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RESUMO

O monitoramento de aminas biogénicas em produtos alimenticios e bebidas €
fundamental para garantir a conformidade dos padrbes de qualidade e seguranca
alimentar dos consumidores. Neste trabalho, foram desenvolvidos dois métodos
analiticos baseados em voltametria de onda quadrada (SWV), empregando diferentes
eletrodos e estratégias para a obtengéo de dados multivariados de primeira e segunda
ordem. No primeiro estudo, utilizou-se um eletrodo de pasta de carbono modificado
com ftalocianina de zinco (CPE-ZnPC) para a geragao de dados de primeira ordem.
A modificagao do eletrodo foi otimizada e confirmada por microscopia eletrénica de
varredura e espectroscopia de dispersao de energia de raios X. Sob condi¢des
otimizadas (tampé&o borato, pH 9,2; = 50 Hz, a= 30 mV e AEs = 6 mV), o método
proposto permitiu a determinacao simultanea de tiramina e espermidina em amostras
de vinho e café soluvel, com baixos limites de detecgao de 48,6 nmol L™ para tiramina
e 76,9 nmol L™ para espermidina. A acuracia foi satisfatéria, com recuperagdes entre
86,1% e 107,5%, além de boa reprodutibilidade (RSD de 2,6%). Além disso, 0 método
apresentou alta seletividade, uma vez que nao houve interferéncia na quantificacéo
eletroquimica destes analitos tanto nas amostras de vinho quanto nas de café soluvel
e, consequentemente, ndo houve a necessidade de pré-tratamento de amostras,
contribuindo para a quimica analitica verde. No segundo trabalho, foi utilizado um
eletrodo de BDD para obtengcao dos dados voltamétricos de segunda ordem, através
da variagao da amplitude de pulso. Sob condi¢des otimizadas da SWV (tampéao BR,
pH =9,0; /=70 Hz, a=20 a 70 mV e AEs = 8 mV), foi desenvolvido um método para
quantificagao simultanea de putrescina, cadaverina e histamina, para resolver os
sinais voltamétricos altamente sobrepostos. Para isso, foram construidos modelos de
calibracdo baseados em minimos quadrados parciais desdobrados com bilinearizacao
residual (U-PLS/RBL) e resolugao de curvas multivariadas com minimos quadrados
alternados (MCR-ALS), utilizando solugdes padrao individuais na faixa linear de 0,92
a 7,46 umol L™*, com LD 50 a 100 nmol L-'. Dessa forma, a combinagdo de um eletrodo
convencional com métodos de calibragcdo multiway mostrou-se uma estratégia
promissora para a analise de misturas de ABs. Embora a aplicagdo em amostras reais
permanecga como perspectiva para estudos futuros, os resultados alcancados indicam
forte potencial para o desenvolvimento de metodologias voltadas a analise simultédnea
de ABs em matrizes alimenticias, sem etapas prévias de preparo das amostras.

Palavras-chave: aminas biogénicas, seguranga alimentar, vinho, café soluvel,
quimica analitica verde.



ABSTRACT

Monitoring biogenic amines in food and beverage products is essential to ensure
compliance with quality standards and consumer food safety. In this work, two
analytical methods based on square-wave voltammetry (SWV) were developed,
employing different electrodes and strategies to obtain first- and second-order
multivariate data. In the first study, a zinc phthalocyanine—modified carbon paste
electrode (CPE-ZnPc) was employed to generate first-order data. The successful
modification of the optimized electrode was confirmed by scanning electron
microscopy and energy-dispersive X-ray spectroscopy. Under optimized conditions
(borate buffer, pH 9.2; f = 50 Hz, a = 30 mV, and AEs = 6 mV), the proposed method
enabled the simultaneous determination of tyramine and spermidine in wine and
instant coffee samples, achieving low limits of detection of 48.6 nmol L™ for tyramine
and 76.9 nmol L™ for spermidine. The method exhibited satisfactory accuracy, with
recoveries ranging from 86.1% to 107.5%, and good reproducibility (RSD of 2.6%).
Moreover, high selectivity was observed, as no significant interference affected the
electrochemical quantification of the target analytes in either matrix. Consequently, no
sample pretreatment was required, which contributes to the principles of green
analytical chemistry. In the second study, a boron-doped diamond (BDD) electrode
was used to acquire second-order voltammetric data through pulse amplitude
variation. Under optimized SWV conditions (Britton—Robinson buffer, pH 9.0; f = 70
Hz, a = 20-70 mV, and AEs = 8 mV), a method was developed for the simultaneous
quantification of putrescine, cadaverine, and histamine, allowing the resolution of
highly overlapping voltammetric signals. For this purpose, calibration models based on
Partial Least Squares Unfolded with Residual Bilinearization (U-PLS/RBL) and
Resolution of Multivariate Curves with Alternating Least Squares (MCR-ALS) were
constructed using individual standard solutions in the linear concentration range of
0.92 to 7.46 ymol L™, with limits of detection between 50 and 100 nmol L. Overall,
the combination of conventional electrodes with multiway calibration methods proved
to be a promising strategy for the analysis of biogenic amine mixtures. Although
application to real samples remains a subject for future investigation, the results
demonstrate strong potential for the development of methodologies aimed at the
simultaneous determination of biogenic amines in food matrices without prior sample
preparation.

Keywords: biogenic amines, food safety, wine, instant coffee, green analytical
chemistry.
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1 INTRODUGCAO

As aminas biogénicas (ABs) sao bases organicas formadas pela atividade
enzimatica de microrganismos que atuam sobre aminoacidos presentes em diferentes
tipos de alimentos, desempenhando diversas fung¢des fisiologicas (Kumar et al., 2020).
Embora as ABs exercam um papel bioldégico benéfico no organismo, niveis elevados
destes compostos sdo considerados toxicos, causando efeitos nocivos a saude
humana, como enxaqueca, nauseas, problemas estomacais, e taquicardia
(Jastrzebska et al., 2023).

O aumento dessas ABs ¢ indicativo de deterioragao do alimento por atividade
microbiana, representando um risco de intoxicagao alimentar e podendo atuar como
precursores de compostos potencialmente cancerigenos. (Kannan et al., 2020). Por
isso, € importante estabelecer limites seguros para a ABs em bebidas e alimentos.
Sendo assim, a ANVISA e European Food Safety Authority (EFSA) reconhecem a
tiramina e histamina como as ABs de maior relevancia toxicologica, estabelecendo um
limite toleravel de 100 mg/kg de histamina em pescados. No caso da tiramina, a EFSA
define um limite seguro de até 600 mg/kg em alimentos destinados a populagédo em
geral. Entretanto, individuos em tratamento com inibidores da monoaminaoxidase
(IMAOQO) de primeira e terceira geragao, devem restringir sua ingestdo a 6mg/kg e 50
mg/kg, respectivamente (EFSA, 2011).

Atualmente, ndo existe um marco regulatorio que estabelega limites maximos
permitido para espermidina, putrescina e cadaverina (Tiris et al., 2023; Turna, Chung
& Mclintyre, 2023). Estudos realizados por Del Rio et al. (2024) e (2019) indicaram que
as concentragdes superiores a 1452 mg/kg de espermidina, 880 mg/kg de putrescina
e 510 mg/kg de cadaverina podem representar risco significativo a saude humana. A
toxicidade dessas ABs nado se manifesta de maneira uniforme entre os individuos,
podendo variar em fungdo das caracteristicas alérgicas, intolerancias alimentares,
fatores genéticos e do consumo de alcool e de medicamentos IMAO (Tiris et al., 2023).
Portanto, é importante, em termos de qualidade e seguranga alimentar, o
desenvolvimento e validagcdo de metodologias analiticas robustas para a
determinacdo e monitoramento das ABs em alimentos e bebidas (Muller et al., 2022).

Diversas metodologias analiticas sao aplicadas para monitorar e quantificar
ABs em alimentos e bebidas, incluindo métodos de cromatografia gasosa (do inglés,
gas chromatography - GC) (St¢j et al., 2022), eletroforese capilar (Daniel et al., 2015),

cromatografia liquida de alta eficiéncia (do inglés, High-performance Liquid

Rossana Oliveira da Nébrega Tese de Doutorado



INTRODUGAO 18

ﬂ

Chromatography — HPLC) acoplada a espectroscopia de absorgao ultravioleta (do
inglés, Ultraviolet (UV) absorption spectroscopy) (Pineda et al., 2012), espectrometria
de massa (do inglés, Mass Spectrometry — MS) (Huang et al., 2016) e detecgao por
fluorescéncia (do inglés, fluorescence detector — FLD) (Liu et al., 2020).

Grande parte dessas técnicas requer pré-tratamento da amostra como
extracdo, devido a instrumentagdo, a complexidade da matriz e a diversidade
estrutural das ABs. Nas técnicas cromatograficas, € necessaria a realizagdo da
derivatizagao pré ou pos coluna, uma vez que as ABs nao possuem cromoforos ou
fluoréforos para serem detectadas por UV ou FLD, respectivamente. Essa reagao
envolve o grupamento amino e é realizada com reagentes especificos, entre os quais
se destacam o cloreto de dansila (Dns-Cl), o orto-ftaldeido (OPA), o cloreto de
benzoila (Ben-Cl) e ocloroformiato de isobutila (IBCF) (Tiris et al., 2013), tornando o
método mais demorado, caro e trabalhoso.

Diante desse cenario, uma alternativa promissora € a utilizagcado de técnicas
voltamétricas para desenvolver métodos seletivos, sensiveis, rapidos e de baixo
custo, com etapas minimas ou nenhuma etapa de preparagdo da amostra e
derivatizagao (Lourenco et al., 2022, Silva et al., 2021). Na literatura, diversos estudos
empregaram métodos voltamétricos para determinar ABs de forma individual em
vinhos, porém nao ha registros de sua aplicagdo em cafés soluveis. Contudo, a
quantificacdo simultdnea desses compostos apresenta desafios devido a baixa
sensibilidade, e alta sobreposicdo dos picos voltamétricos, o que compromete a
seletividade em eletrodos convencionais (Kumar et al., 2021; Lourenco et al., 2022).

Para enfrentar esses desafios, tém sido exploradas diferentes abordagens,
como a utilizacdo de sistemas enzimaticos mais especificos para a construcdo de
biossensores eletroquimicos (Kagar et al., 2020), a aplicagdo de eletrodos
quimicamente modificados (do inglés, Chemically Modified Electrodes - CMEs)
(Lourenco et al., 2022) e a incorporagao de métodos quimiomeétricos para melhorar a
seletividade e a resolugao dos sinais (Henao-Escobar et al., 2015). A preparagao dos
sensores CMEs emprega o uso de materiais de suporte estaveis e condutores, como
eletrodos de carbono vitreo (do inglés, Glassy carbon electrode — GCE), eletrodo de
pasta de carbono (do inglés, Carbon paste electrode — CPE), e nanotubos de carbono
(do inglés, Multi-Walled Carbon Nanotubes — MWCNTPE). Dentre os modificadores
empregados, as metaloftalocianinas (MPCs), especialmente a ftalocianina de zinco

(ZnPC), se destacam por sua alta eficiéncia catalitica para diversas reagbes
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envolvendo compostos organicos (Guaus & Torrent-Burgués, 2022). Essas
propriedades sao influenciadas pela estrutura molecular da ZnPC, que é determinada
pelo carater dos ligantes e suas posigdes (periféricas ou nao periféricas) no anel da
Pc (Guaus & Torrent-Burgués, 2022; Bayrak et al., 2021). A utilizagdo desses
complexos na preparacédo de eletrodos quimicamente modificados oferece diversas
vantagens, incluindo elevada sensibilidade, seletividade e limites de deteccdo mais
baixos (Al-Ogaidi et al., 2018).

Outra estratégica analitica promissora consiste na combinacdo de técnicas
voltamétricas com meétodos quimiomeétricos multivariados. Henao-Escobar et al.
(2015) aplicaram a técnica SWV utilizando um eletrodo de diamante dopado com boro
(do inglés, boron doped diamond — BDD), associada a regressdo por minimos
quadrados parciais (PLS), demonstrando a capacidade do método em resolver sinais
colineares em misturas quaternarias de ABs. Contudo, o modelo desenvolvido
apresentou limitagdes, como a necessidade de um conjunto de calibragao extenso (81
amostras). Além disso, por se tratar de uma calibragdo de primeira ordem, o modelo
permanece sensivel a compostos ndo modelados na etapa da calibracdo
(interferentes) em presuntos.

Nesse contexto, a calibragdo multivariada de segunda ordem, empregando
algoritmos como Muiltivariate Curve Resolution—Alternating Least Squares (MCR-ALS)
e o Unfolded Partial Least Squares/Residual Bilinearization (U-PLS/RBL), surge como
alternativa mais robusta, permitindo a determinacao seletiva de analitos mesmo na
presenca de interferéncias e reduzindo o numero de amostras de calibragao
necessarias. Estudos recentes, como os de Silva et al. (2018) e Dantas et al. (2021),
confirmam a eficacia desses métodos em matrizes alimenticias complexas.

Assim, este trabalho descreve o desenvolvimento de novos métodos
eletroanaliticos multivariados, de primeira e de segunda ordem, para a determinacéo
simultdnea de aminas biogénicas em vinhos e cafés soluveis. No primeiro estudo, foi
proposto um método voltamétrico de onda quadrada para quantificagdo simultanea de
tiramina e espermidina empregando um eletrodo de pasta de carbono modificado
ZnPC, eliminando etapas de derivatizagédo e pré-tratamento. No segundo estudo, a
voltametria de onda quadrada empregando o eletrodo BDD, foi associada aos
algoritmos de segunda ordem MCR-ALS e U-PLS/RBL para a determinagao
simultanea de putrescina, cadaverina e histamina, possibilitando a resolugao de picos

sobrepostos.

Rossana Oliveira da Nébrega Tese de Doutorado



1.1 Objetivo Geral

% Desenvolver abordagens voltamétricas baseadas em SWV, empregando
calibragdo multivariada de primeira e segunda ordem, para a determinagao
simultdnea de ABs em bebidas, utilizando eletrodos modificado e nao

modificado.



FUNDAMENTAGCAO TEORICA

Capitulo 2



VINHO E CAFE SOLUVEL

2 FUNDAMENTAGAO TEORICA
Neste capitulo, € apresentada a fundamentagao tedérica que embasa o

desenvolvimento dos estudos nos Capitulos 3 e 4.

2.1 Aminas Biogénicas: Formagao, Importancia e Toxicidade

As ABs sao moléculas nitrogenadas produzidas predominantemente pela
descarboxilagdo de aminoacidos precursores na forma livre. Essa reagao é catalisada
por enzimas chamadas descarboxilases, presentes em bactérias, leveduras e fungos,
que eliminam o grupo carboxila (-COOH) dos aminoacidos para gerar as respectivas
aminas (Jastrzebska et al., 2023). As ABs mais recorrentes em alimentos e bebidas
sdo a histamina, tiramina, putrescina, cadaverina, triptamina, feniletilamina e
espermidina, derivadas de aminoacidos precursores (Papageorgiou et al., 2018a). As

ABs séao classificadas em diferentes grupos com base na sua estrutura quimica

(Figura 1).
0}
/ \ S
74 /- OH
ol — / NHs =
" Triptof: HN g
L Triptamina § =
o} = B
N HN =B
HE/ l" NH o <\N1\/\NH g
2 2
Histidina \ Histamina / —
(@]
4 NHD)  —
OH e
L = /©/\/ =4
HO - HO =
Tirosina Tiramina e
B
=]
7 NH, :;:‘
WOH — O/\/ ;
NH, :
Fenilalanina \ Feniletilamina /
HN | —
OH
i % —) HZN/\/\/\NHZ ;5
Lisina Cadaverina E'
w
NH 0 £
A = (HNS A~ N N || B
HoN E OH |\||.|2 = HZN/\/\/__\/\/ 2 g.
Ornitina V2 \ Putrescina / Espermidina 8
| S

Figura 1 Estruturas moleculares das ABs e seus precursores. Criado com
BioRender.com.
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Esses compostos sédo sintetizados naturalmente por organismos vivos e tém
diversas atividades biolégicas importantes. Do ponto de vista fisiolégico, a triptamina
e a tiramina exercem acdo sobre o sistema circulatério, enquanto histamina,
putrescina e cadaverina atuam predominantemente no sistema nervoso central. (Del
Rio et al., 2024). A espermidina exerce fun¢des fundamentais em diversos sistemas
biolégicos, como a proliferacdo celular, a regulagdo do crescimento celular, a
estabilizacdo de membranas celulares e a modulagdo da expressdo génica (Onal,
2007).

Entretanto, as ABs podem ser téxicas quando estdo presentes no organismo
em elevadas concentragdes, desencadeando diversos sintomas analogos aos de uma
intoxicagao alimentar, tais como vémitos, dificuldade respiratéria, nauseas, tonturas,
coceiras, pressao arterial elevada, enxaqueca, desconforto abdominal, vasodilatacdo
ou vasoconstricdo como mostra a Tabela 1 (Vinci & Madalloni, 2020). A espermidina
pode potencializar os efeitos das ABs e formar nitrosaminas cancerigenas ao reagir
com nitrito (Tiris et al., 2023).

Geralmente, as ABs sdo estaveis e dificeis de degradar, pois ndo sao
destruidas durante o cozimento ou tratamento com alta temperatura (Papageorgiou et
al., 2018a). Mas sua formagao pode ser reduzida por métodos como alta pressao

hidrostatica, ozonizacao e radiacao (Wojcik et al., 2022).

Tabela 1 Toxicidade das ABs
Aminas Biogénicas Efeitos fisiologicos

Liberacao de adrenalina e noradrenalina, processos alérgicos,
vias respiratérias, contracdo da parede uterina, modulacao de

Histamina . D - ..
estimulos sensoriais e motores, controle da secreg¢ao de acido
gastrico.
Vascularizagao periférica, elevacao da frequéncia cardiaca,
Tiramina intensificagéo da lacrimejamento e salivagéo, aumento da
frequéncia respiratoria, elevagao da glicemia e enxaqueca
Triptamina Pressao arterial elevada e enxaqueca.
Putrescina,
Cadaverina, Hipotenséo, bradicardia, aumento da toxicidade de outras
Espermidina e aminas
Espermina

Fonte: Adaptada de Vinci & Maddaloni (2020)

Os sintomas provocados pela ingestdo excessiva de ABs podem surgir tanto

em individuos com maior sensibilidade a histamina e a outras ABs, quanto naqueles
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com atividade catabdlica normal, causando consequéncias severas. Esses sintomas
geralmente persistem por um periodo de 8 a 12 horas (Vinci & Madalloni, 2020).

Estudos relatam métodos para a deteccdo em diferentes matrizes alimentares
proteicas (de origem vegetal ou animal), como carne (Wojcik et al., 2022), peixe (Pinto
et al., 2016), vinho (Silva, Franco & Santos, 2020), café (Restuccia; Loizzo; Spizzirri,
2019), cerveja (Daniel et al., 2015), entre outros. A existéncia destes compostos
nesses alimentos pode ser utilizada como marcadores da qualidade e frescor. Sendo
assim, qualquer alimento que seja fermentado ou exposto a contaminagcéo microbiana
durante o processamento ou armazenamento pode conter ABs.

Os teores de ABs podem variar desde o cultivo até o consumo do alimento,
incluindo parametros fisico-quimicos (pH, temperatura e teor de NaCl), processos de
fabricacéo, condi¢cbes e tempo de armazenamento (umidade), microrganismos com
atividade descarboxilase, integridade do insumo e presenga de aminoacidos livres
(Vinci & Madalloni, 2020). Alguns alimentos s&o mais propensos a ter altos niveis de
ABs, devido as etapas de fabricagdo, processamento e armazenamento que
estimulam a proliferagdo das bactérias produtoras de aminas (Papageorgiou et al.,
2018a).

No entanto, estabelecer uma quantidade segura de uma determinada AB para
consumo diario € um grande desafio. Isso acontece porque os limites toxicos podem
variar significativamente entre os individuos e ainda podem ser potencializadas pela
presenca e combinacao de diferentes ABs. No Brasil, somente a histamina possui
limite definido de 100mg/kg para pescados (Brasil, 2019). A EFSA recomenda 600
mg/kg de tiramina como limite seguro para individuos saudaveis, mas abaixo desse
limite (50 mg/kg) para individuos em uso de antidepressivos inibidores de
monoaminoxidase (EFSA, 2011). Entretanto, ndo ha normas especificas que

regulamenta a quantidade de ABs em bebidas, como vinhos e cafés soluveis.

2.1.2 Tiramina

A tiramina, ou p-(2-aminoetil) fenol, € uma monoamina sintetizada pela
remogao do grupo carboxila da tirosina, conforme mostrado na Figura 1, por meio da
acao enzimatica da tirosina descarboxilase. Esta amina desempenha diversas
fungdes relevantes, atuando como um agente simpaticomimético (indireto) que
promove a liberagao de diferentes neurotransmissores como dopamina, noradrenalina

e adrenalina na fenda sinaptica (Dala-Paula, Custédio & Gléria, 2023).
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Normalmente, a tiramina € metabolizada no organismo pela monoamina
oxidase (MAO). No entanto, o consumo de bebidas alcodlicas ou o uso de
medicamentos como antidepressivos, ou para o tratamento de doencas de Alzheimer
e Parkinson, tuberculose e malaria inibem a monoamina oxidase, e podem tornar as
pessoas sensiveis a baixos niveis de tiramina (Dala-Paula, Custodio & Gloria, 2023;
Silva, Franco & Santos, 2020). Essa sensibilidade também pode desencadear crises
hipertensivas devido aos efeitos simpaticomiméticos da tiramina, que deslocam a
dopamina, norepinefrina e epinefrina das vesiculas pré-sinapticas, causando um
aumento subito da pressé&o arterial (Patel et al., 2019). Além disso, a intoxicagao por
tiramina pode causar outros efeitos adversos como crises de enxaqueca, bem como
sintomas gastrointestinais e respiratérios (Silva, Franco & Santos, 2020). Esses
sintomas aparecem aproximadamente 30 minutos apés o consumo de alimentos que
apresentam tiramina, comumente encontrado em queijos, peixes, salsichas e bebidas
alcodlicas (Dala-Paula, Custodio & Gléria, 2023). Na Tabela 2 estdo descritos os

principais efeitos da tiramina e envolvidas com outras aminas.

Tabela 2 Sintomas associados aos efeitos adversos da tiramina

Manifestacoes toxicologicas
Gastrointestinal (nauseas)
Neuroldgica (dor de cabega, palpitagdes e
Toxicidade aguda por enxaqueca)

Tiramina Circulatoria (sudorese, dor no peito)
Respiratoria (aperto no peito)
Outros (febre)

Episddios hipertensivos, = 180/120
mmHg, e em casos mais graves choque e
morte por hemorragia cerebral ou
insuficiéncia cardiaca

Fonte: Adaptada de Dala-Paula, Custédio & Gléria (2023)

Crise hipertensiva (interacao
da tiramina com
medicamentos IMAO)

2.1.3 Espermidina

A Espermidina € uma poliamina sintetizada a partir da putrescina pela adigéo
sequencial de grupos aminopropil. Sua estrutura molecular (Figura 2) contém trés
grupos amina carregados positivamente, sendo responsavel por desempenhar
diversas fungdes, que incluem estabilizar o DNA, promover o crescimento celular e
induzir autofagia (Zou et al., 2022). Apesar da sua importancia nas atividades
celulares, niveis excessivos de espermidina podem desencadear sinais de toxicidade

como a diminuicdo da pressao arterial, inibicdo da coagulagdo sanguinea, e a
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ocorréncia de sintomas respiratérios, neuroldgicos e possiveis complicagdes renais
(Turna, Chung & Mclntyre, 2023).

Figura 2 Formula estrutural da Espermidina.

Estudos tém observado alteragdes nos niveis de espermidina em fluidos
corporais de individuos diagnosticados com Alzheimer (Sternberg et al., 2022) e com
cancer (Sari et al., 2021). A presenca de espermidina em células tumorais tende a
inibir a apoptose celular, prolongando o desenvolvimento do tumor maligno. Assim, a
espermidina € considerada um biomarcador na prevencgao e tratamento do cancer
(Amin et al., 2021).

2.1.5 Histamina

A histamina (2-[1H-imidazol-5-etanamina) é uma amina heterociclica,
constituida por um anel imidazol e um grupo etilamina, sintetizada pela atividade
microbiana mediante conversao enzimatica da histidina por meio de uma reacao de
descarboxilagdo (Debeer et al., 2021). Embora exergca fungdes fisiolégicas e
imunoldgicas relevantes, o acumulo de histamina em alimentos pode provocar
intoxicagdes severas, historicamente associadas ao consumo de peixes da familia
Scombridae, responsaveis por aproximadamente 98% dos casos registrados entre
1959 e 2013 (Del Rio et al., 2024).

A histamina é a unica AB com regulamentacao especifica definida por 6rgaos
oficiais e politicas de conformidade em seguranga alimentar (Debeer et al., 2021). A
EFSA estabelece limites entre 100 e 200 mg/kg apenas para peixes e 400 mg/kg para
produtos de peixe (EFSA, 2011). A Food and Drug Administration (FDA, EUA)
recomenda concentragées acima de 500 mg/kg em peixes como potencialmente
perigosas a saude (FDA, 2022). No Brasil, a ANVISA determina um limite maximo de
100 mg/kg para pescados, visando assegurar a qualidade e a inocuidade desses
alimentos (Brasil, 2019).

Os sintomas decorrentes da intoxicagdo por histamina podem aparecer em
diferentes sistemas do organismo, incluindo o cutaneo, com eritema e urticario, o

gastrointestinal, com nauseas e vomitos, e o cardiovascular, com hipotensao e
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taquicardia. Essa intoxicagao € reportada mundialmente e apresenta quadro clinico
semelhante ao de reagdes alérgicas, podendo evoluir para casos graves e

potencialmente fatais (Lourenco et al., 2022; Del Rio et al., 2024).

2.1.6 Putrescina

A putrescina (1,4-diaminobutano) foi identificada no século XIX pelo médico e
cientista Ludwig Brieger, a partir da analise de um cadaver em decomposigao (Del Rio
et al. 2024). Dentre as aminas biogénicas, a putrescina se destaca pela complexidade
de suas vias metabdlicas, que variam conforme o grupo bacteriano. Em bactérias
Gram-positivas, pode ocorrer por duas rotas principais: a via da ornitina
descarboxilase (ODC), de carater biodegradativo e a via da agmatina deiminase. Ja
em bactérias Gram-negativas, a sintese pode ocorrer de forma direta a partir da
ornitina pela ODC, ou indiretamente a partir da arginina por meio da via da arginina
descarboxilase, que utiliza a agmatina como intermediario. A coexisténcia de multiplas
vias metabdlicas e sua atuacdo simultanea em diferentes bactérias dificultam as
condicdes ideais para a producao e armazenamento de alimentos, elevando o
potencial de acumulo de putrescina (Wunderlichova et al., 2014).

A putrescina apresenta atividade citotoxica e potencial carcinogénico, aléem de
atuar como potenciadora da toxicidade de outras ABs (Del Rio et al. 2024). Apesar
dessas evidéncias, ndo existem diretrizes legislativas estabelecidas para os seus
teores em alimentos. Com base em dados toxicolégicos, estudos experimentais com
ratos estabeleceram 180 mg/kg de peso corporal como a dose maxima sem efeitos
adversos observaveis (do inglés, non-observed adverse effect level - NOAEL) para a
putrescina. No entanto, pesquisas mais recentes sugerem que concentragdes acima
de 880 mg/kg de alimento podem representar risco significativo a saude,
especialmente quando associadas a presenga de outras aminas bioativas (Del Rio et
al., 2019).

2.1.4 Cadaverina

A cadaverina (pentano-1,5-diamina), assim como a putrescina, foi descoberta
pelo médico e cientista Ludwig Brieger. Ambas apresentam estruturas semelhantes,
diferenciando apenas em relagdo ao comprimento da cadeia alifatica, a putrescina
possui quatro atomos de carbono, enquanto a cadaverina apresenta cinco, conforme
ilustrado na Figura 1 (Del Rio et al., 2024).
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A cadaverina é originada do catabolismo da lisina, por meio de uma reacgao de
descarboxilagdo catalisada pela enzima lisina descarboxilase (Xu & Zhou, 2025).
Embora apresente toxicidade relativamente menor que a histamina e tiramina, sua
ingestdo pode provocar sintomas semelhantes aos observados para putrescina, como
bradicardia, hipotensao e paralisia de membros.

Os estudos toxicoldgicos realizados em testes experimentais com ratos indicam
que os limites de seguranca para a cadaverina sdo comparaveis aos estabelecidos
para a putrescina (Del Rio et al., 2019). Pesquisas recentes de toxicidade in vitro em
células intestinais revelaram que concentragdes comumente encontradas em queijos,
embutidos, peixes e seus derivados podem induzir necrose celular. Esses achados
indicam que niveis superiores a 510 mg kg™' em alimentos podem gerar preocupagoes
significativas para a saude devido a toxicidade (Del Rio et al., 2024).

Esse acumulo excessivo de cadaverina pode causar sintomas como
intoxicacao, cefaleia, alteracbes na pressado arterial, disturbios respiratérios,
palpitacées e vémitos (Tiris et al., 2023; Xu & Zhou, 2025). Além disso, a cadaverina
pode reagir com nitritos presentes em alimentos, para formar nitrosaminas, composto

de agéo carcinogénica e pode potencializar a agéo de outras ABs (ONAL et al., 2007).

2.2 Aminas biogénicas em vinhos

A producgéo de vinho no Brasil é caracterizada como o resultado da fermentagéo
alcoolica de uvas maduras e frescas, sendo a bebida categorizada conforme seu tipo
como mesa, espumante, licoroso ou composto, e sua coloragdo branco, tinto ou
rosado (BRASIL, 1988).

O Brasil ocupa a décima sexta (16°) posigao no consumo de vinho e décima
quinta (15°) como produtor mundial (OIV, 2023). As vinicolas localizadas na Serra
Gaucha/RS sao responsaveis por mais de 85% da produgdo nacional de vinhos
(UVIBRA, 2023). O interesse do consumidor por esse produto esta frequentemente
vinculado a sua qualidade, parametro este que é diretamente impactado por
elementos como a variedade da uva, condigbes ambientais e as metodologias
aplicadas durante a fabricagcdo, fermentacdo e estocagem. Contudo, um fator
importante que pode comprometer essas caracteristicas sensoriais € a seguranga do
produto € a presenca de compostos indesejaveis, como as aminas biogénicas, as
quais afetam significativamente as propriedades do vinho (Silva, Franco & Santos,
2020).

Rossana Oliveira da Nébrega Tese de Doutorado



VINHO E CAFE SOLUVEL 29

_—

Dados da literatura relatam que a presenca de ABs € comum em vinhos e mais
de sete ABs foram identificadas em vinhos comerciais de diferentes paises do mundo:
vinhos chilenos (Pineda et al., 2012), brasileiros (Silva, Franco, & Santos et al., 2021)
e entre outros. As ABs no vinho podem ser originadas de fontes endogenas, sendo
sintetizadas naturalmente (putrescina, espermidina e espermina) de acordo com o
estagio de maturacéao do fruto, caracteristicas do solo e fatores climaticos e higiénicos.
Também sdo formadas por fontes exdgenas, decorrente de reagdes enzimaticas
mediadas por microrganismos ao longo das etapas de produgéo e envelhecimento do
vinho (Torre, Rotondo & Salvo, 2023).

A formacdo das ABs de fontes exdgenas esta associada a atividade
descarboxilase de leveduras ao longo da fermentacao alcodlica e de bactérias lacticas
na fermentagdo malolatica (Stoj et al., 2022). Na fermentagéo malolatica, as bactérias
laticas convertem o acido malico em latico por meio da reacao de descarboxilagéo.
Essa conversao resulta na suavizagdo do vinho e na reducgao significativa de sua
acidez (Torre, Rotondo & Salvo, 2023). Como consequéncia, estabelecem-se
condicbes metabdlicas favoraveis para que outros substratos, como aminoacidos
precursores, sejam metabolizados, potencializando assim a formagao de ABs. No
caso dos vinhos brancos, a fermentagdo malolatica ndo é muito comum e,
consequentemente, os teores de ABs tendem a ser menores do que nos vinhos tintos.
(Wunderlichova et al., 2014).

Mitar et al., (2018), identificaram mais de 11 ABs nos vinhos tintos e notaram
que as concentracdes dependem da variedade e origem geografica da uva. Restuccia
et al., (2017) encontraram seis ABs em amostras de uvas, sendo a espermidina, a
espermina e a putrescina detectadas em maiores concentragdes, seguida por
tiramina, histamina e feniletlamina em menores niveis. Nesse mesmo estudo, os
autores observaram que as variedades das uvas afetaram os teores e os tipos de ABs
formadas. De modo geral, as principais ABs encontradas em vinhos, em teores
elevados, sdo: histamina, tiramina, putrescina e cadaverina, seguidas da triptamina e
espermidina (Aliafio-Gonzalez & Cantos-Vila, 2024).

A deteccdo de ABs no vinho é relevante devido a presenca do etanol que
provoca inibicdo da enzima MAO, responsavel pela metabolizacdo de ABs no
organismo humano (Vasconcelos et al., 2021). Isso causa preocupagao para industria
enologica, em decorréncia da associagao das condigdes sanitarias inadequadas das

uvas e da auséncia de protocolos para higienizagdo nas etapas de processamento do
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vinho. Isso compromete a qualidade e seguranca do produto, resultando um sabor
desagradavel aos consumidores, além de induzir sintomas toxicos em humanos
(Aliano-Gonzalez & Cantos-Vila, 2024). Assim, torna-se necessario identificar e
determinar, com métodos rapidos e confiaveis, a quantidade de ABs no vinho, para

monitorar a qualidade e segurancga alimentar do consumidor.

2.3 Aminas biogénicas em cafés soluveis

O Brasil ocupa posi¢cao de destaque no cenario global, sendo reconhecido
como principal produtor e exportador de café soluvel e o segundo maior consumidor
dessa bebida (ABICS, 2023). O elevado consumo de café soluvel é atribuido a sua
praticidade e propriedades organolépticas e psicoativas, sendo proveniente da
desidratacdo do extrato de café torrado das espécies Coffea arabica e Coffea
canephora (Nobrega et al., 2023). Nos ultimos anos, foram registrados um
crescimento expressivo nos estudos sobre a composicao do café, em relacdo aos
compostos fendlicos e nitrogenados (Arai et al., 2015; Santanatoglia et al., 2024).
Porém, na literatura, estudos acerca de ABs em cafés soluveis ainda é limitada,
apresentando poucas metodologias disponiveis para sua quantificagao.

As ABs estao naturalmente presentes nos frutos do café tanto na forma livre
como conjugada com outras moléculas, como acido fendlico e proteinas, sendo seus
niveis influenciados pela variedade, fase de maturacdo e o ambiente de
armazenamento (Silveira et al., 2007). De modo geral, quanto mais longo for o ciclo
de produgédo para obtencéo dos cafés torrados e moidos e cafés soluveis (manuseio,
armazenamento e comércio) maior o acumulo de ABs, seja em cada etapa do
processo de fabricacdo ou fenbmenos de deterioragao (Restuccia, Loizzo & Spizzirri,
2019).

Sridevi et al. (2009) investigaram a presencga de putrescina, espermidina e
espermina durante a formacéo do fruto do café e verificaram que os niveis dessas
poliaminas aumentaram durante a ontogenia dos frutos, tanto no café arabica quanto
no café robusta. Cirilo et al. (2003) analisaram os tipos e os niveis de concentragao
de ABs nos cafés verdes e torrados, nas amostras de café verde, a serotonina e a
putrescina foram as aminas predominantes, seguidas pela espermidina e espermina.
Apbs o processo de torrefagdo a 300 °C por 6 min, as unicas ABs encontradas no café
torrado foram a espermidina e serotonina, pois a putrescina e espermina foram

sensiveis a temperatura/tempo utilizada durante a torrefacdo. No estudo de Casal et
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al. (2004), outras ABs também foram detectadas no café verde, como a cadaverina,
histamina e tiramina, mas ap6s a torrefagéo a 160-220 °C por 14 min, relataram que
todas as ABs estavam presentes, mas em menores quantidades.

A detecgao de ABs em cafés soluveis também foi investigada por Restuccia et
al. (2015), os quais constataram que o café soluvel regular e o descafeinado
apresentam quantidades menores de ABs em comparagdo com o café torrado e
moido. Essa diferenga provavelmente esta relacionada aos processos industriais de
descafeinacdo e a producdo do café soluvel, que podem levar a perda de
componentes do sabor e das ABs apds o processo de extracdo da cafeina e/ou
secagem (Restuccia; Loizzo; Spizzirri, 2019).

O estudo realizado por Silveira et al. (2007), detectaram diferentes ABs em café
soltvel, variando de 2,8 a 27,6 mg L™'. A serotonina mostrou-se presente em niveis
mais elevados, seguida por cadaverina, tiramina e espermidina. No trabalho de
Restuccia et al. (2015) os resultados comprovaram que o método de preparagao do
café pode ser considerado o principal fator contribuinte no teor de ABs totais. As
bebidas a base de mocha continham niveis mais elevados de ABs, do que as bebidas

obtidas a partir de cafés soluveis, descafeinados e de maquinas de café expresso.

2.4 Métodos analiticos para deteccéo de ABs em bebidas

A determinacéo dos teores de ABs em bebidas é importante por duas razdes
principais: (i) risco de intoxicagdo por ABs quando consumidas em quantidades
excessivas, podendo causar sintomas de intoxicagao alimentar (Ordéiiez et al., 2016),
(i) possibilidade das ABs serem utilizadas como marcadores de qualidade do produto,
pois sua presengca pode ser um indicativo de contaminacdo microbioldgica,
deterioragcdo ou de condigdes precarias de armazenamento e higiene durante a
producdo e processamento de alimentos. Por isso, o desenvolvimento de
metodologias analiticas para determinar ABs representa uma condi¢do importante
para verificar a conformidade com os padrbes de qualidade e seguranga alimentar dos
alimentos consumidos (Papageorgiou et al., 2018a).

A deteccdo de ABs em alimentos e bebidas apresenta desafios analiticos
importantes devido a trés fatores principais: o forte carater polar dessas moléculas,
gue aumenta sua solubilidade em agua e dificulta a extracdo e pode comprometer a
exatiddo e a recuperagao analitica (Papageorgiou et al., 2018a); a elevada

complexidade das matrizes alimenticias e as semelhangas estruturais entre as
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diferentes ABs, que dificultam sua separagéao e identificagcao (Ordéfez et al., 2016); e
a auséncia de grupos cromaéforos e fluoréforos, o que torna necessario a derivatizagao
desses compostos antes de sua deteccdo por métodos espectrofotométricos ou
fluorométricos (Tiris et al., 2023).

Para contornar essas limitagdes, os métodos convencionais adotam as etapas
de extracao e derivatizagcao de ABs, para reduzir a polaridade e fornecer um cromoéforo
para que seja detectado e, em seguida, quantificado (Restuccia, Loizzo & Spizzirri,
2019). Os métodos de extragao representam etapas criticas do processo, que sao
realizadas tanto para remover compostos que possam interferir na analise, como
também para concentrar os analitos. (Vieira et al., 2020). As técnicas mais utilizadas
sao extracao liquido-liquido (do inglés, liquid-liquid extraction — LLE), extragcao em fase
sélida (do inglés, solid-phase extraction — SPE), microextragdo liquido-liquido
dispersiva (do inglés, dispersive liquid-liquid microextraction — DLLME) e
microextragdo em fase solida por imerséo direta (do inglés, Direct Immersion-solid-
phase microextraction — DI-SPME) (Vasconcelos et al., 2021).

Os processos de extragao e derivatizacdo sao frequentemente realizados
simultaneamente. A reagéo de derivatizagdo pode ser realizada antes (métodos pré-
coluna) ou depois (métodos pds-coluna) da analise cromatografica, utilizando Ben-Cl,
OPA ou DNS-CI para analises por HPLC, e o IBCF para analise por GC. Dentre esses
reagentes, o DNS-CI tem sido aplicado na maioria dos estudos, uma vez que seus
derivados sdo estaveis e podem ser analisados por detectores UV e FLD. Por outro
lado, esse procedimento requer aplicagdo de temperatura externa (10 - 60°C) e tempo
de reacao prolongada (10 — 60 min).

A derivatizagao realizada com ortoftalaldeido (OPA) ocorre em temperatura
ambiente e em um espacgo curto de tempo. No entanto, reage apenas com aminas
primarias e gera derivados instaveis (Ozdestan & Uren, 2009). Por outro lado, o Ben-
Cl reage com aminas primarias e secundarias formando derivados estaveis, porém
pode reagir com outros grupos, como fendis, alcoois alifaticos e alguns agucares, e a
reagcao € mais demorada (Ordonez et al., 2016). Quanto ao cloroférmio de isobutila
(IBFC), reage com agua, por isso apresenta resultado com maior instabilidade,
necessitando do uso de solventes orgéanicos aproticos (hexano, tolueno ou
cloroférmio). Esses solventes reduzem a presenga de agua na reacgao, ajudando a
manter a estabilidade do composto e, consequentemente, a eficacia da reacgao
desejada (Resque, 2022).
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Embora tenha muitos artigos na literatura sobre a determinagao de ABs, novos
avancgos tém impulsionado melhorias na precisdo, simplicidade, seletividade e
sensibilidade dos métodos analiticos. Nas ultimas décadas, varias metodologias
analiticas tém sido empregadas para determinar ABs em vinhos, enquanto, em cafés

soluveis, essa aplicacado tem sido menos estudada, conforme detalhado na Tabela 3.
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Tabela 3. Informagdes sobre métodos analiticos aplicados a quantificagdo de aminas biogénicas em vinhos e cafés soluveis.

Matriz Aminas Biogénicas Pré-tratamento Rt_aagt_ente LD/LQ Recuperagao Técnica 9e Referéncia
Derivatizante Separacao
TIR, PUT, TRIP, CAD, HIST, LLE modificada LD: 0,001-0,050 mg/L 73,0 a .
ESPD, 2-FENIL, ESPM. Dns-Cl LQ: 0,005-0,167 mg/L 111,6% HPLC-FD Liu et al., 2020
CAD, ETIL, TIR, PUT, MET
’ N oot ’ . } LD: 9,3-60,5 pg/L 86,4 a HPLC- .
ESPM, ESPD, 2 FENIL, HIST, SPE LQ: 31,1-202,3 pg/L 109.9%  Potenciométrico O of @l 2020
Degaseificado,
ESPM, ESPD, CAD, HIST, 2- filtragdo e LD: 1-2 pg/L .
FENIL, TRIP, TIR. adicdo de - LQ: 3-8 g/l 87 a 113% CE-MS/MS Daniel et al., 2015
PVPP
ESPM, ESPED, 2-FENIL, DIET, L« . P
ETUWSTCAD PUTTRIET,  Mdeodel L LDSIadnnl - gsarm  cows Mol
TEA, TRIP, TIR - 10 °ng :
MET, DIMT, DIET, PROP, ISOB, . .
Vinhos BUT, ISOP, HEX, 2-FENIL, PUT, DI-SPME IBCF O ooy I 652 107% GC-MS Papageargiou of
TRIP, TIR, CAD, HIS -Y ) Mg .,
2-FENIL, HIS, PUT, CAD, TIR e LD: 1,4 a4,2 ug/L o
TRIP DLLME IBCF LQ: 4.6 to 12.6 pg/L 76 a 105%. GC-MS Stoj et al., 2022
LD: 3,6 ymol/L o Soares et al.,
TIR - - LQ: 10,52 ymol L 110,8% DPV 2019
. Herrera-Chacén,
HIST - ; o 06 Hg/m - - DPV Dinc-Zor e Valle,
- UPs Mg 2020
I LD: 0,6 ymol/L 94,4 a Silva, Franco e
TIR Diluigao - LQ: 1,98 pmoliL 106,0% SWv Santos, 2021
LD:0,168 ng/ml e LQ: 0,509
) ) ng/mL 82,6 a Lourenco et al.,
TRIP & HIST LD: 0,038 ug/mL e LQ: 102,9% SWv 2022
0,115 pg/mL
PUT, CAD, HIST, TIR, SER, AGM, OPA N3o Silveira. Tavares
ESPD, ESPM, 2-FENIL, TRIP TCA a5% (m/v) (derivatizagédo N&o informado . HPLC-FLD L
. . i informado e Gloria 2007
Café Soluavel pos coluna)
ESPM, ESPD, PUT, HIST, TIR, 2- TCA a 5% (m/v) ) LD: 0,02 a 0,05 pg/mL o ) Restuccia et al.,
FENIL, CAD, SER e SPE DNS-CI LQ: 0,06 a 0,13 pg/mL 92,3297,5% HPLC-UV 2015

ETL: etilamina, PROP: propilamina, BUT: butilamina, PUT: putrescina, CAD: cadaverina, 2-FENIL: Feniletilamina, AMIL: amilamina, ESPD: espermidina, ESPM: espermina,

HEX: hexilamina, HIST: Histamina, MET: Metilamina. TRIET: trietanolamina, TEA: Trietialmina, DIET: dietilamina, AGM: agmatina, DIMT: dimetilamina, ISOB: isobutilamina,
ISOP: isopentilamina
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2.4.1 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC)

HPLC é o método analitico de referéncia reconhecido e recomendado para a
deteccao de ABs em alimentos. Este método baseia-se na diferenca do tamanho das
ABs e na interacdo (adsorgédo, exclusado de tamanho, distribuigao e afinidade) entre as
ABs e a fase estacionaria (Gao et al., 2023). Apresenta vantagens notaveis, como alta
sensibilidade e precisdo. No entanto, também possui desvantagens, como o elevado
custo do equipamento e da operagao (que envolve o uso de solventes orgéanicos de
alto grau de pureza como fase movel e colunas cromatograficas), além da exigéncia
de etapas prévias de preparo das amostras. (Tiris et al., 2023).

Liu e colaboradores (2020) quantificaram oito ABs em vinhos tintos e brancos,
utilizando HPLC-FLD. Usaram Dns-CI (60°C por 30 min) como reagente derivatizante
e método de LLE modificada, simplificando o método LLE convencional. Os valores
de LD e LQ variaram de 0,001 a 0,050 mg L' e 0,005 — 0,167 mg L™, respectivamente,
e as recuperagbes ficaram entre 73 e 112%. Os resultados mostraram maiores
concentragcdes de ABs em vinhos tintos, atribuidas a fermentagao malolatica.

Em 2022, Gil et al. desenvolveram um método para quantificar 10 ABs em
vinhos por HPLC acoplada a um detector potenciométrico. O preparo das amostras
foi realizado por SPE. A separagao das ABs ocorreu em coluna C18, com eluicdo em
gradiente. A duracgao da corrida cromatografica foi de aproximadamente 25 minutos,
com LDs variando de 9,3 a 60,5 ug L', LQ entre 31,1 a 202,3 ug L' e recuperagoes
entre 86 e 110 %. Vinhos tintos apresentaram maiores teores de ABs, especialmente
histamina, tiramina e triptamina. O método HPLC com detecgao potenciométrica sem
derivatizagdo mostrou-se promissor para a analise de ABs, sendo mais rapido,
econdmico e eficiente.

Existe apenas dois artigos na literatura sobre a quantificacdo de ABs em cafés
soluveis. Silveira, Tavares e Gldria (2007) quantificaram dez ABs em diferentes
marcas. As ABs foram extraidas com acido tricloroacético e analisadas por HPLC com
deteccao fluorimétrica e derivatizagdo pds-coluna utilizando OPA. O café regular
apresentou niveis maiores de serotonina, enquanto os descafeinados e orgéanicos
apresentaram maiores teores de cadaverina. As concentracdes de ABs apresentaram
valores entre 2,8 — 27,6 mg L™ em diferentes lotes e marcas, sugerindo que sua
presenga pode estar associada a formagao durante as etapas de processamento ou
a ocorréncia nos graos torrados sob forma conjugada, com liberagao subsequente por

hidrolise.
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Em 2015, Restuccia et al. desenvolveram um método para detectar 8 ABs em
café moido e bebidas de café (capsulas de expresso, mocha e soluvel) por HPLC-UV.
As amostras de café em po e infusdo foram extraidas com acido tricloroacético,
seguido de extragcdo SPE e derivatizacdo com DNS-CI. Os cafés soluveis regular e
descafeinado apresentaram menores quantidades de ABs quando comparados com
os cafés torrados, devido as diferengas nos processos de produgédo, como extragcao
da cafeina e secagem para café soluvel. Foram obtidos valores de recuperagao de 92
a 97 %, com LD de 0,02 a 0,05 yg mL" e LQ de 0,06 a 0,13 ug mL™". Os valores de
ABs detectados nas amostras de café variaram de 13,30 a 88,85 ug g' e 3,43 2 9,88
ug mL' em café em pd e infusdo, respectivamente, com a putrescina sendo a mais
abundante. Embora as quantidades de ABs no café sejam relativamente baixas, o
consumo excessivo ao longo do dia pode causar sintomas severos de intoxicagao,

dependendo da tolerancia individual dos consumidores.

2.4.2 Cromatografia Gasosa (GC)

Embora ndo seja tdo comum quanto ao método HPLC, a GC também tem sido
utilizada para a investigacdo de ABs em produtos alimenticios, especificamente em
bebidas fermentadas. Alguns estudos tém aplicado a espectrometria de massas como
técnica de detecgao. De modo geral, antes das analises por GC, também é necessaria
a etapa de derivatizagcdo das ABs para modificar suas propriedades, aumentando a
volatilidade e reduzindo a polaridade (Kannan et al., 2020).

No estudo de Papageorgiou et al., (2018b), foi proposto um método para
determinacdao de 16 ABs em vinhos da Polbnia e outros paises utilizando GC-MS
associado a DI-SPME. Antes da extracao, foi realizada a derivatizacao utilizando IBCF
com NaCl (pH 12) para aumentar a volatiidade dos compostos oriundos da
derivatizacdo das ABs. Na extragdo, os autores utilizaram a fibra
polidimetilsiloxano/divinilbenzeno e otimizaram as condi¢gdes do procedimento de DI-
SPME para obter melhores resultados. Os valores de LD e LQ estiveram na faixa de
0,009 a 0,859 ug L' e 0,028 a 1,634 ug L, respectivamente, com taxas de
recuperacao de 65 a 107%. As analises revelaram concentracdes de ABs no intervalo
de 7 a 2544 ug L, sugerindo que as praticas de vinificagdo sdo de boa qualidade.
Essa abordagem apresentou vantagens quando comparada com os meétodos
convencionais, com tempo de analise curto (25 min), minima geracao de residuo e

sem uso de solventes organicos. No entanto, é importante destacar que a fibora SPME
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utilizada no estudo é dispendiosa e requer cuidados quando imersa na amostra de
vinho, para evitar danos.

Stoj et al. (2022) avaliaram os teores de ABs em vinhos produzidos com uvas
das variedades de Zweigelt e Rondo, utilizando diferentes cepas de leveduras e
fermentagdo malolatica (induzida ou espontanea). O método empregado envolveu a
microextragao DLLME, combinada com um processo de derivatizagao in situ, seguida
da analise por GC-MS. Os achados evidenciaram que a variedade da uva e o tipo de
fermentagdo impactaram nos teores de ABs. A fermentagdo malolatica espontanea
em vinhos Rondo resultou em quantidades mais altas de putrescina, cadaverina e
triptamina, enquanto os vinhos Zweigelt apresentaram niveis mais altos de putrescina
e cadaverina, com baixos niveis de tiramina. Os LD variaram entre 1,4 e 4,2 ug L™,
com uma taxa de recuperacgao variando de 76% a 105%. Os teores de ABs em relagéo
ao tipo de fermentacao foi atribuida a presenca de diferentes cepas de bactérias
laticas e a composicao especifica do vinho.

Outros trabalhos utilizando o mesmo reagente derivatizante (cloroformato de
isobutil) associado a DLLME (Almeida, Fernandes & Cunha; 2012; Ptotka-wasylka,
Simeonov & Namiesnik, 2016) e a SPME (Huang et al., 2016) também apresentaram
resultados precisos, reprodutiveis, e com menor tempo de analise do que alguns
métodos de HPLC mencionados anteriormente, alcangando LDs equivalentes. No
entanto, o cloroformato de isobutil € uma substancia altamente volatil, carcinogénica
e toxica, com possibilidade de formagdo de subprodutos indesejaveis durante a
reacao, que podem interferir na analise e afetar a precisao e a exatidao dos resultados
obtidos.

2.4.3 Eletroforese Capilar (CE)

A eletroforese capilar é considerada uma alternativa viavel na determinacéo de
ABs em alimentos. Embora apresentem menor sensibilidade em comparagdo com as
técnicas HPLC e GC, destacam-se na rapidez das analises, menor tempo e consumo
dos solventes organicos e reagentes (Stojanovi¢ & Kos, 2020).

Em 2015, Daniel et al. desenvolveram um procedimento analitico utilizando
eletroforese capilar com espectrometria de massa tandem (do inglés, Capillary
electrophoresis—tandem mass spectrometry — CE-MS/MS) para quantificacao
simultadnea de nove ABs em vinhos e cervejas. A separagao das ABs ocorreu por meio

do método CE ao revestir a coluna com alcool polivinilico (PVA), utilizando acido
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acético (pH 2,5) como eletrélito. Esse método permitiu a determinagao direta das ABs
nas amostras apds a etapa de limpeza com polivinilpolipirrolidona (PVPP), sem a
necessidade de derivatizacdo. A separacao das ABs foi alcangada em menos de 10
minutos, com LD entre 1 e 2 ug L' e recuperagdo entre 87% e 113%. Apesar de
eficiente, a técnica CE-MS é considerada dispendiosa em termos de custos de
aquisicao e operacao.

Em 2018, Wozniakiewicz e colaboradores desenvolveram e aplicaram dois
métodos para determinagcdo de ABs em vinhos. Um deles utiliza a técnica de
eletroforese capilar acoplada a MS sem extragdo, enquanto o outro emprega GC
acoplada a MS combinado com a DI-SPME. Para esse ultimo método, foi necessario
incluir a etapa de derivatizagao com IBCF antes da extragcao. A DI-SPME foi executada
utilizando uma fibra SPME de poliacrilato, resultando no tempo de analise de 52 min.
Os LDs obtidos foram de 25 ng mL' e 3,1 ng mL-! para CE-MS e DI-SPME-GC-MS,
respectivamente. Os valores de recuperacdo de ambos os métodos foram
semelhantes, variando de 65 a 117% e 64 a 106% para CE-MS e DI-SPME-GCMS,
respectivamente. Apesar da vantagem do método GC-MS na detecgdo de baixas
concentragcdes de ABs, ambos os métodos foram eficazes, sendo o método CE-MS
mais aplicavel para analises de rotina devido a sua rapidez, economia de tempo e

custos.

2.4.4 VVoltametria

Os métodos voltamétricos aplicados a quantificacdo de ABs em alimentos e
bebidas sdo uma alternativa vantajosa aos métodos cromatograficos, pois dispensam
o0 uso de equipamentos sofisticados e, na maioria das vezes, ndo requerem
procedimentos de preparacao e derivatizacao de amostras, o que reduz os custos,
geracao de residuos e o tempo de analise (Kumar et al., 2020). Embora apresente
alta sensibilidade, preciséo e baixo custo, o desempenho dos métodos voltamétricos
pode ser melhorado através de modificagdes na superficie do eletrodo de trabalho
(Soares et al., 2019)

Nesse contexto, o sensor eletroquimico surge como um dispositivo promissor,
sendo composto por: (/) um receptor, que reconhece 0s analitos em uma matriz; (ii)
um transdutor, transforma a resposta originada da interagéo analito-receptor em uma
resposta elétrica proporcional; e (iii) um componente eletronico, que filtra, amplifica e

opera o sinal elétrico para otimizar a resposta do analito, como mostrado na Figura 3.
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A principal distingdo entre sensor e biossensor € a incorporagdo de um
elemento de reconhecimento bioldgico na superficie do receptor (Soares et al., 2019).
No entanto, uma limitacao referente a utilizacido dos biossensores é a seletividade
enzimatica limitada para diferentes ABs e a necessidade de altos potenciais
operacionais, 0 que ocasiona o aumento de interferéncias.

Dentre os exemplos de aplicagéo de enzimas em biossensores, destacam-se a
deteccdo de histamina e cadaverina em queijos, utilizando as enzimas diamina
oxidase e monoamina oxidase, respectivamente (Kagar et al., 2020); a detecgéo de
espermidina e espermina em sangue, utilizando a enzima poliamina oxidase (Boffi et
al., 2015).

H — analito

B B O
SENSOR I B B @B B
EENEEENNEREEEED
Receptor
@ — analito
e o —=| Transdutor  —
. i N
L'i:-:un\nartre a grandeza filtra, amplifica e
fisico-guimica em um opera o sinal
BIOSSENSOR __, Composto sinal elétrico elétrico para
biolégico mensuravel otimizar a resposta
do analito
Receptor

reconhece os analitos em uma matriz complexa

Figura 3 Funcionamento de um sensor eletroquimico. Fonte: Adaptada de Muller et
al. (2022) (Criada BioRender.com).

Soares et al (2019) elaboraram um biossensor enzimatico para detectar a
presenga de tiramina em amostras de vinho utilizando DPV. O biossensor foi obtido
através da eletropolimerizagao do acido 4- mercaptofenilacético (MPAA) na superficie
do eletrodo de carbono (do inglés, carbon graphite lead — GCL) para criar ligagdes
covalentes entre os grupos carboxila e a tirosinase. A ativagdo dos grupos carboxila
foi realizada através da imersdo do eletrodo em uma solugdo contendo n-
hidroxissuccinimida, cloridrato de 1-etil-3- (3-dimetilaminopropil) e carbodiimida, por
30 min. Posteriormente, os eletrodos foram imersos em uma solugcdo enzimatica e
deixados a 4°C por 18 h. O método obteve LD de 3,6 ymol L' com uma taxa de
recuperacao de 110,8%, dispensando etapas de tratamento da amostra. Entretanto,

a preparacgao do sensor poly(MPAA)/CGL foi demorada, levando mais de 18 horas.
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Silva, Franco e Santos (2021) propuseram um método usando DPV e SWV
para quantificagdo de tiramina em vinhos brasileiros usando eletrodo de grafite (do
inglés, pencil carbon graphite electrodes — PCGE). A partir de estudos por CV, os
autores observaram que a tiramina apresentou um sinal de oxidagao irreversivel com
um comportamento adsortivo e propuseram que o mecanismo da oxidagao envolve a
transferéncia de 3 elétrons e 3 protons. O método apresentou faixa linear de 0,6 - 100
umol L', com LDs de 0,5 para SWV e 0,6 uymol L' para DPV. As duas técnicas
apresentaram um baixo potencial anddico (+0,64 V) e altas taxas de recuperagao de
94,4 a 106,0%.

Neste estudo, foram discutidos os métodos voltamétricos disponiveis na
literatura para a quantificagao apenas da tiramina em vinhos. Até o presente, nao foi
encontrado na literatura relatos de método voltamétrico para determinacdo de

espermidina em vinhos, bem como para tiramina e espermidina em cafés soluveis.

2.5 Técnicas Eletroanaliticas

O desenvolvimento e o0 avango das técnicas eletroanaliticas permitiram sua
aplicacao para quantificacao e identificagdo dos analitos em diversas areas de estudo,
baseado na correlacdo existente entre a quantidade da espécie eletroativa e a
propriedade elétrica como corrente, potencial e carga (Mirceski, Skrzypek & Stojanov,
2018). Essas técnicas se destacam por permitir a analise diretamente na amostra com
a utilizacdo de pouco/nenhum pré-tratamento da amostra. Comparado com as
técnicas cromatograficas, as técnicas eletroanaliticas apresentam vantagens, como
rapida execucao, tempo de analise e baixo custo, alcangando limites de deteccgao
comparaveis aos das técnicas convencionais.

Entre essas técnicas, destaca-se a voltametria, na qual ocorrem reacdes
envolvendo a transferéncia de elétrons na interface eletrodo/solugdo promovida pela
aplicacdo de um potencial controlado entre os eletrodos, gerando respostas
mensuraveis do analito, como corrente e potencial. A resposta dessa interacao ¢é
dependente da concentracdo da espécie eletroativa. Dessa forma, é possivel obter
informacgdes tanto quantitativas quanto qualitativas de um analito em estudo a partir

das medidas voltamétricas (Kurzweil, 2009).
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2.5.1 Voltametria

Em voltametria, a corrente gerada esta em fungao da diferenca de potencial
elétrico aplicado, gerando os voltamogramas, que sao sinais analiticos provenientes
do processo de eletrélise das espécies quimicas em um sistema padrdo de trés
eletrodos (Megale & Souza, 2023). Nesse sistema, o eletrodo de trabalho induz
reacoes de oxidagcao e reducao das espécies eletroativas, e a corrente flui entre os
eletrodos de trabalho e auxiliar, enquanto o eletrodo de referéncia assegura a
estabilidade de potencial durante todo o experimento (Liu et al., 2022).

Nessas condicdes, as espécies eletroativas possuem propriedades cinéticas e
termodinamicas favoraveis para que ocorra os processos de reducao e/ou oxidagao,
obedecendo a lei de Nernst. Do ponto de vista cinético, os processos de oxirredugao
que acontecem na interface eletrodo/solu¢ao sao controlados pelos mecanismos de
transporte de massa, migragcdo, convecgao e difusdo, sendo este ultimo o
predominante. Isso ocorre porque a corrente migratoria € minimizada pela presenca
do eletrdlito de suporte, responsavel por manter a forga idnica da solugao, enquanto
0s processos convectivos sdo eliminados pela auséncia de agitagdo mecanica durante
a aplicacado do potencial. Assim, a corrente total observada é resultado da soma da
corrente faradaica, associada as reacdes redox do analito na superficie do eletrodo
de trabalho, e da corrente capacitiva, relacionada ao carregamento e
descarregamento da dupla camada elétrica, que atua como um capacitor acumulando
ou liberando cargas durante o processo eletroquimico (Stojek, 2009).

As técnicas voltamétricas predominantes em eletroanalise serdo brevemente
discutidas, com foco na voltametria ciclica (do inglés, Cyclic voltammetry — CV) e

SWV, que foram utilizadas no desenvolvimento deste trabalho.

2.5.2 Voltametria Ciclica

A voltametria ciclica é fundamental para a caracterizacdo de processos redox,
permitindo avaliar de forma qualitativa o comportamento redox dos sistemas
eletroquimicos, bem como investigar a termodindmica e a cinética das reagdes
envolvidas (reversibilidade do composto analisado) e processos adsortivos (Liu et al.,
2022).

Nesta técnica, o sinal de excitagdo varia como uma onda triangular a uma
velocidade conhecida. No sentido direto, o potencial do eletrodo de trabalho segue

uma rampa linear até atingir o potencial maximo determinado. Em seguida, no sentido
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inverso, a varredura é invertida ao potencial inicial, mantendo a velocidade (Brett &
Brett 1996). Esta aplicacado do sinal de excitagcédo (forma como o potencial é aplicado)
nos fornece como resposta informacgdes sobre as espécies eletroativas que sofrem
reacdes redox na superficie do eletrodo, resultando em potenciais de picos catddicos
(reducao da espécie) e anddicos (oxidagédo da espécie).

Assim, se a reagao apresenta sinais de reducao e oxidagao bem definidos,
indica um sistema reversivel ou quase-reversivel, caracterizado por uma separagao
maior entre os picos e uma cinética de transferéncia de elétrons moderada. Por outro
lado, a presenca de apenas um pico catddico ou anddico representa um sistema
irreversivel (Skoog, Holler & Nieman, 2002; Brett & Brett 1996).

2.5.3 Voltametria de onda quadrada

A SWV surgiu em 1953 por meio dos estudos e experimentos liderados por
Barker, com a finalidade de reduzir a corrente capacitiva residual presente nas
técnicas polarograficas. Na SWV, o potencial varia na forma de uma rampa em
degraus, no qual os pulsos de potencial de amplitude fixa (a) séo sobrepostos a cada
incremento de potencial constante (AEs), com duracéo total de 2t, (periodo) (Figura
4a e 4b). As correntes elétricas sdo medidas duas vezes a cada ciclo, tanto no sentido
direto da varredura quanto no reverso, coincidindo com o inicio do degrau e metade
da etapa da rampa de degraus, respectivamente. Assim, o sinal analitico da SWV é
obtido pela diferenga da corrente direta e reversa (Figura 4c), originando a corrente
resultante, cujo pico aumenta proporcionalmente a concentragdo do analito. Essa

corrente resultante € maior que a corrente direta e reversa (Megale & Souza, 2023).
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Figura 4 Esquema da técnica SWV Criado com BioRender.com.

Na SWV, o perfil dos picos redox € determinado pela natureza reversivel ou
irreversivel do mecanismo de transferéncia de elétrons, possibilitando um estudo
relacionado ao mecanismo redox. Para processos reversiveis (Figura 4c) e
irreversiveis (Figura 4d), o potencial de pico varia linearmente com o log(f). A partir
das equacbes matematicas descrita na Tabela 4, desenvolvida por Osteryoung e
Lovric, que permite calcular a quantidade de elétrons transferidos durante o processo

redox (Lovri¢ & Komorsky-lovri¢, 1988).

Tabela 4 Relagao do potencial de pico e log /' para sistemas redox reversivel e

irreversivel
Sistema Inclinagao
Irreversivel dE,  —2,3RT
dlog (f)  anF
Reversivel 0E, —2,3RT

dlog (f)  2nF

Adaptado de Lovri¢ & Komorsky-lovri¢, 1988.

As vantagens da SWV se baseiam na alta sensibilidade, em virtude do ganho
da corrente faradaica em relagao corrente capacitiva e o uso de altas velocidades para

aquisicao das medidas, resultando em um aumento expressivo no limite de deteccgao.
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2.6. Eletrodos de trabalho para determinacdo de ABs

A sensibilidade analitica em técnicas voltamétricas é fortemente influenciada
pelas propriedades quimicas e fisicas do material empregado na construgdo do
eletrodo de trabalho, que influenciam a transferéncia de elétrons e, por consequéncia,
asseguram a seletividade, estabilidade e desempenho do método (Ribeiro, 2012).
Dentre os eletrodos disponiveis no laboratério de pesquisa, foram empregados nesse
estudo eletrodos de pasta do carbono quimicamente modificado com ftalocianinas
metalicas e o BDD, os quais apresentam propriedades eletrocataliticas distintas para
a determinacao de ABs, possibilitando o estudo e a otimizacdo de métodos mais

sensiveis e seletivos para diferentes aplicagdes analiticas.

2.6.1 Eletrodos Quimicamente Modificados

Antes da década de 1970, a eletroanalitica era dominada pelo uso de eletrodos
convencionais de Hg, Pt, Au e C, cujas limitagdes em sensibilidade e versatilidade
levaram o desenvolvimento de eletrodos quimicamente modificados. O termo
Chemically Modified Electrodes — CMEs foi criado por Murray para sensores cuja
superficie contém substancias eletroativas que promovem seletividade e aprimoraram
o desempenho eletroquimico. A modificacdo da superficie desses eletrodos serve
para promover ou melhorar algumas propriedades eletroquimicas, o que normalmente
ndo € possivel ou é dificultado pela falta de eletroatividade nos sensores
convencionais. Com isso, por meio da modificacdo € possivel aumentar a area
superficial do eletrodo e analisar componentes que nao tinham atividade eletroativa
nos eletrodos convencionais (Murray, 1980).

Para a elaboragao do eletrodo modificado, o agente modificador é escolhido de
acordo com as necessidades da aplicacao analitica, devendo apresentar propriedades
que aprimoram a sensibilidade, estabilidade e seletividade do sensor convencional.
Além disso, apresentam as vantagens de fabricagao simples e barata, diminuicao do
sobrepotencial e ampla faixa de potencial e de superficie renovavel (Yin, Zhou & Al,
2009). Os mais utilizados sdo as enzimas, espécies organicas e compostos
organometalicos (Zen et al. 2003). Essas modificagdes podem ser realizadas por

diferentes métodos como:
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e Adsorcdo (imersdo do eletrodo em solu¢gdo do modificador, resultando na
adsor¢cao do material sobre sua superficie, formando uma camada ativa
estavel).

¢ Filmes poliméricos (revestimento da superficie do eletrodo através de uma
solucao polimérica ou por eletropolimerizacdo de um monémero);

e Ligacéao covalente em eletrodos a base de carbono (o0 agente modificador é
imobilizado a partir de ligagao covalente com o substrato do eletrodo);

¢ Imobilizagdo por ocluséo (eletrodo preparado a partir da mistura do grafite
em p6 com o aglutinante);

e Materiais compésitos (mudanga da superficie eletrédica mediante a
associagdo de componentes heterogéneos em sua estrutura).

A utilizagdo dos CMEs é uma area em expanséao, na busca de novos materiais

e métodos de modificagao para aperfeigcoar os sensores convencionais. Alguns tipos
de complexos, como porfirinas, bases de Schiff, hexacianometalatos, aquacobalamina
e ftalocianinas s&o utilizados como mediadores de elétrons na oxidacdo
eletrocatalitica de alguns analitos, como acidos organicos, pesticidas, aminas

biogénicas, entre outras (Lourenco et al., 2022; Silva et al., 2018).

2.6.2 Ftalocianinas Metalicas

No inicio do século 19, as PCs foram sintetizadas, acidentalmente, por
Diesbach e Van Der Weid, ao aquecer o orto-dibromobenzeno com cianeto de cobre,
formando um subproduto insoluvel e de coloragéo azul (Demir, Silah & Uslu, 2020).
Por isso, o nome ftalocianina (PC) deriva do grego “nafta” e “cianina”, significando dleo
de rocha e azul escuro, respectivamente.

As PCs sdo compostos macrociclicos planares de coloragdo azul ou verde,
constituidas por quatro anéis de isoindol ligados entre si por atomos de nitrogénio.
Essa estrutura confere um sistema 1 conjugado com 18 elétrons, o que resulta em
uma alta densidade eletrbnica e propriedades redox caracteristicas desses
compostos. Na forma livre (H,PC), contém dois atomos de hidrogénio ligados aos dois
grupos isoinddlicos que podem ser substituidos por atomos metalicos para formar as
metaloftalocianinas (MPCs). O atomo metalico fornece um elétron a cada nitrogénio
dos grupos isoinddlicos, os quais, por sua vez, fornecem um elétron ao metal,

formando ligagbes covalentes (Almeida et al., 2021).
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As PCs tém se mostrado materiais atraentes para uso como modificadores
quimicos em sensores eletroquimicos devido as caracteristicas eletrocataliticas,
eletroquimicas e opticas. Além disso, sdo relativamente baratas e faceis de modificar
(Almeida et al., 2021; Demir, Silah & Uslu, 2020). Entre suas propriedades mais
relevantes estda a elevada eficiéncia como materiais eletrocatalisadores, que
possibilita a analise de espécies quimicas tanto em regides anddicas quanto
catodicas, devido as variagdes dos estados de oxidacao do centro metalico e/ou das
reacdes de oxirredugao que acontecem no anel das PCs (Chen et al., 2018).

Os mecanismos de oxidagado que acontecem no anel ou no centro metalico das
MPCs dependem dos orbitais 11 (orbitais HOMO e LUMO) e dos niveis de energia de
fronteira (orbitais “d” dos metais de transicdo), respectivamente. Nessas
circunstancias, a oxidagao pode ocorrer por remog¢ao dos elétrons do orbital HOMO,
enquanto a redugcao se da pela adicdo de elétrons do orbital LUMO, ocasionando
transferéncia de carga do metal central para ligante ou o contrario (Brown & Kucernak,
2001).

Deste modo, muitos estudos eletroquimicos tém sido desenvolvidos utilizando
varios tipos de MPCs, pela acomodagédo do metal de transigdo (como Mn(ll), Co(ll),
Fe(ll), Zn(ll), Cu(ll) e Ni(ll)) na cavidade central da PC que aumentam
significativamente a intensidade de pico e permite que os analitos sejam detectados
em potenciais mais baixos devido as propriedades cinéticas. Os principais materiais
para elaboragao desses eletrodos sdo a base de carbono, como: o eletrodo GCE,
CPE, MWCNTPE e de grafite que sdo usados efetivamente na determinagédo de
inUmeros analitos (Demir, Silah & Uslu, 2020).

A utilizacao de MPCs para modificagao de eletrodos de pasta de carbono tem
se mostrado eficiente na determinagao de acidos organico (Silva, Lourengo & Araujo,
2018), pesticidas (Severo et al., 2024), aminas biogénicas (Lourenco et al., 2022) e
outros. Nos referidos estudos, foi utilizado o grafite em p6 para fabricagdo do CPE,
por possuir excelente condutividade, baixo custo, alto grau de pureza e com uma
ampla faixa de potencial. Neste contexto, Lourenco et al. (2022) propuseram um CPE
modificado com ftalocianina de niquel para determinagéo de triptamina e histamina
em vinhos. Entretanto, ndo ha registros na literatura sobre o emprego de CPE
modificado com ftalocianina de zinco (ZnPC) para determinagdao voltamétrica

simultdnea de tiramina e espermidina em vinhos e cafés soluveis.
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A ZnPC possui propriedades opticas, eletroquimicas e elétricas que depende
do carater dos ligantes (doadores ou receptores) e suas posigdes (periféricas ou nao
periféricas) na estrutura molecular do anel da Pc. Uma caracteristica importante da
ZnPC, é que o Zn(ll) ndo apresenta processos redox pela sua inatividade, pois seu
estado de oxidagao é +2 e da PC -2 formando um composto neutro ZnPC. Uma vez
que seu subnivel 3d é totalmente preenchido e profundo o suficiente para formar
orbitais moleculares bastantes puros, a ZnPC e MgPC possuem estruturas eletrénicas
bastantes semelhantes, com uma grande lacuna entre os orbitais HOMO e LUMO.
Contudo, os processos redox estdo relacionados com o anel macrociclico (Guaus &

Torrent-burgués, 2022).

2.6.3 Eletrodo de diamante dopado com boro

O diamante € um semicondutor de banda larga, o que limita sua aplicagéo direta
em eletroquimica e, por isso, para tornar possivel o seu uso como eletrodo de trabalho,
€ necessario a modificagao de suas propriedades elétricas por meio da dopagem com
boro. Esse elemento substitui o carbono na rede cristalina, apresentando baixa
energia de ativagao, o que possibilita altos niveis de dopagem (até 10000 ppm) e torna
o diamante um condutor adequado para diversas aplicagdes (Macpherson, 2015).

Na literatura, o eletrodo BDD é amplamente utilizado em diversas aplicagdes
eletroquimicas e eletroanaliticas para analises de moléculas organicas e inorganicas
(Cornejo et al., 2020). O crescente interesse por esse material esta relacionado as
suas excelentes propriedades, como a baixa corrente capacitiva, ampla faixa de
potencial (-3 a +3 V), além de sua resisténcia a incrustagéo e corrosao (Macpherson,
2015). Além das caracteristicas mencionadas, o uso do DBB em eletroanalitica esta
relacionado a concentragdo da dopagem do boro (variando de 10 — 10000 ppm), as
orientagdes cristalinas e, principalmente, as terminagdes superficiais em hidrogénio,
que conferem ao eletrodo um carater hidrofébico e alta condutividade, e oxigénio que
apresentam carater hidrofilico, baixa condutividade e alta capacidade de aceitar
elétrons (Einaga, 2022; Ribeiro, 2012).

Na abordagem experimental, € possivel modificar essas terminagdes de
hidrogénio e oxigénio através de polarizagdes catodicas e anddicas em acido forte,
respectivamente. Para determinados analitos, o tratamento catddico tem mostrado

melhoria significativa na atividade eletroquimica do BDD, pois favorece maior

Rossana Oliveira da Nébrega Tese de Doutorado



VINHO E CAFE SOLUVEL 49
-
velocidade de transferéncia de carga (Mijajlovi¢ et al., 2024; Salazar-Banda et al.,
2010)

2.7. Técnicas Quimiométricas

As técnicas quimiométricas usam abordagens matematicas e estatisticas para
extrair informacgdes relevantes a partir de dados instrumentais, permitindo a analise
de conjuntos de dados complexos (Liu et al., 2022). Originada da necessidade de lidar
com a crescente complexidade dos dados gerados por instrumentos analiticos
modernos, a quimiometria tem se consolidado como uma ferramenta importante na
analise de diversas areas, como alimenticia, farmacéutica e ambiental, para fins
qualitativos e quantitativos (Ferreira, 2016; Nobrega, 2021).

Dentro das técnicas quimiométricas, a calibracdo multivariada de primeira
ordem tem sido utilizada para determinacdo simultdnea de espécies quimicas em
sistemas complexos, considerando que os interferentes estejam adequadamente
modelados no conjunto de calibragédo (Sena, Trevisan & Poppi, 2005). Portanto, para
garantir um modelo de calibragao robusto, € fundamental utilizar um conjunto amplo e
representativo de amostras, ou seja, um numero significativo de amostras que abranja
a maior variabilidade possivel das espécies presentes na amostra a ser analisada
(Silva, 2019).

Por outro lado, a calibragdo de segunda ordem emprega dados
multidimensionais, formando um arranjo tridimensional (trés vias). Essa abordagem
permite a determinagdo de multiplos analitos mesmo na presenga de constituintes
desconhecidos nas amostras, superando as limitagdes inerentes aos modelos de
primeira ordem. Como principal vantagem, destaca-se a redugao da necessidade de
conjuntos de calibragao extensos e altamente diversificados, permitindo apenas o uso
de solugbes padrédo do(s) analito(s), diminuindo significativamente o esforgo
experimental na fase de constru¢cdo do modelo analitico (Escandar & Olivieri, 2019).

2.8. Método de calibragdo multiway

De acordo com a literatura, nos ultimos anos, os métodos de calibracio
multiway tém alcangcado destaque como uma alternativa promissora na area de
alimentos (Brasca, Goicoechea & Culzoni, 2018). Esses métodos tém desempenhado
um grande impacto no ambito do controle de qualidade e na determinagdo de

contaminantes emergentes e adulterantes em alimentos, permitindo a quantificagéo
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dos analitos de interesse em amostras de composi¢do complexa, mesmo na presenga
de componentes ndao modelados (interferentes) (Chiappini et al., 2024).

Na voltametria, a aquisicao dos dados eletroanaliticos baseia-se na obtencao
de um vetor de informacao, que é a intensidade de corrente em fungdo de uma faixa
de potencial aplicado (Jalavand, Goicoechea & Rutlede, 2017). Esses dados
bidimensionais, sédo classificados como de primeira ordem, embora confiaveis,
apresentam limitagdes significativas quando aplicados a determinagao simultanea de
espécies eletroativas com potenciais sobrepostos ou em matrizes de composigao
complexa. Por outro lado, na calibragdo de segunda ordem (multiway), cada amostra
analisada gera um tensor tridimensional por amostra, obtido por meio da variagéo de
um parametro experimental adicional, como pH, incremento de potencial, amplitude,
frequéncia etc., ampliando assim a quantidade de informacbes que possam ser
extraidas da analise eletroanalitica (Silva, 2019).

A modelagem desses dados multidimensionais permite explorar a vantagem de
segunda ordem, proporcionando maior sensibilidade, seletividade e precisao
independentemente da presenga de espécies quimicas ndo modeladas (Brasca,
Goicoechea & Culzoni, 2018). A calibragdo multiway apresenta vantagem para a
determinacao simultdnea de ABs, como putrescina, cadaverina e histamina, cujos
potenciais de oxidagcdo sdo muito proximos, ocasionando sobreposicao significativa
de picos voltamétricos, conforme observado por Koppang et al. (1999) e Henao-
Escobar et al. (2015).

Nesse estudo, os métodos U-PLS/RBL e MCR-ALS foram empregados no
tratamento dos dados voltamétricos porque esses sinais apresentam caracteristicas
de quebra de trilinearidade. Em dados voltamétricos, a n&o-trilinearidade é
frequentemente provocada por deslocamentos de potencial, que geram mudangas
significativas na posicéo, largura ou simetria dos picos. Nesses casos, as diferengas
entre os sinais das amostras deixam de ser restritas a intensidade da corrente,
passando também a envolver alteragées do pico voltamétrico do analito (Jalavand,
Goicoechea & Rutlede, 2017).

2.9. Resolugao Multivariada de Curvas com Minimos Quadrados Alternados (MCR-
ALS)
O MCR-ALS é um procedimento de decomposicao de matrizes empregado

para recuperar os perfis e as contribuicbes de espécies quimicamente puras a partir
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de dados multivariados. Nesse caso, constroi-se uma matriz aumentada a partir do
tensor de trés vias, organizando as matrizes individuais ao longo do modo associado
a néo trilinearidade (Brasca, Goicoechea & Culzoni, 2018). Por exemplo, em um
conjunto de dados estruturado nas dimensdes amplitude x potencial, gera-se uma
matriz aumentada por colunas quando a quebra da trilinearidade ocorre no modo
amplitude, como mostrado na Figura 5, caracterizada por variagdes na intensidade

de corrente e desvios nos potenciais de pico entre as diferentes amostras.

Figura 5. Representagdo do modelo MCR-ALS.Criado com BioRender.com.

A decomposicao bilinear da matriz aumentada D é realizada de acordo com a
Equagdo 1, no qual o algoritmo MCR-ALS gera duas matrizes distintas que
representam os perfis de concentracéo (C) e os perfis voltamétricos dos analitos
presentes (S), além de uma matriz de residuos E, que contém variagdes de dados néo

explicadas pelos modos.
D=CST+E Eq. 1

A decomposig¢ao da matriz D é obtida utilizando o algoritmo ALS, que realiza a
minimizagao iterativa da norma residual E. Nesse processo, as matrizes C e S sao
estimadas interativamente de maneira alternada, enquanto uma € mantida fixa, a outra
é recalculada, até que o critério de convergéncia seja satisfeito. Durante as interagdes,
aplicam-se restricdes que asseguram a interpretabilidade fisica da solugéo

(recuperacao de perfis). As restricbes mais comuns no MCR-ALS incluem a nao
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negatividade dos perfis de concentragado, a unimodalidade e correspondéncia entre
espécies (Palomino-Vasco, 2021).

2.10. Minimos Quadrados Parciais Desdobrados com Bilinearizagdo Residual (U-
PLS/RBL)

O método U-PLS representa uma extensao do algoritmo PLS convencional,
adaptado para a analise de dados multiway apos seu desdobramento em uma matriz
bidimensional. A Figura 6 esquematiza o procedimento de desdobramento de dados
voltamétricos, em que o conjunto de amostras é organizado em um tensor
tridimensional. O desdobramento (unfolding) transforma esse tensor em uma matriz
bidimensional X (IxJK), em que cada linha contém uma amostra e as colunas
correspondem a sequéncia concatenada de voltamogramas obtidos em diferentes

amplitudes, algoritmo a aplicagao do algoritmo U-PLS.

Desdobrando

XIxeK

Amostra (I)

JK

Amplitude (J) ]

Figura 6. Representagcao do modelo U-PLS.Criado com BioRender.com.

Matematicamente, o U-PLS decompde a matriz de dados X (Equagao 2) que
representa um modelo PLS, em que T constitui a matriz de escores, P representa a

matriz de pesos e E corresponde a matriz de residuos.

X, = PTt+E, Eq. 2

Apos o desdobramento do tensor, o0 numero ideal de variaveis latentes (VLs) é
determinado por /eave-one-out (validacdo cruzada), seguido pelo calculo dos
parametros do modelo U-PLS. A partir do modelo calibrado, a concentragéo (yu) de

uma amostra (Xu) € determinada utilizando a Equagao 3.
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y, = tlv Eq. 3

Os escores tu, obtidos a partir da matriz Xu, permitem a analise da amostra. No
entanto, a presenca de constituintes ndo modelados compromete a predigdo da
concentragao yu. Para contornar essa limitagao, aplica-se a etapa de Bilinearizagao
Residual (RBL), que modela as interferéncias através da decomposi¢do de valores
singulares (SVD) da matriz de residuos (Brasca, Goicoechea & Culzoni, 2018).
Durante o procedimento, a matriz P (pesos) mantém-se constante, enquanto os
escores tu sao ajustados interativamente pelo método de Gauss-Newton (Equacgéao 4)
até que o residuo su sejam minimizados, garantindo a precisdo quantitativa mesmo na

presenca de interferentes inesperados (Zhu et al., 2020).

Vec(Xu) = l)tu + VeC[BintGint(Cint)T] + Su Eq. 4
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Determinacao simultanea de espermidina e
tiramina em bebidas utilizando o eletrodo de
pasta de carbono modificado com

ftalocianina de zinco

Capitulo 3
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3. Objetivos Especificos

% Estudar a resposta eletroquimica da tiramina e espermidina em CPE e CPE
modificado com diferentes ftalocianinas metalicas;

% Otimizar os parédmetros experimentais da SWV para a determinacdo de
tiramina e espermidina no sistema CPE modificado com ftalocianinas;

% Propor um mecanismo de oxidagao para a espermidina e tiramina no sensor
CPE-ZnPC;

% Avaliar o desempenho eletroanalitico do CPE-ZnPC na determinagao
simultanea de tiramina e espermidina em amostras de cafés soluveis e vinhos;

«» Avaliar a concordancia entre os métodos SWV/CPE-ZnPC e HPLC,

empregando o teste t pareado.
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4. Experimental

4.1.1 Reagentes

Todos os padrdes utilizados nesse trabalho foram adquiridos na Sigma Aldrich.
As solugdes estoque de tiramina e espermidina, bem como as solugdes eletroliticas,
foram preparadas com agua deionizada, obtida em sistema Milli-Q (Millipore) e
armazenadas sob refrigeragdo a 4°C. O CPE-ZnPC foi preparado utilizando pé de
grafite (pureza = 99%, Sigma-Aldrich, EUA), ZnPC (pureza = 97%, Sigma-Aldrich,
EUA) e 6leo mineral (pureza = 99%, Sigma-Aldrich, EUA).

4.1.2 Instrumentacao e software

Um potenciostato/galvanostato Metrohm Autolab (modelo PGSTAT 302 N) foi
utilizado para as medidas em CV e SWV através do software NOVA 2.3.1. Este
instrumento foi conectado a uma cela eletroquimica com um eletrodo de referéncia
(Ag/AgCl em 3,0 mol L™" KCI), um contra eletrodo (fio de platina) e um eletrodo de
trabalho (CPE ou CPE-ZnPC).

Os voltamogramas obtidos na SWV foram suavizados com o método Savitsky-
Golay (Smooth Level 2) para reduzir/eliminar o ruido instrumental. Em seguida, foi
empregado a correcao de linha de base (moving averege) usando o software NOVA.

A caracterizagdo morfolégica dos sensores foi realizada por microscopia
eletrénica de varredura (do inglés, Scanning ElectronMicroscope - MEV) utilizando um
equipamento ZEISS LEO-1430. A analise elementar foi conduzida por espectroscopia
de raios X por disperséo de energia (do inglés, Energy dispersive X-ray spectrometer

- EDX) empregando um equipamento TESCAN Essence EDX (Dortmund, Alemanha).

4.1.3 Preparacao de eletrodos de trabalho - Pasta de carbono ndo modificado e
modificado

O eletrodo ndo modificado (CPE) e modificado com ftalocianinas metalicas
(ZnPC, CoPC, CuPC e NiPC) foram preparados conforme relatado por Severo et al.
(2023). Para a preparacao de CPE, foi pesada a massa correspondente a 60% m/m
de p6 de grafite e 40% m/m de 6leo mineral, e misturados até ficarem completamente
homogeneizados. Para essa mistura, foi utilizado um p6 de grafite de elevado grau de

pureza e baixa capacidade de adsor¢&do de oxigénio juntamente com o 6leo mineral,
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que € um aglutinante inerte, eletroinativo e imiscivel, usado pra preencher os espacos
do grafite.

Para a obtengao do sensor CPE modificado, diferentes ftalocianinas metalicas
foram empregadas como modificadores. As misturas foram preparadas de modo que
a soma das massas de p6 de grafite e ftalocianina metalica correspondesse a 60%
(m/m), contendo X% (m/m) de ftalocianina metalica (X =1, 3, 5 ou 9% m/m) e a fragéao
complementar de p6é de grafite, sendo posteriormente agitadas em acetona até
completa dispersdo. Apds a evaporacao total do solvente, o 6leo mineral foi
incorporado a mistura e homogeneizado até formar uma pasta uniforme. Por fim, as
pastas CPE e CPE-ZnPC foram inseridas em um tubo de vidro (3 mm de diametro
interno) com fio de cobre para contato elétrico, como mostrado na Figura 7. A
preparagao dos eletrodos de trabalho (CPE e CPE-ZnPC) foi realizada em menos de
30 min.

Fio de cobre

CPE ou ZnPC-CPE _

Figura 7 Representacao ilustrativa do sensor eletroquimico proposto (CPE e CPE-
ZnPC). Elaborado no BioRender.com

4.1.4 Tratamento eletroquimico dos eletrodos de trabalho

Antes de cada medida voltamétrica, as superficies dos eletrodos CPE e CPE-
ZnPC foram polidas em papel manteiga com movimentos circulares e lavadas com
agua deionizada para remover quaisquer impurezas. Posteriormente, esses eletrodos
foram submetidos ao tratamento eletroquimico, conforme o procedimento descrito por

Lourenco et al. (2018), realizando 10 varreduras sucessivas na SWV no eletrdlito de
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suporte, a fim de obter uma linha de base plana com uma resposta eletroquimica

estavel e reprodutivel.

4.1.5 Determinacéo da area eletroativa do eletrodo do CPE e ZnPC

As areas da superficie eletroativa dos eletrodos CPE e CPE-ZnPC foram
determinadas por medidas de CV empregando o sistema redox
[Fe(CN)¢]*/[Fe(CN)¢]** como sonda eletroquimica. Os experimentos foram
conduzidos em solugédo contendo 0,01 mol L™ de K,[Fe(CN)s] em solugao KCl a 0,1
mol L', variando a velocidade de varredura entre 10 a 200 mV s™'. Para o calculo da
area eletroativa, empregou-se a equagao de Randles—Sevcik, a partir do coeficiente
angular obtido da relagéo entre a corrente de pico e a raiz quadrada da velocidade de

varredura.

4.1.6 Estudo da influéncia do pH no CPE-ZnPC

A influéncia do pH na resposta eletroquimica da tiramina e da espermidina no
sensor CPE-ZnPC foi investigada por meio de analises voltamétricas realizadas em
diferentes solugdes tampao na faixa de pH de 3,4 a 10,5. Para isso, foram analisadas
solugdes contendo 6,3 umol L™ de tiramina e 66,2 umol L™ de espermidina, utilizando
a técnica SWV. Os eletrdlitos de suporte empregados foram: tampao acetato 0,2 mol
L™ (pH 3,4 e 4,3), tampao fosfato 0,2 mol L™ (pH 6,0; 7,1 e 8,2) e tampao borato 0,025
mol L™ (pH 9,2 e 10,5).

4.1.7 Estudo da velocidade de varredura

Para investigar a reversibilidade do processo eletroquimico e o de transporte
de massa da tiramina e espermidina no eletrodo CPE-ZnPC, realizou-se um estudo
na CV. Foram registrados voltamogramas de uma solugdo de 10 ymol L-! de tiramina
e 33 umol L™ de espermidina em tampéo borato (pH 9,2), aplicando-se velocidades
de varredura entre 10 e 150 mV s™ e com incremento de potencial de 1 mV, no

intervalode 0,0 a +1,3 V.

4.1.8 Otimizacao dos parametros SWV
A otimizagdo dos parametros SWV, descritos na Tabela 5, foi realizada na

presenga de tiramina (3,3 pmolL™) e espermidina (6,7 pmolL™") em tampao borato
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e
(pH 9,2), a fim de obter maior sensibilidade e a seletividade do método proposto. As
condi¢cdes otimizadas foram, posteriormente, empregadas na construcao de curvas
analiticas para a quantificacao simultdnea de tiramina e espermidina em vinhos e

cafés soluveis.

Tabela 5 Faixa dos parametros SWV do estudo de otimizagcao SWV

Parametros sSwWv
Incremento de potencial (AES) 1a10 mV
Amplitude de pulso (a) 10a70 mV
Frequéncia (f) 102100 Hz

4.1.9 Efeito de memoria

Para investigar a existéncia do efeito de memoria (do inglés, carry-over) dos
analitos na superficie do CPE-ZnPC, as medidas voltamétricas foram registradas em
triplicata na SWV, sob condi¢cdes otimizadas, usando as concentracdes de tiramina
(0,48 € 2,77 umol L") e espermidina (0,77 e 4,44 umol L-') em tamp3&o borato (pH 9,2).
Entre cada varredura, a superficie do CPE-ZnPC foi lavada apenas com agua

deionizada.

4.1.10 Curva Analitica

As curvas de calibracao foram obtidas a partir da adicao de aliquotas
crescentes de solucgdes de tiramina (30,5 umol L~') e espermidina (48,8 umol L™') em
5 mL de tampao borato (pH 9,2), no qual as concentracdes variaram de 0,30 a 5,08
pumol L™ para tiramina e 0,48 a 8,13 pmol L™ para espermidina. As analises foram

realizadas por SWV em triplicata, utilizando os parametros experimentais otimizados.

4.1.11 Aquisicao e analise das amostras de vinhos e cafés soluveis por SWV

Sete amostras de vinho e seis amostras de café soluveis (Tabela 6) foram
adquiridas em lojas de varejo de Joao Pessoa, Paraiba, Brasil, e analisadas sem preé-
tratamento pelo método proposto. Isto €, aliquotas de 15 ou 60 pL de vinho
(dependendo do tipo de vinho) e 100 uL de café soluvel foram inseridas diretamente
em uma cela eletroquimica com 5 mL de tampao borato (pH = 9,2). As medidas de

SWV foram sempre realizadas em triplicata.
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Tabela 6 Identificacdo das amostras de vinhos e cafés soluveis

Vinhos Tipo de uva Safra | Origem
Isabel, Concord e Seibel - Brasil
Tintos Isabel e Bordeaux 2020 Brasil
Cabernet sauvignon 2021 Chile
Trebbiano, qura, Riesling e 2021 Brasil
Semillon
Brancos Mesa 2019 Brasil
Isabel e Bordeaux 2020 Brasil
Chardonnay 2021 Argentina
Classe Preparo Origem
Tradicional Aglomeracao Brasil
Descafeinado Aglomeracao Brasil
i i Tradicional Aglomeracéao Brasil
Cafes soluveis
Descafeinado Aglomeracao Brasil
Extra Forte Aglomeracao Brasil
Tradicional Liofilizacao Brasil

4.2 Analise das amostras de vinho pelo método de referéncia (HPLC)

A tiramina e espermidina foram determinadas em amostras de vinho conforme
o método de Pineda et al. (2012). As amostras foram clarificadas com 0,5 g de PVPP
em 10 mL de vinho, sob agitacao a 500 rpm por 15 minutos, seguidas de filtracdo em
papel n° 4. Em seguida, 100 pL do filtrado foram derivatizados com Dns—CIl na
presenca de tampao Na,CO3/NaHCO; (pH 10,0) e acetona, sendo a mistura incubada
a 60 °C por 60 minutos. O produto derivatizado foi filtrado em filtro PVDF (0,45 ym)
antes da analise.

As analises cromatograficas foram realizadas em sistema Ultimate 3000
(Dionex, Thermo Fisher Scientific), equipado com coluna C18 (150 mm x 4,6 mm, 5
pMm), mantida a 40 °C, e detector por arranjo de diodos (DAD). A separacao ocorreu

com fase moével agua/acetonitrila, em sistema binario, a 0,6 mL min™

4.3 Validacao Analitica do método proposto
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4.3.1 Linearidade

Apods os parametros SWV otimizados, a curva de calibragao foi construida, em
triplicata, registrando os sinais analiticos (correntes) de seis concentragao diferentes
de tiramina e espermidina. A partir da relagdo direta entre a corrente elétrica e a
concentracdo do analito. A capacidade de predicdo dos modelos de calibracao foi
examinada por meio da Andlise de Variancia (do inglés, Analisys of variance —
ANOVA), com o objetivo de verificar a confiabilidade estatistica do modelo de
regressdo e assegurar que as variagbes observadas fossem adequadamente
explicadas pelo modelo. Os parédmetros de variagao foram obtidos a partir das
equacgdes apresentadas na Tabela 7, que possibilitam comparar a variancia explicada
pelo modelo com a variancia residual (Neto, Scarminio & Bruns, 2007; Dantas et al.,
2021).

Tabela 7 Expressdes matematicas da ANOVA para o modelo de regressao linear

Graus de
Fonte Soma Quadratica (SQ) liberdade Média Quadratica (MQ)
(GL)

- _ _ 2 _ SQreq

Regressao SQreg - ni[(yei) ym] P'7 MQreg - (p — 1)
. 2 S
Residuo SQ, = ZZ[)’U - V)i n-p MQ, = Qr/(n ~ D)

Falta de 2 SQrqi

e Q= yonlle) =yl M MO =

Erro Puro SQ¢p = ZZ[)’U - Yim]z n-m MQep = Ser/(n —m)

onde: ; = nivel da variavel x; ; = repeticdo de cada nivel x; p = nimero de parametros do polindbmio do

modelo de calibragdo; n = nUmero de medidas; m = nimero de niveis da variavel x.

A robustez do modelo de calibracdo pode ser avaliada por meio das médias
quadraticas, que indicam os graus de liberdade associados a cada termo incluido na
equacao. A analise de residuos permite verificar se os erros de predi¢ao se distribuem
aleatoriamente em torno de zero, indicando a auséncia de variabilidade sistematica e
confirmando que os erros observados sao totalmente aleatérios. Por outro lado, a

presenca de padrdes ou estruturas nos residuos indica erros sistematicos,
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evidenciando a importancia de avaliar a robustez para assegurar a confiabilidade e a
aplicabilidade do modelo em novas analises (Pimentel & Neto, 1996).

No teste de significancia da regressao, avalia-se se a relagéo entre as variaveis
do modelo é estatisticamente significativa, sendo calculado a partir da relagao entre
as meédias quadraticas da regressdo e do residuo. O modelo é considerado
significativo quando o valor de Fc excede o ponto critico da distribuicao F ta» ao nivel
de 95% de confianga, de acordo com os graus de liberdade correspondentes. Ja no
teste de falta de ajuste, a razdo entre a média quadratica de falta de ajuste (MQs) €
a média quadratica do erro puro (MQep) deve ser inferior ao valor critico da distribuicdo
Fwar para o mesmo nivel de confiangca. Esses testes asseguram que o modelo
apresenta bom ajuste e capacidade preditiva adequada, confirmando sua validade

estatistica e aplicabilidade em analises quimicas (Dantas et al., 2021).

4.3.2 Limite de detecgao (LD) e Limite de Quantificagdo (LQ)

O LD corresponde a concentragdo minima do analito capaz de produzir um
sinal trés vezes superior ao ruido instrumental, permitindo sua identificagcado, ainda que
sem precisao quantitativa. Por outro lado, o LQ equivale a menor concentragdo de um
analito que pode ser determinada com confiabilidade, apresentando niveis aceitaveis
de precisao, exatidao e reprodutibilidade, atendendo aos critérios de desempenho
estabelecidos para o método analitico (IUPAC, 1978). Portanto, a sensibilidade do

método desenvolvido foi estimada utilizando as equagdes do LD (Eq. 5) e LQ (Eq. 6).

LD = — Eq. 5
F; q
LQ=1(;SB Eq. 6

B € ainclinagdo da curva analitica e Sg € o0 desvio padrdo das dez medidas do branco

(eletrdlito de suporte = tampao borato, pH 9,2).

4.3.3 Exatidao
A exatiddo foi avaliada através da realizacido de testes de recuperagao

utilizando um procedimento de adicdo de padrao com concentracdes conhecidas de

Rossana Oliveira da Nébrega Tese de Doutorado



VINHO E CAFE SOLUVEL 62

_—

tiramina e espermidina. Esse procedimento envolveu a adi¢ao direta de aliquotas de
15 ou 60 uL de vinho (dependendo do tipo de vinho) e 100 uL de café soluvel em uma
cela eletroquimica contendo 5 mL de tampé&o borato (pH = 9,2), com quatro niveis de
concentragéo de tiramina (0,94; 1,39; 1,83 e 2,25 umol L") para vinhos (1,39; 1,83;
2,25 e 2,66 umol L") para cafés sollveis e espermidina (1,51; 2,23; 2,93 e 3,60 ymol
L") para vinhos e (2,23; 2,93; 3,60 e 4,26 umol L") para cafés sollveis. A exatidao
representa o grau de concordancia entre a concentragao real do analito presente na
amostra e a quantidade do analito estimada pelo método proposto (Eq. 7) (Anvisa,
2017).

REC (%) — (Camostra—Cadicionada) Eq 7

Cteéricaadicionada

A exatiddo também foi verificada por meio da comparagdo entre as
concentragdes de tiramina e espermidina determinadas em amostras de vinho pelo
método proposto e aquelas obtidas pelo método cromatografico de referéncia descrito

na Sec¢ao 4.2, empregando o teste t para avaliar a concordancia entre os resultados.

4.3.4 Especificidade

A especificidade do método proposto consistiu em analisar interferentes que
podem estar presentes no vinho, como: acido tartarico e citrico, sacarose e etanol,
assim como no café soluvel: trigonelina e cafeina, e algumas ABs encontradas nessas
amostras ou formadas durante o processo de producgéo do vinho e fabricagao do café
soluvel, como: cadaverina, 2-feniletilamina, putrescina, histamina. Desse modo, o
objetivo desse estudo foi investigar se essas espécies apresentam resposta
eletroquimica no CPE-ZnPC, utilizando os parametros otimizados da SWV, para a

determinagao simultanea de tiramina e espermidina.
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5. Resultados e discussao

5.1 Comportamento eletroquimico de eletrodos

Neste trabalho, a voltametria SW foi empregada em razdo do maior ganho de
sensibilidade quando comparada a DPV, conforme evidenciado nos voltamogramas
apresentados no Anexo |. O estudo eletroquimico inicial de tiramina e espermidina
(100 pmol L") em tampéo fosfato (pH 6,2) permitiu comparar o desempenho do
sensor CPE modificado com ftalocianinas metdlicas (Co, Cu, Ni e Zn). Conforme
ilustrado na Figura 8, o eletrodo contendo ZnPC apresentou efeito eletrocatalitico
significativo para ambos os analitos, favorecendo a deteccdo com elevada
sensibilidade. Assim, o sensor CPE-ZnPC foi selecionado para os estudos
subsequentes.

Esse resultado corrobora com o estudo de Turan & Koca (2025), que
demonstrou que as ftalocianinas metalicas, especialmente ZnPc, favorecem a
adsorgao e a oxidagao de analitos contendo grupos fendlicos ou aminicos por meio

de interagdes T1—T € ligagdes de hidrogénio.

——CPE

(a) = 025 (b) — oo

R 2 — P 3 _ —E!_:n’(tt.'l'l.'.
< |
2 =0,12

1 I—

= = 0 | '

0,6 0,8 1 1,2 1 1,1 1,2 1,3
E (V) EV)

Figura 8 Medidas SWV em tampao fosfato (pH=6,2) com (a) 100 umol L' de tiramina
e (b) 100 umol L' de espermidina usando o sensor CPE com ftalocianinas metalicas
(Co, Cu, Ni e Zn). Os parametros SWV foram: tr=5s, f=50s", AEs =2 mV, a = 50
mV.

Considerando a influéncia direta da quantidade de modificador (ZnPC) sobre a
resposta eletroanalitica do sensor, diferentes porcentagens (1%, 3%, 5% e 9%) do
modificador (ZnPC) no CPE foram investigadas para obter a maior sensibilidade
possivel no método a ser desenvolvido. A Figura 9 mostra os sinais SWV de 2,0 ymol

L-" tiramina (0,5 V) e 3,2 umol L' espermidina (0,86 V) em tamp3&o borato, pH 9,2.
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Figura 9 Estudo do comportamento eletroquimico. Voltamogramas SW em tampao
borax (pH=9,2) com 2,0 ymol L' de tiramina e 3,2 ymol L' de espermidina usando o
sensor CPE e CPE-ZnPC com 1 a 9% m/m de ZnPC. Os parametros SWV foram: tr =
5s,f=50s", AEs=2mV,a=50mV e AEw = +0,3a +1,1 V.

A Figura 9 mostra que a adigéo de ZnPc nas proporgdes de 1% e 3% (m/m) ao
CPE resultou em um aumento da corrente faradaica dos analitos. Esse efeito é
atribuido a agao catalitica do mediador redox ZnPc, que favoreceu a eletro-oxidagao
da tiramina e da espermidina, intensificando a resposta eletroquimica. No entanto,
porcentagens maiores, de 5% e 9% de ZnPC, promoveram a diminuicdo dessa
corrente, possivelmente devido ao aumento da resisténcia interna do eletrodo,
comprometendo seu desempenho eletroanalitico. Contudo, essa associagdo é
apresentada apenas como uma hipétese, uma vez que nao foram realizadas analises
por espectroscopia de impedancia eletroquimica para sua confirmacédo, embora tal
comportamento esteja de acordo com resultados reportados na literatura (Severo et
al., 2023; Lourencgo et al., 2022). Portanto, o CPE-ZnPC com 3% m/m de ZnPC foi
escolhido como sensor para o método proposto devido a sua maior sensibilidade
analitica para a determinagao simultanea desses analitos.

Vale ressaltar ainda que os potenciais de pico da tiramina e espermidina estao
bem separados (a uma distancia de 0,3V), sendo uma excelente condi¢do para

determinacgao simultdnea desses compostos.
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5.2 Analises morfologicas de CPE e CPE-ZnPC

As micrografias das superficies dos eletrodos CPE e CPE-ZnPC foram
analisadas por MEV (Figura 10) revelando texturas distintas, o que confirma que a
deposicédo de ZnPC no CPE foi bem-sucedida. A presencga de aglomerados brancos
e turvos na micrografia do CPE-ZnPC (Fig. 10b) corresponde a formagéao de particulas
de ZnPC na superficie do CPE, conforme sugerido por Siswana et al., 2006. Além
disso, a analise por EDX foi empregada para comprovar a composig¢ao elementar da
superficie do eletrodo modificado. O espectro EDX do CPE-ZnPC com 3% de ZnPC
confirmaram a presenca dos elementos Zn, N e C, conforme ilustrado na (Fig. 10c).

(b) CPE-ZnPC 23

s

&

-

34000/ (c)

4000 |g "

2000
Zn

K |
2 4 6 8 10

Energia (keV)
Figura 10 Micrografias eletrénicas de varredura de superficies de CPE (a) e CPE-
ZnPC com 3% de ZnPC (b) com ampliagédo de 5000x, e o espectro EDX do CPE-ZnPC
com 3% de ZnPC (c).

Intensidade (CPU)

=
(=

5.3 Avaliacao do tratamento eletroquimico dos eletrodos CPE e CPE-ZnPC

O tratamento eletroquimico realizado antes das medidas consistiu em 10
varreduras consecutivas usando a técnica SWV em tampao borato (pH 9,2), com
varredura de potencial entre 0,3 V e 1,1 V, de acordo com Lourenco et al. (2018). A
Figura 11a mostra que no CPE n&o ha nenhum processo redox na faixa de potencial
estudado. Ja no CPE-ZnPC, na primeira série das varreduras SWV (Figura 11b (i)) o
sinal de oxidagdo pode ser atribuido a oxidagdo de PC? em PC' no anel de

ftalocianina devido a natureza eletroinativa do Zn coordenada ao macrociclo,
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conforme relatado por Bayrak et al. (2021). Essa onda de oxidagao desapareceu apos
a décima varredura (Fig. 11b (ii)). Portanto, os sensores CPE e CPE-ZnPC foram

considerados apropriados devido a auséncia do sinal apods este tratamento.

Figura 11 Varreduras no eletrdlito de suporte (tamp&o borato, pH 9,2) obtido durante
o tratamento eletroquimico do sensor CPE-ZnPC antes de a(i) e b(i) e apds a(ii) e
b(ii) correcao de linha de base.

5.4 Area eletroativa dos eletrodos CPE e CPE-ZnPC

Para um sistema considerado reversivel (Ip,a)/lp,c) = 1,0), conforme mostrado
na Figura 12, observou-se um aumento nas correntes de pico anddico (Fe?*/Fe3*) e
catodico (Fe®*/ Fe?*) nos processos de oxidagéo e reducio, respectivamente. A partir
desta relacdo, a equacao de Randles Sevick (Eq. 8) foi empregada para calcular a

area eletroativa dos eletrodos estudados:

1

3 1
I =2,69x10°> Anz Dz Cvz Eq. 8

Onde, n é o numero de elétrons envolvidos na reacdo redox; A é a area da
superficie eletroativa (cm?); D é o coeficiente de difusdo da espécie eletroativa (cm? s
1); C é a concentragdo do analito (mol cm3) e v é a velocidade de varredura (V s™). As
seguintes areas foram obtidas: 0,015 cm? + 0,0053 (CPE), 0,019 cm? + 0,0042 (1%
m/m ZnPC), 0,021 cm? £ 0,0061 (3% m/m ZnPC) e 0,023 cm? + 0,0090 (5% m/m
ZnPC). Verifica-se que a area eletroativa do eletrodo aumenta com a inclusdo de
ZnPc, exibindo incremento gradual progressivo a medida que o teor de ZnPc € elevado

de 1 para 3 e 5%. Nesse contexto, a area eletroativa real (Area) do sensor CPE
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contendo 3% (m/m) de ZnPc foi determinada como sendo 0,021 cm?, enquanto a area
geométrica (Ageo) correspondeu a 0,032 cm?. A partir desses valores, calculou-se a
porcentagem de area eletroativa real em relagao a area geométrica, de acordo com a
equacgao proposta por Ferrari et al. (2018) (%Real = (Areal/Ageo) * 100), resultando em
aproximadamente 65,6%, indicando que esse eletrodo participa efetivamente dos
processos eletroquimicos.

Esse resultado também indica que a melhoria da resposta eletroquimica do
CPE-ZnPC para tiramina e espermidina nao esta associada apenas ao aumento da
area eletroativa, mas, provavelmente, a interacdo especifica desses analitos com o
anel macrociclico da ZnPC, envolvendo processos de adsorgao que favorecem a
transferéncia de carga (Turan & Koca, 2025).

De acordo com Demir et al. (2020) os complexos de MPC (onde M = Co, Fe,
Cu, Ni e Zn) favorecem a transferéncia de elétrons, resultando em maior resposta de
corrente e em uma variagao do potencial de pico para regides menos energéticas, e
consequentemente, promovendo um processo redox rapido com baixa energia. No
caso do CPE-ZnPC, o processo redox ocorre no anel PC devido a natureza
eletroinativa do Zn coordenado ao macrociclo com ligagées pi (11) conjugadas,
conforme relatado por Bayrak et al. (2021). Assim, o processo redox depende
exclusivamente dos orbitais do anel 11, em particular dos orbitais HOMO e LUMO, de

acordo com Brown e Schoen (2018).
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Figura 12 Voltamogramas ciclicos do processo redox Fe(CN)s®>/Fe(CN)e*~ para os
céalculos das areas da superficie eletroativa dos eletrodos CPE (a); CPE-ZnPC com
1% m/m (b); 3% m/m (c); 5% m/m (d) de ZnPC em velocidades de varredura de 10 a
200 mV s~'em AEw--0,4a0,8 V.

5.5 Estudo de pH

A influéncia do pH foi analisada utilizando a SWV em eletrdlitos de suporte com
pH variando de 3,4 a 10,5, como descrito na Sec¢ao 4.1.6. Os potenciais de pico (Ep)
de 6,3 ymol L™"tiramina (Figura 13a) e 66,2 umol L' espermidina (Figura 13c) foram
deslocados para regides menos positivas com o aumento do pH, indicando que a
oxidacao destas ABs foi significativamente afetada pela variagdo do pH. Considerando
os valores de pKa dos grupos funcionais da tiramina (pKa; = 9,74; pKa, = 10,52) e da
espermidina (pKa; = 8,4; pKa, = 9,9; pKas = 10,9), observa-se que esse deslocamento
pode estar associado aos diferentes estados de protonagao/desprotonagao dessas
ABs. Conforme os valores de pKa, a tiramina e espermidina encontram-se protonadas
em meio acido, apresentando excesso de carga positiva, deslocando os picos de

oxidagao para valores mais positivos. Quando o pH se aproxima ou ultrapassa os pKa
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dos grupos amino, ocorre a desprotonagao. Esse efeito favorece a transferéncia de
carga, promovendo a oxidagao em potenciais menos positivos (Lourenco et al., 2022).

Vale ressaltar que a espermidina ndo apresentou sinal eletroquimico nos pH
3,4 e 4,3 (Figura 13c). Corduneanu et al. (2010) também nao detectaram reagao de
transferéncia de carga em eletrdlitos de suporte com pH < 5,1, devido a baixa
capacidade de eletrooxidacdo de espermidina. Conforme mostrado na Figura 13, a
intensidade maxima da corrente de pico para tiramina foi obtida em pH 7,1 (Figura
13a) e para espermidina em pH 9,2 (Figura 13c). Embora a tiramina tenha
apresentado maior intensidade de corrente em pH 7,1, optou-se pelo uso do tampao
borato (pH 9,2) como eletrdlito de suporte, pois essa condigao favorece a sensibilidade
na deteccdo da espermidina, cuja oxidagao eletroquimica exige um meio mais
sensivel. Ademais, em pH 9,2 observa-se o deslocamento do potencial de oxidacido
da tiramina para valores mais negativos, aumentando a separagdo em relagdo ao pico
da espermidina e favorecendo a analise simultanea de ambos os analitos com elevada

sensibilidade.

0.2 (a) Tiramina  pH34t 105 Iy (b)
E(V) =-0,062pH + 1,073
—pH3,4
0,14 — pH43
- —pH6,0 AO’S
g_ —pH7,1 ?.«
—pHS,2 =
~ 0,07 pH 9,2 = 0.6 .
—pH 10,5
L]
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Figura 13 Voltamogramas de SW de 6,3 uymol L™" de tiramina (a) e 66,2 ymol L™" de
espermidina (¢) usando ZnPC-CPE em eletrdlitos de suporte com pH variando de 3,4
a 10,5. Graficos Ep (potencial de pico) versus pH de tiramina (b) e espermidina (d). Os
parametros de SWV foram:tr=5s, /=50 s™', AEs=2mV,a=50mV e AEw=+0,3 a
+1,2 V.
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5.6 Mecanismos propostos para reagao de oxidagao espermidina e tiramina em CPE-
ZnPC

A quantidade de protons e elétrons envolvidos nos processos oxidativos da
tiramina e espermidina foi determinada mediante estudo do efeito do pH e da
frequéncia, utilizando SWV. As curvas de Ep em fungdo do pH apresentaram
coeficientes angulares de 62 mV/pH para tiramina (Figura 13b) e 68 mV/pH para
espermidina (Figura 13d), sugerindo participagao equivalente de prétons e elétrons
para ambos analitos, conforme discutido por Brett & Brett (1993).

Com base nos principios descritos por Lovric (Seg¢ao 2.5.3) para sistemas
irreversiveis, foi estimado a quantidade de elétrons envolvidos através da correlagcao
entre Ep versus log f para a oxidagao eletroquimica de tiramina (Figura 14a) e
espermidina (Figura 14b), com inclinagao de 42,8 mV e 113,7 mV, respectivamente.
A partir desses dados, determinou-se o produto an (coeficiente de transferéncia
multiplicado pelo nimero de elétrons transferidos na reagao) como 1,38 para tiramina
e 0,52 para espermidina. Considerando a = 0,5, obtém-se um valor para o numero de

elétrons de 2,76 (= 3) para tiramina e 1,04 (= 1) para espermidina.

Figura 14 Relacdo de potencial de pico versus o logaritmico da frequéncia obtidos
usando SWV em solugéo de 3,3 ymol L™ de tiramina (a) e 6,7 ymol L™ de espermidina
(b) em tampéao borato (pH 9,2) sobre o CPE-ZnPC.
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A partipagdo do numero de prétons (H*) durante o processo de oxidagao de
tiramina e espermidina pode ser calculado pela Equagao 9 (Zhou et al., 2009). E foi

estimado em 3,14 (= 3) para tiramina e 1,15 (= 1) para espermidina.

dEpq _ —2,303HTRT
= Eq. 9
dpH nr

Desse modo, um possivel mecanismo foi proposto para a reagado de oxidagao
em CPE-ZnPC envolvendo trés prétons e trés elétrons (3H*/3e”) para tiramina
(Esquema 1a) e um proton e um elétron (1H*/1e) para espermidina (Esquema 1b).
Esses resultados corroboram com os obtidos em estudos anteriores para as reagdes
eletroquimicas de tiramina (Silva et al., 2021; Raoof et al., 2012) e espermidina
(Koppang et al., 1999). No entanto, nesse trabalho, ndo foram realizados estudos
adicionais para caracterizagao dos produtos, uma vez que seus mecanismos ja estao

estabelecidos na literatura.

(a) NH, NH
|
(5 -3H*, -3¢’ ;S
B ——
OH o

Esquema 1. Possivel mecanismo de reagao para oxidagao de Tiramina (a) e Espermidina (b).

5.7 Estudo de velocidade

O grau de reversibilidade da tiramina e espermidina foi analisada na superficie
CPE-ZnPC, utilizando a CV, mediante a variacdo da velocidade de varredura de 10 a
150 mV s™!, em uma célula eletroquimica contendo 10 umol L' de tiramina e 33 pmol
L-! de espermidina em tamp&o borato (pH 9,2). Em todas as velocidades de varredura
analisadas, foi registrado apenas um pico anddico, conforme mostrado nas Figuras
15a e 16a, sugerindo que os analitos estudados sofrem somente oxidagcdo na

superficie do CPE-ZnPC, conforme descrito por Brett & Brett (1993). Por esta razao,
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pode-se concluir que a oxidacdo dessas ABs se trata de um processo irreversivel,

sendo assim, todos os experimentos foram realizados na faixa de potencial na regiao

anoddica.
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Figura 15 Voltamogramas ciclicos obtidos em CPE-ZnPC usando 10 ymol L™' de
tiramina (a) em tampao borato (pH 9,2) em diferentes velocidades de varredura (10 a
150 mV s™')e AEw = 0 a +1,3 V. Relagdo de Ip vs. v (mV s) (b) e Relagéo de log Ip
vs. log v (mV s™) (c)

Nas Figuras 15b e 16b, o comportamento linear obtido para lpa versus v,
sugere que a oxidagao da tiramina e espermidina € controlada por adsor¢do. Para o
grafico do logaritmo da lpa versus o logaritmo da velocidade de varredura (log v) para
tiramina (Figuras 15c) e espermidina (Figuras 16c) apresentaram inclinagao de 0,95
e 0,57, respectivamente, indicando que para tiramina a reacdo de oxidacao foi
controlado inteiramente por adsor¢do, enquanto para espermidina foi governada por

adsorcao e difusao.
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Figura 16 Voltamogramas ciclicos obtidos em CPE-ZnPC usando 33 umol L™ de
Espermidina (a) em tampao borato (pH 9,2) em diferentes velocidades de varredura
(10a 150 mV s™') e AEw = 0 a +1,3 V. Relagdo de Ip vs. v(mV s) (b) e Relagdo de
log Ip vs. log v (mV s™) (c).

5.8 Otimizagao dos parametros experimentais de SWV

Os parametros SWV foram avaliados de forma univariada adicionando 3,3 umol
L' de tiramina ou 6,7 ymol L' de espermidina em tamp&o borato (pH 9,2). A
frequéncia de pulso (Figuras 17a e 17b), o incremento de potencial (Figuras 17c e
17d) e a amplitude do pulso (Figuras 17e e 17f) foram investigados, mantendo fixos
os demais parametros SWV. Os valores 6timos de SWV: /=50 Hz, a =30 mV e AEs
= 6 mV, proporcionaram maior sensibilidade (intensidade da corrente de pico) e
seletividade (largura do pico a meia altura, W12) para a determinagédo simultanea de

tiramina e espermidina.
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Figura 17 Medidas de SWV em solugdo de 3,3 ymol L™ de tiramina e 6,7 umol L™" de
espermidina em tamp&o borato (pH 9,2) obtidos em uma faixa de frequéncia de 10 a
100 s™' (a e b), um incremento de potencial de 1 a 10 mV (c e d) e uma amplitude de
pulso de 10 a 70 mV (e e f), fixando os demais parametros de SWV.

5.9 Efeito de Memoria

Como pode ser visto nas Figuras 18a e 18b, nenhum efeito de memoaria foi
observado, de acordo com o procedimento experimental previamente descrito na
Secado 4.1.9. Com base nesses resultados, a superficie do CPE-ZnPC apresentou
uma rapida regeneracdo e uma alta estabilidade, indicando que o processo
eletroquimico controlado por adsor¢ao apresentado na Seg¢ao 5.7 ndo comprometeu
o sinal analitico. Dessa forma, etapas de renovacéao da superficie do CPE-ZnPC entre

as analises tornaram-se desnecessarias.
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Figura 18 Estudo de Efeito de memodria. Medidas de SWV da corrente (l) versus
potencial (E) em concentragdes triplicata de 0,48 e 2,77 pmol L-1 de tiramina e 0,77 e
4,44 pmol L-1 de espermidina em tampao borato (pH 9,2) no CPE-ZnPC (a). Grafico
de corrente de pico (Ip) versus numero de varreduras (b). Os parametros de SWV
foram: t=5s,f=50s"', AEs=6 mV,a=30mV, AEw=+0,3a +1,1 V.

5.10 Curva Analitica

Inicialmente, foi construida uma curva analitica variando a concentragdo de um
dos analitos, enquanto a do outro analito foi mantida fixa, com o objetivo de avaliar a
sensibilidade e verificar possiveis interferéncias na resposta eletroquimica entre esses
analitos. Para isso, foi calculado o desvio padrao relativo (do inglés, relative standard
deviation — RSD) das correntes de pico da concentragédo que se manteve constante
durante as medidas eletroquimicas.

Para construir a curva de calibracéo da tiramina, foi mantida a concentragao da
espermidina fixa em 0,6 umol L™ enquanto se adicionavam quantidades crescentes
de tiramina, em concentragbes variando de 0,4 a 4,0 ymol L', como mostrado na
Figura 19a. Na analise de regressao linear foi obtido um alto coeficiente de regressao
(R? = 0,995), indicando uma relagdo direta entre a concentragdo e a resposta
voltamétrica da tiramina. Em contrapartida, a corrente de pico associada a
espermidina manteve-se praticamente constante, com um RSD = 3,1%. Isso
demonstra que a quantificagdo da tiramina n&o foi afetada pela presenca da
espermidina.

Posteriormente, foi realizada a mesma metodologia, variando a concentragao
da espermidina de 0,5 a 4,5 ymol L', e mantendo a tiramina fixa em 0,3 umol L-'. Na
Figura 19b, a corrente de pico anddica da espermidina apresentou uma 6tima relagéao

linear com a sua concentragdo (R?= 0,999), e a corrente de pico anddica para tiramina
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e
apresentou um RSD de 1,5 %. Com estes resultados, verifica-se estabilidade da

tiramina e espermidina, sendo possivel a determinagdo simultanea desses analitos,

por ndo causarem interferéncia entre si.

0,4/ (a) 0,5/ (b)

I, = 0,0948 C/y;,y — 4x10° I, =0,0982 Cpg,,; — 2x10-08

R?= 0,995 R?=0,996
< <
20,2 20,25
- o

0.3 0.5 0,7 0.9 1.1 0.3 0.5 0.7 0.9 1.1
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Figura 19 Voltamogramas de SW usando o sensor CPE-ZnPC em tampao borato (pH
= 9,2) para Tiramina (0,4 a 4,0 umol L-1) com concentragdo fixa de Espermidina (0,6
umol L") (a) e para Espermidina (0,5 a 4,5 pmol L') com concentragdo fixa de
Tiramina (0,3 mol L") (b) Os parametros de SWV foram: tr=5s, f=50 s™!, AEs = 6
mV, a=30 mV, AEw =+0,3a +1,1 V.

Em seguida, foi realizada a determinagdao simultdnea para ambos analitos,
adicionando aliquotas crescentes de solugdes padrdo de tiramina (30,5 uymol L™") e
espermidina (48,8 umol L™') usando CPE-ZnPC em tampao borato (pH 9,2), de modo
que as concentragdes variassem de 0,30 a 5,08 ymol L™ para tiramina e 0,48 a 8,13
umol L™ para espermidina.

A Figura 20a apresenta os perfis voltamétricos SWV em triplicata, registrados
mediante as condi¢cdes experimentais otimizadas, bem como as curvas de calibragao
correspondentes (Figura 20b e 20c). Ambos os casos apresentaram relagdes lineares
satisfatorias entre a corrente de pico e a concentragdo de tiramina (R?= 0,995, n = 6)
e espermidina (R?= 0,997, n =6) com as seguintes equagdes das curvas analiticas Ip
(uA) = 0,078 (£0,0023) Cir + 5,2 (£0,0059) e Ip (MA) = 0,064 Cesp (£0,0015) + 8,1
x107° (0,0061).
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Figura 20 Voltamogramas em onda quadrada em triplicata usando o sensor CPE-
ZnPC (a) e curvas analiticas resultantes de tiramina (b) e espermidina (c) com
concentragdes variando de 0,30 a 5,08 ymol L™ tiramina e 0,48 a 8,13 pmol L™’
espermidina em tampao borato (pH 9,2).

A inclinagao (B) dessas curvas analiticas e o desvio padrao (SD) para as dez
medidas da SWV da solugao do branco (eletrdlito de suporte = tampao borato, pH 9,2)
foram usados para estimar os LD e LQ, conforme recomendagdes da IUPAC (IUPAC,
1978) descritos na Se¢ao 4.3.2. Os valores de LD e LQ obtidos foram: LD = 48,61
nmol L™' e LQ = 60,83 nmol L™" para tiramina e LD = 76,90 nmol L' e LQ = 97,45 nmol
L™ para espermidina. Além desses parametros relacionados a regressao linear e
coeficientes, os resultados também foram respaldados mediante a analise do gréfico
de residuos obtidos pelos modelos e, de maneira mais significativa, pela ANOVA,
descrita na Sec¢ao 4.3.1.

Ao analisar o grafico de residuos, observa-se uma distribuicdo aleatoria dos
residuos (Figuras. 21a e 21b) indicando que os dados das curvas analiticas de
tiramina e espermidina sdo homocedasticos, ou seja, auséncia de comportamento
sistematico que comprometa o ajuste do modelo (Bruns et al., 2006). Porém, essa
analise € de carater subijetivo e, por isso, utilizou-se a ANOVA e aplicou um teste F

com nivel de confianga de 95%.
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Figura 21 Graficos de residuos para as curvas analiticas de tiramina (a) e espermidina

(b)

Na Tabela 8, sdo apresentados os resultados obtidos pela ANOVA, para
validacdo dos modelos de calibracdo no intervalo de concentracdo avaliado para
tiramina e espermidina. Para a falta de ajuste, os valores das razées MQfa/MQep foram
inferiores aos valores criticos da distribuicdo F. Para a tiramina e a espermidina, os
valores de Fca (2,61 e 2,32, respectivamente) foram menores que Fcit (3,26),
confirmando a auséncia de falta de ajuste do modelo. Em relagéo a significancia da
regressao, as razdes (MQreg/MQre) foram superiores aos valores criticos (Fca =
3,15x10° > Ferit = 4,49 para tiramina e Fca = 5,12x10° > Fcrit = 4,49 para espermidina),

indicando que as regressoes lineares possuem alta significancia.
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Tabela 8 Resultados da ANOVA obtidos com significancia de 5% nas curvas analitica

Fonte de . Soma Graus de Média
Variagao Azllies Quadratica liberdade Quadratica
Regressdo tiramipg 3,06 x 1013 ’ 3,06 x 10713
espermidina 5,31 x 1013 5,31 x 10713
Residuos tiramina 1,55 x 1071 16 9,17 x 107"
espermidina 1,64 x10°1° 1,03 x 10716
Falta de ajusre tiramipg 7,22 x 10716 4 1,80 x 10716
espermidina 7,16 x 10716 1,79 x 10716
Erro Puro tiramina 8,31 x 10716 12 6,93 x 10717
espermidina 9,24 x 10716 7,70 x 1077
Total tiramipg 3,03x 1013 17 1,81 x 1074
espermidina 5,32x 1013 3,13x 1013
—— 3
MQreg/MQre est;':rrr':i':j?na 212 ;‘ 183 Feritico (1,16) 449
MQia/MQep est;':rrr:;?na ;2; Feritico (4,12) 3.26

5.11 Estudo de Interferentes

O estudo foi conduzido para verificar a seletividade do sensor CPE-ZnPC,
utilizando possiveis compostos encontrados nos vinhos e cafés soluveis que podem
interferir nas respostas voltamétricas da tiramina e espermidina. Foram testados os
seguintes interferentes: acidos tartarico e citrico, putrescina, sacarose, cadaverina, 2-
feniletilamina, putrescina, histamina, etanol, cafeina e trigonelina. As medidas de SWV
foram realizadas nas mesmas condi¢cdes experimentais usadas para construir as
curvas analiticas.

Conforme mostrado na Figura 22, nenhum dos interferentes estudados
apresentaram respostas voltamétricas nos potenciais 0,5 V e 0,86 V (potenciais onde
responde a tiramina e espermidina, respectivamente). A histamina apresentou um pico
de oxidacao bem definido (1,01 V), mas nao interfere no sinal de nenhum dos analitos.
Isto confirma a seletividade do CPE-ZnPC e indica o seu elevado potencial para
utilizacdo na determinacao simultanea de tiramina e espermidina em vinhos e cafés

soluveis.

Rossana Oliveira da Nobrega Tese de Doutorado



VINHO E CAFE SOLUVEL

0.3

0,2]

I'(hA)

0,1

A

03 05 07 09 1l
E (V)

Figura 22 Voltamogramas de SW de 2,0 uymol L™ de tiramina e 3,2 uymol L' de
espermidina (==) em tampao borato (pH 9.2) com adigao dos seguintes interferentes:
10 % v/v of etanol (==), € 10 umol L™" of Histamina (=), Putrescina (=), Cadaverina
(+), 2-feniletilamina (==), acido tartarico (==), acido citrico (-—) e sacarose (==). Os
parametros SWV foram: t=5s, f=50s™", AEs =6 mV, a =30 mV, AEw = +0,3 to +1,1
V.

5.12 Analise de vinhos e cafés soluveis e teste de recuperacao

O método de adigao padrao (do inglés, Method of Standard Additions - MSA) &
empregado quando ha interferéncia significativa da matriz, possibilitando
quantificagdbes mais precisa que aquelas obtidas por métodos de calibragao
convencional. Assim, o MSA foi empregado no método proposto para solucionar o
efeito de matriz na determinagdo de tiramina e espermidina em vinhos e cafés
soluveis, sem pré-tratamento da amostra. O seguinte MSA foi analisado em quatro
niveis de concentragdo de tiramina: 0,94; 1,39; 1,83 e 2,25 ymol L' para vinhos, e
1,39; 1,83; 2,25 e 2,66 umol L' para cafés solGveis. Para a espermidina os niveis
avaliados foram 1,51; 2,23; 2,93 e 3,60 umol L' para vinhos, e 2,23; 2,93; 3,60 e 4,26
umol L' para cafés soluveis. Aliquotas de 15 ou 60 pL de vinho (dependendo do tipo
de vinho) e 100 uL de café soluvel foram adicionados a célula eletroquimica contendo
5 mL de tampao borato (pH 9,2). As concentragdes de tiramina e espermidina nas
amostras de vinhos e cafés soluveis foram determinadas utilizando a equagao do
MSA, com todas as analises realizadas em triplicata.

Todas as amostras de vinho também foram analisadas utilizando o método
cromatografico descrito por Pineda et al. (2012). Conforme demonstrado na Tabela 9,

a concordancia estatistica entre os resultados obtidos para tiramina e espermidina
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pelo método proposto e de referéncia (HPLC), sem diferengas significativas entre eles,

conforme o teste t pareado com nivel de confianga de 95% (tca=0,94 < tcrit=2,57).

Tabela 9. Resultados de tiramina e espermidina em vinhos usando o método proposto
e o método de referéncia HPLC.

tiramina (umol L)

espermidina (umol L")

Amostras Proposto+  HPLC % Proposto HPLC #

RSD (%) RSD (%) RSD (%) RSD (%)
Vinho tinto 1 0,53+1,97 0,67 £2,81 nd nd

Vinho branco 2 nd nd 0,83 + 2,57 0,91+ 1,79

Vinho branco3 0,92 +1,04 0,95 +1,03 nd nd
Vinho tinto 4 1,12+1,14 1,36 £3,25 nd nd
Vinhobranco 5 0,74 + 3,63 0,72 +1,43 nd nd
Vinho tinto 6 0,89+3,20 0,76 £2,09 nd nd
Vinho branco7 0,94 + 2,65 0,84 £4,75 nd nd

nd: ndo detectado

A exatiddo do método voltamétrico proposto neste estudo foi avaliada por meio

do ensaio de recuperagdo, o qual permite estimar a capacidade do método em

quantificar o analito adicionado a matriz. As Tabelas 10 e 11 apresentam as

concentracdes de tiramina e espermidina, bem como as taxas de recuperagao e RSD.

Ao avaliar os resultados obtidos, pode-se afirmar que o método proposto foi

empregado com desempenho satisfatério na determinagdo simultdnea de tiramina e

espermidina em vinhos e cafés soluveis, alcangando excelentes taxas de recuperagao

(91,5% a 104,1% para tiramina e 86,1% a 107,5% para espermidina).
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Tabela 10 Concentragdes de tiramina e espermidina determinados em amostras de
vinhos utilizando o método proposto, juntamente com os respectivos resultados
obtidos nos testes de recuperacéo.

tiramina espermidina
Vinhos Concentragio (umol L) Recugen:agéo Concentragio (umol L) Recup:en:agéo
Add Encont. * média Add Encont média
RSD (%) * RSD (%) RSD * RSD (%)
- 0,53+ 0,04 - - - -
0,94 1,52 £ 0,55 1,51 1,20 £ 0,12
Vinho tinto 1,39 1,96 + 0,01 2,23 2,04 £ 0,09
1,83 2,41 £ 0,07 1031 +3.4 2,93 2,82 +0,12 91,048
2,25 2,84 + 0,08 3,60 3,48 + 0,09
- - - - 0.83 £ 0,05 -
0,94 0,78 + 0,51 1,51 2,38 £ 0,07
Vinho branco 1,39 1,20 £ 0,04 91,5+2,4 2,23 3,14 £ 0,08 985424
1,83 1,78 £ 0,02 2,93 3,563 +0,07 e
2,25 2,25 + 0,00 3,60 4,20 + 0,07
- 0,92 £ 0,21 - - - -
0,94 1,71 £ 0,03 1,51 1,87 £ 0,36
Vinho branco 1,39 2,28 +0,02 94,7 £ 1,1 2,23 2,44 + 0,06 1075424
1,83 2,70+ 0,03 2,93 2,93 + 0,06 e
2,25 3,13 £ 0,00 3,60 3,33 +£0,08
- 1,12 +0,22 - - - -
0,94 2,21 £0,00 1,51 1,09 £ 0,06
Vinho tinto 1,39 2,53 £ 0,01 104,1+0,8 2,23 1,74 £ 0,06 861422
1,83 2,92 £ 0,02 2,93 2,84 +0,04 e
2,25 3,37 £ 0,01 3,60 3,49 + 0,02
- 0,74 £ 0,05 - - - -
0,94 1,66 £ 0,16 1,51 1,63 £ 0,03
Vinho branco 1,39 2,04 £ 0,01 95,8+1,0 2,23 2,30+ 0,08 1019+18
1,83 2,50 + 0,00 2,93 2,90 £ 0,01 T
2,25 2,94 + 0,03 3,60 3,50 + 0,05
- 0,89 +0,20 - - -
0,94 1,69 £ 0,30 1,51 1,54 + 0,07
Vinho tinto 1,39 2,16 £ 0,07 96,5 + 3,6 2,23 2,31 +0,17 1013 +3.9
1,83 2,77 £0,20 2,93 2,96 + 0,08 T
2,25 3,33 £ 0,04 3,60 3,55 + 0,03
- 0,94 +£0,14 - - - -
0,94 1,80 + 1,01 1,51 1,56 + 0,04
Vinho branco 1,39 2,33+0,04 96,4 £ 6,0 2,23 2,22 +0,04 1019417
1,83 2,74 £1,44 2,93 2,96 + 0,03 T
2,25 3,10 + 0,05 3,60 3,62 + 0,03
RSD médio (%) 2,6 2,6
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Tabela 11 Concentragbes de tiramina e espermidina em amostras de café soluvel
obtidos nos testes de recuperacéio.

tiramina espermidina
Cafés Soluveis __concentracéo (umol L") Recuperagio Concentracdo (umol L") Recuperagio
Add Encont. * média Add Encont média
RSD (%) * RSD (%) RSD (%) + RSD (%)
1,39 1,33+0,02 2,23 2,06+0,07
Café soluvel 1,83 1,65+0,02 2,93 2,83+0,07
tradicional 2,25 2112004 111 3,60 3,52+0,02 90,7217
2,66 2,59+0,00 4,26 4,09+0,04
1,39 1,49+0,05 2,23 2,39+0,13
Café soluvel 1,83 1,87+0,00 103,914 2,93 2,90+0,09 102029
descafeinado 2,25 2,33+0,03 3,60 3,53+0,08 e
2,66 2,75%0,01 4,26 4,44+0,03
1,39 1,40 £ 0,02 2,23 2,12 £ 0,09
Café soluvel 1,83 1,70 £ 0,03 97,7+0,9 2,93 3,01 £0,05 08.8+22
tradicional 2,25 2,14 £ 0,00 3,60 3,59 £ 0,06 e
2,66 2,68 £ 0,02 4,26 4,18 £ 0,08
1,39 1,35+0,03 2,23 2,17 £ 0,04
Café soluvel 1,83 1,74 £ 0,02 95,7+1,3 2,93 3,05 +0,02 1001 +12
descafeinado 2,25 2,06 £ 0,02 3,60 3,54 £ 0,05 T
2,66 2,65+ 0,04 4,26 4,27 £ 0,04
1,39 1,37 £ 0,02 2,23 2,19 £ 0,02
Café soluvel 1,83 1,74 £ 0,00 97,3+0,7 2,93 2,77 £ 0,03 982410
extraforte 2,25 2,19 +0,03 3,60 3,71 +£0,05 e
2,66 2,63 0,01 4,26 4,14 £ 0,03
1,39 1,37 £ 0,01 2,23 2,18 £ 0,02
Café soluvel 1,83 1,85+ 0,03 100,1+£0,8 2,93 2,69 £ 0,04 96.6+07
liofilizado 2,25 2,28 + 0,01 3,60 3,58 £ 0,02 e
2,66 2,64 +£0,02 4,26 4,15+0,02
RSD médio (%) 1,0 1,6

Também foi realizado um teste para avaliar a auséncia ou presencga de bias
nos resultados obtidos com o método proposto. Para isso, foram construidas regides
elipticas de confianga conjunta (do inglés, Elliptical Joint Confidence Region — EJCR)
(Soares et al., 2021; Silva et al., 2018) utilizando as concentragdes de tiramina e
espermidina adicionadas e encontradas nos vinhos (Tabela 13) e cafés soluveis
(Tabela 14). As EJCRs para tiramina e espermidina nas amostras de vinhos foram
obtidas por regresséo linear de minimos quadrados. Como mostrado nas Figuras 23b
e 23d para vinhos e Figuras 24b e 24d para cafés soluveis, o ponto tedrico (intercepto
=0, inclinagao = 1) estar contido dentro dos limites de confianga das elipses confirma,
estatisticamente, a auséncia de erros sistematicos no método proposto, ao nivel de

95% de confianga.
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Figura 23 Concentragao predita € nominal em vinhos de tiramina (a) e espermidina
(c) e EJCR para o método proposto para tiramina (b) e espermidina (d)
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Figura 24 Concentragdo predita e nominal em cafés soluveis de tiramina (a) e
espermidina (c¢) e EJCR para o método proposto para tiramina (b) e espermidina (d)

5.13 Analise comparativa do desempenho do método proposto frente a outras
abordagens voltamétricas

Até onde sabemos, nenhum estudo reportado na literatura descreveu um
meétodo voltamétrico para a determinagao simultanea de tiramina e espermidina em
vinhos e cafés soluveis. Vale ressaltar, que ha poucos estudos na literatura abordando
a determinagéo voltametrica de espermidina em matrizes alimentares complexas, pois
a maioria dos estudos se concentra na analise de solu¢gdes padrdes, sem considerar
a presencga de interferentes encontrados nos alimentos (Huang, Chang & Zhu, 2020).

Soares et al. (2019) utilizaram um biossensor baseado em uma matriz
polimérica derivada de acido 4-mercaptofenilacético para medir os niveis de tiramina,
enquanto Silva, Franco & Santos (2021) empregaram um eletrodo lapis de grafite de
carbono. Contudo, até a data deste estudo, nenhum método voltamétrico para
determinacgao individual de espermidina em vinhos e cafés soluveis foi encontrado na

literatura. Por outro lado, em amostras de peixes, a determinacao foi realizada
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utilizando um biossensor baseado em poliamina oxidase/quitosana/zedlitas-AuNPs
imobilizado na superficie de eletrodo de ouro (Chauhan et al., 2017).

Na Tabela 12 sdo mostradas comparagdes entre o método proposto e alguns
métodos voltamétricos que determinaram individualmente a tiramina e a espermidina
em alimentos e bebidas. Alguns dos sensores mencionados, incorporam elementos
biolégicos (enzimas). Uma desvantagem relacionada a essas enzimas é a sua
sensibilidade a temperatura, exigindo condigcdes de congelamento para manter sua
atividade enzimatica, o que restringe sua utilizacdo pratica na elaboragdo de
biossensores eletroquimicos enzimaticos. Outra limitag&o € a inibicdo dessas enzimas
em bebidas alcodlicas devido a presenca de etanol (Kashyap et al., 2022). Além disso,
esses sensores requerem tempo de sintese prolongado e uso de solventes no
processo de modificagao.

Portanto, o sensor CPE-ZnPC proposto pode ser preparado e tratado de forma
simples e rapida quanto o sensor de lapis de grafite de carbono (PCGE) proposto por
Silva et al. (2021). Além disso, o0 método CPE-ZnPC apresentou LD menor que o
sensor PCGE e os demais métodos apresentados na Tabela 12 e inclui a
determinacdo simultdnea desses analitos, com alta estabilidade e excelente

desempenho analitico.
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Tabela 12 Caracteristicas analiticas dos métodos voltamétricos proposto e de outros que foram encontrados na literatura.

Analitos Técnica Sensor Amostras Faixa I|n<_-11ar LD 4 Ref.
(umol L) (mol L™)
cVv GE/TIO/CMK- Chucrute, banana e 6-130 1,5%10° Kochana et al. (2016)
o 3/Nailon/PDDA queijo camembert
Tiramina DPV poly(MPAA)/CGL Vinho 10-60 3,16x10¢ Soares et al. (2019)
SWv PCGE Vinho 0,6 - 100 6x107 Silva et al.(2021)
SWV f-MWCNTs-GR/CILPE Queijo e iogurte 1-1000 5x107 Eteya et al. (2023)
- PAO/CHIT/zeolites- . 7
Espermidina Ccv AUNPS/AU Peixe 0,2 - 200 1x10 Chauhan et al. (2017)
Tiramina * SWV CPE-ZnPC Vinho D9S8 TI 4,86x10° T Este trabalho
0,48 — 8,13 Esp. 7,69x10° Esp.

Espermidina
GE/TiO2/CMK-3/Nafion/PDDA: eletrodo de grafite imobilizado em TiO2/CMK-3/Nafion/PDDA; poly(MPAA)/CGL: eletrodo de grafite (carbon
graphite lead) modificado com poli(acido 4-mercaptophenilacético); PCGE: eletrodo de carbono de grafite de lapiseira; -MWCNTs-GR/CILPE:
eletrodo de pasta de liquido ibnico de carbono modificado com filme nanocompdsito de nanotubos de carbono de paredes multiplas
funcionalizados e grafeno; PAO/CHIT/ zeolites-AuNPs/Au: eletrodo de ouro modificado com poliamina oxidase como elemento de
bioreconhecimento, imobilizado sobre uma matriz de quitosana/zeélitas e nanoparticulas de ouro;

Rossana Oliveira da Nobrega Tese de Doutorado
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6. Consideragoes Finais

Este trabalho descreveu o desenvolvimento de um método para determinar
simultaneamente tiramina e espermidina em vinhos e cafés soluveis utilizando o CPE-
ZnPC e a técnica SWV. No método proposto a tiramina e a espermidina apresentaram
potenciais de oxidagdo em torno de 0,5 V e 0,86 V, respectivamente, permitindo a
determinacdo simultdnea desses analitos com alta sensibilidade, seletividade,
reprodutibilidade, estabilidade e rapidez. O efeito de matriz das amostras de vinho e
café soluvel foi superado com sucesso utilizando o método de adicdo padrao.

Excelentes curvas analiticas lineares sem falta de ajuste e bias foram obtidas
no intervalo de concentragado de 0,30 a 5,08 umol L™ para tiramina e 0,48 a 8,13 umol
L' para espermidina, produzindo baixos LD (48,6 nmol L™ para tiramina e 76,9 nmol
L~" para espermidina), com exatidao satisfatoria (taxas de recuperacédo de 86,1 a
107,5%), reprodutibilidade (RSD de 2,6%).

Portanto, o método proposto oferece uma alternativa valiosa, simples e rapida
para analises de rotina de tiramina e espermidina em amostras de vinho e café soluvel
utilizando instrumentagao barata, e nenhuma diferenga estatistica foi observada em
comparagao com a quantificagdo por HPLC. Além disso, ndo requer nenhum pré-
tratamento da amostra, como a derivatizagdo e/ou extragdo com solventes organicos
(eluentes), de acordo com os principios da quimica verde. Dessa forma, reforga-se a
viabilidade de métodos analiticos mais sustentaveis, capazes de substituir com
eficiéncia e confiabilidade os procedimentos convencionais. Os resultados obtidos e

discutidos nesta seg¢ao foram publicados no periddico Electroanalysis (Anexo Il).
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Determinacao simultanea de ABs por
voltametria de onda quadrada em eletrodo de
diamante dopado com boro empregando

calibragcao multiway

Capitulo 4
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7. Objetivos Especificos

*
°e

Avaliar o perfil voltamétrico da putrescina, cadaverina e histamina utilizando
eletrodo de BDD;

Otimizar os parametros voltamétricos de onda quadrada para assegurar alta

L X4

sensibilidade na determinagao simultdnea das ABs;

X/
L X4

Construir modelos de calibracido multivariada baseados em U-PLS e MCR-ALS

para cada ABs (putrescina, cadaverina e histamina).

°oe

Validar os modelos de calibragdo construidos através de um conjunto de

validagao composto pela mistura simultanea das ABs (constituinte calibrado);

+» Utilizar os modelos de calibracéo validados para prever as concentracoes das
ABs em bebidas;

% Avaliar a confiabilidade do método desenvolvido por comparagdo com o

método de referéncia, empregando o teste t pareado.
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8. Experimental
8.1. Reagentes

As solugbes tampéo Britton-Robison (6,0 < pH < 10) foram preparados
utilizando acido bérico (Sigma- Aldrich, USA), acido acético (Neon, Brasil), acido
fosforico (Chemis, Brasil), com o pH ajustado ao valor desejado por adicao de
hidréxido de sédio (Sigma-Aldrich, USA).

8.2 Tratamento eletroquimico do eletrodo de trabalho

O BDD, contendo 8000 ppm de boro, fabricado pelo Centre Suisse de
Electronique et de Microtechnique (Suiga), com area 14,48 cm?, foi empregado na
quantificacao de histamina, putrescina e cadaverina. Antes de cada medigcao, o BDD
foi submetido a um tratamento eletroquimico, baseado nos estudos de Mijajlovic et al.
(2024) e Salazar-banda et al., (2010), aplicando um potencial de +3,0 V por 60
segundos (polarizagao anddica) para limpeza da superficie do BDD, seguida de -3,0
V por 120 segundos (polarizagcado catddica) para ativagao da superficie, em solugéo
de acido sulfurico (0,5 mol L'). Apés essa etapa, foi realizada a estabilizagdo do
eletrodo BDD em tampéo BR (pH 9,0) utilizando a técnica da CV, com 20 varreduras

consecutivas a 100 mVs™.

8.3 Comportamento eletroquimico da putrescina, cadaverina, histamina e espermidina
sob o eletrodo de BDD

O comportamento eletroquimico da putrescina, cadaverina, histamina (todas a
2 umol L™) e espermidina (20 pmol L™") foi investigada em solugdes individuais no
eletrodo BDD empregando-se 10 mL de tampao BR (pH 9,0). As medidas foram
realizadas por SWV sob as seguintes condigdes experimentais: tr =5's, = 25 s™,
AEs =7 mV,a=70mV e janela de varredura AEw = +0,8 a +1,4 V.

Os experimentos realizados permitiram analisar os perfis voltamétricos
individuais de cada analito, identificando seus potenciais de oxidagao e verificando a
capacidade do BDD em promover respostas bem definidas mesmo para aminas de

baixo eletroatividade, como putrescina e cadaverina.
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8.4 Estudo de pH
Para o estudo do efeito do pH, foram analisadas solugdes individuais contendo
10 ymol L™ de putrescina, cadaverina e histamina. O eletrdlito de suporte utilizado foi
o tampao BR, cujo pH foi ajustado na faixa de 6 a 10, por meio da adicdo de hidréxido
de sodio. As medidas foram realizadas por SWV sob as seguintes condi¢cbes

experimentais: tr=5s, f=25s™, AEs=7mV,a =70 mV.

8.5 Estudo de velocidade

A influéncia da velocidade de varredura na cinética das rea¢des de oxidagao
de ABs foi investigada no eletrodo BDD mediante aquisigao de voltamogramas ciclicos
em diferentes velocidades de varredura (10 a 200 mV s™'). Foram analisadas solugdes
individuais contendo 46 umol L™" de putrescina, 10 umol L™ de histamina e 10 umol
L™" de cadaverina em tamp&o BR (pH 9,0). As medidas foram obtidas com incremento

de potencial de 1 mV.

8.6 Estudo dos parametros

Para o desenvolvimento do método analitico, foi realizado a otimizagao dos
parametros SWV para melhorar significativamente o sinal voltamétrico (intensidade da
corrente). O estudo foi conduzido separadamente para cada ABs (putrescina,
histamina e cadaverina), utilizando solugbes de 7,9 ymol L™ de cada analito em
tampéao BR (pH 9,0). Os parametros experimentais avaliados foram: frequéncia (10 a

100 s7"), amplitude de pulso (10 a 70 mV) e incremento de potencial (1 a 10 mV).

8.7 Conjuntos de calibragao

Os dados voltamétricos de segunda ordem foram obtidos a partir de varreduras
de SWV executadas em seis amplitudes diferentes, no intervalo de 20 a 70 mV, com
incrementos de 10 mV. Todas as medi¢des voltamétricas, realizadas em triplicata,
tiveram seus dados organizados em matrizes bidimensionais (amplitude x potencial)
para cada nivel de concentragcdo da solucdo padrao de putrescina, histamina e
cadaverina. A partir dessas matrizes, foi construido um tensor de dados (amplitude x
potencial x corrente) que foi utilizado na modelagem MCR-ALS e U-PLS.

No conjunto de calibragdo, cada solugdo padrao de histamina, putrescina e

cadaverina foi preparada individualmente. As solugdes foram preparadas em ftriplicata
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e em sete niveis de concentracao, variando de 0,92 a 7,46 umol L™, utilizando tampé&o

BR (pH 9,0), sendo as dilui¢cdes efetuadas diretamente na cela eletroquimica.

8.8 Tratamento dos dados experimentais

Apods as medidas voltamétricas, foi realizado a correcao da linha de base do
conjunto de dados por meio da rotina de Regressao Spline dos Minimos Quadrados
Assimétricos (do inglés, Asymmetric Least Squares Spline Regression - AsLSSR)
empregando os seguintes parametros: fator de assimetria (p) de 0,001 e fator de
suavizacgao (A) de 1x107. Quando necessario, o deslocamento dos sinais voltamétricos
foi corrigido através do alinhamento por corre¢cao otimizada (do inglés, Correlation
Optimized Warping - COW). Em seguida, os modelos de calibragcdo U-PLS/RBL e
MCR-ALS foram construidos utilizando a interface MVC2 desenvolvida por Olivieri et
al. (2009). Todos os dados foram tratados no Matlab R2010a.

9. Resultados e Discussao

9.1. Resposta eletrocatalitica das ABs

De acordo com o estudo de interferentes apresentado no Capitulo 3 (Secao
5.11), as ABs avaliadas neste capitulo (putrescina e cadaverina) ndo apresentaram
resposta eletroquimica no CPE modificado com ZnPC, ao contrario do observado para
histamina e espermidina que se mostraram eletroativas. A eletroatividade da
espermidina, verificada tanto no eletrodo ZnPC-CPE quanto no eletrodo BDD, é
atribuida a presenca do grupo amina secundaria em sua estrutura, que apresenta o
menor valor de pKa (= 8,2), favorecendo sua desprotonacéo e subsequente oxidagcao

eletroquimica no ZnPC-CPE.
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Figura 25. SWV utilizando eletrodo BDD em tampdo BR (pH 9,0) para solugdes
contendo 2 ymol L™ de cada ABs (putrescina, cadaverina e histamina), analisadas
individualmente.

Conforme mostrado na Figura 25, a histamina, putrescina e cadaverina
apresentaram picos anddicos em potenciais muito proximos quando analisadas com
o eletrodo BDD em tampéo BR (pH 9,0), apresentando sinais fortemente sobrepostos
nos voltamogramas obtidos por SWV (Figura 25). Essa sobreposi¢cédo dificulta a
determinagao simultdnea dos trés analitos, uma vez que seus potenciais de oxidagao
sao convergentes. Diante desse desafio, torna-se necessario o emprego de técnicas
de calibragcdo multiway, as quais tém se mostrado eficazes para resolver sinais
eletroquimicos sobrepostos, permitindo a quantificagdo seletiva e precisa desses

analitos em matrizes complexas.

9.2. Estudo de velocidade

Foram analisadas solugdes individuais contendo 46 ymol L™ de putrescina
(Figura 26a), 10 ymol L™ de histamina (Figura 26¢) e 10 umol L™ de cadaverina
(Figura 26d) em diferentes velocidades de varreduras empregando CV. Os resultados
demonstraram uma boa linearidade dos graficos de corrente de pico versus
velocidade de varredura (ip vs. v) para putrescina (Figura 26b) e cadaverina (Figura
26d), indicando que, para ambas as ABs, o processo de oxidacao foi controlado por
adsorcdo, enquanto para a histamina, exibiu uma relagéo linear entre a i, e a raiz
quadrada da velocidade de varredura (v'/?), o que caracteriza um processo controlado
por difusdo. Ademais, os voltamogramas ciclicos (Figura 26) nao exibiram picos
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catoédicos no sentido inverso da varredura, caracterizando a irreversibilidade dos

processos de oxidagao das ABs sob as condigdes experimentais empregadas.

I, (RA) = 6x10-% + 2x107
. R2 = 0,9951

50 100 150 200

v(mV s

I, (RA) = 4x10-8v12 + 3x10°7
R?=0,9938
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I, (A) = 2x10-8y + 5x107
R?=0,9934
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Figura 26. Medidas CV em eletrodo BDD usando 46 uymol L™ de putrescina (a), 10
umol L™' de histamina (c) e cadaverina (e) em tampao BR (pH 9) em diferentes
velocidades de varredura (10 a 200 mV s™'). Relagdo de Ip vs. v (mV s') para
putrescina (b) e cadaverina (f) e Relacgéo de I, vs. v2 (mV s) V2 para histamina (d)

9.3. Estudo de pH

O comportamento eletroquimico das ABs foi estudado em resposta as
variagdes de pH do tampéao BR, demonstrando que tanto o potencial quanto a corrente
de pico sao fortemente dependentes do meio (Figura 27). Verificou-se que o aumento

do pH promove o deslocamento dos potenciais de pico para valores menos positivos,
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indicando a participagdo de prétons no mecanismo de oxidagdo dessas ABs no
eletrodo BDD. A relacao entre o potencial de pico e o pH do tampao BR apresentou
comportamento linear, conforme mostrado na Figura 27 para putrescina (b),
histamina (d) e cadaverina (f). As inclinagbes obtidas das regressdes lineares
mostraram-se préximas do valor tedrico previsto pela equacdo de Nernst,
corroborando que a reagao eletroquimica envolve um numero igual de prétons e
elétrons.

Conforme apresentado na Figura 27a, o pH 6timo para a analise da putrescina
no BDD foi 10. Em contrapartida, para histamina e cadaverina nesse mesmo eletrodo
requer condi¢gdes de pH 9. Diante da necessidade de uma determinagao simultanea
dessas ABs, foi selecionado o pH 9 por proporcionar respostas voltamétricas com a
sensibilidade analitica necessaria.

E (V) =1,7597 — 0,0755pH
R2=0,9938

et A
- g
-
g & 0,95
8 7 0,9 1;1 1,3 1;5 6 7 8 9 10
E(V) pH
e 1,4
© @) E (V) = 1,6582 — 0,0679pH
R? =0,9895
)
7 8 9 10
pH
15 1.4
€
(e) ® E (V) =1,7141 - 0,0735pH
R?=0,9921

E (V) pH
Figura 27. Voltamogramas de SW de 10 umol L' de putrescina (a), histamina (c) e
de cadaveriana (e) em tampao BR com pH variando de 6 a 10. Graficos Ep (potencial
de pico) versus pH de putrescina (b), histamina (d) e cadaverina (f). pH 6 (=), pH7
(=), pH 8 (=), pH 9 (), pH 10 ().
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9.4. Estudo dos parametros

A Figura 28 apresenta os voltamogramas SWV obtidos para as ABs em
resposta as variacdes de amplitude, incremento e frequéncia. Pode ser observado que
o aumento da frequéncia e incremento resultaram no ganho de corrente de pico.
Diante desse comportamento, a frequéncia de 70 Hz, incremento de 8 mV e amplitude
de 70 mV foram selecionados como condigdo 6tima, assegurando uma resposta
voltamétrica mais sensivel.

A alteracdo no intervalo da amplitude de pulso exerceu influéncia direta sobre
os potenciais de pico. Em conformidade com o comportamento eletroquimico
irreversivel observado, o aumento da amplitude promoveu n&o apenas o crescimento
da corrente de pico, mas também deslocamentos dos potenciais e alteragdes na
largura de meia-altura dos picos. Considerando o impacto significativo da amplitude
na forma e intensidade do sinal (Figura 28a, 28d, 28g), a aquisi¢cdo dos dados de
segunda ordem foi utilizando a amplitude como parametro de variagdo por SWV no
intervalo de 20 a 70 mV.

40

—70mV = —8mV — 70 Hz
(a) (b) (c)
=10 = = \\_
2 s S0
0 i
08 1 1,2 1.4 8‘\ 0.9 1,2 14 08 | 1,2 14
E(V) E (V) E(V)
20 an 60
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Z ' Z 3 /
410 / é. 15 3‘0 |
uj —_ 0 — 0 S
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Figura 28 Estudo de otimizagao dos parametros experimentais usando medi¢des de
SWYV em solugao individual de 7,9 ymol L™ de putrescina (a, b, c), histamina (d, e, f)
e cadaverina (g, h, i) em tampao BR (pH 9) obtidos em uma faixa de amplitude de
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pulso de 20 a 70 mV (a, d, g), um incremento de potencial de 1 a 10 mV (b, e, h) e
frequéncia de 10 a 100 s (c, f, i), e, fixando os demais parametros de SWV.

9.5 Curvas Analiticas (calibragdo multivariada de 12 ordem)

Sob as condig¢des otimizadas do método voltamétrico, a resposta do eletrodo
BDD foi avaliada em fungdo da concentragdo das ABs (putrescina, histamina e
cadaverina). Observou-se uma relacéao linear no intervalo de 0,92 a 7,46 umol L™ em

tampéo BR 0,1 mol L™ (pH 9), apresentado na Figura 29.
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Figura 29 Voltamogramas de SW em triplicata usando o sensor BDD, curvas
analiticas resultantes e graficos de residuos de putrescina (a, b,c), histamina ( d, e, f)
e cadaverina (g, h, i) com concentragdes variando de 0,92 a 7,46 umol L™' em tampéo
BR (pH 9). Parametros SWV: f=70 Hz, AEs=8 mv, a=70 mV.

A distribuigao aleatéria dos residuos em torno de zero, observada nas Figuras
29c, 29f e 29i, demonstra que os dados das curvas analiticas de putrescina, histamina
e cadaverina apresentam comportamento homocedastico, isto €, ndo apresentam

estrutura sistematica que indique falta de ajuste do modelo (Neto, Scarminio & Bruns,
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2006). A aplicacao da ANOVA e um teste F a um nivel de confianca de 95% (Tabela
13), corroborou com esse resultado, confirmando a auséncia de falta de ajuste (Fcal <
Fait) € a significancia da regressao linear na faixa de concentracao avaliada (Fca >
Fcrit).

Tabela 13 Resultados da ANOVA obtidos com significancia de 5% nas curvas analitica
Fonte de Média

variagio LT Quadratica Ferit
~ histamina 20740,40
(SZ{;SN?SZ) putrescina 11091,58 438
cadaverina 6489.47
. histamina 2,14
Faltade ajuste ) oo ing 1,96 2.96

MQfaj/M
(MQua/MQep) cadaverina 2,43

Os LDs obtidos foram de 50 nmol L™ para histamina, 58 nmol L™ para
putrescina e 100 nmol L™ para cadaverina, enquanto os LQs corresponderam a 330
nmol L™ para histamina, 347 nmol L™ para putrescina e 440 nmol L™ para cadaverina.
O meétodo proposto, baseado em SWV utilizando eletrodo BDD, demonstrou bom
desempenho analitico comparavel ou superior ao de outros métodos voltamétricos
reportados na literatura, que dependem de modificacdes nos sensores ou etapas de
pré-tratamento de amostras. Por exemplo, Henao-Escovar et al., (2016) propuseram
um método amperométrico para quantificacdo simultanea de histamina e putrescina,
devido a acao especifica das enzimas imobilizadas no eletrodo de carbono serigrafado
que atingiu LD de 8,1 pmol L™ para histamina e 10 ymol L™ para putrescina. Em
contrapartida, um sensor n&o-enzimatico baseado em eletrodo GCE com
poli(vermelho neutro) alcancou LD de 0,25 ymol L™ para putrescina e 0,22 pymol L™
para cadaverina (Kumar ef al., 2021). Em comparacdo com esses estudos, o método
proposto nao s6 apresenta maior sensibilidade para ABs estudadas, mas também
prescinde de etapas laboriosas como modificacao camada por camada e do uso de
biomoléculas, oferecendo uma alternativa mais simples, robusta e rapida para a
deteccao simultanea de ABs.

Os voltamogramas das curvas analiticas individuais apresentaram picos de
oxidacao bem definidos em 1,03 V, 1,02 V e 1,06 V para putrescina, histamina e
putrescina, respectivamente (Figura 29). Apesar da resposta linear satisfatoria

observada para cada AB, a presenca simultdnea desses analitos resulta em
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acentuada sobreposicdo dos sinais voltamétricos, impedindo a determinagao
simultdnea por calibracdo univariada. Para superar esta limitagdo, foi aplicado um
tratamento quimiométrico baseado em calibragdo multiway, empregando os

algoritmos UPLS/RBL e MCR-ALS, conforme descrito nas se¢des subsequentes.

9.6 Pré-tratamento de dados

Devido a auséncia de respostas eletroativas nos intervalos de 0,4a 0,8V e 1,3
a 1,4 V (Figura 30a, 30d, 30g), essas regides foram excluidas e os procedimentos
quimiomeétricos foram realizados na regido de 0,8 a 1,3 V, correspondente a regido
eletroativa das ABs estudadas. Nos dados voltamétricos, € comum a ocorréncia de
deslocamentos nos potenciais de pico e de flutuagdes na linha de base, decorrentes
dos fendmenos na superficie eletrodo. Esses comportamentos intrinsecos podem
comprometer a linearidade dos sinais e aumentam a complexidade da modelagem
quimiométrica (Jalalvand, 2022). Para resolver essas interferéncias, os dados foram
submetidos a correcdo de linha de base (Figura 30b, 30e, 30h) e correcdo de
deslocamento de potencial de pico (Figura 30c, 30f, 30h), por meio da aplicagao dos
algoritmos AsLSSR e COW, respectivamente. Apds os dados pré-processados, 0s
algoritmos MCR-ALS e U-PLS/RBL foram empregados para construgao dos modelos

de calibracao de trés vias.
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Figura 30. Voltamogramas de SW obtidos em eletrodo BDD em tampéo BR (pH 9)
para os conjuntos de calibragdo de putrescina (a-c), histamina (d-f) e cadaverina (g-
i). SWV antes (a, d, g) e apds corregéo de linha de base por algoritmo AsLSSR (b, e,
h) e do deslocamento usanod COW (c, e, f). Parametros SWV: AEs =8 mV, f =70
mV, AEw =0,8a1,3Vea=20a70mV.

9.7 Andlise por MCR-ALS

Para construgao do modelo MCR-ALS, foi realizado a transformacao do tensor
de dados tridimensional (amplitude x potencial x corrente) em uma matriz aumentada
na dimensao correspondente a quebra de trilinearidade. Nessa etapa, a amplitude foi
utilizada para integrar os blocos de dados, no modo coluna, organizando-os de forma
sequencial para gerar a matriz aumentada. A partir dessas matrizes aumentadas, o
numero de componentes principais (PCs) foi determinado por meio da decomposicao
em valores singulares (SVD), a fim de avaliar a variancia explicada e o ajuste residual.

Os modelos de calibragado MCR-ALS desenvolvidos para cada analito foram
inicialmente avaliados por validagdo interna, isto €, empregando o proprio conjunto de
calibragao (cal versus cal). Esse procedimento teve como objetivo verificar, de forma
preliminar, a capacidade preditiva de cada modelo. Conforme apresentado na Tabela

14, para todos os modelos apenas uma componente principal foi suficiente para
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descrever quase toda informagao quimica, isto é, a primeira componente contém a

maior variancia explicada.

Tabela 14 Resultados da variancia explicada e do ajuste residual obtidos conforme os
numeros de componentes incluidas no modelo MCR-ALS nos conjuntos de calibragéo

Putrescina Histamina Cadaverina

PC Variancia. Ajuste Variancia. @ Ajuste  Variancia. @ Ajuste
Exp. (%) Res.* Exp. (%) Res. * Exp. (%) Res. *

1 97,9720 0,5100 96,91 0,72 96,0520 0,3640

2 1,82070 0,4870 2,13 0,67 3,3080 0,5540

3 0,0875 0,3730 0,75 0,47 0,2610 0,4310

4 0,0290 0,3280 0,07 0,4 0,1780 0,3170

5 0,0228 0,2860 0,05 0,33 0,0730 0,2550

6 0,0186 0,2460 0,04 0,27 0,0300 0,2260

7 0,0129 0,2130 0,03 0,2 0,0210 0,2020

8 0,0070 0,1940 0,01 0,17 0,0190 0,1780

9 0,0053 0,1770 0,004 0,16 0,0110 0,1630

10 0,0040 0,1630 0,004 0,15 0,0080 0,1510

*Ajuste Res: Ajuste Residual (10 mol L)

Na Figura 31 demonstra um bom ajuste entre as concentragdes previstas e
nominais da putrescina, histamina e cadaverina determinas para o modelo MCR-ALS.
A partir dessas concentragdes, foi construida a EJCR por meio da regressao dos
minimos quadrados ordinarios. A elipse (com 95 % de confianga) contém o ponto ideal
(inclinacdo = 1 e intercepto = 0), demonstrando que nenhum erro sistematico foi

observado com o método proposto.
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Figura 31 Concentragao predita versus nominal e EJCR para o modelo MCR-ALS

9.8 Analise por U-PLS/RBL

O conjunto de calibragdo composto apenas pelas solu¢gbes padrdo para o
modelo U-PLS foi obtido mediante o desdobramento do tensor original (21x6x69) em
uma matriz bidimensional (21x414). Em seguida, para o conjunto de calibragao, foi
determinado o numero étimo de variaveis latentes (VLs), a partir da soma quadratica
dos erros de predi¢cdo (PRESS) versus o numero de VLs incluidas no modelo U-PLS
obtido por validagéo cruzada (Tabela 15).

Nos conjuntos de calibragdo, o modelo U-PLS desenvolvido para cada analito
apresentou apenas uma variavel latente e nenhuma etapa de bilinearizagao, indicando
que uma VL foi suficiente para descrever a variabilidade dos dados, com probabilidade
inferior a 75% (p < 0,75) e a distribuicdo F de Snedecor (F) foi = 1. Esse resultado era
esperado, considerando que o conjunto de calibragao foi constituido apenas por

solugdes padrao individuais de putrescina, cadaverina e histamina.
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Tabela 15. Resultados da validagao cruzada nos conjuntos de calibragdo U-PLS
Numero de VLs

1 2 3 4 5
PRESS 0,0241 1,8702 1,7891 2,1185 2,0902
Putrescina F 0,61 0,54 0,5 - -

P 1,1409 1,0453 1,0 - -

PRESS 0,03059 0,03102 0,3282 0,0488 0,0458
Histamina F 1,01 1,00 - - -
P 0,51 0,5 - - -

PRESS 0,09232 10,9407 0,14572 0,1278 0,1780
Cadaverina F 1,5784 1,0190 1,000 - -
P 0,64 0,51 0,5 - -

Assim, empregando uma unica variavel latente para cada amina, avaliou-se a
relacdo entre as concentragdes previstas e nominais, juntamente com a EJCR. A
excelente correlacado linear observada entre os valores de concentracdo predita
versus nominal (Figura 32) confirma a validade estatistica dos modelos U-PLS/RBL,
uma vez que nao foi identificado viés em relagdo a condig¢ao ideal (inclinagao = 1;

intercepto = 0).
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Figura 32. Concentragao predita versus nominal e EJCR para o modelo UPLS.
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10. Consideragoes Finais

O presente estudo demonstrou, pela primeira vez, a viabilidade de determinar
simultaneamente putrescina, cadaverina e histamina por meio da SWV associada a
modelos quimiométricos de segunda ordem, utilizando os algoritmos MCR-ALS e U-
PLS. Os modelos construidos para solugdes padrao individuais mostraram-se lineares
na faixa de 0,92 a 7,46 umol L™'. No MCR-ALS, uma unica componente foi suficiente
para descrever os dados, enquanto o U-PLS requereu apenas uma variavel latente
para representar a variabilidade das amostras. Ademais, as etapas de calibragéo e
validagdo sao importantes para aprimorar a seletividade do método diante da
presenca de picos sobrepostos das ABs observados neste estudo. Apesar dos
desafios ainda existentes, os resultados obtidos apontam caminhos promissores para
o aperfeicoamento da metodologia proposta e reforgam seu potencial como base para
futuras pesquisas voltadas a analise simultdnea de aminas biogénicas em matrizes

complexas.
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6 CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

6.1 Conclusoes

Neste estudo, as duas abordagens propostas apresentaram resultados
promissores. No primeiro, foi desenvolvido um sensor de CPE modificado com ZnPC,
capaz de determinar simultaneamente espermidina e tiramina em vinhos e cafés
soluveis. O sensor apresentou picos bem distantes em meio alcalino (pH 9,2) e
excelente potencial eletrocatalitico para oxidagao dessas ABs, com baixos limites de
deteccao e aplicabilidade em amostras reais por meio do procedimento MSA, sem
diferencga estatisticamente significativa em relagéo aos resultados obtidos por HPLC.
Diferentemente de sensores enzimaticos ou baseados em compdsitos complexos, o
sensor proposto apresenta procedimento de preparacao simples e rapida (~30 min),
excelente reprodutibilidade e elevada estabilidade.

No segundo estudo, os dados voltamétricos (SWV), obtidos com eletrodo BDD,
foram modelados via algoritmos de segunda ordem (U-PLS e MCR-ALS) para explorar
a vantagem de segunda ordem. Foram construidos modelos individuais de calibragéo
para putrescina, cadaverina e histamina na faixa de 0,92-7,46 ymol L™, os quais
mostraram bom desempenho analitico. No entanto, a validagcdo em amostras reais
n&o foi avaliada, devendo ser abordada em trabalhos futuros.

Em conclusdo, essa tese permitiu o desenvolvimento de metodologias
inovadoras voltadas a obtengao de dados multivariados de primeira e segunda ordem.
Os resultados demonstram que (/) o sensor modificado (CPE-ZnPC) tem preparo
simples e de baixo custo e podem fornecer respostas seletivas e reprodutiveis para
certas ABs em vinhos e cafés soluveis e (ii) 0 uso de sensor convencional (BDD) aliado
a algoritmos de calibragao de segunda podem resolver sinais fortemente sobrepostos,
oferecendo uma estratégia promissora para futuras validagbes e aplicagbes no

monitoramento de qualidade de bebidas.

6.1 Perspectivas
¢ Quantificar os teores de tiramina e espermidina em amostras de cafés soluveis
por HPLC e compara-los ao método CPE-ZnPC-SWV, empregando o teste ¢
pareado.

e Validar os modelos de calibracdo de segunda ordem;
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e Aplicar os modelos de calibragdo de segunda ordem na analise de ABs em
amostras de bebidas;

e Avaliar a confiabilidade dos resultados obtidos pelo método proposto com os
resultados obtidos no(s) método(s) de referéncia.
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Anexo l. Voltamogramas de pulso diferencial (DPV) e de onda quadrada (SWV)

obtidos para tiramina (10 umol L") e espermidina (30 umol L").

Anexo Il
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