) e volume de surfactante
(uL) adicionada na cela eletroquimica. Como fatores de ruido: concentragdo do
surfactante (% m/v), concentracdo da solucdo de HAuCIls (mol L) e o pH do
meio. Dois niveis foram determinados para cada fator, os quais estdo descritos

na Tabela 7.
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Tabela 7. Fatores e niveis empregados para o planejamento Taguchi.

Fatores Internos — Controlaveis

Potencial
. de Tempc_: d~e Frequéncia  Amplitude Volume
Niveis o Deposicéo DSS
Deposicéo (Hz2) (A)
W) (s) (hL)
-1 0,2 80 50 25 250
1 0,4 120 75 35 100

Fatores Externos — Incontrolaveis

Niveis Concentra¢do DSS (m/v) ::Séﬁn(tr;%glaf) pH
-1 0,05 % 2,0x10°
! 0,.1% 2,0x10°* 4

A matriz de planejamento ortogonal usada encontra-se na Tabela 8. Para
a determinacado do nivel 6timo da resposta ou atingir a robustez do processo, 0
método Taguchi utiliza a relacdo sinal-ruido (S/N ou 7). O tratamento dos

resultados foi determinado a partir do “nominal the better”.

Tabela 8. Arranjo ortogonal empregado no método eletroquimico.

Fatores Incontrolaveis

Design da Fatores Controlaveis [DSS] -1 -1 1 1
Resposta [HAUCI4] -1 1 -1 1
Edp | tdp f A Vol. DSS pH 1 -1 -1 1

1 -1 -1 -1 -1 -1

2 -1 -1 -1 1 1

3 -1 1 1 -1 -1

4 -1 1 1 1 1

5 1 -1 1 -1 1

6 1 -1 1 1 -1

7 1 1 -1 ] -1 1

8 1 1 -1 1 -1

* Eqp: Potencial de deposicao; tap: tempo de deposicao; f: frequéncia; A: amplitude; Vol. DSS: volume de
DSS; [DSS]: concentracédo de DSS; [HAUCI4]: concentragdo de acido clorodurico em mol L%; pH: potencial

hidrogenidnico.
* Corrente de pico dos 32 ensaios.

3.6 Estudos voltamétricos

3.6.1 Estudo com EPC
O eletrodo foi submetido a um condicionamento no eletrélito-suporte

(tampdo BR a 0,1 mol L'Y) empregando 30 varreduras sucessivas em VC

abrangendo uma janela de potencial de 0,0 a +1,3V, com velocidade de
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0,5V s™L. Esse tratamento foi repetido entre os experimentos para garantir a
limpeza da superficie do eletrodo.

Os parametros experimentais para as medidas eletroquimicas na
voltametria de onda quadrada (VOQ) foram: amplitude de pulso (a) em 25 mV,
frequéncia (f) de 50 Hz e incremento de potencial (AEs) de 5 mV. A janela de
potencial estudada foide 0 a +1,3 V.

A determinacdo eletroquimica se procedeu em duas etapas: (1) pré-
concentracéo do analito com agitacdo de 600 segundos em circuito aberto. (2) A
medida VOQ foi realizada na cela eletroquimica com uma propor¢cdao 1:1 de

acetonitrila e tampé&o BR a 0,1 mol L junto a 10 mg L* de DSS.

3.6.2 Estudo do EPC modificado a partir da eletrodeposi¢céao de ouro

O EPC foi submetido a um condicionamento no eletrdlito suporte (NacCl
0,1 mol LY), empregando 20 varreduras sucessivas em VC abrangendo uma
janela de potencial de 0,0 a +1,3 V, com velocidade de 0,1 V s™, para garantir a
limpeza da superficie do eletrodo.

Os parametros experimentais para as medidas eletroquimicas na
voltametria de onda quadrada (VOQ) foram: amplitude de pulso (a) em 25 mV,
frequéncia (f) de 75 Hz e incremento de potencial (AEs) de 8 mV. A janela de
potencial estudada foi de 0,0 a +1,3 V.

A determinagdo eletroquimica se procedeu em duas etapas: (1) preé-
concentracéo do analito com agitacdo de 600 segundos em circuito aberto. (2) A
medida VOQ foi realizada na cela eletroquimica com uma propor¢cdo 1:1 de

acetonitrila e tampao BR a 0,1 mol L junto a 10 mg L de DSS.

3.7 Avaliacdo da metodologia de determinacéo

3.7.1 Validacéo do método eletroanalitico

Apo6s a otimizacdo dos parametros, foram construidas curvas analiticas
utilizando uma solucdo estoque de BaP em metanol a 10 mg L. Partindo de
adicGes sucessivas, a concentracdo variou de 20 pg L™ a 250 pg L. O limite de

deteccéo (LD) foi calculado com base na relacao 3(sd)/b, na qual (sd) € o desvio-
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padrédo dos valores do branco e (b) é o coeficiente angular da reta. O limite de
guantificacao (LQ) foi estimado da relacdo 10(sd)/b (SKOOG, 2005).

O método foi aplicado na determinacédo de BaP em duas matrizes: agua de
torneira e cachaca. Nesse sentido, foram realizados testes de recuperagao
aparente baseados na fortificacdo de amostras de agua de abastecimento (agua
de torneira) e de cachaca com concentracdes conhecidas de BaP. As amostras
de agua foram coletadas diretamente de torneiras em locais diferentes e
analisadas sem pré-tratamento. As amostras de cachaga também foram
analisadas sem pré-tratamento.

Os voltamogramas obtidos foram submetidos a correcao de linha de base
pela média movel com janela de 1 ponto, seguido da suavizagcdo (Smooth) dos

ruidos em nivel 1 com ordem polinomial 2, existente no software Nova 1.11.

3.7.2 Procedimento espectrofluorimétrico para a determinacdo de BaP em
cachaca

O procedimento empregado para determinacédo de BaP em cachaca foi
baseado no método proposto por Beltran e colaboradores (1998), bem como
Nahorniak e Booksh (2006). Foi preparado uma solucdo estoque de BaP
500 pg Lt em solucéo hidroalcéolica a partir do padrédo de 10 mg Lt em metanol.
A partir do estoque, foram diluidos volumes apropriados em bal6es volumétricos
para construcdo da curva em um intervalo de 20 ug L* a 180 ug L. Os pontos
de recuperacao foram preditos na cachaca sem pré-tratamento. Para isso, foi
preparado um estoque de BaP 500 ug L' em cachaca a partir do padrdo de
10 mg L' em metanol e em seguida, volumes apropriados foram diluidos em
baldes volumétricos para determinagdao.

As medidas de fluorescéncia foram realizadas em uma faixa de excitacao
de 251 a 270 nm com passo de 3 nm e emisséo de 380 a 456 nm com passo de
2 nm. Foram convencionados 0s espectros de excitacdo como as linhas da
matriz, enquanto as colunas foram expressas pelos espectros de emissdo. Sob
esse viés, a técnica empregada para decompor os espectros de fluorescéncia
das amostras nos espectros das componentes puras foi a analise de fatores
paralelos (PARAFAC). Utilizou-se os algoritmos do N-PLS toolbox no Mathworks
Matlab e a execucdo por meio da interface de usuario do MVC2 para realizar a
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decomposicdo PARAFAC e a calibracdo pseudounivariada. Os dados foram

comparados com a metodologia eletroanalitica desenvolvida.

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Estudo do sinal analitico do BaP em EPC e EPC-MWNTSs

Incialmente, nenhum pico de oxidacao foi observado na execucgéo de uma
varredura voltamétrica de onda quadrada empregando o EPC e as condi¢des
experimentais indicadas pelo software do potenciostato na analise de uma
solucdo 10 mg L? de BaP em tampéo BR 0,1 mol Lt em pH 4,0. Entretanto,
guando uma etapa prévia a varredura era executada em que o EPC era mantido
na solucdo de BaP em circuito aberto com agitacdo constante por 600 s,
observou-se um pico largo e com baixa intensidade de corrente no potencial
+0,98 V (vs. Ag/AgCl), o qual foi atribuido a oxidacdo do BaP pré-concentrado
na superficie do EPC por adsorcdo. O pico de oxidagdo em +0,98 V esta em
acordo com o observado nos trabalhos de Du et al. (2015) e Keskin et al. (2010).

O tempo de pré-concentracdo em circuito aberto foi entdo avaliado entre
0 s e 600 s e os voltamogramas resultantes dessa avaliacdo estéo ilustrados na
Figura 8. PGde-se observar que com o aumento do tempo de acumulagé&o, o pico
de oxidacdo do BaP tornou-se mais intenso e bem definido, indicando que a
adsorcdo do BaP na superficie do eletrodo de trabalho é favorecida com o
aumento do tempo. Entretanto, ndo houve ganho significativo na intensidade da
corrente de pico ap6s 600 s, optando-se pelo tempo de 600 s para a realizacao
dos experimentos. Os resultados demonstraram que a etapa de pré-
concentracdo € essencial para determinacdo voltamétrica do BaP em baixas

concentragoes.
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Figura 8. Voltamogramas de onda quadrada do estudo de pré-concentracdo em OCP de BaP
1 mg Lt em tampé&o BR pH 4,0 em EPC. f : 50Hz, AEs: 5mV, AEp: 25mV. Fonte: Propria, 2019.

O mesmo procedimento de pré-concentracdo em potencial de circuito
aberto e varredura com voltametria de onda quadrada foi utilizado para investigar
a oxidacdo do BaP com o eletrodo de pasta de carbono modificada com
nanotubos de carbono. Com o tempo de pré-concentracéo de 600 s, no eletrodo
de pasta de carbono, a corrente de pico no processo de oxidacao é de 0,34 uA,
enguanto a corrente de pico no eletrodo modificado com MWNTs € 0,03 pA
(Figura 9). Assim, foi empregado apenas o eletrodo de pasta de carbono para o

desenvolvimento do método.

0,4
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03l —— EPC-MWNTs
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E/Vvs. Ag/AgCl
Figura 9. Voltamogramas de onda quadrada de BaP 1 mg L** em tamp&o BR pH 4,0 em EPC e

EPC-MWNTs com pré-concentracéo de 600 s em OCP. f: 50Hz, AEs: 5mV, AEp: 25mV. Fonte:
Propria, 2019.
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A fim de avaliar a influéncia do pH no processo oxidativo do BaP, testes
foram realizados em tampdo BR 0,1 molL* nos pHs 2,0, 3,0, 40 e 5,0
(Figura 10). O processo de oxidacdo do BaP, de modo geral, foi facilitado em
potenciais mais negativos com o aumento do pH. Tendo observado que em
pH 4,0 foi obtido uma maior intensidade de corrente, este foi o escolhido para as

demais analises.
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Figura 10. Voltamogramas de onda quadrada em EPC com BaP 1 mg L pré-concentrado por
600 s em OCP em tampéo BR pH 2,0 a 5,0. f: 50Hz, AEs: 5mV, AEp: 25mV. Fonte: Prépria, 2019.

Para aumentar a intensidade do sinal eletroquimico do BaP, foi avaliado o
uso de surfactantes anionicos (acido dodecilbenzenosulfénico - DBSA e
dodecilsulfato de sédio - DSS) com o intento de facilitar o processo de adsorcéo,
visto que alguns estudos que utilizaram surfactantes no processo de
determinacdo de BaP, ndo mostraram resultados satisfatorios com surfactantes
cationicos ou neutros (YARDIM, et al., 2011; ZHU; AITKEN, 2011).

O uso de surfactantes em medidas eletroquimicas é justificado pela sua
estrutura, pois estes possuem uma parte hidrofébica e outra hidrofilica. Tal
caracteristica permite que este seja adsorvido na superficie do eletrodo,
formando micelas superficiais adsorvidas, como cilindros ou outros agregados,
como resultado de interac@es hidrofobicas entre a parte organica do surfactante,
outras moléculas em solugcdo e a superficie do eletrodo (ESUMI, 2001). Tal
fenbmeno € denominado adsolubilizacdo. Estudos mostram que moléculas

pouco solluveis em agua podem ser incorporadas em camadas de surfactante
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adsorvidas em uma superficie sélida (SIEBURG, et al., 2010). Sob esse viés, 0
aumento da corrente de pico na oxidagdo do BaP pode ser corroborado pela
interacdo BaP-surfactante adsorvido na superficie.

Para a avaliacdo do uso de surfactantes anidnicos, manteve-se a
concentracdo do BaP constante em 100 pgL?, enquanto foi adicionado
surfactante no intervalo de 5 mg L* a 20 mg L' em tampé&o BR pH 4,0 (Figura
11). Como pode ser observado na Figura 11A, o pico de oxidacdo do BaP
aumentou de acordo com o aumento da concentracdo do DSS até 10 mg L.
Apés esse valor, 0 aumento da concentracdo de DSS prejudicou o sinal analitico,
provavelmente dificultando a transferéncia elétrica. Tal efeito pode ser
relacionado a um bloqueio da superficie do eletrodo pela elevada concentracéo
de DSS em relacéo ao BaP, prejudicando sua adsorcéo.

Verifica-se que a intensidade de corrente com o uso do DSS é
aproximadamente duas vezes superior a obtida sem o uso do surfactante. Com
relacdo ao DBSA, sua adicao leva a diminuicdo do sinal eletroquimico de
oxidac&o do benzo(a)pireno na mesma faixa de concentragao (Figura 11B); logo,

todos os experimentos foram realizados com DSS em uma concentragéo fixa de

10 mg L2
0,7
—— Sem DSS 04l
0,6 5ppm DSS ! —— Sem DBSA B
—— 10ppm DSS A —— 5ppm DBSA
05 15ppm DSS 03 —— 10ppm DBSA
04 20ppm DSS 15ppm DBSA
i ! < 20ppm DBSA
2 03 = 02}
0,2
01}
01
0,0 0.0 l—
0,7 0,8 0,9 1,0 1,1 0,7 0,8 0,9 1,0 1,1
E/V vs. Ag/AgCl E/Vvs. Ag/AgCI

Figura 11. Voltamogramas de onda quadrada em EPC de BaP 100 ug L pré-concentrado por
600 s em OCP em tamp&o BR (pH 4,0) contendo (A) diferentes concentracdes de DSS (5 -
20 mg L) e (B) 5 - 20 mg L' de DBSA. Em linha vermelha estdo representados os
voltamogramas sem surfactante. f : 50Hz, AEs: 5mV, AEp: 25mV. Fonte: Prépria, 2019.

As otimizacbes realizadas até entdo, ndo contribuiram para
reprodutibilidade do sistema. A intensidade de corrente varia para uma mesma
concentracdo de BaP e mesmas condi¢des voltamétricas a cada medida (Figura

12), ndo alcangando uma boa reprodutibilidade.
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Figura 12. Voltamogramas de onda quadrada em EPC de BaP 100 ug L pré-concentrado por
600 s em OCP em tampé&o BR (pH 4,0) contendo DSS 10 mg L. f: 50Hz, AEs: 5mV, AEp: 25mV.
Fonte: Prépria, 2019.

As respostas frente ao pH, tempo de pré-concentracéo e surfactante variam
de forma linear a perda de sinal. Tal problema pode estar associado a baixa
solubilidade do BaP em meio aquoso.

Du et al. (2015) estudaram o processo de oxidacédo do BaP em meio apenas
aprotico (acetonitrila) e apenas aquoso com tampéao em pH 0,7 e n&do obtiveram
boa intensidade de corrente em ambos 0s meios isolados. Entretanto, quando
foram avaliadas diferentes propor¢gdes de agua no sistema aprotico até uma
proporcao equivalente, foi observado uma melhoria significativa na intensidade
da corrente no processo de oxidacéo.

Tendo em vista que a agua, de acordo com Fukuzumi et al. (1999), exibe
um efeito catalitico no processo de oxidagéo eletroquimica do antraceno devido
ao seu ataque nucleofilico ao An+, especula-se que a melhoria do sinal
eletroquimico para o BaP também possa ser atribuida ao efeito catalitico da agua
em determinadas propor¢des na mistura com 0 meio aprotico.

Assim, foram testadas proporc¢des diferentes em um sistema binario de
agua e solvente organico (acetonitrila). A acetonitrila favorece a solubilizacéo do
BaP no meio com o aumento da proporcéo. Nesse intuito, utilizou-se diferentes

proporcdes de acetonitrila na cela eletroquimica (Figura 13).
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Figura 13. Voltamogramas onda quadrada em EPC de BaP 100 ug L pré-concentrado por 600 s
em OCP em diferentes proporgdes de acetonitrila-tamp&o BR contendo DSS 10 mg L. f: 50Hz,
AEs: 5mV, AEp: 25mV. Fonte: Propria, 2019.

Os resultados demonstraram que a proporcdo 1:1 agual/acetonitrila
contribuiram para o aumento da corrente de pico. Maiores proporcdes de
acetonitrila na cela eletroquimica prejudicaram o sinal eletroquimico, uma vez
gue a intensidade de corrente diminuiu e o potencial de pico foi deslocado para
potenciais mais positivos. Em outras palavras, foi observado que os meios
aprético e prético isoladamente ndo favorecem a transferéncia de elétrons em
comparacao ao sistema binério em uma proporc¢ao 1:1, tendo a acetonitrila um
papel facilitador na solubilizagdo do BaP e a agua exibindo um efeito catalitico
no processo de oxidacao (FUKUZUMI, 1999).

O uso do sistema binario agua:acetonitrila juntamente com uma etapa de
pré-concentracdo, o uso do surfactante DSS e o pH adequado favoreceram o
processo de adsorcao na superficie do eletrodo de trabalho e oxidacdo do BaP,
bem como aumentaram a sensibilidade e intensidade da corrente (0,901 nA) 100
vezes em relacdo ao sinal observado no sistema em EPC apenas com tampao
BR pH 4,0 nas mesmas condi¢cdes voltamétricas e concentracdo de BaP
(i=0,009uA).

Empregando-se essa condi¢cdo experimental, uma curva analitica para o
BaP foi obtida a partir da média de trés replicatas (Figura 14) e apresentou faixa

linear de 16 a 130 pg L com coeficiente de determinacéo (R?) igual a 0,9905. O
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limite de deteccdo 1,34 ug L e quantificacédo 4,49 pug L* foram estimados de

acordo com o procedimento descrito por Skoog (2005).
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E/Vvs. Ag/AgCl

Figura 14. Voltamogramas de onda quadrada em EPC com BaP pré-concentrado por 600 s em
OCP em acetonitrila-dgua (tampdo BR pH 4,0) na propor¢do 1:1 (v/v) contendo DSS
10 mg L. Foram empregadas diferentes concentragdes de BaP: 16, 32, 78, 104 e 130 ug L™
f: 50Hz, AEs: 5mV, AEp: 25mV. Insercdo: a curva analitica para BaP. Fonte: Prépria, 2019.

Até entdo, o método desenvolvido se destaca, uma vez que utiliza um
eletrodo de trabalho mais simples, econdmico, sem modificacdo, enquanto os
reportados na literatura empregam etapas prévias de modificacdo ou sédo
realizados com eletrodos de alto custo. Entretanto, apesar das vantagens
analiticas apresentadas, a aplicabilidade do método para a determinacéo de BaP
€ limitada, pois a curva analitica é obtida em concentracdes superiores a
solubilidade do BaP em amostras de agua. Além disso, verifica-se que ha uma
discrepancia nas intensidades de corrente da curva analitica em relacdo ao
estudo anterior, com valores bem menores obtidos na construgéo da curva.

Assim, com o intuito de se obter um eletrodo de trabalho mais reprodutivel
e mais sensivel, para que limites de deteccdo menores sejam alcancados,
modificacdes na superficie do eletrodo foram realizadas com a adicdo de
nanoparticulas metélicas. Observa-se que a modificacdo de eletrodos com
nanoparticulas metélicas € uma pratica que tem se tornado comum nas ultimas
décadas quando se busca aumento de sensibilidade (GARCIA; GARCIA, 1995;
HERNANDEZ-SANTOS, et al., 2002; WANG; HU, 2005; ATTIA, et al., 2016;
ABDEL-RAOOF, et al.,, 2019). Também se observa que as nanoparticulas
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promovem um aumento da area superficial do eletrodo e facilitam a transferéncia
eletrénica, uma vez que os metais geralmente empregados para modificagcdo —
Au, por exemplo — apresentam boa condutividade elétrica e estabilidade quimica.
Além disso, os metais possuem propriedades mecanicas (alta ductilidade, baixa
dureza, etc.) adequadas para aplicacdes elétricas (LEE, 1999; PYYKKO, 2004;
GIMENO, 2008).

4.2 Modificagdo do EPC por eletrodeposicéao de ouro

Inicialmente foram feitos testes para investigar os parametros da
eletrodeposicdo de ouro sobre a superficie do EPC. A Figura 15 apresenta
voltamogramas ciclicos obtidos em uma velocidade de 0,1 V s! na janela de

-0,4V a +1,3 V em solugcbes com diferentes concentracdes de HAuCla.

10+
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08} '

—— EPC-Au (1x10° mol L™
—— EPC-Au (2x10° mol L™)
061 ——EPC-Au (3x10° mol L*)
0,4t —— EPC-Au (4x10° mol L%

0,2
0,0
-0,2
-0,4
-0,6
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-0,4 0,0 0,4 0,8 1,2
E/Vvs. Ag/AgCI

Figura 15. Voltamogramas ciclicos dos perfis dos EPC-Au em diferentes concentracdes de
HAUCIs (1,0x10° — 4,0x10° mol L™Y) em NaCl 0,1 mol L como eletrélito suporte. Fonte: Propria,
2020.

Os voltamogramas apresentam um pico de reducédo em +0,78 V (pico cau)
gue apresenta variacdo proporcional ao aumento da concentracdo de ouro em
solucado, o qual provavelmente estd associado com a reducao de ion AuCls, ja
gue este pico nao foi observado nas varreduras para as solugdes de NaCl
0,1 mol L (branco). Também, pode-se observar o aumento da corrente catddica
a partir de potenciais mais negativos que -0,1 V, sendo este aumento atribuido

a reacdo de reducao da agua (reacdo de desprendimento de gas hidrogénio).
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Observou-se também um pico anddico situado em +1,10 V, o qual pode ser
atribuido a oxidagéo do ouro metélico (aau) depositado sobre a superficie do
eletrodo. Em seguida, o aumento expressivo da corrente anddica é observado
em potenciais mais positivos que +1,20 V, que corresponde a oxidacdo da agua
(reacdo de desprendimento de gas oxigénio). A partir dessa investigacdo, foram
escolhidos potenciais suficientemente mais negativos que +0,78V para a
deposicdo do ouro sobre o eletrodo por cronoamperometria, evitando-se 0s
potenciais relacionados a reducdo da agua.

Foi realizado um planejamento fatorial completo 23 para a otimizacdo do
processo de eletrodeposicao, variando-se o potencial de deposi¢cdo (+0,2 V e
+0,4 V), o tempo de deposicdo (80s e 120s) e a concentracdo de HAuUCI4
(2,0x10°molLt e 2,0x10%molL?). Os eletrodos produzidos foram
submetidos a analise voltamétrica de uma solucdo de BaP 100 ug L* em mistura
1:1 acetonitrila:tamp&o BR pH 4,0 contendo DSS e etapa de pré-concentracao
em circuito aberto. Assim, usou-se a corrente de pico da oxidacao do BaP nessas
condicbes como resposta ao planejamento de otimizagcéo da eletrodeposicéo.
Entretanto, nenhuma das variaveis apresentou significancia estatistica devido a
irreprodutibilidade dos picos de oxidacdo nas replicatas dos experimentos do
planejamento.

Como a resposta variava aleatoriamente, foi realizado um planejamento
fatorial completo 2° para os parametros da voltametria de onda quadrada,
variando frequéncia (25 Hz e 50 Hz), amplitude (20 mV e 25 mV) e incremento
de potencial (5 mV e 8 mV), a fim de encontrar uma condicdo experimental de
medida que garantisse intensidade de corrente adequada e, principalmente,
reprodutibilidade dos sinais. Da mesma forma, o eletrodo era submetido a
andlise de uma solucdo de BaP 100 pg L' em mistura 1:1 acetonitrila:tampao
BR pH 4,0 contendo DSS e etapa de pré-concentracdo em circuito aberto,
usando-se a corrente de pico da oxidagdo do BaP como resposta ao
planejamento. Entretanto, assim como observado no estudo de otimizagao da
eletrodeposicdo de ouro, nenhuma das variaveis apresentou significancia
estatistica devido a irreprodutibilidade dos picos de oxidac&o, pois a variacao do
sinal eletroquimico apresentava comportamento aleatorio.

Ainda, o sistema foi reavaliado com relacdo ao pH do meio aquoso para

investigar se este seria um problema para o novo sistema. Foram testados por
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VOQ os pH 2,0, 3,0, 4,0 e 5,0 da solucdo tampdo BR com acetonitrila na
proporcdo 1:1, com DSS 10 mg L** em concentracédo 100 ug L de BaP (Figura
16). Essa andlise foi realizada empregando +0,4 VV como potencial de deposicéo,
tempo de deposicéo 80 s, concentracdo de HAUCIs 2,0 x 10 mol L2, frequéncia
50 Hz, amplitude 25 mV e incremento de potencial 8 mV. O EPC foi condicionado
em uma solucdo NaCl 0,1 mol L't, em seguida, imerso na solu¢cdo HAUCls
2,0 x 104 mol L'*/NaCl 0,1 mol L1, no qual foi aplicado o potencial pelo tempo
estimado. Feito a deposicdo de ouro na superficie, 0 EPC-Au foi lavado com

agua deionizada e imerso na solucao de trabalho.
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Figura 16. Voltamogramas de onda quadrada de BaP 100 ug L' em diferentes pH com pré-
concentracdo de 600 s em acetonitrila-agua (tamp&do BR) na proporgdo 1:1 (v/v), com 10 mg L
de DSS. Egp: +0,4 V; tap: 80 s; HAUCIs 2,0 x 10 mol L. Fonte: Propria, 2020.

Aparentemente, o sistema ndo € tdo sensivel quanto a variacdo do pH.
Como os picos em pH 2,0 e 4,0 apresentaram intensidades de corrente
aproximadas, além de uma antecipacdo no potencial de pico em meio pH 2,0,
tais faixas foram testadas em um planejamento robusto.

Uma vez que nao era possivel otimizar o processo de eletrodeposicéo de
forma independente dos parametros da voltametria de onda quadrada dada a
irreprodutibilidade do processo de oxidacdo do BaP, foi executado um
planejamento experimental mais robusto envolvendo todos os parametros que
pudessem estar afetando a resposta. Assim, o método Taguchi foi aplicado com
a finalidade de obter o conjunto de niveis dos parametros que contribuem para

maior estabilidade do sinal analitico. O uso desse método estatistico no
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planejamento experimental é especialmente relevante pois favorece a obtencéo
de produtos e processos robustos, insensiveis a fatores que possam estar
influenciando seu desempenho (MONTGOMERY; RUNGER, 1994).

Foram listados sete parametros principais: frequéncia e amplitude da
técnica de onda quadrada, potencial de deposicdo, tempo de deposicéo,
concentracdo de HAuCls, concentracdo de surfactante (% m/v), volume de
surfactante adicionado na cela eletroquimica e o pH do meio. Foi elaborado um
arranjo interno Ls para cinco parametros (potencial de deposi¢cédo, tempo de
deposicao, frequéncia, amplitude e volume de surfactante na cela eletroquimica)
cruzado com um arranjo externo L4 para trés fatores (concentragdo de
surfactante, concentracdo HAuCls e pH).

Todos os parametros instrumentais foram selecionados como controlaveis,
bem como o volume de DSS adicionado na cela eletroquimica. O planejamento
Taguchi é formulado de tal maneira que a variabilidade da resposta seja
minimizada apesar da variacado dos fatores ditos incontrolaveis. Como a resposta
da corrente de pico para valores de pH 2,0 e 4,0 para um mesmo conjunto de
andlise apresentou resultados semelhantes, o pardmetro foi avaliado como
incontrolavel.

As concentragdes de surfactante e HAuCls foram escolhidas como fatores
de ruido, devido a ocupacéao de sitios na superficie do eletrodo. De acordo com
a literatura (WANG, et al., 2006b), algumas moléculas do surfactante ficam
adsorvidas na superficie do eletrodo, podendo influenciar na deposicao de ouro
na superficie. Como a intensidade do sinal, varia de acordo com a quantidade
de sitios ativos dispostos para adsorcdo do BaP, tais parametros foram
analisados como fatores de ruido. Essa organizacéo dos fatores para analise do
processo de oxidacdo do BaP, possibilitou identificar os niveis dos fatores
controlaveis que minimizam a interferéncia dos fatores de ruido na resposta
analitica, garantindo a reprodutibilidade do sinal analitico.

O método de Taguchi propde que se analise a resposta média para cada
combinagao no arranjo interno, e que a variabilidade seja analisada escolhendo
uma razao sinal-ruido (S/N) apropriada para o objetivo do estudo. A razéo sinal-
ruido analisada foi a “nominal the better”, utilizada quando se deseja reduzir a
variabilidade em torno da resposta. A Tabela 9 exibe os resultados (correntes de
pico) encontrados a partir da organizacao do arranjo ortogonal para o sistema,
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realizados com o sistema binario (dgua-acetonitrila 1:1) com 600 s de pré-

concentracdo de BaP 100 pg L.

Tabela 9. Arranjo ortogonal e respostas da corrente de pico (uA) dos 32 ensaios.

Design Fatores Incontrolaveis

Fatores Controlaveis [DSS]* -1 -1 1 1

da S/NT*
Resposta T [HAUCI] | -1 1 -1 1
Eap | tap | T~ | A* | Vol. DSS* pH* 1 -1 -1 1

1 -1 -1 ]-1)-1 -1 0,54 11,93 |1,13 0,75 | 4,945

2 11111 1 3,26 12,37 11,18 | 0,74 | 4,351

3 -1 1 11 -1 -1 0,77 11,27 |1 0,72 | 2,10 | 5,586

4 -1 1 1111 1 1,99 12,11 1,20 | 2,02 | 12,708

5 1 111 -1 1 193171153 1,44 17,705

6 1 11111 -1 125[195|068|0,75| 5951

7 1 1 [-1]-1 1 1,67 1,61 |096 | 1,23 | 12,287

8 1 1 ]1-1]1 -1 134[1225]101 0,93 | 7,170

* Eqgp: Potencial de deposicao; tap: tempo de deposicao; f: frequéncia; A: amplitude; Vol.

DSS: volume de
DSS; [DSS]: concentragdo de DSS; [HAuUCl4]: concentragdo de acido clorodurico em mol L-1; pH: potencial
hidrogenidnico; S/Nt: relagéo sinal-ruido.

Quanto maior a razdo sinal-ruido nesse tratamento, menor sera a variacdo

do sinal analitico. A Figura 17, confirma que o design de experimentos 5 possui

a menor variacdo de resposta dentre todos os experimentos realizados,

proporcionando, portanto, a melhor condicdo do processo, em relacdo a

variabilidade de sinal.

Razdo Sinal-Ruido (S/N,)

[ T O Y
A O o O N M O oo

6

Design de experimentos

Figura 17. Variagéo do design de experimentos sobre a razao (S/N). Fonte: Prépria, 2020.

Na metodologia de Taguchi, a andlise é feita com graficos dos resultados

dos valores médios e das razdes S/N para cada variavel do arranjo interno e

seus niveis. Os niveis 6timos dos parametros sdo aqueles que maximizam o S/N
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apropriado para cada analise estatistica especifica. A Figura 18, representa esse

comportamento para cada fator selecionado como controlavel.
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Figura 18. Efeitos dos fatores em relacéo a média da razéo (S/N). A - Eqp (+0,2 V e +0,4 V); B —
f (50 Hz e 75 Hz); C —tap (80 s e 120 s); D — AEp (25 mV e 35 mV); E — Vol. de DSS (100 uL e
250 plL). Fonte: Prépria, 2020.

Os niveis 6timos sdo aqueles que maximizaram a intensidade da corrente
e a razao S/N. Logo, os que minimizaram a variabilidade dos resultados foram:
A+ (+0,4V), B+ (75 Hz), D1 (25 mV) e E+1 (100 pL). Como praticamente n&o
houve diferenca significativa entre C.1 (80 s) e C+1 (120 s), pode-se adotar que
gualguer um desses niveis levariam a uma maximizacdo do valor média e a
minimizacdo da variabilidade. Os niveis dos fatores incontrolaveis foram

selecionados a partir do maior sinal de corrente no melhor design de resposta.

Tabela 10. Fatores e niveis empregados na determinacéo de BaP.

Potencial

de ggmops? %i Frequéncia = Amplitude chgge
Deposicéo posI¢ (H2) (A)

(V) (s) (uL)

+0,4 | 80 75 | 25 100

~ Concentracéo
Concentragcéo DSS (m/v) HAUCI (mol L) pH
0,05 % 2,0 x10° 4,0
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Assim, como condicao ideal apontada pelo planejamento executado, o EPC
foi condicionado em uma solucdo NaCl 0,1 mol L'!, em seguida, imerso na
solucdo HAuUCIls 2,0 x 10° mol L / NaCl 0,1 mol LY, no qual foi aplicado o
potencial de +0,4 V por 80 s. Feita a deposi¢ao de ouro na superficie, o eletrodo
de trabalho foi lavado com agua deionizada e imerso na solu¢do tampédo BR
pH 4,0 - acetonitrila 1:1 (v/v) / DSS 10 mg LY/ BaP com pré-concentracédo de
600 s para obtencdo do sinal analitico. Todas as medidas seguintes, foram
executadas nesta metodologia.

A modificagdo no EPC gerou uma resposta positiva no sinal analitico do
BaP. O eletrodo modificado com ouro (EPC-Au) se mostrou mais sensivel e
reprodutivel. A transferéncia de elétrons e processo de oxidagao do analito foram
facilitados, atribuindo um ganho de aproximadamente 1 uA na intensidade da

corrente para uma mesma concentracao de BaP (Figura 19).
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Figura 19. Voltamogramas de onda quadrada comparando o sinal analitico do BaP pré-
concentrado por 600 s em EPC e EPC-Au. As medidas foram realizadas nas condicdes
otimizadas dos parametros de eletrodeposicdo em tampao BR pH 4,0 -acetonitrila 1:1, com
10 mg L de DSS. Fonte: Propria, 2020.

Com isso, uma curva analitica por VOQ foi construida com concentracéo
de BaP variando de 20 ug L' a 250 pug L*. As medidas voltamétricas foram
realizadas utilizando o EPC-Au, sem renovacdo da superficie entre as
determinacdes sucessivas de cada ponto da curva. A faixa de concentragéo
investigada no método possui uma resposta linear (Figura 20). A curva analitica
tem equacdo | (uA) = 0,46(nA) + 2,40(nA L umol?t) x Ceap(umol L), com um

coeficiente de correlacao linear 0,9974.
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Figura 20. Voltamogramas de onda quadrada do BaP pré-concentrado por 600 s em diferentes
concentragdes 20; 55; 105; 175 e 250 pmol L** no EPC-Au. Executadas em acetonitrila-agua
(tamp&o BR pH 4,0) na proporgdo 1: 1 (v/v), com 10 mg L de DSS. Insercdo: curva analitica.
Fonte: Prépria, 2020.

O limite de deteccéao e quantificacdo foram calculados a partir do desvio
padrdo de 20 medidas do branco. Com o calculo, foi obtido LD de 0,29 pg L*
(1,14 nmol L'') e o LQ de 0,96 ug L (3,81 nmol L?). Os valores de LD e LQ
correspondem, respectivamente, a menor concentracao do analito que pode ser
detectada pelo método e a menor concentragdo que pode ser detectada com
exatiddo e precisdo confidvel. O método desenvolvido se apresentou mais
sensivel, mais reprodutivel, alcancando um LD menor do que o atingido pelo
método empregando EPC.

A significancia do modelo de regresséao foi calculada pela razdo entre a
média quadratica da regressdo (3,42415) e a média quadratica residual
(0,00608). O resultado do valor F (563,18) € comparado com o valor de F
tabelado a 95% de confianca. O F critico tabelado para os graus de liberdade
descritos pelo modelo é igual a 10,13, portanto pode-se dizer que os resultados
obtidos possuem significancia elevada, visto que o F calculado pelo modelo é
maior que dez vezes o F critico (BRUNS et al., 2006).

O meétodo desenvolvido ndo apresenta LD na mesma ordem de grandeza
gue os obtidos por métodos cromatograficos, mas, pode-se observar que em
comparacao com os métodos eletroquimicos publicados (YARDIM, et al., 2011;
KERMAN, et al.,, 2001; JALALVAND, et al.,, 2015; DU, et al.,, 2015), a
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sensibilidade desse método é semelhante. E evidente que é complicado detectar
0 conteudo de BaP em meio aquoso por métodos eletroquimicos classicos; logo,
0 novo método para analise de BaP, descrito neste trabalho, é particularmente
atil neste contexto, uma vez que utiliza um eletrodo de trabalho mais simples,
mais econdbmico e sensivel. A Tabela 11 expressa os limites de deteccdo
reportados em algumas matrizes por técnicas voltamétricas, cromatrograficas e

espectrofluorescentes.

Tabela 11. Limites de deteccdo de BaP em métodos analiticos em comparacdo ao obtido no
método eletroquimico desenvolvido.

LD/ LD/
Métodos Eletrodos de trabalho nmol L~ pgL™? Matriz Referéncia
1
Pasta de carbono
VOQ-EPC-Au modificado com 1,14 0,28 Aquosa  Este trabalho
eletrodepésitos de ouro
. Du, et al.,
VOQ-ECV Carbono Vitreo 2,85 0,72 Aquosa 2015
Carbono Vitreo Kerman et
VPD-ECV modificado com dupla 2,78 0,70 Aquosa al 2001’

fita de DNA

Espectroscopia

de - 0,09* 0,02 Aquosa  Miller, 1999.
Fluorescéncia
Espectroscopia

de - 0,12* 003  Aquosa Algarra, et al.,
enci 2005.
Fluorescéncia

. Londofio, et

- ) . ,

e 0.04 0.01 Cha 1. 2015.
Armutcu, et

i - 0.02% 0005 Aquosa 3 019,

*os LD em nmol L foram calculadas com base nos LD dos artigos em ng/mL e ng/g.

4.3 Aplicacdo do método em amostras de dgua de abastecimento e cachaca

As influéncias dos componentes das matrizes (agua da torneira e cachaca)
na determinagdo do BaP foram estudadas por meio do método desenvolvido. A
exatiddo do método foi avaliada por meio da recuperacdo aparente nas
amostras, as quais foram fortificadas com BaP aplicando o método da adicédo de
padrdo. Na Figura 21, tem-se as curvas construidas para agua de torneira e
cachaca na auséncia de BaP e presenca em uma faixa de concentracdo de 20
a 250 pg L.
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Figura 21. Voltamogramas de onda quadrada das amostras sem adicdo de BaP (=) € em

diferentes concentracées de BaP 20 (— ); 55 (== ); 105 (=== ); 175 (=) € 250 (— ) ug L* no
EPC-Au. Medidas executadas em acetonitrila-agua (tampao BR pH 4,0) na proporgéo 1:1 (v/v),
com 10 mg L de DSS e pré-concentragio de 600 s. (A) 4gua de torneira (B) cachaca. Insercéo:
curvas analiticas. Fonte: Prépria, 2020.

As equacOes referentes as adicbes de padrdo nas amostras estédo
apresentadas na Tabela 12. Nota-se que a sensibilidade do eletrodo na amostra
cachaca diminuiu em relacdo a curva analitica obtida em solucdo aquosa.
Porém, mesmo com uma menor sensibilidade, o meétodo possui exatidao

satisfatoria, com valores de recuperacao aparente na faixa de 102 a 109 %.

Tabela 12. Dados das equacdes das retas obtidas para a faixa linear de concentracdo das curvas
analiticas das amostras realizadas com o EPC-Au.

Amostra Equacao da reta

Aquosa I(uA) = 0,46(uA) + 2,40(uA L pmol™?) x Cap(umol L)
Agua de Torneira I(uA) = 0,20(pA) + 2,31(uA L umol™) x Ceap(umol L)
Cachaca I(uA) = 0,25(uA) + 1,41(uA L pmol™?) x Cgap(umol L)

Na Tabela 13, estdo apresentados os resultados da determinacédo de BaP
na amostra de dgua de abastecimento e na cachaca, empregando o eletrodo
com eletrodepositos de ouro. Observa-se que o método possui exatidao
satisfatoria para a faixa de concentracdo estudada, uma vez que os valores
atenderam a média de recuperacdo preconizada pelos Métodos Analiticos
Oficiais (AOAC, 2012), sendo esta, para a faixa de concentragcdo em

1,0 x 10 mol L%, recuperacdes entre 80-110%.
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Tabela 13. Resultados de ensaios de recuperacdo aparente do BaP das analises de amostras
de agua de abastecimento e cachaca com o0 método que emprega o EPC-Au.

Concentracgéo Concentracéo
Amostra adicionada encontrada Recuperacgéo (%)
(ng LY (ng LY
30 29 97,8
Agua de Torneira 70 73 103,8
120 131 109,0
30 33 109,9
Cachaca 70 73 104,7
120 128 107,6

Além disso, os resultados foram comparados com o método adaptado de
Beltran e colaboradores (1998), bem como Nahorniak e Booksh (2006). O
método comparativo se baseia na espectroscopia de fluorescéncia de excitacao
e emissdo com andlise pelo algoritmo PARAFAC (Analise de Fatores Paralelos).

Foi realizado uma comparacdo entre os métodos usando o0 método
estatistico t de student pareado. A Tabela 14 mostra a recuperacdo do método

comparativo.

Tabela 14. Resultados de ensaios de recuperacao aparente do BaP na cachaca pelo método
eletroquimico desenvolvido e método comparativo (espectroscopia de fluorescéncia).

Amostra Concentracéao Concentrag&o ]
(Cachaca) adicionada encontrada Recuperacéo (%)
(ng L) (ng LY
4 30 33 109,9
desl\git\?odl\?ido 70 73 104,7
120 128 107,6
Espectroscopia de 30 25 85,1
fluorescéncia 70 68 97,2
120 121 101,2

O teste t foi calculado por meio dos desvios padréo da diferenca dos valores
das concentrac¢des detectadas. O resultado foi de 1,39 para amostra de cachaca.
Sabendo que o valor critico tabelado € de 4,30 a 95 % de confianga, o teste t
calculado foi menor que este, implicando que a hip6tese nula é verdade e os
métodos sdo analogos para determinacao de BaP. Dessa forma, conclui-se que
0 método eletroquimico desenvolvido para determinacao de BaP se apresentou

com exatiddo semelhante ao método comparativo.
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5 CONCLUSAO

A otimizac&o dos parametros foi uma etapa essencial para determinagao
do benzo(a)pireno em um sistema simples. Como a molécula possui solubilidade
baixa em agua, todos os parametros que pudessem auxiliar no processo de
oxidacdo do composto foram explorados e otimizados. Foram eles: pH do
eletrolito, polaridade do sistema, pré-concentracdo no circuito, carga e
concentracdo de surfactante, além dos parametros instrumentais.

Como na literatura, a maioria dos estudos eletroanaliticos que envolvem
determinacao de BaP empregam um eletrodo de trabalho sofisticado ou com
modificacbes laboriosas na superficie, o estudo propbés um método
eletroanalitico mais simples, a partir da modificacao por eletrodeposicéo de ouro.
N&o houve diferencga significativa, em termos de corrente de pico, ao modificar o
eletrodo de pasta de carbono com nanotubos de carbono.

No estudo do perfil empregando voltametria de onda quadrada, o BaP
apresentou apenas um processo oxidativo, quando determinado no sistema
aguoso tampéao BR (pH 4,0) e em mistura tampéao BR pH 4,0 e acetonitrila 1:1.
A sensibilidade e reprodutibilidade do sistema tiveram resultados satisfatorios
guando aplicado o método robusto de Taguchi. O design experimental resultante
do planejamento concedeu um desempenho satisfatério na deteccdo do
benzo(a)pireno.

O LD e LQ do método desenvolvido, 0,29 ugL?' e 0,96 pug LY,
respectivamente, encontram-se proximos aos obtidos na literatura pelos
métodos que determinam BaP pelos métodos eletroquimicos classicos. A
exatiddo do método foi avaliada por recuperacdo aparente, aplicada em agua de
abastecimento e cachaca, nos quais demonstraram resultados satisfatérios 97-
110 %. O método eletroquimico desenvolvido e o método comparativo foram
avaliados por teste t student pareado a partir do desvio padrdao das
concentracdes de BaP detectadas, comprovando que ambos 0s meétodos sao

anélogos na determinacéo de BaP.
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6 PERSPECTIVAS

Como perspectivas futuras para o trabalho, incluem-se:

e Aplicar o método de andlise na investigacdo de outros hidrocarbonetos

policiclicos aromaticos;

e Avaliar o método em uma determinacdo simultanea de hidrocarbonetos

policiclicos arométicos;

e Determinar os hidrocarbonetos policiclicos aromaticos em outros tipos de

matrizes.
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