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RESUMO

Neste estudo sdo apresentadas, no primeiro capitulo, aplicacbes de técnicas
voltamétricas, na determinagao quantitativa de nitrito em eletrodo de carbono vitreo
modificado com poli-{trans[RuCl,(vpy)s]}. Para isso foram usadas as técnicas de
voltametria ciclica (VC) e voltametria de pulso diferencial (DPV). O método
voltamétrico proposto foi usado na determinacao quantitativa de nitrito em amostras
comerciais de patés, e os resultados foram comparados aos obtidos pelo método
espectrofotométrico da reacdo de Griess. Os resultados demonstraram um bom
desempenho do eletrodo modificado na determinacdo de nitritos em amostras de
paté. No segundo capitulo, sdo apresentados os resultados de aplicacbes das
técnicas voltamétricas VC, DPV, voltametria de onda quadrada (SWV) e voltametria
de varredura linear (LSV), em eletrodos de platina (Pt) e carbono vitreo (GC) na
determinacdo quantitativa simultdnea de antioxidantes sintéticos. Além disso,
hidroxibutilanisol (BHA), hidroxibutiltolueno (BHT) e tert-butilhidroquinona (TBHQ)
foram determinados usando SWV em amostras comerciais de maionese. A utilizagao
do método de Adicdo Padrao na quantificagdo em amostra real reforgcou a eficiéncia
da técnica para aplicagdo em alimentos. No capitulo trés, os comportamentos
eletroquimicos de extratos etandlicos de diferentes bagagos oriundos da produgéo
de vinho branco € apresentado como alternativa para avaliagao rapida do potencial
antioxidante de extratos brutos. Os perfis eletroquimicos obtidos, usando técnicas
voltamétricas de DPV e SWV, foram correlacionados com os resultados obtidos
pelos métodos de radical ABTS*, radical DPPH e sistema B caroteno/acido linoléico.
Os resultados indicaram uma correlagdo positiva entre o perfil eletroquimico e as

atividades antioxidantes pelos outros métodos.

Palavras-chave: nitrito, técnicas voltamétricas, analise alimentos, antioxidantes.
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ABSTRACT

In this study are presented, in the first chapter, applications of voltammetric
techniques. It describes the optimized involved parameters in the quantitative
determination of nitrite in modified glass carbon electrode with poli- {trans [RuCl,
(vpy)s]} using the techniques of cyclic voltammetry (VC) and differential pulse
voltammetry (DPV). The voltammetric method using modified electrode optimized
was used in the quantitative determination of nitrite in available paté samples in the
local market. The confronted results had been also gotten by the spectrophotometric
method of Griess-Ylosvay (official method, AOAC). The results suggest a good
performance of the modified electrode in the determination of nitrites in meat spread
samples. In second chapter, applications of same voltammetric techniques (VC and
DPV) and another square wave voltammetry (SWV) and linear sweep voltammetry
(LSV), for simultaneous quantitative determination of synthetic antioxidants
substances. The butylated hydroxyanisole (BHA), butylated hydroxytoluene (BHT)
and tert-butylhydroquinone (TBHQ) were determinated in work electrodes of platinum
(Pt) and glass carbon (GC) and different support electrolytes.. The use of the method
of Addition Standard in the quantification in real sample strengthened the efficiency
of the technique for application in foods. In chapter three the electrochemical
behavior of five ethanolic extracts of different type of byproduct of the production of
white wine are presented as alternative for evaluation of the antioxidant activity of
rude extracts. The electrochemical behavior, using the voltammetric techniques:
DPV and SWV, had been correlated with the results gotten through the antioxidant
activity evaluation of the ethanolic extracts, for the methods of radical ABTS*, radical
DPPH and system p-carotene/acid linoleic. The results suggest good positive
correlation between the total phenolic compounds of extracts, the electrochemical

behaviour and the antioxidant activity evaluated by the other methods.

Keywords: nitrite, voltammetric techniques, food analysis, antioxidants.
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INTRODUGAO GERAL

As técnicas eletroquimicas de analise (com excegao da potenciometria) tém
sido muito pouco exploradas como métodos analiticos de rotina. Estas técnicas
apresentam baixo custo quando comparadas as técnicas espectrofotométricas
(normalmente utilizadas) e, em alguns casos apresentam melhores resultados
(RODRIGUES, 1996).

A dificuldade na popularizagao das técnicas eletroquimicas entre os quimicos
analiticos, esta, nas limitagdes devido ao eletrodo normalmente utilizado. Para
popularizar a eletroquimica como técnica analitica, tornou-se necessario a
preparacdo de novos eletrodos de trabalho, denominados eletrodos quimicamente
modificados (EQM), que apresentam na sua composicdo uma substancia pré-
concentradora ou eletroativa (RODRIGUES, 1996). Além disso, os avangos na area
da eletrbnica permitiram o aprimoramento das técncias eletroquimicas pelo
desenvolvimento de aparelhos mais sensiveis.

Aditivos sdo muito utilizados na industria de alimentos. Estes desempenham
inumeras fungbes como conservantes, antioxidantes, flavorizantes, emulsificantes,
estabilizantes etc. Dentre os antioxidantes sintéticos mais utilizados em alimentos
lipidicos encontram-se o butilhidroxianisol (BHA), o butilhidroxitolueno (BHT) e o tert-
butilhidroquinoa (TBHQ) e dentre os conservantes mais utilizados em produtos
carneos encontra-se o nitrito. Quando usados em baixas concentragdes, tanto
nitritos quanto antioxidantes sintéticos, desempenham suas atividades com
seguranga, entretanto, se utilizados em concentragdes inadequadas podem
representar grande risco 4 saude dos consumidores.

Sendo o uso de aditivos limitado por legislagdo especifica, € de extrema
importancia a determinacdo da quantidade desses nos alimentos (YANEZ-SEDENO;
PINGARRON; POLO DIEZ, 1991).

Existem diversos métodos para determinar ions nitrito, tais como:
cromatografia gasosa (TSIKAS et al., 1994; KAGE, KUDO & IKEDA, 2000);
cromatografia liquida (KAWASHIMAA et al., 2004; CONNOLLY & PAULL, 2001);
espectrofotometria (AZANZA & RUSTIA, 2004; KAZEMZADEHA & ENSAFI, 2001;
YUE, ZHANG & YAN, 2004); fluorimetria (FERNANDEZ-ARGULLES et al., 2004;
BISWAS, CHOWDHURY & RAY, 2004), cromatografia de troca ibnica (KAPINUS et
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al., 2004); quimiluminescéncia (MIKUSKA & VECERA, 2003; LUA et al., 2004), entre
outros (GAPPERA et al., 2004). Desses métodos, nenhum é considerado totalmente
satisfatorio, visto que sado muito caros, demorados, ou ainda envolvem grandes
quantidades de reagentes, muitas vezes altamente toxicos. Igualmente para
antioxidantes sintéticos € possivel citar diferentes métodos analiticos. Inicialmente
surgiram os métodos colorimétricos e espectrofotométricos para determinagao de
antioxidantes sintéticos em alimentos, posteriormente foram surgindo métodos
baseados em variagdes dos métodos tradicionais (CAPITAN-VALLEY; VALENCIA;
NICOLAS, 2004; CRUCES-BLANCO et al., 1999). Além desses, também surgem os
métodos cromatograficos (YANEZ-SEDENO et al., 1991; KAROVICOVA & SIMKO,
2000; PERRIN & MEYER, 2002;).

O desenvolvimento tecnolégico em quimica analitica leva ao desenvolvimento de
metodologias de baixo custo (em termos de consumo de amostras e reagentes, e
despesas com manutencgao), confiaveis e, se possivel, requerendo equipamentos
portateis. Isso contribui na melhoria das analises mais complexas. Na pratica, por
exemplo, é mais efetivo o uso de uma mistura de dois ou mais antioxidantes
sintéticos ao invés de um unico composto, e desde que essas substancias sao
quimicamente similares, sao dificeis de analizar em niveis trago sem uma prévia
separacao. A eletroquimica pode oferecer alternativas para analises simultaneas de
misturas contendo diferentes aditivos.

Este trabalho teve como objetivo a utilizagédo de um eletrodo revestido com poli-
{trans-[RuCl(vpy)4]} na quantificacao eletroquimica de ions nitrito em alimentos. O
eletrodo revestido com poli-{trans-[RuCly(vpy)s]} foi estudado juntamente com
técnica amperométricas reconhecidas e desenvolvido conjuntamente com uma
aplicacao direta da tecnologia de polimeros condutores. Além disso, a otimizagao de
parametros na quantificacao dos antioxidantes sintéticos BHA, BHT e TBHQ, usando
técnicas voltamétricas, para aplicagdo em analise de alimentos.

Sabe-se que compostos fendlicos, tocoferdis, carotendides e acido ascorbico
agem no organismo humano sequestrando o oxigénio ativo (NAMIKI, 1990).
Inumeras pesquisas visando avaliar a possivel contribuicdo dessas substancias,
encontradas principalmente em plantas terrestres e aquaticas, comprovam suas
potencialidades (IMEH & KHOKHAR, 2002). A avaliagdo de novas fontes de
antioxidantes naturais exige métodos confidveis para avaliagcdo desse potencial.

Neste estudo sao apresentados resultados sobre a aplicagdo de técnicas



25

voltamétricas otimizadas na avaliagdo do potencial antioxidante de extratos brutos

etandlicos de residuo da producéo de vinho branco.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Nitritos e Nitratos

Nitritos e nitratos sdao compostos idnicos que se encontram na natureza,
fazendo parte do ciclo do nitrogénio. O nitrato (NO3) é a forma estavel das
estruturas oxidadas do nitrogénio, e apesar de sua baixa reatividade quimica pode
ser reduzido por agdo microbioloégica. O nitrito (NO"), € oxidado com facilidade por
processos quimicos ou biolégicos a nitrato, ou reduzido originando diversos
compostos (KHATOUNIAN, 2001).

dgua potavel

adtives
@ alimentares
w Mttahemnﬁlnbinemia

+

hortaligas
e verduras

Aminas/Amidas

Figura 1. Vias de ingestdo de nitrato e nitrito e seus possiveis efeitos toxicos
Fonte: Anton e Lizaso (2003).

Na figura 1 observamos as principais fontes de nitrito e nitrato na ingestao
humana. A primeira fonte € a agua potavel, visto que tanto nitrito quanto nitrato
fazem parte do ciclo do nitrogénio. Depois tem-se verduras e hortalicas. Nos solos,

os fertilizantes e vestigios residuais contendo nitrogénio sdo decompostos formando
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primariamente o ion aménio (NH;"), que posteriormente é oxidado a nitrito e a
nitrato. Parte deste nitrato € absorvida pelas plantas, que o emprega na sintese de
proteinas vegetais, podendo o resto passar para aguas subterrdneas. O nitrato
encontra-se naturalmente presente nos vegetais, visto que a planta o absorve como
fonte de nitrogénio para seu crescimento, sendo que o seu teor pode ser
influenciado tanto por fatores relacionados com a planta como ao meio ambiente
(WALKER, 1975; MAYNARD et al., 1976; GENT, 2003).

Os nitratos aparecem entre os 126 poluentes prioritarios na lista Clean Water
Act’'s (promovida pela Clean Water Network, uma alianga entre mais de 1.000
organizagdes publicas dos Estados Unidos visando executar a politica federal de
limpeza das aguas) publicada no regulamento 40CFR 122 do programa nacional de
sistemas de poluentes dos Estados Unidos. Os nitratos também aparecem no Toxic
Release Inventory (TRI) da Agéncia de Protecdo Ambiental (EPA) dos Estados
Unidos, na 182. posi¢cao cem primeiros poluentes. Os residuos industriais de nitratos
gerados estdo sujeitos a regulamentagdes pela redugdo ou eliminagdo das
descaragas no meio ambiente (LEWIS, 1997).

A geracdo de residuos contendo nitratos por varias industrias é amplo e
significativo. De acordo com o inventario da EPA, a producéao total relacionada a
residuos de nitratos foi de 354 milhdes de kg no ano de 1997. A maioria das
industrias gera residuos contendo nitratos. Uma relagcdo dos maiores geradores
industriais € apresentada na Tabela 1.

Os inventario do inventario apresentadoa na Tabela 1 mostram claramente a
maior participacdo na geragcdo de residuos contendo nitratos das industrias
quimicas. As industrias de quimica orgéanica, quimica inorganica e fertilizantes
nitrogenados respondem por mais de 50% do volume de residuos gerados.

Nitratos e nitritos estdo naturalmente presentes nos alimentos de origem
vegetal, decorrentes do uso de fertilizantes na agricultura, produtos de origem
animal, através da adic&o intencional ou mesmo como contaminantes, a exemplo do
leite. Os nitratos podem passar do solo para o pasto usado na alimentacéo bovina,
e, apos a absorgéo, podem ser excretados no leite. No leite, os teores de nitrato e de
nitrito dependem do local e origem da amostra e estacdo do ano. E finalmente, os
nitratos e nitritos estdo presentes na agua, também em decorréncia do uso de
fertilizantes na agricultura (ZBIKOWSKI, ZBIKOWSKA & BARANOWSKA, 2000).
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Tabela 1. Setores industrais e a geragao de residuos contendo nitrato no ano de

1997 conforme Inventario TRI.

IndUstrias Setor e produtos Qde
milhdes de kg
Quimica e produtos relacionados Industrias de quimica organica 430

Fertilizantes nitrogenados
Industria de quimica
inorganica

Fibras orgéanicas

Materiais plasticos e resinas

Primaria de metais Alto fornos e siderurgia 134
Alimentos e produtos relacionados 72
Equipamentos elétricos e eletrbnicos 45

Produtos do petréleo e do carvao
Produtos do papel e relacionados
Equipamentos de transporte
Instrumentos e produtos relacionados
Industria de maquinas e
equipamentos

Produtos de argila e vidro *

* X * X

* valores menores. Fonte: Lewis (1997).

2.2 Utilizacao de nitritos e nitratos em produtos de origem animal

O nitrito € empregado como aditivo alimentar (nitrito de potassio ou nitrito de
sbdio), especialmente em carnes curadas. O nitrato € empregado principalmente na
industria de fertilizantes, como agente oxidante em explosivos e como sal potassico
purificado na fabricacdo de cristais. Entretanto, o nitrato também pode ser utilizado
juntamente com o nitrito na industria de alimentos, atuando como agente
conservante. Nesse caso, o nitrato atua como reserva para o nitrito, transformando-
se lentamente em nitrito pela acdo de bactérias nitrato-redutoras (FARIA et al.,
2001).

Dentre os métodos de conservagao da carne fresca, a salga € um dos mais
antigos. Este consiste na incorporagao de cloreto de sédio a diversos ingredientes
ou aditivos, e geralmente estd acompanhada de um ou varios outros tratamentos,
como a fermentagdo, a secagem, a cocgao, a defumagado etc (GOUTEFONGEA,
1991). Dentre os principais aditivos usados juntamente com o cloreto de sddio estao

0s nitratos e nitritos.
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O nitrato de potassio era conhecido e utilizado na salga de produtos carneos
desde a idade Média. Em 1981, Polenski demonstrou que o nitrato era reduzido a
nitrito por acéo de bactérias e em 1899 Lehman estabeleceu que a cor dos produtos
carneos salgados se devia ao ion nitrito (GOUTEFONGEA, 1991). O poder inibidor
de bactérias foi descoberto em 1929 por Grindley, e finalmente em 1940, Brooks
realizou o primeiro trabalho que mostrava a existéncia de um sabor caracteristico
associado ao nitrito em produtos salgados. Desde entdo, sdo essas as principais
fungdes dos ions nitritos em produtos salgados: cor, sabor e protegdo contra o
crescimento microbiano, dentre outras (GOUTEFONGEA, 1991).

Em relacdo a cor, sabe-se, que a carne fresca conservada unicamente por
adicdo de cloreto de sodio adquire uma coloracdo pardo-esverdeada atribuida a
conversdo da hemoglobina em metahemoglobina. A adigdo de pequenas
quantidades de nitrito ou nitrato promove a manuteng¢ao da coloracdo vermelha da
carne. O nitrito reage com a molécula de hemoglobina formando nitrosohemoglobina
ou nitrosohemocromoégeno, de coloragdo vermelha-escura (GOUTEFONGEA, 1991;
PRANDL et al., 1994; VARNAM & SUTHERLAND, 1995).

O efeito antimicrobiano que os ions nitrito exercem sobre produtos carneos
curados depende da sua concentragdo. Esta dependéncia aplica-se tanto a inibigao
do crescimento de esporos de bactérias putrefativas e patogénicas como ao
desenvolvimento do Clostridium botulinum. Seus efeitos antimicrobianos s&o
dependentes do pH, aumentando dez vezes para cada unidade de pH reduzida. A
quantidade de nitrito necessario para inibir o crescimento do C. botulinum difere de
produto para produto. Com boa higiene, APPCC e curtos tempos de estocagem, sob
um bom controle de temperatura, alguns produtos carneos podem ser produzidos
sem a utilizagédo de nitritos, embora esses nao sejam estritamente “produtos carneos
curados”. As boas praticas de fabricagdo sdo essenciais para que os niveis de nitrito
possam ser reduzidos (GOUTEFONGEA, 1991; PRANDL et al., 1994: VARNAM &
SUTHERLAND, 1995).

As concentragdes de nitrito de sddio em salmouras utilizadas no preparo de
produtos carneos variam de 0,04% a 10,0%, dependendo do tratamento posterior do
produto e do tipo de carne. Produtos que contém baixo conteudo de sal e uma vida-
de-prateleira prolongada, umaa adicdo entre 50 e 150 mg kg'de nitrito é necessaria
para inibir o crescimento do C.botulinum. (VARNAM & SUTHERLAND, 1995).
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Os nitratos ndo tém atividade direta frente ao C.botulinum. Em particular nos
produtos tradicionais (ex. presunto curado), nitratos atuam como reservatorios de
nitritos, gerados pela atividade microbiana. Muitas publicagbes confirmam a eficacia
do nitrito de sddio na inibicdo do crescimento e produgao de toxina pelo C.botulinum
em carnes curadas pereciveis como toucinho defumado, presunto enlatado etc
(Scientific Panel on Biological Harzards, 2003).

No Brasil os produtos carneos que, segundo legislagdo especifica
estabelecida pela Agéncia de Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), podem ser
adicionados de nitritos e nitratos, nas formas de nitrito de potassio ou nitrito de sédio
e nitrato de potassio ou nitrato de sédio, sdo: produtos carneos frescais embutidos
ou ndo (almondegas, kibes, linguicas, empanados, carne bovina, suina, ovina, de
aves temperadas, carne e miudos temperados e/ou recheados, hamburgueres,
dentre outros); produtos carneos secos, curados e/ou maturados embutidos ou néo
(lingliicas, carnes desidratadas, peles desidratadas, presunto cru, presunto tipo
Parma, salames, copas, speck, brezaola, cortes maturados/curados, jerked beef,
charque, pepperoni, paio tipo portugués dentre outros); produtos carneos cozidos
embutidos ou ndo (mortadela, salsicha, pastas, salsichdes, morcelas, chourigos,
presunto cozido, pao de carne, fiambres, galantinas, lanches de carne, linglicas,
cortes de carne, lombo tipo canadense, lombo de suinos, paios, linguica defumada,
alméndegas, pratos prontos, barriga defumada (bacon), codeguino, empanados,
apresuntados dentre outros); produtos carneos salgados crus (cortes de carne,
miudos, carne de sol dentre outros); produtos salgados cozidos (mortadela, salsicha,
pastas, salsichdes, morcelas, chourigcos, presunto cozido, pdo de carne, fiambres,
galantinas, lanches de carne, linglicas, cortes de carne, lombo tipo canadense,
lombo de suinos, paios, linguica defumada, almdndegas, pratos prontos, zampone,
barriga defumada (bacon), codeguino, empanados, apresuntados dentre outros);
conservas carneas, mistas e semiconservas carneas (mortadela, salsicha,
apresuntado, carne em conserva, picadinho de carne, pastas, alméndegas, feijoada,
dobradinha, molhos de carne, carnes com vegetais, lingua de bovino enlatada, paio
em banha, extratos de carnes, fiambres dentre outros (BRASIL, 1998).

Outra industria de produtos de origem animal que pode fazer uso dos
beneficios tecnoldgicos do nitrito € a industria de laticinios. Nos laticinios, o nitrito

atua como agente conservador, especialmente em queijos curados, como prevengao
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ao chamado estufamento tardio, causado, geralmente, por Clostridium tyrobutiricum
(LEVALLOIS & PHANEUF, 1994).

2.3 Toxicidade de nitritos e nitratos

A principal preocupacao decorrente da presenca de nitratos nos alimentos ou
na agua potavel tem dois motivos principais: os efeitos téxicos produzidos por um
excesso de nitratos na dieta; e podem causar a formacédo de N-nitrosocompostos,
alguns deles com efeitos cancerigenos (como as nitrosaminas). Os nitratos n&o
podem ser considerados compostos de alto risco em provocar intoxicacdes, apesar
de existirem evidéncias de que podem interferir no metabolismo da vitamina A e nas
funcdes da glandula tiredide. Assim a ingestdo de nitratos em altas concentragdes
no alimento ou em baixas, mas com frequéncia consideravel, pode tornar-se um
risco de intoxicacdes por ser a presenca do ion, o ponto de partida para a cadeia de
reagcdes que o converte em substancias toxicas, de grande importancia em Saude
Publica, principalmente a populagéo infantil (DUARTE & MIDIO, 1996; RODRIGUES,
2001).

Alguns compostos N-nitrosos sao agentes teratdégenos, mutagénicos e
carcinogénicos, altamente perigosos para a saude humana. Originam-se, como
consequéncia da reagcdo das aminas secundarias (aromaticas e alifaticas) com o
acido nitroso HONO (VEJA & BONTOUX, 1997).

Forma-se uma grande variedade destes compostos, sendo o0s mais
significativos do ponto de vista da toxicologia alimentar as dialquilnitrosaminas
(dimetilnitrosamina, dietilnitrosamina), as nitrosaminas de estrutura ciclica (N-
nitrosopiperidina, N-nitrosopirrolidina) e acilalquil-nitrosaminas ou nitrosamidas
(nitrosoguanidina). A reacdo de formacédo das nitrosaminas pode ocorrer nos
alimentos e in vivo (YORDANOV, NOVAKOVA & LUBENOVA, 2001).

Em 1956 foi descoberto o efeito carcinogénico das nitrosaminas. Depois
disso, um grande numero de trabalhos tem sido desenvolvidos para aperfeigcoar as
técnicas de dosagem das nitrosaminas; e definir suas condi¢bes de formagéo nos
produtos carneos (RODRIGUES, 2001). Em 1973, foi proposto um mecanismo
explicativo para interacdo entre a molécula de hemoglobina e o ion nitrito. Esse

mecanismo baseia-se no processo de oxidacdo da oximioglobina em
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metamioglobina pelo ion nitrito acompanhado pela produgédo simultanea
autocatalitica do ion nitrato. Esse mecanismo proposto, seria representado pela

seguinte equacéao:

4 MbO, + 4 NO2 + 2 H, O  — 4 metMbOH + 4 NO3™ + O,

Apesar de todos os riscos relacionados a toxicidade dos ions nitritos, os
especialistas tém mantido a utilizagdo dos nitritos e nitratos na quase totalidade dos
produtos carneos, e a razédo desta pratica tecnoldgica, € a presenca da bactéria
patogénica C. botulinum, agente causadora do botulismo. O risco devido ao
botulismo, € mais evidente e visivel do que o risco de formacao de nitrosaminas
(RODRIGUES, 2001).

Em adultos sadios, os nitratos e nitritos sdo absorvidos no trato
gastrointestinal, sendo que o nitrato € rapidamente excretado pela urina. Os nitritos,
por sua vez, combinam-se com a hemoglobina, transformando-a em metemoglobina,
por processo de oxidagao do ion férrico no complexo porfirinico. A metemoglobina é
incapaz de transportar oxigénio, mas a enzima NADH-metemoglobinaredutase
(NADH-diaforase) presente nos eritrécitos converte-a novamente em hemoglobina. A
NADH-metemoglobina redutase mantém a metemoglobina em uma concentracéo na
qual em condigdes fisiolégicas normais nao supera 2,0% dos pigmentos
hemoglobinicos totais. Quando ha um aumento da ingestdo de nitratos e nitritos,
essa concentracdo pode ser alterada, podendo ocorrer disturbios graves. Com
10,0% pode aparecer cianose assintomatica; entre 20,0% e 30,0% ha aparecimento
de cianose, com sinais de hipoxia, astenia, dispnéia de esforco, cefaléia, taquicardia
e inconsciéncia. Concentragdes superiores a 50% podem ser fatais (RODRIGUES,
2001; ROCHA, 2001).

Criangas com menos de trés meses de idade, por apresentarem deficiéncia
fisiolégica transitéria de metemoglobina redutase ou de seu co-fator NADH podem
até morrer com a ingestao de doses inadequadas de nitratos e nitritos (OHSE et al.,
2002).
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2.4 Limites de utilizagao de nitritos e nitratos segundo a legislagao

Nitritos e nitratos tém sido usados por séculos na cura da carne. Os limites
maximos permitidos n&o estdo bem definidos e sdo muito divergentes entre diversos
autores e paises. A Organizacdo para Agricultura e Alimentagdo (FAO) e a
Organizacdo Mundial da Saude vém estabelecendo e modificando os valores para
esses limites ao longo dos anos. Os valores de ingestdo diaria aceitavel (IDA)
estabelecida pelo Comité FAO/OMS de Peritos em Aditivos Alimentares (JECFA)
para nitrato e nitrito sdo de 0-3,7 mg de ion nitrato kg'1 de peso corporeo e de 0-0,07
mg de ion nitrito kg”' de peso corpéreo, respectivamente (WHO, 2003). Estudos
mostram que a IDA de nitratos, fixada pelo Comité Conjunto de Experts da
FAO/OMS em 1995, pode ser atingido apenas com uma dieta rica em verduras.
Além disso, os especialistas da FAO nao estabeleceram limites para as verduras,
alguns Estados membros a principio, e posteriormente a Comissdo Européia,
fixaram niveis maximos de nitratos para determinadas verduras. E dificil estimar um
valor médio de ingestado de nitratos porque este depende da dieta individual e do
conteudo de nitratos da agua potavel, que também varia entre regides, e inclusive
entre estas, devido as estagdes do ano (VEGA; BONTOUX, 1997).

Para alguns vegetais, autores reportam esses limites de nitrato variando (em
massa fresca) de 1000 mg kg™ na Italia, 2000 mg kg™ na Alemanha, entre 2500 mg
kg a 4500 mg kg™ para alface e 2000 mg kg™’ a 3000 mg kg™ para espinafre na
Franca. Ja na lugoslavia, foi estabelecido o valor maximo de 50 mg kg™ de nitrato de
potassio para alimentos infantis preparados com vegetais (AFSSA, 2003).
Entretanto, ha que ser considerado na Ingestdo Diaria Aceitavel (IDA) o tipo, a
quantidade e os sistemas de cultivo do alimento ingerido, além da idade do
consumidor, entre outros fatores (OHSE, 2000; AFSSA, 2003).

A comunidade européia estabeleceu como limite maximo permitido para
alface produzida em estufa, teores de nitrato de 3500 mg kg'1 para o periodo de
verdo, 4500 mg kg”' para o periodo de inverno e 2500 mg kg~ o limite maximo
permitido para alface produzida em campo aberto (McCALL; WILLUMSEN, 1998).
Na Alemanha o limite € de 2000 mg kg™, na Austria é de 1500 mg kg™’ e na Suica é
875 mg kg™'. As variagdes encontradas, ndo sé se devem aos efeitos dos diversos
fatores que regulam o acumulo de nitrato nas plantas, mas também a variagado dos

métodos utilizados para analise de nitrato (OSHE, 2002).
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A ingestdo total estimada de nitratos dos alimentos varia entre 50 e 150
mg/pessoal/dia. Os vegetarianos apresentam uma ingestao maior, da ordem de 200
mg dia™', mas esta estimativa pode variar dependendo do tipo de verdura consumida
(VEGA; BONTOUX, 1997)

Estabeleceu-se sobre a base do NNOEA (Nivel de Nao Observacao de
Efeitos Adversos) a quantidade de 370 mg de ions nitrato kg™ por peso corporal/dia
obtido em um estudo a longo prazo com ratos e um fator de seguranca de 10.
Estabeleceu-se também sobre a base do NNOEA (Nivel de Nao Observacéo de
Efeitos Adversos) a quantidade de 5,4 mg de ions nitrito kg™ de peso corporal/ dia
obtido em estudos de toxicidade de 90 dias em ratos, nos quais observou-se
hipertrofia da zona glomerulosa adrenal; e 6,7 mg de ions nitrito kg de peso
corporal em um estudo de toxicidade de dois anos em ratos em que se observaram
efeitos tdxicos no coragéo e pulmdes, utilizando um fator de seguranca de 100. Esse
ultimo valor de IDA aplica-se as criangas menores de trés meses (RODRIGUES,
2001).

Os Padrées Nacionais da Filipina (1993) estabelecem um limite residual
maximo para nitrito em produtos carneos curados de 125 mg kg™ e uma taxa de
incorporagdo maxima de 200 mg NO, kg™'. Relatos locais de envenenamento por
NO, devido a carnes curadas, incluem, a intoxicacdo de criangas que se
alimentaram de toucinho contendo niveis entre 400 e 1000 mg NO, ™" kg de toucinho.
Outro relato de envenenamento por NO, envolveu 32 casos incluindo o consumo de
molho de carne contendo 9885 mg NO, kg™ e até 2285 mg NO; kg™ (AZANZA;
RUSTIA, 2004)

No Brasil sdo encontrados limites maximos de nitrito de sédio residual e final
em produtos curados e cozidos de 150 mg kg'1 e limites maximos para adi¢cao de
nitrato durante a preparacdo de 300 mg kg™ segundo a Portaria n.° 1004 de 11 de
dezembro de 1998 — MS —SVS ( BRASIL, 1998). Os sais de utilizagdo permitidos
sao: nitrito de potassio, nitrito de sddio, nitrato de potassio e nitrato de sddio.

Um estudo envolvendo amostras de salsicha, que € um dos embutidos
carneos mais vendidos no Brasil, foi conduzido por Melo Filho e Bisvontini (2002).
Os autores avaliaram os teores de nitrito residual e nitrato em amostras de salsichas
comercializadas na regido metropolitana de Recife. Os resultados mostraram que
67,0% das salsichas de feiras livres (18,0% do total geral pesquisado) estavam

acima do limite maximo permitido para nitritos; e os teores médios de nitrato, foram
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também superiores ao valor maximo permitido em 17,0% das amostras do grupo de
industrias da regidao sul do pais, 67,0% das amostras do grupo de salsichas
produzidas em industrias da regido nordeste e 83,0% das amostras no grupo de
salsichas cuja producéo era desconhecida (feiras livres). Os autores concluiram que
os niveis de nitrato e nitrito encontrados significam um risco a saude da populagao e
que a produgcdo e comercializagdo desses embutidos ndo sao submetidas a uma
inspecao e fiscalizagao rigidas para garantir a qualidade do produto e seguranga do
consumidor.

Embora o controle de nitritos e nitratos esteja até o0 momento principalmente
voltado para os produtos carneos curados, as principais fontes de ingestao de nitrato
pelo homem sdo os vegetais, chegando a 90,0% do total ingerido. Laitinen et al.
(1993) mostraram que 86% da ingestdo de nitrato pelos finlandeses advém dos
vegetais, com um consumo diario médio de 54 mg de NOj3™ por pessoa. Enquanto
que Dich et al. (1996) revelaram que 92% da ingestado diaria de NO3™ na dieta dos
finlandeses é oriunda dos alimentos vegetais, sendo o consumo médio diario por
pessoa de 78 mg de NO3. Borawska, Marikiewicz, Witkowska (1998) encontraram
valor médio de ingestao diaria por pessoa de 85 mg de NOs. Petersen e Stolze
(1999) estimaram a média de ingestao diaria de nitratos oriundos somente de
produtos horticulas como 40 mg dia™” e para nitrito, 0,09 mg kg™, com um total
estimado de 61,0 mg kg™ e 0,50 mg dia™, respectivamente para NOs e NO,". Tais
valores variam de acordo com os habitos alimentares de cada regidao ou devido ao
aumento do consumo de vegetais ou ainda, pelo uso excessivo de adubos
nitrogenados (OHSE, 2002).

No Brasil, ainda ndo existe uma legislagdo especifica que regulamente os
Limites Maximos Permitidos ou IDA para nitritos e nitratos em alimentos de origem
vegetal, apenas para produtos carneos e aguas minerais ou naturais. Para as aguas
minerais e naturais, assim como para aguas envasadas e gelo os limites sdo de 50
mg L™ de nitrato (calculado como nitrato) e 0,02 mg L™ de nitrito (calculado como
nitrito) (BRASIL, 1998; 1999; 2005).
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2.5 Vegetais hidropodnicos

O nitrato esta naturalmente presente nos vegetais como fonte de nitrogénio
para seu crescimento, sendo que seu teor depende de fatores genéticos, da
disponibilidade desse nutriente para a planta e de fatores ambientais. Estima-se que
mais de 70,0% do nitrato ingerido diariamente pelo homem sao fornecidos pelos
vegetais (GUADAGNIN, 2004).

O teor de nitrato nos tecidos vegetais € determinado por varios fatores, com
destaque para: luminosidade, disponibilidade de nitrato e molibdénio, interagcao de
nutrientes, tipos e fontes de adubos nidrogenados. A concentracdo de nitrato
depende da temperatura, umidade relativa do ar, do horario da colheita, do sistema
de cultivo, do estagio de maturagéo, da parte e espécie da planta (AMR & HADIDI,
2001; GENT, 2003). Embora a toxicidade do ion nitrato seja considerada baixa, sua
facil conversao a nitrito, faz com que este represente alto risco a saude. A presenca
de nitrato em vegetais deve-se, em grande parte, ao nitrato adicionado ou formado
no meio nutriente, sendo que o suprimento de nitrogénio é o mais importante fator
nutricional que afeta o acumulo de nitrato em vegetais. Via de regra, aumentando-se
o nivel da nutricdo nitrogenada aumenta-se a conentragdo de nitrato nos vegetais
(MAYNARD et al., 1976).

A concentragdo de nitrato nos vegetais varia dentro de uma extensa faixa.
Vegetais verdes folhosos tais como espinafre e alface, e raizes como rabanete e
beterraba, destacam-se por acumularem elevados teores de nitrato, geralmente
superiores a 1000,0 mg kg'1 do produto seco, enquanto, batata, cebola e tomate,
geralmente contém menos que 200,0 mg kg' (MAFF, 1987). Em vegetais
danificados, ou durante o armazenamento em condi¢gbes inadequadas (temperatura
elevada e periodos prolongados) ha uma tendéncia de redugao do teor de nitrato,
enquanto a concentragéo de nitrito aumenta. Essa conversao do nitrato a nitrito pode
decorrer da agado de redutases enddgenas ou da presenga de redutases exdgenas
(provenientes de bactérias nitrato-redutoras). A refrigeracéo é capaz de retardar o
processo redox mas nao de impedi-lo totalmente (FLETCHER et al., 1987).

Em geral, a concentragédo de nitritos em vegetais frescos é baixa, menor do
que 2,0 mg kg™ do produto. Alguns produtos vegetais, como vegetais fermentados
ou picles, podem conter teores bem maiores de nitrito (400,0 mg kg™') e também de
nitratos (500,0 mg kg™') (HOTCHKISS et al., 1992).
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Tanto no sistema convencional quanto no hidropdnico, é permitido o uso de
agrotoxicos e fertilizantes quimicos altamente soluveis, o0 que pode alterar a
composicao e qualidade dos alimentos. A utilizacdo destes produtos pode promover
a contaminacdo do meio ambiente e a intoxicacdo do produtor e do consumidor
(CARMO JR., 2002). O sistema de cultivo organico esta baseado nos principios do
desenvolvimento sustentavel: ecologicamente correto, economicamente viavel e
socialmente justo. O maior beneficio do alimento obtido pelo sistema de cultivo
organico esta baseado em praticas culturais que melhoram o solo e ttém o minimo
impacto ambiental (BOURN & PRESCOTT, 2002).

Guadagnin (2004) avaliou o teor de nitrato em hortalicas folhosas (agrido,
alface e rucula) produzidas por diferentes sistemas de cultivo (convencional,
organico e hidropbnico) e estimou a ingestdo diaria de nitrato, proveniente do
consumo desses vegetais, pela populagdo da regido de Campinas, estado de Séao
Paulo. O autor encontrou a seguinte ordem para os teores médios de nitrato na
alface e na rucula: sistema organico < cultivo convencional < sistema hidropdnico.
Para o agrido ndo foram encontradas diferengas estatisticamente significativas para
os cultivos organico e hidropdnico que foram, superiores ao do cultivo convencional.
O autor concluiu que dentre as hortalicas estudas, as cultivadas por hidroponia séo
as responsaveis pela maior contribuigcdo na ingestao de nitrato (8,6% do valor de IDA
estabelecida para este ion (3,7 mg de ion nitrato kg™ de peso corporal por dia).

Stertz (2004) avaliou os teores de nitrito e nitrato de hortaligas cultivadas por
diferentes sistemas e comercializadas na regido metropolitana de Curitiba, estado do
Parana. A concentragao de nitritos e nitratos nas culturas analisadas, apresentaram
a seguinte relacdo: alface, tomate cereja e tomate salada na ordem: organico <
convencional < hidropénico; espinafre, morango e batata na ordem: organico <
convencional; agrido na ordem: convencional < hidropénico < organico; couve-flor,
cenoura e pepino na ordem: convencional < organico. As culturas que apresentaram
as maiores concentragdes de nitritos e nitratos foram: agrido (498,37 mg kg
convencional, 3259,59 mg kg organico e 2623,60 mg kg" hidropénico); alface
(798, 86 mg kg' convencional, 459,98 mg kg' organico e 1778,64 mg kg’
hidropdnico); espinafre (1376,53 mg kg™’ convencional e 877,73 mg kg™ organico); e
a cenoura (710,35 mg kg™ convencional e 1026,68 mg kg™’ organico).

Miyazawa et al. (2001) avaliaram 101 amostras de alface obtidas através de

trés diferentes sistemas de cultivos. O teor de nitratos nas folhas de alface variaram
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de 250,0 a 11600,0 mg kg™ (matéria seca) e acompanhou a ordem de concentragao
conforme o sistema de cultivo: organico < convencional < hidrop6nico. Segundo os
autores, a crescente tecnificagdo da agricultura gerou disturbios nas plantas, que
nao sao adaptadas a intensas adubacbes para o aumento da produtividade

principalmente, em hortalicas folhosas (espinafre, brécolis, couve, alface, agriéo).
2.6 Métodos para determinacao de nitritos e nitratos

Muitos métodos espectrofotométricos tém sido relatados na literatura para
quantificacdo de nitritos e nitratos. Dentre os métodos espectrofotométricos
reportados esta a reacdo de Griess como método oficial da Association of Offical
Analytical Chemistry (AOAC). Nessa determinag&o ocorre uma reacéo de diazotacéo
dos nitritos com o acido sulfanilico e aclopamento com cloridrato de alfa-naftilamina
em meio acido, formando o acido alfa-naftilamino-p-azobenzeno-p-sulfénico de
coloracao résea. O produto resultante € determinado espectrofotometricamente a
540 nm (AOAC, 1984; BRASIL, 1999;). Este método requer um controle cuidadoso
da acidez para cada etapa do processo e resulta em produtos carcinogénicos
(SREEKUMAR et al., 2003). Em geral, esta técnica oferece um método simples e
efetivo de detecgéo de nitritos em uma variedade de matrizes, menos complexas do
que determinados alimentos. Antioxidantes (particularmente, ascorbato e sulfidril
tidis) podem efetivamente destruir o acido nitroso antes do tempo necessario para a
reacdo com a amina aromatica indicadora, levando a redugado na recuperagao do
nitrito (MOORCROFT, DAVIS & COMPTON, 2001).

A determinacdo de nitritos € dificultada pelo fato desse ion ser instavel sob
uma variedade de condigbes. Além disso, as amostras de interesse sdo geralmente
complexas (extratos de carnes processadas, por exemplo). Um método analitico
direto € sempre util para trabalhos de rotina, e seria consequentemente desejavel
(COX & KULESZA, 1984).

Varios métodos para determinacdo de nitritos baseiam-se nas variagcbes de
procedimento da diazotagcado de Griess, na qual uma coloragao azo é produzida pela
ligacdo de um sal diazénio com uma amina aromatica ou fenol. Fatores como pH,
temperatura natureza e concentracdo dos reagentes afetam a intensidade da cor
final (NIKONOROV; MOSKVIN, 1995).
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Um dos mais usados métodos para determinacdo de nitrato envolve
primeiramente a reducdo a nitrito, seguido pela determinacdo do nitrito. O nitrito
gerado é normalmente detectado usando espectrofotometria convencional mediante
a reacao de diazotagdo. Embora sejam populares, as técnicas espectrofotométricas
para determinagdo de nitrito possuem um grande numero de desvantagens,
incluindo escala de concentracgao linear limitada, limites pobres de detecgao (LOD) e
protocolos experimentais complicados (NIKONOROV; MOSKVIN, 1995; DOHERTY
et al., 1996).

Uma revisao critica as metodologias para determinagao de nitratos e nitritos,
nao muito recente, mas muito interessante, com énfase em produtos carneos foi
publicada por Usher e Telling (1975). O desempenho de agentes clarificantes
alternativos para etapa de desproteinizacdo da amostra e erros devido a presenca
de outros aditivos como o ascorbato, fosfato e sulfito sdo discutidos nesse trabalho.
Os autores concluiram que o nitrito pode ser prontamente e corretamente
determinado na maioria dos alimentos, mas que a quantificagdo de nitrato esta
sujeita a grandes variagdes e erros.

Por outro lado, as técnicas eletroquimicas até o momento utilizadas na
determinacao de nitratos e/ou nitritos estdo baseadas principalmente na reducgéao
catodica direta desses anions em eletrodos de cobre e cadmio; na oxidacdo anddica
do nitrito em eletrodos de carbono e platina; na medicdo da corrente catalitica
observada para redugao polarografica dos ions de metais de transigdo, como o Mo
(VI), na presenga de nitrito ou nitrato; na eletroatividade do nitrito/nitrato em
eletrodos quimicamente modificados; e finalmente, na reacdo quimica entre o analito
e o reagente selecionado até que um produto da reagdo seja monitorado facilmente
com um eletrodo (BERTOTTI & PLETCHER, 1997).

A deteccdo eletroquimica de nitratos e nitritos pode ser dividida em duas
categorias. Essas podem ser amplamente agrupadas em voltamétrica e
potenciométrica. Técnicas voltamétricas tém sido empregadas desde o inicio dos
anos 1900, por meio do uso de eletrodos de cobre para reduzir ions nitrato
eletroquimicamente. Uma ampla variedade de substratos de eletrodos vem sendo
investigada e inclui: niquel, ligas cobre-niquel, cadmio, platina, carbono vitreo, ouro,
chumbo, prata e mais recentemente, diamante dopado com boro. A reducgao direta

de nitrato tem sido caracterizada pela baixa sensibilidade e geralmente marcada
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pela irreprodutibilidade através de efeitos de passivagao cumulativa do eletrodo
(MOORCROFT, DAVIS & COMPTON, 2001).

2.7 Eletroquimica

Eletroquimica é o estudo da resposta quimica de um sistema a um estimulo
elétrico. A ciéncia decorre das observagdes de cientistas em relagédo a perda de
elétrons (redugdo) ou ganho de elétrons (oxidagdo) que um material sofre durante
um estimulo elétrico. Essas reagdes de redugdo e oxidacdo sdao comumente
chamadas de reacdes redox e podem fornecer informacdes sobre concentracao,
cinética, mecanismos de reacgdo, status quimico e outros comportamentos da
espéecie em solugdo. Informagdo semelhante também pode ser obtida de acordo
como a superficie do eletrodo. O pesquisador que estuda sistemas eletroquimicos
dispde de uma perspectiva diferente daquelas obtidas com a espectroscopia e
outras técnicas. Isto porque as técnicas eletroquimicas examinam diferentes
fendbmenos daqueles estudados com técnicas como a espectroscopia. Essa
diferenca deve incentivar o pesquisador a aprender e usar eletroquimica, desde que
esta possa oferecer solugdo aos problemas que outras aproximagdes nao podem
(RILEY & WATSON, 1987).

Em um experimento eletroquimico podemos medir um ou mais dos quatro
parametros: potencial (E), corrente (i), carga (Q) e tempo (t). A reposta de um
sistema depende de quais parametros sdo usados como sinal de excitagdo. O
potencial (E) € a quantidade de forca eletroquimica ou a energia em um sistema.
Quando o potencial aumenta, mais forca esta disponivel para fazer uma reagao
acontecer. A unidade base para potencial é volt (V). A corrente (i) € a magnitude do
fluxo de elétrons em um sistema. Sua unidade base € o ampere (A), mas a maioria
dos experimentos eletroquimicos mede a corrente em microampere (10° amperes).
A corrente catdédica se deve a reducdo, enquanto a corrente anddica deve-se a
oxidagao. A carga (Q) € uma medida a numero de elétrons usados por equivalente.
Sua unidade base € o Coulomb (C). A carga pode ser mensurada diretamente ou
calculada pela multiplicacdo do tempo e da corrente.

O tempo (t) € uma medida de duracdo. Sua unidade base é o segundo (s).

Experimentos eletroquimicos exigem tanto tempos curtos, como sao os
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microsegundos, quanto tempos longos, como sao os dias. A diferente combinagao
de parametros e tipos de eletrodos de trabalho (ET) resulta em uma longa lista de
técnicas que incluem: voltametria, polarografia, voltametria ciclica, técnicas de
varredura linear, cronoamperometria, cronopotenciometria, técnicas de pulso, e
outras técncias (PLAMBECK, 1982).

Dentre as multiplas técnicas de analises, as eletroanaliticas destacam-se pela
ampla faixa dinamica de concentragao e pela elevada sensibilidade proporcionada.
As principais limitagdes sé&o a baixa seletividade e as interferéncias de espécies que
tém afinidade pela superficie do eletrodo, promovendo, desta forma, o bloqueio do
sinal analitico ou o aparecimento de sinais indesejados (BANDEIRA, 2001; ROCHA,
2001).

As técnicas eletroquimicas de analise (com excegao da potenciometria) tém
sido muito pouco exploradas como métodos analiticos de rotina. Estas técnicas
apresentam baixo custo quando comparadas as técnicas espectrofotométricas
(normalmente utilizadas) e, em alguns casos apresentam melhores resultados (COX
& KULESZA, 1984; RODRIGUES, 1996; ROCHA et al., 2002).

A dificuldade na popularizagao das técnicas eletroquimicas entre os quimicos
analiticos, esta, nas limitagdes devido ao eletrodo normalmente utilizado. Para
popularizar a eletroquimica, como técnica analitica, tornou-se necessario a
preparacdo de novos eletrodos de trabalho, assim denominados eletrodos
quimicamente modificados (EQM), que apresentam na sua composicdo uma
substancia pré-concentradora ou eletroativa (O'SHEA et al.,, 1992; RODRIGUES,
1996; ROCHA et al., 2002;).

2.7.1 Voltametria

A voltametria € uma técnica eletroanalitica que se baseia nos fenbmenos que
ocorrem na interface entre a superficie do eletrodo de trabalho e a camada fina de
solucao adjacente a essa superficie. Essa técnica é classificada como dindmica, pois
a cela eletroquimica é operada na presenca de corrente elétrica (i > 0) que, por sua
vez, € medida em fungdo da aplicagdo controlada de um potencial (SKOOG &
LEARRY, 1992). Assim, nessa técnica, as informacgdes sobre o analito sdo obtidas
por meio da medicdo da magnitude da corrente elétrica que surge no eletrodo de

trabalho ao se aplicar um potencial entre um eletrodo de trabalho e um eletrodo



42

auxiliar (GREEF et al., 1988). O parametro ajustado é o potencial (E) e o parametro
medido € a corrente resultante (i). O registro da corrente em fungédo do potencial, é
denominado voltamograma, e a magnitude da corrente obtida pela transferéncia de
elétrons durante um processo de oxiredugéao (reagéo 1), pode ser relacionada com a
quantidade de analito presente na interface do eletrodo e consequentemente, na

celula eletroquimica:

O+ne =R (1)

onde O, na reagao 1, corresponde a forma oxidada do analito e R a forma reduzida.

Um eletrodo atrai predominantemente espécies carregadas positivamente ou
negativamente, que podem ou nao reagir na sua superficie. Espécies neutras
também interagem com o eletrodo via adsor¢ao. A reagao eletrodica € composta por
uma seérie de etapas e para se descrever qualquer processo eletrodico deve ser
considerado primeiro, o transporte das espécies até a superficie do eletrodo e
segundo, a reagcdo que ocorre no eletrodo. Assim, a corrente (ou velocidade de
reacao eletrédica) € governada por processos como a transferéncia de massa
(transferéncia da espécie do corpo da solugéo para a interface eletrodo-superficie); a
transferéncia de carga (transferéncia de elétrons na superficie do eletrodo); as
reacdes quimicas que precedem ou sucedem a transferéncia de elétrons que podem
por sua vez ser homogéneos (protonacdo, dimerizagdo etc) ou heterogéneos
(decomposicdes cataliticas, adsorgéo, desorcéo, cristalizacdo) (WANG, 1985).

O transporte de massa da solugao ao eletrodo de trabalho é governado por trés
fatores: pela difusdo (movimento devido a influéncia da concentragdo, isto &, da
regido de alta concentragdo para regidao de baixa concentragao); pela convecgao
(movimento fisico, devido a agitacdo, vibragdo ou gravidade); e, pela Migracao
(movimento de particulas ao longo de um campo elétrico) (PLAMBECK, 1982).

A corrente observada na interagdo do analito com o eletrodo (oxiredugao) é a
faradaica (denominada assim por obedecer a lei de Faraday), e é proporcional a
concentracao de analito ativo no seio da solugao (Figura 2). O outro tipo de corrente,
a corrente capacitiva, ndo é proporcional a concentragao do analito e nem obedece
a lei de Faraday (n&o-faradaica), € apenas uma corrente que € gerada devido a
presenca de um acumulo de elétrons na superficie do eletrodo, aumentando a carga

da dupla camada elétrica (corrente transiente causada por mudangas na superficie
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do eletrodo e da solugao). Muito dos ganhos instrumentais obtidos nos ultimos anos
tem sido em fungdo da diminuigdo da contribuigdo da corrente nao-faradaica na
corrente total medida (RILEY & WATSON, 1987).

A corrente capacitiva tornou, do ponto de vista analitico, uma técnica de
voltametria classica muito limitada para os dias atuais, pois nao permitia que a
mesma pudesse determinar espécies com concentragdes abaixo de 10 a 10™° mol
L™. A atual analise de tracos exige a determinacdo de concentracdes da ordem de
até 10" mol L™, ou mesmo menor (WANG, 1985).

Figura 2. Variagédo da corrente em fungédo do tempo em voltametria. O valor da corrente faradaica

(ir) diminui mais lentamente que o da corrente capacitiva (ic) permitindo uma medida discriminatéria entre elas.

Portanto, a razao para o baixo limite de detecgdo da voltametria classica é
porque a corrente faradaica, fica da mesma ordem ou menor do que a corrente
capacitiva quando a sua concentragdo atinge valores da ordem de
10 a 10®° mol L', ndo sendo mais possivel distingui-la da corrente de fundo. Desse
modo, conseguindo-se discriminar essas correntes, a sensibilidade da técnica pode
ser melhorada (PLAMBECK, 1982).

Para que seja possivel determinar um analito por voltametria € necessario
gque o mesmo seja eletroativo, ou seja, que oxide ou reduza em uma regidao de
potencial aplicado na qual a transferéncia de elétrons seja favoravel
termodinamicamente ou cinéticamente, criando-se um fluxo de elétrons (GREEF et

al., 1985). Nesse caso, a corrente faradaica deve ser medida em um ambiente de
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baixo ruido, que é formado pelas correntes nao-faradaicas e por correntes
faradaicas resultantes de processos de oxireducao de outras espécies na solugao da
cela de trabalho (eletrdlito de suporte e solvente, componentes da amostra, gases
dissolvidos). No primeiro caso, as correntes ndo-faradaicas podem ser minimizadas
pelo uso de eletrodos de pequena area superficial e pelo uso de um modo de
aquisicao de sinal (corrente) mais apropriados. No caso das correntes faradaicas
nao-especificas do analito, o uso de eletrodo polarizado garante que nenhuma
transferéncia de carga possa ocorrer entre o eletrodo e a solugdo de eletrédlito
suporte em fungdo do potencial aplicado. Muito embora nenhum eletrodo seja
idealmente polarizado (transferéncia de carga na interface eletrodo-eletrélito suporte
nula em todo o intervalo de potencial), eletrolitos suporte proporcionam
comportamento polarizado para alguns eletrodos num intervalo limitado de potencial
(janela de potencial de trabalho) (IVASKA, LEWENSTAM & SARA, 1988). A
seletividade do eletrodo em condi¢cdes experimentais especificas também evita que
a corrente faradaica proveniente de substancias potencialmente interferentes se
manifestem.

O potencial aplicado no eletrodo de trabalho atua como a for¢ga motriz para a
reacao eletroquimica. E o potencial controlado que possibilita a espécie presente na
solucao ser oxidada ou reduzida na superficie do eletrodo. Na medida que o
potencial se torna mais negativo, o eletrodo se torna uma fonte de elétrons
favorecendo a reducao das espécies na interface solucéo-eletrodo. No caso de um
potencial mais positivo a oxidacdo das espécies sera favorecida. Por esta razao,
quando se faz uma varredura de potencial no sentido negativo usa-se a
denominacdo de varredura catédica, enquanto que uma varredura de potencial no
sentido positivo € a varredura anddica (WANG, 1985).

A corrente elétrica surge quando o potencial aplicado atinge um valor tal que
permite a reacado de oxireducao do analito. Se essa corrente elétrica for proporcional
a quantidade das espécies que reagem, pode-se fazer uso desse fenbmeno do
ponto de vista analitico quantitativo (PLAMBECK, 1982).

A corrente faradaica, i, proveniente da oxiredugao do analito na superficie do

eletrodo €&, dada por:

i = zF dn/dt (2)
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sendo: z um numero inteiro de sinal e magnitude da carga i6nica da espécie
eletroativa
F a constante de Faraday (96.484,6 C)

dn/dt a taxa de variagao de mols da espécie eletroativa

Considerando-se a taxa de variagdo dn/dt como o produto entre o fluxo de
espécies eletroativas (J) e a area da secdo reta (A), tem-se que a corrente

instantanea é:
i =zFAJ (3)

Ao contrario da polarografia classica com eletrodo gotejante, na voltametria
com eletrodo estatico, no qual a area do eletrodo se mantém constante, tem-se que
A ¢é independente do tempo (PLAMBECK, 1982).

Na voltametria, as espécies ativas chegam no eletrodo primariamente por
difusdo, pois outras formas de transporte de massa sao propositalmente limitadas.
Nesse caso J € dependente do tempo e é descrito pela primeira lei de Fick, que
descreve J como o produto entre o coeficiente de difusdo, D, multiplicado pela
variagdo de concentragao na interface eletrodo-solugéo (no qual a disténcia, x, entre

a superficie do eletrodo e a solugao € zero)

0
J =D dc /dx (4)

Assim a corrente é limitada por difusdo ou esta sob controle difusional. As
espécies envolvidas no processo sao idnicas (fluxo envolvendo transferéncia de

carga) e a corrente pode ser expressa por:

0
i = zFA D dc /dx (5)

Similarmente, se o fluxo de espécies para o eletrodo ndo envolve
transferéncia de carga (transferéncia de cations ou anions) mas é adsortivo, tem-se
um processo heterogéneo cineticamente controlado. A adsorgdo € um processo

heterogéneo e o fluxo de espécies eletroativas pode ser descrito como uma etapa
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cinética de primeira ordem (Equacao 6). Nesse caso tem-se também uma relacéo

em que a corrente é proporcional a concentracao da espécie de interesse.
. 0
i = zFAKc (6)

sendo: k, uma constante de velocidade heterogénea

0
c concentragao superficial de espécies na superficie do eletrodo em um

dado instante.

Como na camada externa, existe um gradiente de concentragao
aproximadamente constante (Figura 3), o que dc/dx é igual a diferenga entre a

concentragédo de analito na dupla camada e a concentragdo no seio da solugao (c —

0
¢ ) dividido por dx, que equivale a largura da camada difusa (d), assim:

0 0
dc /dx=(c—c )/ d (7)

Substituindo (7) em (5), tem-se:

i=2FAD(c—c )5 (8)

Quando a corrente é limitada por difusdo, o material que chega a superficie

0
do eletrodo é imediatamente reduzido ou oxidado mantendo sua concetragao, c ,

nula. Assim, a Equacao 8 pode ser simplificada para:

i=-2zFADy Co /B  (9)

no caso do processo anddico, e para:
i = ZFA Dggq Creq/ © (10)

no caso de um processo catodico. Desde que d € limitado por convecgao, pode ser

considerada constante.
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Para sistemas controlados pelas leis da termodinamica, o potencial do
eletrodo (E) pode ser usado para estabelecer a concentragdo da espécie eletroativa

na superficie do eletrodo, de acordo com a equacéo de Nernst:

E=E +2,3RT/NF x10g (Co/Crey) (11)

sendo:

0
E o potencial padrao da reacao

A1 -1
R a constante dos gases (4,18 J mol K )

T a temperatura absoluta
n o numero de mols elétrons transferido na reacao, e
sao as concentracbes superficiais das espécies oxidada e reduzida,

C, € C
X

O Red

respectivamente.

A corrente resultante de uma reagao de oxireducéao é faradaica (a reagao de n
mols de substéncia envolve a transferéncia de n x 96.487 coulombs), e esta reagao
nao € homogénea em toda a solugdo, pois todo este processo acontece na interface
entre a solugcdo e o eletrodo de trabalho. A corrente ira entdo depender de dois
fatores: a velocidade na qual as espécies se movem do seio da solugdo para a
superficie do eletrodo (transporte de massa) e a velocidade na qual os elétrons s&o
transferidos do eletrodo para a espécie em solugédo e vice-versa (transferéncia de
carga) (RILEY & WATSON, 1987). Sendo a concentragdo das espécies ativas

proporcionais a corrente, tem-se que:

E=E +223RT/NF x log [(-io,d/zFAD,) iy d/ZFADry)]  (12)

Como D, € aproximadamente igual a D_,, tem-se:
X Red

E=E +2,3RT/NF x 10g (-io,/igeq) (13)
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Assim, tem-se a relagao entre o potencial aplicado e a corrente de difusdo ou
faradaica que por sua vez pode ser relacionada com a concentragao das espécies
de interesse (PLAMBECK, 1982).

A forma na qual o potencial € aplicado, e por consequéncia a forma como o
sinal analitico (corrente) é adquirido, ira denominar o tipo de técnica voltamétrica em
questao. As formas mais comuns de aplicagcéo deste potencial estdo sintetizadas na
Figura 3, bem como a forma de resposta da corrente resultante. O modo de
aquisicao repercute na sensibilidade do método principalmente devido a magnitude
da corrente capacitiva observada para cada caso e também na seletividade devido
ao formato do voltamograma e a largura dos pulsos de resposta medidos. Além do
modo de aquisigdo, os métodos voltamétricos variam de acordo com as etapas
utilizadas antes ou durante a medida do sinal, tais como a pré-concentracdo de
analito (proveniente da capacidade do analito em reagir ou adsorver com o material
do eletrodo de trabalho) ou direcdo ou inversdao da dire¢cdo da varredura de
potencial. A escolha da técnica voltamétrica a ser utilizada esta relacionada com o
tipo e a qualidade de informacgao quantitativa/qualitativa que se quer obter a respeito
do analito ou do processo que envolve a interagao entre o analito e o eletrodo de

trabalho.
2.7.1.1 Voltametria de Varredura Linear

Na voltametria de varredura linear, também chamada de cronoamperometria
de varredura de potencial linear, o potencial aplicado ao eletrodo de trabalho varia

linearmente com o tempo. Esta técnica possibilita a aplicagdo de velocidades de

-1
varredura relativamente altas (até 1000,0 mV s ), no entanto n&o é um técnica muito

sensivel (RILEY & WATSON, 1987) .

Na maioria dos experimentos eletroquimicos, as espécies estudadas devem
estar em um eletrdlito suporte condutor, o qual deve estar livre do oxigénio, e nao
deve ser agitado. O potencial aplicado é plotado no eixo das abcissas x e a corrente
resultante no eixo das coordenadas y. Todos os potenciais sdo especificados em
relacédo ao eletrodo de referéncia (WANG, 1985).

A corrente é lida de forma direta, em funcdo do potencial aplicado, desta
forma a corrente total lida possui contribuigdes tanto da corrente faradaica

(desejavel) quanto da corrente capacitiva (ruido), o que prejudica em muito a



Voltametria ciclica

(GREEF et al., 1985).

Tipo de voltametria
varredura linear

Sinal de excitacdo

pulso diferencial

Corrente resultante

onda quadrada

resultante (i).

2.7.1.2 Voltametria de Pulso Diferencial (DPV)

L J

Figura 3. Forma de aplicagao do potencial (E) para cada tipo de voltametria e corrente

Uma melhoria instrumental consideravel na discriminagcédo da corrente faradaica

da capacitiva viria a ser conquistada com o desenvolvimento das técnicas de pulso,

principalmente a de pulso diferencial. A instrumentacgao foi desenvolvida de tal modo

6

por essa técnica, nas estimativas mais otimistas, sdo da ordem de 10 mol L

1
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aplicacao desta técnica para aplicagdes quantitativas. Os limites de detecc¢ao obtidos
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que medidas de corrente e aplicacbes de potencial e pulsos de potencial fossem
realizados em intervalos de tempo muito pequenos (RILEY & WATSON, 1987). Na
Figura 4 sdo apresentados os dois sinais de excitagdo mais comuns para aparelhos
comerciais de polarografia. No primeiro tipo (Figura 4A), ocorre a sobreposi¢cao de
pulsos periodicos sobre uma rampa linear. Esta forma de excitacdo é utilizada em
equipamentos analdgicos. O segundo tipo (Figura 4B) é usado em equipamentos

digitais, nos quais combina-se um pulso de saida com um sinal em degrau.

A . B
50 ms!
Patencial i $
52 AE -
51
51
tempo

Figura 4. Sinais de excitagdo para voltametria de pulso diferencial.

A corrente é medida duas vezes, uma antes da aplicagdo do pulso (S1) e
outra ao final do pulso (S2). A primeira corrente é instrumentalmente subtraida da
segunda, e a diferenga das correntes € plotada versus o potencial aplicado, o
voltamograma resultante consiste de picos de corrente de forma gaussiana, cuja
area é diretamente proporcional a concentracdo do analito, de acordo com a

equacao:

I . ——

nFAD"*C(1-¢c)
-] —| (11
"'.'II T, \1+o 4

sendo:
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ip = corrente do pico (uA),

n = numero de elétrons envolvidos na reagao redox ,

F = constante de Faraday (coulombs),

2
A = area do eletrodo (cm ),

t =tempo entre o segunda e a primeira leitura de corrente (s),

2 1
D = coeficiente de difusdo (cm s ),

-1
C = concentracdo do analito (mmol L ),

o = exp(nF/RT AE/2), e
AE = amplitude do pulso.

O pico de potencial (Ep) pode também ser usado para identificar as

especies, uma vez que estes picos aparecem préximos ao potencial de meia-

onda da correspondente analise polarografica:
E,=E,,- AE/2 (15)

O objetivo de se fazer duas leituras da corrente e se trabalhar com a
diferenca entre elas é fazer a corregdo da corrente capacitiva. A medida que
se aplica o pulso, ocorre um acréscimo da contribuicdo da corrente capacitiva
e da corrente faradaica. Removendo-se o pulso, a corrente capacitiva diminui
exponencialmente, enquanto que a corrente faradaica diminui linearmente.
Escolhendo-se um tempo apropriado para se fazer a segunda leitura, faz-se a
leitura da corrente total, a um valor de corrente, no qual a contribuicdo da
corrente capacitiva (ndo-faradaica) pode ser desconsiderada. Desvinculando-
se o valor da primeira leitura de corrente da segunda leitura, obtém-se uma
minimizag¢ao da contribuicdo da corrente de fundo. Esta corregao de correntes

possibilitada pelo modo de pulso diferencial permite obter limites de deteccao

-8 -1
da ordemde 10 molL (RILEY & WATSON, 1987).



52

2.7.1.3 Voltametria de ondas quadradas (SWV)

Na voltametria de onda quadrada (do inglés, square-wave) uma onda

quadrada simétrica de amplitude AEp sobreposta a uma rampa de potencial na
forma de escada (staircase) caracterizada pela amplitude AE, largura a e

periodo T € aplicada ao eletrodo de trabalho, como representado na Figura 5.
A corrente é amostrada duas vezes, uma ao final do pulso direto, quando a
diregdo do pulso é igual a direcdo da varredura, e outro ao final do pulso
reverso (que ocorre no meio do “degrau” da onda staircase), onde a diregéao
do pulso é contraria a diregdo da varredura. Assim como na voltametria de
pulso diferencial, esta dupla amostragem da corrente garante uma
minimizacao da contribuicdo da corrente capacitiva sobre a corrente total lida
(WANG, 1985).

potencial da onda
quadrada

potencial staircase

forma do potencial
para Sty

forma de ondsa
da corrente
resultante

corrente
medida

diferenca
das

corrertes
i
corrente =
diferencial EBE. * E“E, s

E—i-]

Figura 5. Representagcdo esquematica da voltametria de onda quadrada (SWV).
Fonte: WANG (1985).



53

O voltamograma resultante consiste da diferenga entre estas duas
correntes versus a rampa de potencial aplicado. Na Figura 5 esta também
representado o pico corrente resultante da voltametria de onda quadrada, o
pico é caracterizado por um potencial Eq; e largura Wy/,. A sensibilidade desta
técnica é comparavel com a proveniente da voltametria de pulso diferencial. A
maior vantagem desta técnica é a velocidade de aquisicdo dos dados.
Frequéncias de 1 a 100 ciclos de onda quadrada por segundo permitem o uso
de velocidades de varredura de potencial extremamente rapidas. Enquanto na
voltametria de pulso diferencial a velocidade de varredura varia de 1 a 10 mV
s'1, na voltametria de onda quadrada esta velocidade varia de 100 a 1000 mV
s, o que diminui o tempo de andlise de cerca de 3 a 5 minutos para alguns
poucos segundos (3 a 10 s) sem haver perda da resolugdo dos picos
(PLAMBECK, 1982).

Embora a voltametria de pulso diferencial seja a técnica mais usada
para fins analiticos, devido as vantagens de detectabilidade e da resolugéo
frente as técnicas de corrente continua, ao lado dela esta a técnica de
voltametria de onda quadrada. Esta € muito conveniente do ponto de vista
analitico e tem sido incorporada em diversos instrumentos comerciais, em
especial, a voltametria de onda quadrada de varredura rapida. Ainda que a
voltametria de onda quadrada tenha surgido em 1957 devido aos estudos de
Baker, a utilizacdo da técnica era limitada pela tecnologia eletrénica. Com os
progressos da tecnologia analdgica e digital, ela passou a ser incorporada nos
polarografos a partir dos anos 80, principalmente na sua forma de varredura
rapida. Nessa forma ela é também chamada de voltametria de onda quadrada
de Osteryoung, atribuida ao nome do pesquisador americano que a
desenvolveu (IVASKA, LEWENSTAM & SARA, 1988) .

De modo semelhante a técnica de pulso diferencial, a voltametria de
onda quadrada produz picos para processos faradaicos, cuja altura é

proporcional a concentragao da espécie eletroativa (GREFF et al., 1985).
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2.7.1.4 Voltametria ciclica

A voltametria ciclica é a técnica mais comumente usada para adquirir
informacdes qualitativas sobre os processos eletroquimicos. A eficiéncia desta
técnica resulta de sua habilidade de rapidamente fornecer informacdes sobre
a termodinamica de processos redox, da cinética de rea¢des heterogéneas de
transferéncia de elétrons e sobre reagdes quimicas acopladas a processos
adsortivos (RIPLEY & WATSON, 1987).

Inicia-se a aplicagdao do potencial de um valor no qual nenhuma
reducdo ocorre. Com o aumento do potencial para regides mais negativas
(catddicas) tem inicio a redugédo do composto em solugdo, gerando um pico
de corrente proporcional a concentragao deste composto. Quando o potencial
ja tiver atingido um valor no qual nenhuma reag¢ao de reducgéo é observada, o
potencial é varrido no sentido inverso, até o valor inicial. No caso de uma
reacao reversivel, os produtos que tiverem sido gerados no sentido direto (e
se localizam ainda préximos a superficie do eletrodo) serdo oxidados, gerando
um pico simétrico ao pico da reducado. O tipo de voltamograma gerado
depende do tipo de mecanismo redox que o composto em questao sofre no
eletrodo, o que faz da voltametria ciclica uma ferramenta valiosa para estudos
mecanisticos (WANG, 1985).

Existem dois componentes principais que determinam as reagdes que
ocorrem no eletrodo, existe a transferéncia difusional de massa do analito em
solugéo para a superficie do eletrodo, e a transferéncia heterogénea de carga
entre o analito e o eletrodo, em alguns casos ainda podem ocorrer reagoes
quimicas acopladas a algum destes processos. A equacao de Butler-Volmer

(16), que é basica da cinética eletroquimica, expressa estas relagdes.

F I — o)
P (E,. —E°)]-Chy, K, exp[&(}:;c _E°)](16)

n

I i}
—=Ca,, . K exp|-
nF R Pl
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Para uma reagao reversivel, ou seja, uma reagao que ocorre com
velocidade suficientemente alta para estabelecer um equilibrio dinamico na

interface, a equacéo de Butler-Volmer se reduz na equacdo de Nernst (11),

-1
pois como a cinética da reagao de transferéncia de carga é rapida (Ks > 10

-1
cm s ), apenas a etapa de transferéncia de massa ira ditar as regras do

processo. A corrente do pico (em amperes) neste caso, é dada por:

i, =(2.69x10°)n* 4D *v2 ¢, (17)

sendo que n € o numero de elétrons envolvidos no processo, A é a

area do eletrodo (cm2), Do é o coeficiente de difusao (cm2 s'1) e C, € a

3

concentragdo da espécie em solugdo (mol cm™~) e v é a velocidade de

varredura (V s'1) (RILEY & WATSON, 1987).

Para uma reacéao reversivel a corrente de pico varia linearmente com a
raiz quadrada da velocidade de varredura. Outros critérios para reversibilidade
sdo a razédo da corrente de pico anodico e catodico igual a unidade e
independente de v, o potencial de pico ndo variando com a velocidade de

1/2

varredura de potencial e a razdo ip/v constante e independe de v .Quando

a velocidade de transferéncia de carga é lenta comparada com a velocidade

de varredura (Ks<1 070

cm/s) as concentragbes das espécies oxidadas (O) e
reduzidas (R) ndo serdo mais fungdo apenas do potencial, ndo possuindo,
portanto, um comportamento nerstiano. Neste caso, os termos a (coeficiente
de transferéncia) e Ks (velocidade de transferéncia de carga) devem ser
considerados. Nestas circunstancias, a equacao que descreve a corrente de

pico (ipc) € dada por:

f

ipe =(2,99x10" yn(em)''? AC, D, *v*'? (18)

Nestes casos, o voltamograma costuma apresentar apenas pico

anddico, que ira deslocar-se como aumento da velocidade de varredura. Além
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disso, este pico varia também com a e Ks (PLAMBECK, 1982). Para uma

reacao eletrédica quase-reversivel (10-1 > Ks > 10_5 cm/s) a corrente é
controlada tanto pela etapa de transferéncia de massa como pela etapa de
transferéncia de carga. A equacédo de Nernst € apenas aproximadamente
satisfeita.

A forma de aplicagdo do potencial na voltametria ciclica esta
representada na Figura 6, o potencial é varrido linearmente com o tempo no
eletrodo de trabalho estacionario, em uma solugdo sem agitagdo, usando um
potencial em forma de tridngulo (Figura 6a). Dependendo da informacéao
desejada, simples ou multiplos ciclos podem ser utilizados. Durante a
varredura do potencial, o potenciostato mede a corrente resultante desta
corrente versus o potencial aplicado. Em alguns casos, instrumentos digitais
nao possuem este mesmo padrdo de aplicagdo de potencial. Porém, o
potencial é aplicado na forma de escada (staircase) como pode ser visto na
Figura 6b, com degraus de potenciais pequenos (da ordem de 10 mV) e
tempo de duragdo pequeno (50 ms), onde a corrente é lida apenas no final
deste intervalo. Esse método staircase substitui a contento a varredura linear.
O objetivo desta variacdo € conseguir uma minimizagcao da contribuicdo da
corrente capacitiva na corrente total. Como as etapas de potencial sao
pequenas, as equacodes para as respostas da voltametria ciclica staircase sao
consideradas como idénticas das provenientes da voltametria ciclica de
varredura linear (IVASKA, LEWENSTAM & SARA, 1988).

2.8 Células eletroquimicas

As células eletroquimicas utilizadas em voltametria sdo do tipo
eletrolitica e podem ter dois ou trés eletrodos. HEYROVSKY utilizou uma
célula de dois eletrodos e durante muito tempo usou-se apenas esse tipo de
célula. Na célula de dois eletrodos (Figura 7), tem-se um eletrodo de trabalho
de superficie pequena. O potencial é aplicado no eletrodo de trabalho frente
ao de referéncia, usualmente um eletrodo de calomelano saturado, de area
superficial grande, para que apenas o eletrodo de trabalho polarize (GREEF et
al., 1985).
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Figura 6. Formas de aplicacdo do potencial para a voltametria ciclica: a) potencial

com varredura linear e b) potencial do tipo escada.

SISTEMACOMDOIS ELETRODOS

Figura 7. Esquema de célula de dois eletrodos ligada ao polarégrafo.
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Essa célula apresenta alguns inconvenientes, pois a corrente resultante
da varredura de potencial passa através do eletrodo de referéncia. Isto obriga
a usar-se um eletrodo de calomelano de reservatério grande de KCI, devido a
reagao que ocorrera no mesmo. Por exemplo: na determinagao polarografica
de cobre, havera reducdao de Cu(ll) no eletrodo de mercurio (eletrodo de
trabalho), e, consequentemente oxidagcdo de Hg na outra meia célula
(calomelano saturado) (WANG, 1985). Assim, na meia célula do eletrodo de

trabalho:

Cu**+2e o Cu’ (19)

Na meia célula de calomelano:

2Hg® & Hg* +2e  (20)

Hg®" +2CI' < Hg.Cl, (21)

Havera consumo de Hg0 e CI, necessitando usar-se eletrodos de
referéncia grandes, para que mantenham o potencial constante durante a
aplicagao do potencial (WANG, 1985).

2.8.1 Células de trés eletrodos

As células de trés eletrodos (Figura 8) foram desenvolvidas para
resolver as limitagdes das células de dois eletrodos.

O terceiro eletrodo é chamado de eletrodo auxiliar ou contra-eletrodo,
podendo ser de platina, ouro, carbono vitreo etc. Este foi introduzido na célula
eletroquimica para assegurar o sistema potenciostatico. Nesta célula, os trés
eletrodos sdo conectados a um amplificador operacional pertencente ao
circuito eletrbnico do potenciostato (PLAMBECK, 1982). O amplificador

operacional atuara quando for aplicada uma diferenga de potencial entre o



59

eletrodo de trabalho e o eletrodo de referéncia, fazendo com que a resisténcia

do eletrodo de referéncia aumente e a do eletrodo auxiliar diminua (Figura 9).

Eletrodo de trabalho Eletrodo de referéncia

Entrada de N, “

3

(/Eletrodc auxiliar
aul

ANKARRANRRARANANR

Figura 8. Representacdo esquematica mostrando os eletrodos no recipiente

eletroquimico.

SISTEMA POTENCIOSTATICO COM TRES ELETRODOS

E. Aplic.
MWW

@ Na&o passa corrente pelo E. Ref.  ——
® OcontroledoE é feito no E. Trab. e E. Ref.
@ A corrente passapelo E. Trab. e E.A.

Figura 9. Esquema mostrando a célula conectada a um sistema potenciostatico.
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Assim a corrente passara entre o eletrodo de trabalho e o auxiliar,
evitando que ocorram disturbios (como eletrdlise, por exemplo) no eletrodo de
referéncia. Com este recurso o eletrodo de referéncia realiza o seu papel sem
interferéncias, que é o de manter o seu potencial constante durante as
medidas (GREEF et al., 1985). Portanto, pode-se usar além do eletrodo de
trabalho e do auxiliar, um eletrodo de referéncia de dimensdes pequenas, o
que facilita o uso de recipientes voltamétricos de tamanho reduzido. De um
modo geral, a célula de trés eletrodos apresenta as vantagens de ser mais
adequada para solucdes diluidas; pode ser usada para solugdes de alta
resisténcia (solventes organicos, mistura agua mais solvente organico); e,
pode ser usada com eletrdlitos de suporte mais diluidos (IVASKA,
LEWENSTAM & SARA, 1988).

2.8.2 Eletrodos de trabalho

O eletrodo de trabalho mais importante usado em voltametria ainda é o
de mercurio. Este pode ser usado tanto no modo gotejante quanto no modo
estatico. O eletrodo de mercurio também pode ser usado na forma de filme de
mercurio.  Neste caso, o filme é depositado eletroquimicamente em
superficies sodlidas, como de platina e carbono vitreo. A atuacido do eletrodo
de mercurio € marcadamente na regido catddica, em potenciais que podem
variar de +0,3 V a -2,3 V versus o eletrodo de calomelano saturado (ECS ou
SCE, em inglés), dependendo do meio utilizado (GREEF et al., 1988). Esta é
a regido de potencial na qual ocorrem as reacdes eletrodicas da maioria dos
ions metalicos e de grande numero de espécies organicas, dai sua
importancia.

Entre os eletrodos solidos o de platina (Pt) € um dos mais importantes.
Este atua na regido de potencial de cerca de +1,1 V a -0,5 V frente ao ECS,
dependendo do eletrélito de suporte utilizado. E Gtil na regido anédica, onde o
eletrodo de mercurio ndo atua. Outro eletrodo sélido util na regido anddica é o
de ouro, que pode ser utilizado em intervalos de potencial de +1,5V a -0,8 V
vs. ECS (SCE) (PLAMBECK, 1982).

Muito usados na regido anddica sdao os eletrodos de carbono,

principalmente o de carbono vitreo, que atua no intervalo de +1,5 V a -1,1
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frente ao ECS (SCE), dependendo do meio utilizado. O eletrodo de trabalho é
uma variavel critica em um experimento eletroquimico. O eletrodo de trabalho
€ o local no qual ocorre as reagbes de interesse e este é geralmente
construido de um material inerte. O potencial do eletrodo de trabalho é
mensurado frente ao eletrodo de referéncia (IVASKA, LEWENSTAM & SARA,
1988).

2.8.3 Eletrodos modificados

A habilidade de manipular as propriedades dos eletrodos pode levar a
uma variedade de efeitos atrativos dentre os quais a eletrocatélise, a
prevencao de envenenamento da superficie do eletrodo, a seletividade e a
pré-concentragdo. Devido as diversas tecnologias existentes atualmente, a
modificacdo de eletrodos é um campo muito vasto. Para a modificacido do
eletrodo podem ser utilizados metais eletrodepositados, oOxidos, espécies
organicas que sao adsorvidas, metaloporfirinas, enzimas, DNA, filmes
poliméricos entre uma infinidade de substancias (SHANKARAN &
NARAYANAN, 1999; PEI & LI, 2000; ROCHA, 2001; MOROZOVA &
RESHETILOV, 2002; CIUCU, NEGULESCU & BALDWIN, 2003; DZIEDZIC et
al.,, 2003; PINTO, LIMA & SARAIVA, 2003; ARMIJO, 2004; POURNAGHI-
AZAR & DASTANGOO, 2004; SILVA et al., 2004; SKLADAL, WEN & KANG,
2004).

Sabe-se que a modificacdo da superficie de eletrodos tradicionais, é
um caminho efetivo de melhoramento da atividade eletrocatalitica. Sendo
assim, um tema dominante na pesquisa eletroquimica tem sido a tentativa de
regular a composigdo quimica e estrutura morfolégica da superficie do
eletrodo para obter o grau desejado de atividade catalitica, a sensibilidade e a
estabilidade eletroquimica. Em geral, a preparagao de eletrodos quimicamente
modificados envolve uma variedade de modelos para modificacdo de
superficies nos quais um mediador redox capaz de submeter-se rapido a
reacdes eletroquimicas reversiveis e reprodutiveis é incorporado dentro da
superficie do eletrodo de substratos condutores tradicionais ndo modificados
(grafite, metais nobres etc). Muitas camadas de mediadores redox

eletroativos, com composi¢cdo quimica especifica, morfologia, € um bom grau
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de adesao entre a superficie do eletrodo e o filme depositado podem ser
facilmente obtidas usando-se técnicas eletroquimicas. Assim eletrodos
quimicamente modificados preparados pelo processo de deposicao
eletroquimica de 6xidos de metais, flmes metal polinuclear hexacianoferrato
ou eletrodeposicdo de particulas metalicas catalisadoras dentro de matrizes
poliméricas apropriadas tem sido caracterizado para oxidagao eletrocatalitica
de muitas moléculas eletroativas (LOFRANO, QUEIROZ & ROMERO, 2001;
LOFRANO et al.,, 2004; MOURATO et al.,, 2004; POURNAGHI-AZAR &
DASTANGOO, 2004; XU et al., 2004).

Eletrodos com base em carbono, principalmente modificados, sao
excelentes para a determinacdo de compostos presentes em fluidos
bioldgicos. Esses eletrodos reduzem o overpotencial requerido tanto para
oxidagdo quanto para a redugdo de compostos (NALINI & NARAYANAN,
2000).

Eletrocatalistas usados para redugao de ions nitrato e nitrito incluem:
camada alternadas de p-meso (tetrapiridil)porfirinato Co(lll) tetrakis [bis-
(bipiridina)(cloro) Ru(ll) e meso-tetra(4-sulfonatefenil)porfirinato Zn(ll), filmes
de polipirrol dopados com tungstodifosfato anion (P,W1s06°?), P-Mo-V
heteropoli acido ou ferro substituido heteropolitungstatos e eletrodos
revestidos com filmes de Nafion e mercurio incorporados de Yb** ou UO,™. A
habilidade para oxidar eletroquimicamente o nitrito também ¢é aplicada em um
grande numero de eletrodos baseados em ions metalicos (tipicamente Os, Ru
ou Ir) coordenados (a)/(ou) eletrostaticamente inseridos, além de suportes de
polivil piridinas, que também estéo relatados. Para o processo de redugéo do
ion nitrito, pode-se citar uma técnica que utiliza a reducao do ion nitrito a NO
(6xido nitrico), este ultimo podendo entado ser detectado amperometricamente
em eletrodos de ouro modificados com filmes de PTFE (MOORCROFT,
DAVIS & COMPTON, 2001).

Eletrodos modificados com polimeros receberam grande interesse nas
ultimas duas décadas e ocupam ainda posi¢ao de destaque. Em geral esses
eletrodos sdo compostos por centros ativos redox confinados em filmes
poliméricos e podem ser classificados em duas categorias. Polimeros de sitios
redox fixos sdo a primeira categoria e contém sitios redox ativos

covalentemente ligados a uma matrix polimérica inativa. A transferéncia de
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carga nesse caso ocorre via “saltos” dos elétrons entre as vizinhancas dos
sitios redox ativos. Na segunda categoria estdo os polimeros de troca idnica
nos quais os grupos redox ativos estdo eletrostaticamente ligados a matriz
polimérica. Nesses as espécies redox ativas sao moveis dentro do filme
polimérico, a transferéncia de carga através da matrix polimérica pode ocorrer
via difuséo fisica das espécies redox ativas ou via a combinacdo de uma curta
e o0 “salto” de elétrons das espécies redox ativas incorporadas
(TANTAVICHET, PRITZKER & BURNS, 2001).

2.9 Complexos de Ruténio

Dos varios complexos metalicos polipiridinicos, at¢é o momento
sintetizados, os complexos pertencentes ao grupo VIII da Tabela Periddica
sao os mais extensivamente estudados. Isso porque, os ions metalicos, tais
como Ru?*, Os?*, Fe?* formam complexos octaédricos com ligantes de campo
forte. Esta propriedade é muito util na quimica de coordenagao. A sintese de
compostos de coordenacgao consiste basicamente de trés etapas: a primeira
consiste da reagao de formacdo do complexo propriamente dito; a segunda
diz respeito ao isolamento do composto e finalmente, a terceira etapa consiste
na purificagdo do mesmo (PAULA, 1999).

Uma variedade de compostos de ruténio como os 6xidos, compostos
valentes misturados e complexos possuem propriedades eletrocataliticas as
quais tém sido usadas para modificacdo de eletrodos para eletroanalises
(BANDEIRA, FRANCO & MARTINI, 1999; BANDEIRA et al., 2004). Alguns
exemplos séo as eletroanalises de acido ascérbico (NALINI & NARAYANAN,
2000), sulfitos (ARAKI et al., 1995), oxalatos (HOGAN & FORSTER, 1999),
nitritos (O’'SHEA et al., 1992), entre outros. Além das propriedades aplicaveis
na eletroanalise, muitas propriedades sao atribuidas aos complexos de
ruténio, como antitumor e atenuagao do prejuizo causado pela reperfusdo no
infarto (doencas cardiacas).

PAULA et al. (2005) demonstraram os efeitos preventivos sobre danos
induzidos ao DNA celular e prevengao a peroxidacdo de células hepaticas,
para o complexo trans-[RuCly(nic)s] em concentragdes de 0,1 uM a 10 uM.
Em outro estudo, CRECZYNSKI-PASA et al. (2001) avaliaram a acgao de dois
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novos complexos de ruténio, o complexo trans-RuCly(nic)s] € o complexo
trans-[RuCly(i-nic)s] como sequestradores de radicais livres. Os autores
concluiram que os compostos o possuem potencial terapéutico frente a
espécies reativas do oxigénio.

Polimeros redox, contendo sitios ativos de ruténio tém sido
extensivamente estudos nos ultimos anos. Estes estudos mostram que varios
metalopolimeros de ruténio atuam como catalisadores redox, para uma
variedade de substratos (SAMUELS, MEYER, 1981). A mediacéo pela dupla
redox Ru(ll/lll) tem mostrado melhorar a sensibilidade dos processos de
oxidagao (O’'SHEA et al., 1992; STETER et al., 2006; PAIXAO & BERTOTTI,
2006; GENESTE & MOINET, 2006).

2.10 Eletroquimica de nitritos e nitratos

Métodos eletroquimicos geralmente sdo alternativas uteis visto que séo
rapidos, limpos e seguros. A aproximagdo mais conveniente envolve a
oxidacao anddica direta do analito no eletrodo polarizado. Sendo assim, sabe-
se que o nitrito € oxidado em eletrodos de platina, carbono vitreo, ouro,
diamante e o6xidos de metais de transicdo. Entretanto, a aplicacdo destes
sensores €& limitada devido as muitas espécies presentes.
Conseqlentemente, a modificagdo da superficie de eletrodos promove uma
significativa extensdao da escala dindmica em determinagdes analiticas,
particularmente se for acoplada com procedimentos de injecdo em fluxo. As
duas principais vantagens sdo: alguns problemas relacionados a estabilidade
da superficie do eletrodo sdo minimizados e a cinética das reagdes do
eletrodo é acelerada, desse modo aumentando a sensibilidade nas
determinacdes (GREEF et al., 1988).

Do ponto de vista eletroquimico, os ions nitrito oferecem mais opc¢des
do que os ions nitrato, pelo fato de seus ions poderem ser tanto reduzidos
quanto oxidados em eletrodos de carbono vitreo. Entretanto, nem o processo
de redugdo nem o processo de oxidacdo sao opgdes favoraveis, em termos
de eletroanalise direta, conduzindo aos problemas similares que afetam as
analises de nitratos. Um consideravel numero de caminhos tem sido

propostos na tentativa de conter esses problemas, dos quais a modificagao de
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eletrodos parece oferecer mais beneficios, em termos de sensibilidade e
seletividade (MOORCROFT, DAVIS & COMPTON, 2001).

A oxidacdo de ions nitrito em eletrodos modificados tem sido
largamente descrita (COX & KULESZA, 1984; DOHERTY et al., 1996; XI &
DONG, 1996; JU, IKEDA & LEI, 2004; ZHAO et al., 2003; POURNAGHI-AZAR
& DASTANGOO, 2004) e incluem o uso de filmes delgados de valéncia-mista,
heteropolianions silicotungsticos, enzimas, polimeros de ésmio, porfirinas de
ruténio e poli-(4-vinilpiridina) contendo IrCls entre outros.

A reducdo do nitrito também esta reportada em diferentes estudos
(CASELLA; GATTA, 2004; DOHERTY; VOS, 1992; LIU; HU, 2004;
RUHLMANN; GENET, 2004; SUN et al., 19997 ; SUN et al., 1999°; TIAN et al.,
2004; ZHAO et al., 2003) que incluem eletrodos modificados com
[Os(vpy)2(PVP)10CIICI, modificados com Eastman-AQ-Os(bpy)2p 3 —PVP,
eletrodos de cobre-talio, modificados com complexo {KasHs[P2W15TizOg0:°]4}
modificados com polipirrol, e até mesmo com microeletrodos de nanotubos de
carbono.

Os sensores para nitrato em geral, baseiam-se no processo de redugao
catalitica do analito em diferentes superficies, como, eletrodos de Cu e Ni
modificados com poly-tetraaminofenilporfirina, eletrodos de metais de
transicao, eletrodos de Cu-talio, eletrodos com catalistas como a platina e o
paladio e eletrodos contendo varias metalofitocianinas como catalistas (SUN
et al.,, 19992 ; DIMA, VOOYS & KOPER, 2003; SHIBATA & FURUYA, 2003;
GAUTHARD, EPRON & BARBIER, 2003; ARMIJO et al., 2004; CASELLA &
GATTA, 2004; GROOT & KOPER; 2004)

BANDEIRA et al. (2001) em estudos envolvendo a oxidagdo de ions
nitrito em eletrodo de carbono vitreo modificado com filme de poli-{trans-
[RuCly(vpy)s4]} observaram que o eletrodo modificado tem maior sensibilidade
na detecg&o de ions nitrito, sendo o k've para o eletrodo modificado cerca de
60% superior ao observado para o eletrodo sem filme. Os autores concluiram
que a determinagao oxidativa de ions nitrito em carbono vitreo modificado
com poli-{trans-[RuCly(vpy)s]} € uma alternativa simples e viavel para
determinacdo direta de ions nitrito em solugdo em concentragdo de até 10
mol L. Posteriormente, BANDEIRA (2005) coordenou o trabalho de CUNHA
et al. (2005) em que avaliaram a estabilidade e sensibilidade de eletrodo de
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carbono vitreo modificado com poli-{trans-[RuCl,(vpy)s]}/nafion para a
determinagcdo do nitrito. Os autores concluiram que o eletrodo teve
desempenho satisfatério na determinacdo de nitritos em salsicha quando

comparado ao método oficial.

CONCEITOS ANTIOXIDANTES SINTETICOS (capitulo 2)

2.11 Antioxidantes sintéticos

A protecédo contra a oxidagao, de gorduras, de 6leos e dos alimentos
contendo lipidios, é freqlientemente necessaria. De fato, a degradacao
oxidativa dos constituintes de natureza essencialmente lipidica dos alimentos
apresenta inconvenientes sensoriais, nutricionais e higiénicos (PASCAL,
1988).

A degradagao oxidativa, fenbmeno quimico complexo, conduz a
chamada “rancificagao” cujas repercusdes econdmicas podem ser importantes
visto que termina com a perda de alimentos que tornam impréprios para
consumo devido a suas propriedades organolépticas (PASCAL, 1988;
SHAHIDI, 2000).

Em relacdo a segurancga alimentar, os produtos resultantes de uma
simples oxidagédo de lipidios (produtos volateis, peroxidos, oxiacidos) ou da
oxidagdo juntamente com a degradacdo térmica durante o aquecimento
(monémeros ciclicos, polimeros) nao estdo desprovidos de toxicidade
(PASCAL, 1988; SHAHIDI, 2000).

A rancidez oxidativa esta diretamente relacionada com acidos graxos
insaturados. Trata-se da reagdo do oxigénio atmosférico com as duplas
ligacbes dos acidos graxos insaturados. A reatividade aumenta com o
aumento do numero de insaturagdes na cadeia lipidica. A reagao de oxidagao
produz peroxidos e hidroperoxidos (produtos primarios inertes). Estes
compostos por uma série de reacdes paralelas produzem so compostos
volateis, aldeidos e cetonas que dao o odor de rango ao alimento (produtos
secundarios) (MORETTO & FETT, 1998).

As rotas de formagao dos peroxidos, hidroperdxidos e carbonilas (aldeidos

e cetona) podem ocorrer por: radicais livres, fotoxidagao e enzimas. Dentre os
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processos que podem aumentar a estabilidade de 6leos e gorduras estdo: a
adicdo de antioxidantes; a hidrogenacdo; o fracionamento, o blending e a
modificagdo genética da composigédo dos acidos graxos (MORETTO & FETT,
1998).

2.12 Utilizagao de antioxidantes sintéticos

A utilizagdo de antioxidantes é uma pratica muito antiga para a
conservagao de alimentos: carnes e pescados eram impregnadas de
compostos fendlicos da defumacdo (PASCAL, 1988). Posteriormente os
quimicos perceberam que a adicdo de pequenas quantidades de certos
compostos poderia retardar a deterioragdo ao ar VIGERON (1956) e PAQUOT
(1967) relataram as principais etapas que marcaram o descobrimento dos
antioxidantes e seus mecanismos de acdo. DESCHAMPSs, um farmacéutico
de Avallon, demonstrou o efeito antioxidante do Styrax tonkinensis e as
gemas do Populus alba L.; CHEVREUIL apresentou evidéncias da ag&o da
madeira de carvalho; os irmdos LUMIERE e SEYEWETZ que descobriram o
papel antioxidante da hidroquinona e dos compostos analogos e por ultimo de
MOREU e DUFRAISSE que publicaram o trabalho intitulado: Catalyse et
autoxidation: activité antioxygene et prooxygene. (PASCAL, 1988).

Os antioxidantes inibem a reagcdo de autooxidagdo como um
‘catalisador negativo”. Entre as moléculas dotadas de propriedades
antioxidantes, encontram-se um grande numero de compostos com estrutura
fendlica. As substancias fendlicas funcionam com aceptores de radicais livres,
dando lugar a radicais livres estaveis e bloqueando assim a oxidagao na fase
de iniciagdo. Tal mecanismo demonstra que a agao de um antioxidante est3,
portanto, limitada pelo tempo. Ocorre uma deterioragdo da molécula como
conseqiiéncia da formacéo de combinacdes estaveis (CHENG et al., 2002). E
possivel prolongar a ag¢ao dos antioxidantes utilizando-se substancias
denominadas “sinérgicas”, de carater acido, que regeneram parcialmente
criando um potencial de 6xido-redugao favoravel (MORETO & FETT 1998).

Dentre os varios métodos para prevenir a peroxidagcdo, a adicao de
antioxidantes é preferencialmente considerada. Os antioxidantes sintéticos

mais comumente usados sao o t-butil-4-hidroxianisol (BHA), o 2,6-di-t-butil-p-
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hidroxitolueno (BHT) e o t-butil hidroquinona (TBHQ) devido a sua estabilidade
quimica, baixo custo e disponibilidade (YANG, LIN & CHOONG, 2002).

Antioxidantes sintéticos de alimentos, incluindo o BHA, o BHT e TBHQ séo
amplamente usados em alimentos, produtos farmacéuticos e outros produtos
comerciais para prevenir a rancidez oxidativa (N, WANG & KOKOT, 2000).

Na pratica, € mais efetivo o uso de uma mistura de dois ou mais
antioxidantes ao invés de um unico composto, e desde que essas substancias
sdo quimicamente similares, s&o dificeis de analizar em niveis trago sem uma
prévia separacao.

O hidroxibutilanisol, BHA e o hidroxibutiltolueno BHT, apresentam na
industria problemas de dificil dissolugédo (SHIBAMOTO & BJELDANES, 1996).
BHA e BHT sdo extremamente soluveis em gorduras e Oleos e tem
praticamente nenhuma solubilidade em agua. Isto € completamente desejavel
quando esses dois antioxidantes s&o adicionados diretamente a gorduras ou
Oleos; todavia, quando eles sao adicionados a alimentos formados por um
sistema mais complexo contendo umidade, isto pode causar a necessidade de
desenvolvimento de emulsdes ou outro tipo de solucdo antioxidante. A alta
porcentagem de problemas encontrados no dia-a-dia referentes ao uso
comercial de antioxidantes pode ser atribuida a baixa solubilidade ou
dispersédo dos mesmos (SHERWIN, 1972). As estruturas podem ser
observadas na Figura 10.

O BHA resiste bem ao calor, é efetivo em assados e produtos de
confeitaria submetidos ao cozimento. Produtos tipicos nos quais o BHA
aparece sao cookies, doces, uvas passas, tortas de frutas, margarinas,
alimentos prontos etc (FUENTE, 1999).

Os antioxidantes sintéticos diferem em seus graus de potencialidade.
Essas diferengas podem ser atribuidas a caracteristicas em suas estruturas
moleculares. Por exemplo, o galato de propila € extremamente efetivo do
ponto de vista da habilidade para melhorar a vida de prateleira de dleos
vegetais, enquanto que o BHA e o BHT nao sao particularmente efetivos
neste tipo de aplicacdo. Tanto BHA quanto BHT possuem um unico grupo
hidroxila em suas moléculas, e eles sdo estericamente impedidos com grupos
butil terciario orto posicionados aos grupos hidroxila. O BHT é impedido um

tanto mais do que o BHA, e isso sem duvida, responde por algumas
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diferengas na potencia entre esses dois antioxidantes. Existem evidéncias
consideraveis de que antioxidantes como BHA e o BHT, atuam

sinergicamente quando usados em conjunto (SHERWIN, 1972).

BHT
BHA
CH
OH OH
{CHa)aC C{CHak
C{CHz)a
C(CH
(CHa)z CHa
OCH;3 OCH;3
I-tertizrybutyl-4- 2eriarybutyl-4- 3.5-di-tert-butyl-4-hydroytoluens
hydroxyanisole hydroxyanisole

TBHQ
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C(CHa)s

Qi
lerliary butyhydroquinone

Figura 10. Estruturas do butil-hidroxianisol (BHA), butil-hidroxitolueno (BHT) e butil-
hidroquinona (TBHQ).

2.13 Toxicidade de antioxidantes sintéticos

Estudos sugerem que antioxidantes fendlicos artificiais podem causar
prejuizo ao estado nutricional saudavel, produzindo efeitos téxicos. Em muitos
paises, 0 uso desses antioxidantes & controlado, e consequentemente é
importante determinar as quantidades dessas susbstancias nos produtos
relacionados (NI, WANG & KOKOT, 2000).

Outros estudos disponiveis na literatura (CLAYSON et al., 1986;
MADHAVI et al., 1996) geralmente fazem referéncia ao efeito carcinogénico
desenvolvido em ratos devido a presenca de BHA e BHT em concentragdes
extremamente altas. Dentre os seguintes antioxidantes sintéticos: BHA, BHT,

propil, octil e dodecil galatos (PG, OG, DG), acido nordihidroguaiaretico (NDG)
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e TBHQ, apenas os cinco primeiros, sao autorizados na comunidade européia
(EC). Em Portugal, o uso dos dois ultimos antioxidantes, NDG e TBHQ, em
alimentos foi banido, devido a razdes toxicolégicas (PINHO et al., 2000).

Em relagcdo a toxicidade do BHA ha grande discrepancia entre os
investigadores, alguns classificam-no como carcinogénico e outros como nao
carcinogénico (FUENTE et al., 1999).

Estudos examinados pelo Comité Mixto FAO/ OMS mostram que para o
cachorro e o homem, o TBHQ é amplamente absorvido e excretado com
rapidez depois da ingestdo. Numerosos estudos in vitro demonstram que o
TBHQ induz a atividade das enzimas da fase |Il, incluindo a
glicironosiltransferase e a glutationa-transferase, por um mecanismo de
receptor Ah. Estudos de carcinogenicidade em ratos, mostraram que o TBHQ
aumentou a incidéncia de hiperplasia das células foliculares da tiredide em
todas as doses testadas (OMS, 1999).

Certas agdes destas substancias séo inquietantes, mas parece impossivel,
no estado atual de conhecimento, extrapolar ao homem os dados obtidos em
animais, sem correr riscos importantes. De fato, hoje, parece estabelecido que
as manifestagdes téxicas consequentes da ingestdo de BHT, por exemplo,
sdo devidas a formacdo, em nivel de certos 6rgaos, e em certas espécies, de
metabdlitos intermediarios particularmente reativos. Isso explica as diferengas
de sensibilidade registradas entre espécies animais. Nestas condigbes como
saber se a toxicidade do BHT para o pulmao do rato, sem duvida devida a
presengca de um metabdlito particular em nivel deste 6rgao, pode manifestar-
se igualmente no homem? (PASCAL,1988).

A quantidade desses aditivos encontrados em determinados alimentos é
limitada por legislagdo na maioria dos paises. No Canada e nos Estados
Unidos, por exemplo, antioxidantes, sozinhos ou em combinag&do, s&o
permitidos em niveis que ndo excedam 200 mg kg em gorduras, dleos e
gomas de mascar e em niveis que ndo excedam 50 mg kg’ em cereais
matinais e produtos desidratados do tomate (YANEZ-SEDENO, PINGARRON
& POLO DIEZ, 1991).

No Brasil a resolugdo n. 4 de 24 de novembro de 1988 estabelece os

limites maximos para alguns produtos conforme indicado na Tabela 2.
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Tabela 2. Alimentos que podem ser adicionados de antioxidantes sintéticos
segundo resolugédo n. 4 de 24 de novembro de 1988 MS/ANVISA

Antioxidante Produtos Quantidde permitida
g/100 g sobre o teor
de lipidios

BHA Alimentos procesados a base de cereais
Coco ralado 0,02
Creme vegetal 0,01
Gomas de mascar 0,02
Leite de coco 0,01
Margarinas 0,01
Oleos e gorduras 0,02
Produtos de cacau 0,02
0,02

BHT Alimentos procesados a base de cereais
Coco ralado 0,01
Gomas de mascar 0,01
Leite de coco 0,05
Margarinas 0,01
Oleos e gorduras 0,02
Produtos de cacau 0,01
0,02

TBHQ Alimentos procesados a base de cereais
Farinhas, extratos e flocos derivados da soja 0,02

integral

Gomas de mascar 0,02
Oleos e gorduras 0,02
0,02

Além dessa resolucdo, os antioxidantes sintéticos também aparecem
nas resolugdes n° 382, de 05 de agosto de 1999° para molhos e condimentos
(0,02 g/100 g para BHA, 0,01 g/100 g para o BHT e 0,02 g/100 g para o
TBHQ); Resolugédo n° 388, de 05 de agosto: para sobremesas (0,02 g/100 g
para BHA, 0,01 g/100 g para o BHT e 0,02 g/100 g para o TBHQ); e
finalmente, a Resolugdo RDC n° 33, de 09 de margo de 2001 para sopas e
caldos (0,02 g/100g para BHA, 0,01 g/100 g para o BHT e 0,02 g/100 g para o
TBHQ).

2.14 Métodos para determinagao de antioxidantes sintéticos

A andlise de antioxidantes fendlicos em 6leos e gorduras foi conduzida
pelos métodos de fotometria UV-visivel (SATO & KAWAMURA, 1972;
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KOMAITIS & KAPEL, 1985) cromatografia em papel e em camada delgada
(SAHASRABUDHE, 1964), cromatografia gasosa (STODDARD, 1972;
ICENHOUR & VAN DOLAH, 1991;) e cromatografia liquida (FAZIO, 1998;
GONZALEZ, GALLEGO & VALCARCEL, 1999). Tais métodos requerem
consumo de tempo para extragao da amostra e /ou derivatizagao.

Geralmente métodos cromatograficos sdao usados para analise desses
compostos, mas, necessitam por vézes purificacdo das amostras, o que
resulta procedimentos razoavelmente demorados (NI, WANG & KOKOT,
2000).

2.15 Eletroquimica de antioxidantes sintéticos

Métodos polarograficos e voltamétricos, como polarografia de pulso
diferencial, voltametria stripping, voltametria adsortiva e voltametria de
varredura linear, geralmente tem alta sensibilidade, e sGo amplamente usados
em muitas areas da quimica analitica. Entretanto, sua aplicabilidade para
determinacao de varios componentes em misturas é antes limitada quando o
voltamograma ou polarograma resultante exibe overlapping significativo.
Diversos meétodos quimiométricos, como regressédo linear multipla (MLR),
Kalman filter, regressao parcial de minimos quadrados (PLS) e regressao por
componente principal (PCR), e analise iterativa de tranformagéo do fator alvo
(ITTFA), tem contornado esta limitagdo com sucesso, e resolve o overlapping
das bandas (NI, WANG & KOKOT, 2000).

Métodos para determinagcdo de BHA e BHT tém sido estudados com
base em seus processos de oxidagao por técnicas de inje¢cao de fluxo em
eletrodo de carbono (YANEZ-SEDENO, PINGARRON & POLO DIEZ, 1991);
estudos voltamétricos tém sido conduzidos além do processo de oxidagao do
BHA para determinagéo deste antioxidante em gomas (GONZALEZ CORTES,
YANEZ-SEDENO & PINGARRON, 1994); bem como, BHA e BHT foram
determinados simultaneamente em amostras de flocos de tomate desidratado
por voltametria de onda quadrada (SWV) e voltametria de pulso diferencial
(DPV) em microeletrodos cilindricos de fibra de carbono com uma diferencga

entre seus picos de potencial de cerca de 300 mV (AGUI et al., 1995).
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A determinacdo voltametrica-catalitica de BHA e BHT em eletrodo de
pasta de carbono modificado com niquel fitalocianina também foi relatado
(RUIZ, CALVO & PINGARRON, 1994; RUIZ, YANEZ-SEDENO &
PINGARRON, 1994). Além disso, MARTIN et al. (1995) aplicaram a regressao
PLS em voltamogramas de pulso diferencial para a determinacdo simultanea
de BHA e PG (MARTIN et al.,, 1995), Galeano Diaz et al.(1998) usaram a
calibracdo PLS para determinacdo voltamétrica de BHA, BHT e PG em meio
acetonitrila/agua acidificado (GALEANO DIAZ et al., 1998).

YANEZ-SEDENO, PINGARRON e POLO DIEZ (1991) usando eletrolito
suporte acido perclérico 0,1 M em voltamogramas hidrodinadmicos (DPV), (FIA
— sistema de injegcdo em fluxo) em eletrodo de carbono vitreo obteve graficos
de calibracéo lineares para concentracdo nas faixas 1,0 — 10,0, 0,1 — 1,0 e
0,01 = 0,1 mg L" paraoBHA e 1,0-8,0,0,1-1,0e0,02—-0,1mgL" parao
BHT.

FUENTE et al. (1999) estudaram a determinagdo de BHA e TBHQ em
eletrodo modificado com niquel polipirrol contendo fitalocianina. Os limites de
deteccao obtidos foram de 2,1 ppm para BHA e BHT usando voltametria
ciclica, e 18,7 ppm para o BHA e 1,23 ppm para o TBHQ usando voltametria
de pulso diferencial.

Outro relato de utilizacdo da voltametria de pulso diferencial foi dado
em eletrodo estacionario e rotatorio, bem como a preconcentracdo em
eletrodo de pasta de carbono estdo relatados (RIFKIN & EVANS, 1976;
BRIESKORN & MAHLMEISTER, 1980; WANG & FREIHA, 1983).

CONCEITOS ANTIOXIDANTES NATURAIS (capitulo 3)
2.16 Toxicidade de espécies reativas do oxigénio

O oxigénio atmosférico foi reconhecido a mais de 100 anos como o
principal agente responsavel pela deterioracdo de materiais orgéanicos
expostos ao ar, a respeito da oxidacdo de metais. A funcido paralela do
oxigénio, uma molécula essencial para muitas formas de vida, como um
agente nocivo para tecidos vivos, foi descoberta muito mais recentemente
(LARSON, 1988).
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A toxicidade do oxigénio foi inicialmente explicada pelo efeito de
inibicdo de enzimas celulares, impedindo a sintese de compostos essenciais
do metabolismo de organismos anaerobicos ou mesmo dos aerdbios
(HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1989). A descoberta da enzima superéxido
dismutase (SOD) enfatizou o superéxido como o principal fator da toxicidade
do O, sendo a atividade enzimatica essencial para a protecdo da célula
contra o dano causado por esse radical de oxigénio (Mc CORD &
FRIDOVICH, 1969; FRIDOVICH, 1986).

O oxigénio e suas espécies reativas, como o oxigénio singlete e
radicais livres ativos (O,", OH" e o radical lipidico peroxila LOO"), nos ultimos
anos vém recebendo destaque em investigagdes enfocando sistemas
biolégicos (RICE-EVANS & HOCHSTEIN, 1981; GIROTTI, 1990;). Os
resultados tém mostrado que reagbes com radicais sao prejudiciais a saude,
estando envolvidas no processo de envelhecimento bem como na patogénese
de varias doencas humanas, como arterosclerose, artrite reumatdide, distrofia
muscular, catarata, alguns disturbios neurolégicos e possivelmente céncer
(DIPLOCK, 1991; MASCIO; MURPHY; SIES, 1991).

2.17 Radicais livres

Radical pode ser compreendido sob o ponto de vista quimico, como
grupos de atomos que se comportam como uma unidade (radical metil : CH3-,
por exemplo) (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1989). Debates sobre a
possibilidade da existéncia de radicais livres, ou seja, de partes de moléculas
que poderiam ter existéncia independente, dividiram a opinido dos quimicos
durante os seéculos passados. Apenas no periodo entre 1900 e 1930, a
existéncia dos radicais livres foi definitivamente estabelecida nos trabalhos

pioneiros de pesquisadores como Gomberg em 1900 (PRYOR, 1994).

Radical livre refere-se a qualquer espécie quimica capaz de existir
independentemente de outras espécies, e que possui um ou mais elétrons
nao pareados. Na estrutura de atomos e moléculas os elétrons estédo
associados aos pares, movimentando-se em rotagdes opostas (ou seja,

possuem spins opostos ou pareados) em torno de seus orbitais atdmicos ou
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moleculares (o espago definido ao redor do nucleo do atomo ou das
moléculas), segundo o principio de Pauli (VOGEL, 1981).

Atomos ou moléculas organicas, além do O,, podem conter elétrons
nao pareados, como metais (enxofre e fésforo) e moléculas, contendo
carbono, mas ha prevaléncia do O, em sistemas biolégicos. Alguns radicais
encontrados em sistemas biologicos serdo descritos a seguir:

Oxigénio singlete. Embora a exata fungdo do oxigénio singlete n&o
esteja bem clara, sabe-se que possui uma alta reatividade, sendo um
poderoso agente oxidante. O oxigénio singlete é simbolizado por 'O..

Radical superéxido. A adicdo de um elétron a molécula de O, em seu
estado fundamental ocorrera em um dos seus orbitais =, formando o radical
superéxido com apenas um elétron ndo pareado (HALIWELL &
GUTTERIDGE, 1989) representado por O,. Quanto a reatividade, sabe-se
que é maior em meio lipidico, no qual o O2" pode agir como oxidante ou como
forte agente redutor (VALENTINE et al., 1984). Sua importancia bioldgica
reside especialmente na capacidade de gerar outras espécies de maior
reatividade.

Peréxido de hidrogénio. O ion peroxido € o produto da redugdo com
dois elétrons do O, (O;) (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1989), sendo que,
em sistemas biologicos, o produto dessa reducdo é o peroxido de
hidrogénio.O H,O, ndo apresenta caracteristica de radical livre, pois em seus
orbitais os elétrons estdo pareados (SPATZ, 1992). Na presenga de metais de
transicdo, como Fe e Cu, o H,O, pode produzir o radical hidroxila (*OH)
altamente reativo.

Radical hidroxila. O radical hidroxila pode ser gerado através de
mecanismos diversos a partir do peroxinitrito, do peroxido de hidrogénio ou
superoxido e na presenca ou ndo da acao catalitica de metais de transicao
(BECKMAN et al., 1990; HOOG et al., 1992), podendo também ser gerado
pela radiagéo ionizante. A quebra homolitica de agua produzira radical *H e
*OH, sendo os efeitos da radiagdo em sistemas biolégicos sdo atribuidos a
formagéo do "OH (HALLIWELL, 1994). Esse radical € o de maior reatividade
entre as espécies de oxigénio, e reage rapidamente com inumeras

biomoléculas, danificando o alvo mais préximo do local onde foi gerado e
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formando outras espécies de reatividade variada (DIPLOCK, 1991; SPATZ,
1992).

2.18 Antioxidantes naturais

Em decorréncia da eficiéncia parcial do sistema antioxidante endégeno
do organismo humano, torna-se necessaria a contribuicdo de antioxidantes
exdgenos, obtido através da dieta.

Muitas enzimas e compostos secundarios de plantas superiores vém
demonstrando em experimentos in vitro, efeito protetor contra os danos
oxidativos através da inibicdo ou sequestramento de radicais livres e espécies
reativas do oxigénio. O papel de muitos outros compostos como antioxidantes
potenciais pode ser deduzido através de suas similaridades estruturais com

moléculas reconhecidamente reativas (LARSON, 1988).

2.19 Antioxidantes em uvas e vinhos

A produgao de uvas no Brasil esta localizada nas regides Sul, Sudeste
e Nordeste. Constitui-se uma atividade consolidada, com importancia socio-
econOmica, principalmente nos estados do Rio Grande do Sul e de Santa
Catarina, os quais respondem por 97,0% da produgdo nacional de vinhos
(CAMPOS, 2005).

Os paises produtores mais importantes sao Italia, Franca, Espanha e
Estados Unidos. Aproximadamente, 8,00% da colheita € utilizada na producéo
de vinhos. Sabendo-se que 20,0% do peso das uvas processadas resultam
em residuo, anualmente s&o gerados cerca de 10 milhdes de toneladas de
bagagco. A composigado deste subproduto, bem como, o teor de umidade,
dependem da variedade da uva e da tecnologia de vinificagdo (KAMMERER
et al., 2004).

A videira pertence ao género Vitis, familia das ampelideas ou vitaceas,
onde estado incluidas todas as variedades européias, americanas e asiaticas,

sejam elas destinadas a sucos, a vinhos ou a mesa. Neste género ha em
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torno de quarenta espécies, sendo a de maior importancia a Vitis vinifera, pela
qualidade de seus vinhos (CAMPOS, 2005).

A uva européia, ou uva em cacho, Vitis vinifera, cresce amplamente
devido a alta qualidade do fruto e sua capacidade para crescer em uma ampla
variedade de condigdes climaticas. Entretanto, as uvas européias sao
suceptiveis a doengas causadas por fungos e insetos, especialmente quando
crescem no frio, climas umidos (ALLEWELDT; POSSINGHAM, 1988).

Existe uma grande quantidade de variedades de uvas cultivadas pelo
mundo. Na Alemanha tém destaque as variedades: Riesling, Silvaner,
Mueller-Thurgau, Moriot-Muskat, Traminer, Grauburgunder, Ehrenfelser,
Nobling, Scheurebe, Muslateller, Muskat-Ottonel, Gewulrztraminer, André e
Lemberger entre outras. Na Espanha destacam-se as variedades Graciano,
Tempranillo, Grenache, Carignan, Merlot, Ruby Cabernet e Cabernet
Sauvignon (AROZARENA et al., 2000). No Brasil, em especial na regiao de
Bento Gongalves recebem destaque as variedades: Cabernet Franc, Merlot,
Petit Sirah, Gamay Beaujolais, Pinot, Malvasia, Trebbiano, Sylvaner e
Riesling Renana (BEVILAQUIA, 1995).

Além da grande quantidade de variedades de uvas disponivel, existem
programas espalhados pelo mundo de desenvolvimento de espécies hibridas
entre espécies americanas e européias da Vitis com o objetivo de obter maior
resisténcia a doengas (AROZARENA et al., 2000).

As variedades utilizadas neste estudado serdo brevemente descritas,

COmo segue:

Gewdrztraminer. Variedade rosada, originaria na Alemanha Ocidental e,
depois introduzida na Franga. Suas folhas sdo algodoadas, seus cachos
pequenos e troncbénicos, de grdos pequenos e casca grossa. A planta tem
grande vigor e brota precocemente. Origina vinhos brancos de aroma

pronunciado e sabor afrutado.

Riesling Italico. Da finissimo vinho branco. Planta de mediano vigor e de

regular produtividade. Cachos compactos, de tamanho pequeno a médio.
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Graos pequenos, de polpa suculenta e doce. Tem regular resisténcia as

moléstias.

Couderc 13. E uma variedade hibrida de maturacéo tardia, de boa produgéo e
rustica. Apresenta baixo potencial de produgdao de agucar. Origina vinho
branco de 6timo aspecto, de pouco aroma e de baixa acidez, sua principal
caracteristica. A Couderc 13 origina um vinho neutro que pode apresentar

bons aromas de fermentagéo.

Moscato. E uma planta de vigor médio e grande produtividade. Seus cachos
sdo grandes e compactos, com graos de pelicula fina, forma ovdide, polpa
doce e carnuda, susceptiveis ao apodrecimento, antes de atingir a maturagao
plena. Variedade trazida pelos primeiros imigrantes italianos produz o

apreciado vinho asti, de aroma intenso e delicado frescor.

Chardonnay. Também conhecida como pinot chardonnay, essa variedade
oriunda da Borgonha, Franga, produz os vinhos brancos chablis, de intenso
aroma e gosto persistente. Seus cachos sao pequenos, cilindricos, compactos

e alados, e seus gréos séo esféricos e pequenos.

Uvas, vinhos e subprodutos de uva contém grande quantidade de
compostos fendlicos, principalmente flavondides, em altas concentragdes de
1000 — 1800 mg/mL. Grande parte dos fendlicos em uvas, vinhos e
subprodutos podem atuar como antioxidantes. Alguns desses compostos
podem atuar seletivamente em concentragcdes muito baixas para inibir ex vivo
a oxidagao do LDL in vitro (KANNER et al., 1994).

Doze regides vinicolas brasileiras, sdo responsaveis pela produgao de
vinhos, sucos de uva e derivados(SAUTTER et al., 2005).

Os vinhos possuem uma maior atividade sequestradora de radicais do
oxigénio do que os sucos de uva (SANCHEZ-MORENO et al, 1999).
Entretanto existe uma variagdo dessa atividade entre os diferentes tipos de
vinhos (SANCHEZ-MORENO et al, 2000). Os vinhos tintos possuem maior
quantidade de acidos fendlicos que os vinhos brancos. Entretanto, este fato

nao esta totalmente esclarecido, pois os acidos fendlicos dos vinhos brancos
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poderiam existir na forma de derivados glicidicos. Os maiores conteudos
correpondem ao acidos siringico e p-cumarico (30 mg/L). (HEREDIA MIRA,;
GUZMAN CHOZAS, 1993).

Os sub-produtos da producao de vinho, tal como o extrato da semente
da uva, o extrato da pele da uva e o bagago da uva, tém o potencial grande
como aditivos de alimentos, além disso, o bagago na forma de suplementos
dietéticos no detalhe parece ser promissor como uma fonte nova de
antioxidantes (SHRIKHANDE, 2000; SAURA-CALIXTO, 1998).

O bagacgo da uva é composto pela semente, casca e engago. Sabe-se
que a casca da uva € uma fonte de antocianidinas e antocianinas, que sao
corantes naturais e possuem propriedades antioxidantes, sao inibidores da
lipoperoxidagdo e também apresentam atividades antimutagénicas. A
semente € composta aproximadamente de: 40,0% fibra, 16,0% o6leo, 11,0%
proteinas, 7,0% compostos fendlicos complexos (taninos), agucares, sais
minerais etc. O engago por sua vez é rico em compostos tanicos, os quais
apresentam alto potencial nutracéutico e farmacologico (MURGA et al., 2000).
Estudos sobre os efeitos do contato da casca com o suco na produgao de
vinhos brancos (DARIAS-MARTIN et al., 2000) mostraram que o maior tempo
de contato resulta em significativos aumentos na concentragdo de compostos
fendlicos na bebida, com destaque para o resveratrol e seus isOmeros
glicosidicos, compostos com agao profilatica ja reconhecida. Durante a
producao de vinhos brancos, grande quantidade de flavonéides permanece no
residuo, ja que apenas algumas vinicolas deixam o suco em contato com a
casca por algum tempo com o objetivo de obter um leve tom amarelado no
produto final. Essa caracteristica do processo produtivo de vinhos brancos,
sugere que o residuo (bagaco) constitua uma fonte rica em compostos de
interesse as industrias de fitoterapicos e de complementos alimentares, e que

ainda nao é racionalmente aproveitada.

Os compostos antioxidantes presentes na uva, produtos e subprodutos

sao basicamente: polifendis, acidos fendlicos e flavondides.



80

2.19.1 Polifendis

Os polifendis constituem um dos mais numerosos e representativos
grupo de metabdlitos secundarios das plantas. Esses atuam na fisiologia e
metabolismo celular influenciando o crescimento e a reproducdo. Essas
moléculas apresentam intensa atividade biologica, e atuam na defesa contra
pragas e predadores e processos germinativos, entre outros (BRAVO,1998;
KACHKONEN et al., 1999). Alguns destes compostos atuam na inibicdo da
germinagcdo de espécies potencialmente competidoras. Os mecanismos
moleculares que explicam a propriedade dos fendlicos como agentes
antioxidantes, sdo a capacidade doadora de hidrogénio, potencial redutor e
atividade quelante (RICE-EVANS, 1995). Polifendis possuem estrutura
quimica ideal para a captura de radicais livres, apresentando-se mais efetivos,
como antioxidantes in vitro, do que as vitaminas C e E, em base molar (RICE-
EVANS, 1995).

2.19.2 Acidos fendlicos

Os acidos fendlicos se caracterizam pela presenga de apenas um anel
benzénico, o que exclui a grande familia dos polifendis. Os acidos fenodlicos
podem ser divididos em dois grupos. O primeiro, denominado de acidos
benzdéicos (acido p-hidroxibenzdico, acido salicilico, acido protocatéquico,
acido galico, acido vanilico, acido siringico e acido gentisico), e que sao
derivados do acido p-hidroxibenzdéico. O segundo grupo formado pelos acidos
cindmicos (acido p-cumarico, acido caféico, acido ferulico e acido
clorogénico), considerados derivados do acido p-cumarico ou acido p-
oxicindmico, incluindo a série dos clorogénicos Os acidos protocatéquicos e
galico provéem de raspbes e pepitas, e especialmente o galico esta
escassamente representado nos vinhos. O acido p-cumarico esta envolvido
na acilagdo das antocianinas. O acido gentisico, provavelmente se forma
durante a fermentacéo alcodlica. Estes acidos apresentam interesse devido
ao seu comportamento de retardo da atividade microbiana no vinho, por isso
o0 s vinhos tintos resistem melhor ao ataque microbiano do que os vinhos

brancos. Os acidos fendlicos que tem dois grupos hidroxila na posi¢cao orto
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(por exemplo, o acido caféico) sao facilmente oxidaveis a quinonas (HEREDIA
MIRA & GUZMAN CHOZAS, 1993).

2.19.3 Flavonoides

Os flavondides atuam em plantas vasculares como antioxidantes,
antimicrobianos, fotoreceptores, repelentes entre outras fungdes. Muitos
estudos sugerem que os flavonoides exibem atividades bioldgicas, incluindo
antialergénica, antiviral, antiinflamatéria e agbées vasodilatadoras. Entretanto o
principal interesse esta direcionado para a atividade antioxidante dos
flavonoides, que s&o capazes de reduzir a formagao de radicais livres e
captura-los, quando ja formados (PIETTA, 2000). Oligbmeros de
proantocianidinas sao antioxidantes que ocorrem naturalmente em frutas,
vegetais, graos, nozes, flores e caules, com amplo espectro de atividades
bioldgicas, farmacoldgicas e terapéuticas contra radicais livres e estresse
oxidativo (BAGCHI et al., 2000). Os flavondides mais importantes no vinho
tinto sdo o kemferol, a quercetina, a miricetina e a quercetrina. Esses, estao
presentes também no vinho branco mas, em concetragdes tdo pequenas que
nao influenciam na cor, como acontece nos vinhos tintos, que contém cerca
de 15-20 mg/L. Na uva estdo presentes os glicosidios que se hidrolizam
durante a elaboragao do vinho, e as agliconas correspondentes aparecem no
vinho tinto apds alguns meses de vinificagcdo. A cor caracteristica destes
compostos é amarela, encoberta pela coloracdo vermelho violacea das
antoxianinas (HEREDIA MIRA & GUZMAN CHOZAS, 1993; SOLEAS,
DIAMANDIS & GOLDBERG, 1997).

Os efeitos antioxidantes do vinho tinto e de seus polifendis principais
foram demonstrados em muitos sistemas experimentais in vitro (lipoproteina
de baixa densidade humana, lipossomos, macrofagos, células cultivadas) para
investigacoes referentes a saude humanas. Muitos destes compostos
(notavelmente a catequina, a quercetina, e o resveratrol) promovem a
producdo do Oxido nitrico pelo endotélio vascular; inibem a sintese do
tromboxano nas plaquetas e do leucotrieno nos neutrofilos, a sintese modular
€ a secrecgao das lipoproteinas em animais e em culturas celulares, e impede

o crescimento de tumores bem como inibem a carcinogénese em diferentes
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modelos experimentais (SOLEAS, DIAMANDIS & GOLDBERG, 1997;
(GERMAN & WALZEM, 2000; DAS et al., 1999).

Sao diversos os estudos reportados em literatura sobre a habilidade
antioxidante de diferente compostos fendlicos utilizando métodos diversos.
Pode-se citar o estudo de CUVELIER et al. (1992) que encontraram que a
habilidade de compostos fendlicos em inibir a autoxidacdo do metil linoleato
descreceu na seguinte ordem: acido caféico > acido galico > BHA > acido
ferulico. WANG GOODMAN (1999) reportaram um efeito descrecente de
polifendis na inibicado da peroxidacdo do LDL na ordem: quercetina > acido
caféico > rutina > acido galico > acido ferulico. SANCHEZ-MORENO,
LARRAURI e SUARA-CALIXTO (1998) usando o método DPPH* para estimar
o poder antiradical dos compostos, encontrou a seguinte ordem de eficiéncia:
acido galico > acido tanico > acido ascérbico > quercetina > BHA > rutina >
acido ferulico > DL-a-tocoferol > resveratrol.

Simonetti, Pieta, Testolin (1997) avaliaram o conteudo de polifendis de
vinhos italianos selecionados. Os autores concluiram que apenas 0s vinhos
tintos continham quantidades apreciaveis de flavondides (cerca de 15,3 mg/L),
sendo a quercetina e a rutina os mais abundantes, seguidos pela mirocetina,
kaempferol e isorametina. Nos vinhos brancos a quantidade de flavonoides foi
muito baixa, sendo este resultado esperado devido ao fato desses compostos
encontrarem-se na casca.

SILVA et al. (2005) identificou glicosidios de flavondides em
subprodutos da vinificagcdo por HPLC encontrando quercetina e quempferol,
obtidos das variedades de uva Arinto e Moscatel.

FLESH, SCHWARTZ e BOHN (1998) estudaram o efeito da ingestéo
de vinhos tintos e brancos na vasodilatacdo da aorta de ratos e artérias
coronarianas de humanos in vitro. Os autores concluiram que os efeitos
divergentes dos vinhos indicam uma visdo geral dos efeitos de vinhos e
bebidas alcoodlicas n&o é garantido.

DURAK et al. (1999) realizaram uma comparagédo entre o potencial
antioxidante do vinho tinto, do vinho branco, do suco de uvas e do alcool
etilico. O efeito dessas bebidas no potencial antioxidante sérico in vitro foi
elevado tanto para o vinho tinto, quanto para o vinho branco e também para o

suco, todos em niveis semelhantes (sem diferengas estatisticamente
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significativas ao nivel de 0,05). Apenas o etanol ndo apresentou potencial
antioxidante. Os autores concluiram que o vinho tinto, o vinho branco e o suco
de uvas possuem elevado potencial antioxidante para proteger estruturas
celulares frente as reagdes de peroxidagao porque sido ricos em compostos
fendlicos.

MICHAEL e FUHRMAN (2002) demonstraram que o consumo de vinho
tinto por voluntarios saudaveis, resultou em enriquecimento do plasma
sanguineo com LDL através da ingestdo de flavondides antioxidantes, como a
quercetina, um potente seqliestrador de radicais livres. A influéncia do vinho
branco (baixo teor de flavondides) pode ser melhorada pelo contato com a
casca durante 18 horas em presencga de alcool, o qual extrai os flavondides da
casca da uva.

E fato, descrito em literatura, que as uvas contém uma variedade de
compostos antioxidantes, incluindo o resveratrol, a catequina, a epicatequina
e as proantocianidinas. Desses, o resveratrol esta presente principamente na
casca da uva, enquanto que, as proantocianidinas encontram-se nas
sementes. Sao muitas e distintas as fungbes do resveratrol, estudos estao
sendo realizados, com o objetivo de reunir mais informagdes, um exemplo da
multifuncionalidade desta molécula € o trabalho de GEHM et al. (1997) que
verificaram a atividade estrogénica do resveratrol (DAS et al., 1999).

SAUTTER et al., (2005) demonstraram em seu estudo que também
existe resveratrol nas formas trans-resveratrol e cis-resveratrol nos sucos
comerciais produzidos no Brasil, comercializados em Santa Maria. Ha
diferencas na concentracdo dos polifendis totais e resveratrol entre os sucos
comerciais, 0 que demonstra os diferentes processamentos empregados para
a formulagao dos sucos. Os autores ressaltam que o suco de uva € uma fonte
alternativa de resveratrol para os abstémios, pois a concentragdo de trans-
resveratrol nos sucos de uva elaborados no Brasil variou de 0,19 a 0,90 mg.L"
! de suco de uva.

SAUTTER et al. (2005) também relatam que os vinhos da regiao
Mikulovska na Republica Tcheca apresentam altas concentragdes de
resveratrol, que variam entre 0,16 mg L™ a 10,53 mg L™ de trans-resveratrol e

0,06 a 4,87mg.L™" de cis-resveratrol dependendo da cultivar da uva utilizada.
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Segundo SOUTO et al. (2001), os vinhos tintos no Brasil apresentam cerca de

0,82 a 5,75 mg.L™" de trans-resveratrol, com um valor médio de 2,57mg.L™" .

2.20 Métodos para determinacao de antioxidantes naturais

Diversas pesquisas sugerem que o consumo de alimentos ricos em
polifendis pode reduzir o risco do desenvolvimento de varias doencgas.
Entretanto, a grande diversidade quimica existente torna estes compostos
com atividade antioxidante dificeis de separar, bem como quantificar
individualmente, o que levou ao aparecimento de varios ensaios para
avaliagdo da atividade antioxidante em diferentes tipos de amostras biolégicas
in vitro, particularmente em matrizes complexas como vinhos e vegetais. Sao
ensaios que envolvem diferentes mecanismos do sistema de defesa
antioxidante, desde a quelacido de ions metalicos até a medida da prevengao
do dano oxidativo a biomoléculas (GIADA & MANCINI FILHO, 2004).

Estes ensaios podem ser divididos em dois grandes grupos: os
baseados na varredura de radicais livres e os que empregam lipidios como
substrato. Contudo, ndo existem hoje métodos aprovados ou padronizados.
Todos apresentam vantagens e desvantagens. Existe ainda a necessidade de
metodologias mais especificas e protocolos de ensaio mais validos quanto a
substratos, condi¢cbdes de analise, concentragdes e calculos, para uma melhor
padronizacao e correlagdo de diferentes estudos (GIADA & MANCINI FILHO,
2004).

Os esforgos dos pesquisadores caminham nesse sentido. No primeiro
Congresso Internacional de Métodos antioxidantes, realizado em 2004 em
Orlando na Flérida, com base em dados de literaura, foi proposta a
padronizacao e aplicacdao de trés métodos: o método de Capacidade de
absorbancia do radical oxigénio (ORAC), o método de Folin-Ciocalteu e
possivelmente, 0 método da capacidade antioxidante em equivalente Trolox
(TEAC) (PRIOR, WU & SCHAICH, 2005).

O primeiro Congresso Internacional em Métodos Antioxidantes, teve
como proposito tratar das edicbes analiticas referentes a avaliacdo da

capacidade antioxidante (ACO) em alimentos, vegetais, nutracéuticos, e em
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outros suplementos dietéticos e propér um ou mais métodos analiticos que
poderiam ser padronizados para aplicagdo na avaliagdo rotineira de
capacidade antioxidante (PRIOR, WU & SCHAICH, 2005).

E possivel determinar a atividade antioxidante do plasma como um
indice do estado antioxidante in vivo. Estes métodos focalizam mecanismos
diferentes do sistema antioxidante de defesa, isto é, avaliam a captura do
oxigénio e radicais hidroxilas, redugcdo de radicais peroxila, inibicdo da
peroxidagao lipidica, ou quelagem de ions metalicos. Deste modo, alguns
métodos determinam a habilidade dos antioxidantes para capturar radicais
gerados em meios de reacao, entre eles, o TEAC (Capacidade antioxidante
em equivalente Trolox; MILLER et al., 1993), ORAC (Capacidade de
absorvancia do radical oxigénio, CAO et al., 1995), ou TRAP (Habilidade
redutora total do plasma, GHISELLI et al., 1995).

Alguns métodos, semelhante ao DPPH* (2,2-difenil-1-picrilhidrazil,
BRAND-WILLIAMS et al., 1995) ou o DMPD* (FLOGLIANO et al., 1990)
medem a captura de espécies de radicais estaveis por antioxidantes. A
metodologia da xantina/xantina oxidase determina a eficiéncia de
antioxidantes em quelar oxigénio singlete gerado por sistema enzimatico
(ROBAK & GRYGLEWSKI, 1988).

Existem ainda os métodos que avaliam a inibicdo da peroxidacéo
lipidica por antioxidantes, quantificando produtos como os dienos conjugados
(ESTERBAUER et al., 1989), peroxidos lipidicos (KIKUZAKI & NAKATAMI,
1993), ou hidroperoxidos (NOUROOZ-ZADEH et al., 1994). A avaliagdo pode
ser em relacdo aos produtos resultantes da decomposicdo de peroxidos
lipidicos como os malondialdeidos determinados pelos métodos TBARS
(substancias reativas do acido tiobarbiturico; PLUMB et al., 1996).

Alguns métodos fornecem informagdes sobre estagios particulares do
processo autoxidativo, e alguns sdo mais aplicaveis a um sistema lipidico do
que outros. Assim recomenda-se que dois ou mais métodos sejam utilizados
para entendimento completo da oxidacéo lipidica (NIELSEN, 1994).

A escolha do método depende de uma série de fatores, incluindo
natureza da amostra oxidada, o tipo de informacao requerida , o tempo
disponivel para analise e as condi¢gbes do teste (GRAY, 1978). Um fator que

proporciona uma mudancga distinta na avaliagcdo da capacidade antioxidante &
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o tipo de sistema biolégico, ha pelo menos quatro fontes gerais dos
antioxidantes: enzimas, por exemplo, a superoxido dismutase, a glutationa
peroxidase, e a catalase; moleculas grandes (albumina, ceruloplasmina,
ferritina, e outras proteiinas; moléculas pequenas [acido ascérbico, glutationa,
o acido urico, o tocoferol, os carotendides e os (poli)fendis]; e finalmente,
alguns horménios (estrogénio, angiotensina, melatonina etc.). Do outro lado,
existem multiplos radicais livres e fontes oxidantes [por exemplo, O, '0,, HO,
NO’, ONOO", HOCI, RO(O), LO(O)], e ambos, antioxidantes e oxidantes
possuem diferentes caracteristicas fisico-quimicas. Antioxidantes individuais
podem, em alguns casos, atuar por multiplos mecanismos em um unico
sistema ou por um mecanismo unico diferente dependendo da reacdo do
sistema (PRIOR; WU; SCHAICH, 2005).

De acordo com WAGNER et al. (1947), o ion ferroso pode ser utilizado
como agente redutor, para determinagao de peréxidos organicos. Os métodos
que utilizam o ion ferroso baseiam-se na redugdo da amostra em solugao
acidificada de tiocianato ferroso em metanol, seguido por medidas da
intensidade da cor do tiocianato férrico produzido. O método colorimétrico &
recomendado para analises rotineiras de amostras que contenham pequenas
quantidades de peroéxidos.

No método utilizado por Kikuzaki e Nakatani (1993), o cloreto ferroso
em HCI 3,5% é quem doa o ion ferroso para que a reagado acontecga. Neta
solucdo acidificada, a amostra é reduzida e, juntamente com a solugcdo de
tiocianato de amoénio 30,0%, forma tiocianato férrico, medindo-se
posteriormente a intensidade de cor do produto formado.

O ferro (lll) reage com o tiocianato, fornecendo compostos
intensamente coloridos, que permanecem em solugao verdadeira; o ferro (ll)
nao reage. Dependendo da concentragcdo do tiocianato, podem ser obtidos
complexos; estes sdo vermelhos e podem ser formulados como [FE(SCN),] 3-
".emquen=1..6. (BASSET et al., 1981).

Na técnica para avaliagdo do poder sequestrante, determina-se a
capacidade dos extratos em sequestrar peroxido de hidrogénio de uma
maneira dependente da concentragdo. O perdxido de hidrogénio € o agente
oxidante na reacdo (RUCH, CHENG & KLAUNING, 1989). O teste do poder

redutor verifica se os extratos sao doadores de elétrons e se podem reagir
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com radicais livres para converté-los a produtos mais estaveis e terminar com
a reacdo em cadeia (YEN & CHEN, 1995). No método, o ferrocianeto é
reduzido a ferrocianato. O ferrocianeto pode, entdo reagir com ions férrico
para produzir “Azul da Prussia’, o qual pode ter sua concentragao
determinada espectrofotometricamente em 700 nm. A cor azul resultante é
estavel, e a reagdo obedece a lei de Beer (NIELSEN, 1994).

O método de Folin-Ciocalteu esta baseado na transferéncia de elétrons
e fornece, portanto, a capacidade redutora, a qual € normalmente expressa
como conteudo de fendlicos totais (PRIOR, WU & SCHAICH, 2005).

Além dos métodos mais comuns (aplicados na grande parte dos
trabalhos cientificos) existem também alguns estudos que propdem
metodologias mais rapidas (NISHIDA, 1996), como € o caso das técnicas
eletroquimicas. Dentre esses trabalhos, pode-se citar o de BURATTIi et al.
(2001) que apresentaram um método eletroquimico rapido para avaliagdo do
poder antioxidante de alguns extratos de alimentos lipidicos. No método
foram avaliados os poderes antioxidantes de compostos presentes em
vegetais: carotendides, clorofilas, tocoferdis e capsaicina. O método baseava-
se em FIA (sistema de inje¢cado em fluxo) aclopado a um detector eletroquimico
equipado com um eletrodo de carbono vitreo (WE) operando
amperometricamente em potencial de 500 mV ( vs. Ag/AgCl). Os resultados
obtidos mostraram um poder antioxidante na ordem: licopeno > p-caroteno >
zeaxantina > a-caroteno > B-criptoxantina > luteina > a-tocoferol > capsaicina
> clorofila a > clorofila b > astaxantina > cantaxantina. Essa ordem obteve boa
correlagcdo com os resultados obtidos pelo método do radical ABTS. O método
eletroquimico apresentou-se direto, rapido e adequado para avaliagdo do
poder antioxidante de extratos lipofilicos de alimentos.

CHEVION et al. (1997) avaliaram a capacidade antioxidante dos
compostos de baixo peso molecular do plasma usando voltametria ciclica. O
meétodo eletroquimico baseia-se nas propriedades redutoras das moléculas
estudadas. Os valores de Ej» (potencial de meia-onda) indicam os
componentes especificos do plasma e suas habilidades em doar elétrons;
enquanto os valores de corrente |y, indicam a concentragdo do componente
no plasma. Foram identificados dois picos anédicos no plasma humano, em
E1o = 420,0 £ 25,0 mV e Eqp = 920,0 £ 25,0 mV. Ascorbato e ureato foram
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confirmados por HPLC com detecgdo eletroquimica como principais

componentes do plasma e responsaveis pelos picos anddicos.

2.21Eletroquimica de compostos fendlicos antioxidantes

Os potenciais redox de flavondides determinados por voltametria ciclica
sdo considerados boas medidas de suas capacidades antioxidantes. Em geral
acredita-se que na recao de varredura de radicais livres, compostos fenodlicos
antioxidantes atuam como doadores de atomos de hidrogénio de acordo com
a equacao (FIRUZI et al, 2005):

ROH — RO* + H* (1)

Embora o potencial anddico (E,a) seja uma medida da oxidabilidade de
acordo com a equacdo 2, dados eletroquimicos fornecem informacao util
sobre a capacidade de varredura de radicais livres de varios compostos

devido a similaridade dessas duas reacoes (FIRUZI et al, 2005):

ROH —» RO*+H*+e (2

A transferéncia de elétrons entre o oxidante e o redutor, e a
consequente reagao redox, ocorre facilmente quando o potencial catddico
(Epc) do oxidante € maior do que o potencial anddico (Epa) do redutor. Todavia
a reagéo pode ocorrer quando Ey; (oxidante) € menor do que Ep, (redutante)
mas a diferenga ndo deve ser maior do que 0,4 V (FIRUZI et al., 2005).

AMO e ME (2003) estudaram a oxidagao eletroquimica da quercetina
em eletrodo de carbono vitreo usando voltametria ciclica, voltametria de pulso
diferencial e voltametria de onda quandrada em diferentes valores de pH. O
processo de oxidagdo mostrou-se dependente do pH, relacionado com dois
gupos catecol hidroxil e outros trés grupos hidroxil responsaveis pela

eletroatividade da molécula da quercetina.
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IGNATOVIC et al. (2002) avaliaram o comportamento voltamétrico e o
processo redox da molécula da antocianina malvina com o objetivo de definir
suas propriedades antioxidantes. O potencial de oxidacdo da antocianina
malvina mostrou-se dependente do valor de pH. Os autores compararam a
atividade voltamétrica da malvina com a atividade voltamétrica de BHA e da
quercetina. O sistema eletroquimico era formado por um eletrodo de trabalho
de carbono vitreo, um eletrodo de referéncia de Ag/AgCl (3,0 M KCI) e um
eletrodo auxiliar de platina. Os voltamogramas ciclicos foram obtidos a 20
mV/s num intervalo de -200 mV a 1300 mV. A malvina apresentou processo
de oxidacao irreversivel. Avaliando a influéncia do pH sobre o processo de
oxidag&do da malvina os autores encontraram valores de |,, maximo para pH
3,65 com E,, 676 mV. No intervalo de valores de pH estudados pelos autores
(2,00 a 11,00) apenas o pico de oxidagao (anddico) esteve presente,
indicando a irreversibilidade do processo redox. Os autores apontam que a
oxidagdo da malvina constitui um processo de dois elétrons, seguindo o
mecanismo eHHe estabelecido para hidroquinonas.

YANG, ARAlI e KUSU (2001) estudaram o comportamento
eletroquimico de dois flavondides, a quercetina e o kaempferol, em uma
solugédo de tamp&o metandlico neutro, usando voltametria ciclica e um método
espectroeletroquimico. Os autores relataram um método simples para estimar
a atividade antioxidante de flavonoides. O método teve como base a medida
do potencial de meia onda (E4) da primeira oxidagdo do flavonéide usando
um fluxo através de uma coluna de eletrdlise. O eletrodo de trabalho era de
fibra de carbono, o eletrodo de referéncia era um Ag/AgCl, a solugao suporte
consistia de uma mistura de metanol: 0,1 M de tampao fosfato (pH 7,5) (1:1,
v/v). Os autores encontraram valores de E4, de : - 30 mV para a miricetina,
20 mV para a quercetina, 80 mV para o kaempferol, 180 mV para a rutina, 92
mV para catequina. Os autores apontam alguns principios que governariam os
valores de Eq, dos flavondides: o grupo pirogalol; o grupo catecol; a
coexisténcia de ligagcbes duplas 2,3 conjugadas com um grupo 4-ox0 € um
grupo 3-hidroxil; e o ultimo principio, substituintes adicionais com ressonancia
efetiva. Os valores de Eq, dependem grandemente da estrutura do

flavondide.
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CAPITULO 1
Determinacgao de nitritos em eletrodo de carbono vitreo modificado com

poli -{trans-[RuCl;(vpy)4]}
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1. INTRODUGCAO

A exposigado continua a nitratos e nitritos é relevante sob o ponto de
vista toxicoldgico, devido a possibilidade de formagcdo de compostos N-
nitrosos (nitrosaminas), indutores de cancer (DUARTE & MIDIO, 1996). O
nitrato pode ser convertido em nitrito no trato gastrointestinal pela acédo de
bactérias redutoras e este pode ser transformado em nitrosaminas no
estbmago (LEVALLOIS & PHANEUF, 1994). Esta reagdo de reducdo de
nitratos a nitritos também pode ocorrer no proprio alimento dependendo das
condigdes que o mesmo oferece.

Apesar de existirem diversos métodos para determinar ions nitrito, tais
como: cromatografia gasosa (TSIKAS et al., 1994; KAGE; KUDO & IKEDA,
2000); cromatografia liquida (CONNOLLY & PAULL, 2001; KAWASHIMAA et
al., 2004); espectrofotometria (KAZEMZADEHA & ENSAFI, 2001; AZANZA &
RUSTIA, 2004; YUE, ZHANG & YAN, 2004); fluorimetria (FERNANDEZ-
ARGULLES et al, 2004; BISWAS; CHOWDHURY; RAY, 2004); cromatografia
de troca ibnica (KAPINUS et al.,, 2004); quimiluminescéncia (MIKUSKA;
VECERA, 2003; LUA et al., 2004), entre outros (GAPPERA et al., 2004).

O desenvolvimento tecnolégico em quimica analitica promove
naturalmente o desenvolvimento de metodologias de baixo custo (em termos
de consumo de amostras e reagentes, e despesas com manutengao),
confiaveis e, se possivel, requerendo equipamentos portateis.

Este trabalho pretende oferecer informacdes para estudos posteriores
visando a utilizagdo de um eletrodo revestido com poli-{trans-[RuCl,(vpy)s]} na
quantificacado eletroquimica de ions nitrito em alimentos. O eletrodo revestido
com poli-{trans-[RuCly(vpy)s]} foi estudado juntamente com técnica
amperometricas reconhecidas e desenvolvido conjuntamente com uma
aplicagao direta da tecnologia de polimeros condutores.

O eletrodo revestido com poli-{trans-[RuCly(vpy)s]} podera ser um
instrumento vantojoso na determinagdo quantitativa de nitritos em alimentos
quando em comparagdo com o método oficial, utilizado como analise de
rotina. As técnicas eletroquimicas, em geral, apresentam maior rapidez,
sensibilidade, eliminacdo de etapas de purificacdo da amostra, além de

dispensar o uso de reagentes toxicos.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo principal do trabalho é a aplicagdo e otimizagdo de uma
técnica alternativa para quantificagdo de nitritos em alimentos. A técnica
voltamétrica esta baseada em um sensor formado por um eletrodo de carbono
vitreo modificado com poli-{trans-[RuClx(vpy)s]} em uma célula eletroquimica

contendo um sistema de trés eletrodos.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Sintetizar o complexo trans-[RuCly(vpy)s] (trans-dicloro tetraquis 4-
vinilpiridina ruténio) e depositar através de eletrodeposi¢céo o filme polimérico
poli-{trans-[RuClx(vpy)4]} contendo centros redox de ruténio sobre eletrodo de
carbono vitreo;

- Utilizacdo do eletrodo de carbono vitreo modificado com poli-{trans-
[RuClz(vpy)4]} na analise de nitritos em alimentos (patés);

- Determinacdo dos parametros voltaméticos envolvidos na aplicacdo do
eletrodo de carbono vitreo modificado com poli-{trans-[RuCly(vpy)s]} em
analise de alimentos (patés);

- Otimizacdo da técnica utillizando o eletrodo modficado de poli-{trans-
[RuClx(vpy)al} ;

- Comparagdao dos resultados obtidos com a técnica otimizada e os
resultados obtidos com o método espectrofotométrico oficial (AOAC), Reacéo

de Griess.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Realizagao dos experimentos

Os experimentos foram realizados, nos Departamentos de Quimica e
de Ciéncia e Tecnologia de Alimentos da Universidade Federal de Santa
Catarina.

3.2 Reagentes e solugoes

4-vinilpiridina (Sigma-Aldrich) foi purificada por destilagdo a (70,0 +
0,5)°C sob vacuo para remogéao do inibidor (usado para prevenir a polimerigao
das moléculas de vinilpiridina sob armazenamento) . Ferrocianeto de potassio
(KsFe(CN)s) (Vetec), RuCl3.3H,O (Aldrich), NaNO, (MERCK) os demais
reagentes utilizados nos experimentos eletroquimicos, bem como nos
processos de limpeza (eletroquimica e quimica) e nas sinteses do monémero

trans-[RuCly(vpy)s], apresentaram grau analitico.

3.3 Eletrélitos e Solventes

Os eletrdlitos suporte utilizados para permitir a condutividade iénica ao
meio foram: HTBA, LiClO,4 (perclorato de litio), NaAc (acetato de sédio), KCI
(cloreto de potassio). Os solventes empregados: CH3CN:CH.Cl, (4:1)
(acetonitrila:diclometano), H,O destilada e deionizada, metanol, etanol
apresentaram grau de pureza analitico.

O sistema eletrdlito/solvente utilizado nas eletrodeposi¢cées do
monémero trans-[RuClz(vpy).] foi mantido constante durante todo o trabalho, e
era composto por 0,1 mol dm™ de HTBA como eletrélito e uma mistura de
solventes: CH3CN:CH,Cl, na proporgdo de 4:1 (v/v), de modo a facilitar a
dissolugdo do complexo metalico. Utilizou-se em todos os casos, um volume
de 20 mL.
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3.4 Célula eletroquimica

As copolimerizagbes foram realizadas em uma célula eletroquimica
convencional de um compartimento, contendo trés eletrodos sendo: eletrodo
de trabalho, Et; contra-eletrodo, Ec, eletrodo de referéncia, Er e entrada e

saida para gas, conforme Figuras 10 e 11.
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referéncia trabalho

Figura 10. llustracdo dos eletrodos utilizados nos experimentos eletroquimicos.

b
entrada
. gis

célula
eletrolitica

Figura 11. llustracido da disposi¢cao do potenciostato e da célula eletroquimica.
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Foram utilizados um eletrodo de platina (Pt), com area superficial de
0,502 cm? da PINE, e dois eletrodos de carbono vitreo de fornecedores
distintos, um com area superficial de 0,950 cm? da PINE e o outro com area
de 0,342 cm? da PAR como eletrodos de trabalho, para investigar a influéncia
dos diferentes substratos no filme produzido. Como contra-eletrodo foram
utilizadas placas de platina amarradas a um fio também de platina, totalizando
uma area de 3,0 cm?. O eletrodo de referéncia utilizado para as deposicdes foi
Ag/Ag®, que consistia em um fio de prata mergulhado em um recipiente de
vidro com uma placa porosa e solugéo 0,1 mol dm™ de AgNO3; em acetonitrila.
Para os demais procedimentos nos quais 0 solvente do sistema nao era
organico e consistia de H,O destilada/deionizada, o eletrodo de referéncia

utilizado foi o de calomelano saturado Hg/Hg>Cl2/KCl (sat) (SCE).

3.5 Instrumentos

Na metodologia classica para determinagcdo de nitritos, reacdo de
Griess, foi utilizado um espectrofotdmetro HP8452-A com interface para
microcomputador e na deteccdo oxidativa um Potenciostato/Galvanostato da
E.G & G.PAR 273A, também com interface, via cartdo de interface GPIB da

National Instruments Co.

3.6 Sintese do Complexo poli-{trans-[RuClx(vpy)4]}

A sintese do complexo de ruténio foi realizada via azul de ruténio
segundo Paula et al. (1998). Para esta, 260 mg (0,1 mmol) de RuCl3.3H20 em
metanol (10 mL) foram mantidos sob aquecimento em manta aquecedora,
abrigo da luz e fluxo de gas argbdnio constante, durante 4 horas. Apds esse
tempo houve o desenvolvimento da coloragdo azul na solucdo que recebeu
1,0 mL de 4-vinilpiridina (9,5 mmol) e 100 mg de hidroquinona. O sistema foi
novamente protegido da luz e mantido sob fluxo constante de gas argbnio
durante mais 40 minutos. O volume da solug¢ao obtida foi reduzido sob vacuo.
O produto foi extraido a partir da reagdo com cloroférmio. A fase orgénica foi

repetidamente lavada com agua destilada em um funil de separagao para
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remover algum residuo que pudesse estar presente. O produto final foi obtido
pela evaporacdo do cloroformio e se caracterizou como um pé vermelho

amorfo.
3.7 Preparagao dos eletrodos modificados monocamada

Os eletrodos foram preparados por polimerizagdo eletroquimica em
célula convencional de um compartimento, contendo o eletrodo de trabalho,
contra-eletrodo de platina e eletrodo de referéncia (Ag/Ag+ em acetonitrila),
em uma mistura de acetonitrila e diclorometano na proporcao de 4:1 (v/v).
Utilizou-se 4,8 mmol L™ do composto RuCly(vpy)s sintetizado como descrito
anteriormente, juntamente com 0,50 mmol L™ de HTBA. A mistura foi entdo
desaerada por 10 minutos usando-se gas argOnio. Posteriormente, foi
utilizada a técnica de voltametria ciclica aplicando-se ciclos consecutivos de
varredura (25 a 50 ciclos) na faixa de potencial de 0,2 V a 2,75 V em
velocidade de varredura de 30 mV s”'. Terminados os ciclos, os eletrodos

modificados eram removidos da solucéo e secos ao ar atmosférico.
3.8 Caracterizagao dos eletrodos modificados monocamada

Apods secagem, o eletrodo de trabalho modificado foi caracterizado em
célula eletroquimica convencional de trés eletrodos: Et, Ec e Er
(Hg/Hg2Clo/KCl (saty (SCE)) em uma solugdo aquosa de 1,0 mol L de
perclorato de litio. Utilizou-se a técnica de Voltametria Ciclica (VC) aplicando-
se dois ciclos consecutivos de varredura de potencial entre -0,3 Ve 0,5V a
uma velocidade de 100 mV s™. O recobrimento da superficie do eletrodo foi
estimado pela integragdo da carga (Q) sob uma taxa de varredura lenta (10
mV s™) usando a relagdo Q = nFt, sendo 14y, 0 recobrimento superficial dado
em mol cm™, F a constante de Faraday e n o nimero de elétrons (DOHERTY
et al., 1996).
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3.9 Preparagao dos eletrodos modificados bicamada

Apds o preparo do eletrodo modificado monocamada, esse foi
submetido a uma nova polimerizagao eletroquimica em célula convencional,
contendo um contra-eletrodo de platina e um eletrodo de referéncia de
Hg/Hg2Clo/KCl sat) (SCE), calomeano saturado, em uma mistura de metanol e
agua na proporc¢ao de 1:4 (v/v), 0,5 mol L™ de perclorato de litio e 0,25 mol L™
de 4-vinilpiridina. Na voltametria ciclica foram aplicados 3 ciclos para a faixa

de potencial de -0,7 V a -0,25 V a uma velocidade de 30 mV s™.
3.10 Preparacao dos eletrodos modificados bicamada com ferrocianeto

A incorporacdo do ferrocianeto foi realizada em célula eletroquimica
contendo 0,002 mol L' de ferrocianeto de potassio Ks;Fe(CN)s, 0,5 mol L' de
cloreto de potassio KCl em solu¢do aquosa com pH 3,0 (ajustado com HCI
concentrado), eletrodo de referéncia Hg/Hg>Cl/KCl (i) (SCE) e contra-
eletrodo de platina. A técnica de voltametria ciclica (VC) foi aplicada durante

30 minutos a 50 mV s™' na faixa de potencial de 0,5V a-0,2 V.

3.11 Caracterizagdao dos eletrodos bicamada incorporados com

ferrocianeto de potassio

ApOs secagem, o eletrodo de trabalho modificado foi caracterizado em
célula eletroquimica convencional de trés eletrodos: ET, EC e ER
(Hg/Hg2Clo/KCl (sat) ), em uma solucdo aquosa de 0,5 mol L™ de KCI pH 3,0.
Utilizou-se a técnica VC aplicando-se dois (02) ciclos conscecutivos de

varredura de potencial entre 0,5 V e -0,2 V a uma velocidade de 50 mV/s.

3.12 Influéncia do pH sobre os voltamogramas de oxidacao dos ions

nitrito em solugao aquosa

Com o objetivo de avaliar a influéncia do pH sobre as densidades de
corrente referentes a oxidacdo do ion nitrito, foram preparadas solucdes
tampdes nos valores de pH de 2,0, 3,0, 4,0, 5,0, 6,0, 7,0, 8,0 e 9,0. A
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concentracdo selecionada para o teste foi de 50,0 mmol L. Para o pH 2,0
utilizou-se tampao acido cloridrico-cloreto de potassio (50 mL de um solugéo
0,2 mol L™ de KCI com 10,6 mL de uma solucdo 0,2 mol L' de HCI diluidos a
200 mL); para pHs 3,0, 4,0, 5,0 e 6,0 o tampao citrato-fosfato (solugao 0,1 mol
L' de acido citrico com uma solugao 0,2 mol L™ de fosfato de sédio dibasico
em proporgdes especificas para cada valor de pH); para pHs 7,0 e 8,0 o
tampao fosfato (solugdo 0,2 mol L de fosfato monobasico de sédio com
solugdo 0,2 mol L de fosfato de sodio dibasico em proporcdes especificas
para cada valor de pH) e para pH 9,0 o tampao Tris (50 mL de uma solugéo
0,2 mol L™ de tris-hidroximetil-aminometano com 5 mL de uma solugao 0,2
mol L de HCI diluidas para 200 mL) . Para cada solugdo tampao foram
realizadas cinco leituras consecutivas da corrente anddica para o nitrito na
concentragdo de 50,0 mmol L™ usando-se a técnica de voltametria ciclica, a

50mV/s com variagao de potencial entre 0,3 € 2,2 mV.

3.13 Avaliagao da técnica voltamétrica sobre a sensibilidade na detecc¢ao
de ions nitrito em solugdo aquosa (Voltametria Ciclica versus

Voltametria de Pulso Diferencial)

Os ions nitrito foram detectados utilizando célula eletroquimica
composta por um contra-eletrodo de platina, um eletrodo referéncia
Hg/Hg2Clo/KCl (sat) (SCE) (calomelano saturado) e um eletrodo de trabalho de
carbono vitreo modificado com poli-{trans-[RuClx(vpy)sl}  ( Tapp = 1,14 x107
mol.cm™®). As concentragdes de NO, variaram entre 0,2 mmol L™ e 4,0 mmol
L. Foram realizadas leituras consecutivas (n = 5) para cada uma das

técnicas voltamétricas: VC e DPV.
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3.14 Determinacao quantitativa dos ions nitrito em amostra de alimento

usando a reagao de Griess segundo AOAC

Pesou-se entre 10,0 e 20,0 g em balancga analitica de amostras de paté
comerciais. Acrescentou-se 30 mL de agua destilada quente (100,0+1,0)°C
quantitativamente para frasco Erlenmeyer de 100 mL. Apds, os frascos
fechados (filme) foram lavados a banho-maria (70,0 £ 1,0)°C durante duas
horas. Apos o tempo de extragdo, adicionou-se 70,0 mL de agua destilada
quente as amostras e resfriou-as em banho de gelo. Adicionou-se 2 mL de
uma solugdo aquosa de ferrocianeto de potassio a 15% (p/v) e agitou-se.
Posteriormente, adicionou-se 2 mL de uma solucéo de sulfato de zinco 30,0%
e agitou-se. Transferiu-se para um baldo volumétrico de 250 mL, filtrando-se
em papel filtro. O volume foi completado. Pipetou-se 1 mL desse baldo e
transferiu-se para um baldo de 50 mL juntamente com 5 mL de uma solugao
de acido sulfanilico (0,083 g de acido sulfanilico em 50 mL de uma solugao
aquosa de acido acético 25,0% (v/v)). Apds 5 minutos, adicionou-se o
reagente NED (0,066 g de N-(1-naftil)etiienodiamina em 50 mL de uma
solugdo aquosa de acido acético 15,0% (v/v)). Apdés 15 minutos de
desenvolvimento da cor, foi realizada leitura em espectrofotbmetro no
comprimento de onda de 540 nm.

A curva analitica, foi construida, a partir de uma solucéo estoque (0,5 g
de NaNO, em 1000 mL de agua destilada). Aliquotas de 5 mL da solugao de
trabalho foram misturadas aos reagentes anteriormente mencionados (reagao

de Griess) e lidas em espectrofotdbmetro a 540 nm.

3.15 Determinacgao quantitativa dos ions nitrito em amostra de alimento
usando eletrodo de carbono vitreo modificado com poli-{trans-
{RuClz(vpy).]} e DPV

Pesou-se entre 10,0 e 20,0 g em balanga analitica de amostras de paté
comerciais. Acrescentou-se 30 mL de agua destilada quente
quantitativamente para frasco Erlenmeyer de 100 mL. Apds, os frascos
fechados (filme) foram lavados a banho-maria (70,0 £ 1,0)°C durante duas

horas. Apos o tempo de extragdo, adicionou-se 70 mL de agua destilada
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quente as amostras e resfriou-as em banho de gelo. Transferiu-se para um
baldo volumétrico de 250 mL, filtrando-se em papel Watman n. 40. O volume
foi completado com eletrolito suporte acetato de sddio 0,1 mol L™/perclorato
de litio 0,2 mol L. Pipetou-se 5 mL desse baldo e transferiu-se para um
baldo de 25 mL, completando-se com eletrolito. Uma aliquota de 10,0 mL de
cada extrato de amostra foi analisado por DPV  em
Potenciostato/Galvanostato, em célula eletroquimica contendo um eletrodo de
trabalho de carbono vitreo VI/PAR modificado com poli-{trans-{RuClx(vpy)a4]},
um contra-eletrodo de platina, um eletrodo referéncia Hg/Hg>Clo/KCl (sat)
(SCE) e aplicando-se 0 o método da Adicao Padrdo. As concentragdes
usadas foram de 10, 30 e 50 ppm e os volumes das aliquotas foram de 50 uL

da solucdo padrao contendo nitrito.

3.16 Analise Estatistica

Os valores médios foram obtidos a partir de leituras consecutivas (n=5)
e foram avaliados por analise de variancia ANOVA, e quando era o caso, 0
teste de Tukey para verificar diferengas significativas era aplicada a um nivel

de significancia de 0,05.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Sintese do complexo trans-[RuClx(vpy)a]

Inicialmente o complexo trans-[RuCly(vpy)4] foi sintetizado e purificado.
A estrututra do complexo metalico pode ser observada na Figura 12. O
complexo pertencente a familia trans-[RuCly(L)s] possui sitios
eletropolimerizaveis redutivamente formado por quatro unidades de

vinilpiridina.

\ Cl N

complexo trans-[ RuCly(vpy)y]

Figura 12. Estrutura do complexo metalico trans-[RuClx(vpy)s].

Os centros metalicos de ruténio no centro do complexo, quando
imobilizados na matriz polimérica sobre a superficie do eletrodo podem atuar
como mediadores para reagdes e promover tanto a oxidagdo quanto a

reducio catalitica de espécies eletroativas na solucgao.

4.2 Pomerizacao Eletroquimica do poli-{trans-[RuCly(vpy)s]} sobre os

eletrodos de trabalho

Nas Figuras 13, 14 e 15 é possivel observar os perfis eletroquimicos
obtidos durante o processo de polimerizagdao eletroquimica, usando

voltametria ciclica, para os eletrodos de trabalho, GC/PINE, Pt/PINE e
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VH/PAR, respectivamente. O filme polimérico foi gerado por processo
eletrorredutivo na regido de protegao catédica do substrato, o que conferiu
alta estabilidade ao metal durante o processo de eletropolimerizagdo. E
possivel observar em todos os trés voltamogramas ciclicos além das ondas

312 213 entre 100 mV e 200 mV, as ondas

correspondentes ao par redox Ru™ e Ru
referentes a redugao dos grupos vinil entre -1500 mV e -2750 mV, juntamente
com uma onda de adsorgéo proxima a 800 mV.

As caracteristicas dos filmes sdo pronunciadamente dependentes de
parametros tais como solvente, concentracdo das espécies eletroativas,

potencial aplicado, tempo e densidade de corrente (BANDEIRA, 2001).

T T T 1 1 T "+ 1
30 25 -20 -1,5 -1,0 -05 0,0 05

E (mV) vs. SCE

Figura 13. Voltamogramas dos perfis eletroquimicos observados durante o processo
de polimerizagdo oxidativa e deposicdo eletroquimica do complexo trans-
[RuCl,(vpy)s] sobre eletrodo de carbono vitreo (GC/PINE), area de 0,950 cm®* em
solugdo de acetonitrila:diclorometano na proporcdo 4:1 (v/v) contendo 0,1 mol L™

HTBA, usando voltametria ciclica, 30 mV s™.
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Figura 14. Voltamogramas dos perfis eletroquimicos observados durante o processo
de polimerizagdo oxidativa e deposicdo eletroquimica do complexo trans-
[RuCl,(vpy)s] sobre eletrodo de platina (Pt/PINE), area de 0,502 cm? em solugdo de
acetonitrila:diclorometano na proporcédo 4:1 (v/v) contendo 0,1 mol L™ HTBA, usando

voltametria ciclica, 30 mV s™.

Pode-se observar nas Figuras 13, 14 e 15 que durante o processo de
eletrodeposicao nao existem diferengas entre os perfis dos eletrodos. Essa
caracteristica é Obvia, visto que os voltamogramas descrevem 0O processo
redox apenas do complexo. O complexo é unico (o trans-[RuClx(vpy)s]) e foi
igualmente depositado sobre os diferentes eletrodos sob as mesmas
condigdes. As interagdes, entre a superficie do eletrodo e o filme polimérico é
que determinardao as possiveis diferencas. Essas interacdes eletrodo/filme
podem ser avaliadas durante a utilizacdo do eletrodo modificado na

quantificacado de nitritos.
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Figura 15. Voltamogramas dos perfis eletroquimicos observados durante o processo
de polimerizagdo oxidativa e deposicdo eletroquimica do complexo trans-
[RuCl,(vpy)s] sobre eletrodo de carbono vitreo (Vt/PAR), area de 0,342 cm®* em
solugdo de acetonitrila:diclorometano na proporcdo 4:1 (v/v) contendo 0,1 mol L™

HTBA, usando voltametria ciclica, 30 mV s™.

4.3 Caracterizagao de eletrodos monocamada modificados

Apos eletropolimerizagao do poli-{trans-[RuClx(vpy)4]} os eletrodos
modificados foram caracterizados por voltametria ciclica em solugao eletrdlito
suporte de perclorato de litio 1,0 mol L™ Nas Figuras 16, 17 e 18 é possivel

observar os perfis eletroquimicos para os eletrodos modificados GC/PINE,

Pt/PINE e Vi/PAR, respectivamente.
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Figura 16. Voltamograma do perfil eletroquimico do eletrodo modificado com poli-
trans-[RuClx(vpy)s]. Eletrodo de disco de carbono vitreo sélido (GC/PAR) area de
0,950 cm? em solugdo aquosa contendo 1,0 mol L' de LiPO,, usando voltametria
ciclica, 50 mV/s para variagéo de potencial de -0,3 V a 0,5 V. 14y, = 2,60 x10™° mol

cm?2.

Uma varredura de potencial iniciada em -300 mV em dire¢cdo anddica
promove o aparecimento de um par de ondas intensas e reversiveis,

%2 que pode ser observado em E® = 172,5 mV, E® =

atribuidas ao par redox Ru
157,5 mV e E° = 177,5 mV, para os eletrodos GC/PINE, Pt/PINE e Vt/PAR,
respectivamente.

Em geral, a polimerizagdo é maior na platina do que no carbono vitreo
Tapp = 2,60 x10° mol cm™ para o eletrodo GC/PAR, tapp = 7,74 x10® mol cm™
para o eletrodo Pt/PINE e tap = 3,25 x 10 mol cm™ para o eletrodo Vt/PAR.
Esses valores para recobrimento aparente foram calculados conforme descrito
na secao 4.8. Essa dependéncia do substrato pode estar associada a

parametros de diferentes taxas heterogéneas, comportamentos de adsorgéo
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ou nucleagdo ou propriedades de adesdo do material que constitui a
superficie do eletrodo (BANDEIRA, 1998).

40
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-60 T T T T T T T T
-400 -200 0 200 400 600
E (mV) vs. SCE

Figura 17. Voltamograma do perfil eletroquimico do eletrodo modificado com poli-
trans-[RuCly(vpy)s]. Eletrodo de disco de platina sélido (Pt) area de 0,502 cm? em
solugao aquosa contendo 1,0 mol L' de LiPOQ,, usando voltametria ciclica, 50 mV/s

para variagao de potencial de -0,3V a 0,5 V. t,0,= 7,74 x10° mol cm™.

Além disso, BANDEIRA (2001) sugere que o processo catalitico ndo
esta relacionado com uma mediacdo promovida pelos centros de ruténio, mas
provavelmente ao ndo envenenamento da superficie do eletrodo e também ao
possivel efeito pré-concentrador do filme polimérico, o qual apresentou-se
positivamente carregado no potencial de oxidagdo do analito. BANDEIRA
(2001) obteve a partir do grafico de Levich, para a oxidagdo de 0,2 mmol L™
de Na;NO, em eletrodo modificado com poli-{trans-[RuClx(vpy)s]}, um

coeficiente de difusdo do ion nitrito em solucéo de 5,53 x10° cm?s™.
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Figura 18. Voltamograma do perfil eletroquimico do eletrodo modificado com poli-
trans-[RuCl,(vpy)s]. Eletrodo de disco de carbono vitreo (Vt/PAR) area de 0,342 cm?
em solugdo aquosa contendo 1,0 mol L de LiPO,, usando voltametria ciclica, 50

mV/s para variagédo de potencial de -0,3V a 0,5 V. 145, = 3,25 x 10" mol cm™.

4.4 Caracterizagao dos eletrodos bicamada

Revestimentos formados por eletropolimerizagdo da poli(4-vinilpiridina)
podem proporcionar propriedades vantajosas como excelente adesao, dureza,
estabilidade quimica e resisténcia a corrosao. Polimero de troca ibnica
(TANTAVICHET, PRITZKER & BURNS, 2001). Na tentativa de aumentar a
estabilidade do eletrodo modificado com poli-{trans-[RuClz(vpy)s]} bem como
melhorar as propriedades concentradoras e anti-envenamento da superficie
do eletrodo, sobre o polimero redox contendo ruténio foi eletropolimerizada
uma matriz de vinilpiridina. Os resultados obtidos durante a caracterizagao
dos eletrodos bicamada sédo apresentados na Figura 19. Ao contrario do

esperado, observa-se uma reducao nos picos de corrente anddica e catédica
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(valores maximos entre 10 mV e 15 mV). A onda caracteristica do par redox
Ru?*”** perdeu sua definigao, sugerindo um menor transporte de elétrons entre
a solugao e o par redox. Um deslocamento catdédico do pico catddico também
pode ser observado com um AE = 125 mV. Os voltamogramas obtidos para os
eletrodos, PY/PINE e Vt/PAR apresentaram as mesmas caracteristicas, por
isso ndao sao apresentados. Estes eletrodos foram testados na deteccéo de

ions nitrito.
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Figura 19. Voltamogramas do perfil eletroquimico do eletrodo bicamada, eletrodo de
carbono vitreo (GC/PINE), area de 0,950 cm? apoés dois processos de
eletrodeposicdo. Primeiro processo: polimerizacdo oxidativa e deposicao
eletroquimica do complexo trans-[RuClx(vpy)4] em solucao de
acetonitrila:diclorometano na prorporgdo 4:1 (v/v) contendo 0,1 mol L' HTBA, usando
voltametria ciclica, 30 mV s™'. Segundo processo eletrodeposicéo da 4-vinilpiridina a
0,25 mol L' em uma mistura de metanol:agua na proporgdo de 1:4 (v/v) e de

perclorato de litio a 0,5 mol L™, usando VC, 30 mV s™, 3 ciclos.
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4.5 Eletroincorporacgao de ferrocianeto no eletrodo bicamada

A incorporacao eletrostatica de espécies redox, como € o caso do
Fe[(CN)™), dentro de um filme eletropolimerizado (como é o caso do poli(4-
vinilpiridina) produz um eletrodo modificado com polimero de troca idGnica
(TANTAVICHET, PRITZKER & BURNS, 2001). Sendo assim, na tentativa
melhorar as propriedades do eletrodo modificado com poli-{trans-
[RuClz(vpy)4]}, apos o processo de eletropolimerizagdo de grupos vinilpiridina
foram incorporadas, na matriz polimérica resultante, as espécies redox

FE[(CN) Js. O resultado desse processo pode ser observado na Figura 20.
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Figura 20. Voltamograma do perfil eletroquimico do eletrodo bicamada, (GC/PINE),
0,950 cm? apds trés processos de eletrodeposicdo. Primeiro: polimerizagéo oxidativa
e deposicao eletroquimica do complexo trans-[RuCly(vpy)s. Segundo:
eletrodeposicao da 4-vinilpiridina. Terceiro: incorporgdo de KsFe(CN)s a 0,002 mol L™
em solugdo aquosa contendo 0,5 mol L' de KCI (pH 3,0), usando VC, durante 30

minutos, a 50 mV s™ .
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Percebe-se um significativo valor para o pico de corrente catddica E,c =
145,0 mV e Jyc = 262,3 YA cm, assimétrico ao pico obtido para corrente
anddica de Jps = 95,8 uA cm? em E,, = 250 mM. Os valores de potencial
anddico e catddico permaneceram os mesmos daqueles obtidos com eletrodo
modificado monocamada, sugerindo a permanéncia dos sitios de ruténio na
primeira camada polimérica. Entretanto, um maior valor para corrente
catddica, sugere a incorporagdo mais eficiente das espécies redox Fe(CN)'36
na regiao de potencial catddico do eletrodo. Estes eletrodos foram testados na

deteccgao de ions nitrito.

4.6 Determinagao de NO, em eletrodo nu

Sensores amperométricos para nitritos geralmente operam em
potenciais proximos a 1,0 V em eletrodos nus. Entretanto o processo anddico
€ antecipado quando a superficie do eletrodo é recoberta com polimeros
rutenados (ROCHA et al., 2002). Esse comportamento pode ser observado
neste estudo, mas apenas para os eletrodos de carbono vitreo. Na Figura 21
tem-se a oxidacdo dos ions nitrito, usando DPV, em eletrodo nu GC/PINE
para diferentes concentragcbes, e o potencial de pico anddico médio esteve
entre 865,0 mV e 915,0 mV conforme Tabela 1.

Tabela 1. Valores médios + desvio padrdo para picos de corrente anddica
jpa(MA cm™?) e potencial de pico anddico Epa (MV) para processo de oxidagdo
de ions nitrito em eletrodo nu de carbono vitreo (GC/PINE), 0,950 cm? por
DPV

Conc. NO;, Conc. NO, Epa (MV) Jpa (MA.cmM™)
(ppm) (mmol L™Y)
8,0 0,174 910,00 £ 0,00 6,59 £+ 0,21
16,0 0,347 910,00 £ 2,75 8,93 £ 0,22
20,0 0,434 915,00 + 0,00 9,04 £0,74
40,0 0,869 915,00 £ 2,23 15,98 + 0,86
80,0 1,739 865,00 + 10,00 32,12+1,19

160,0 3,478 885,00 + 2,34 59,19+ 0,73




111

654
60 -
55
50 - .‘
45 h .;.: '\.x!\l.
40 .- x "\..,\;
o 35
G 30-
S 25
= 20-
154
10
5 ]
=

400 600 800 1000 1200
E (mV) vs. SCE

Figura 21. Voltamogramas da oxidacdo dos ions NO, em eletrodo nu de carbono
vitreo (GC/PINE) area de 0,950 cm?, em solugcao acetato de sodio 0,1 mol L
Iperclorato de litio 0,2 mol L™, pH 7,70, para as concentragdes: (— ) 8 ppm, ()16
ppm, (----) 20 ppm, (— ) 40 ppm, (----) 80 ppm e (--=-)160 ppm; 50 mV/s, técnica DPV.

Para o eletrodo de platina Pt/PINE, também usando DPV, Figura 22 e
Tabela 2, os valores para potencial de oxidagdo (Epa) permaneceram entre
850,0 mV e 915,0 mV.

Para o eletrodo nu GC/PINE, a curva de calibragdo (concentragédo de
ions nitrito x corrente de pico anddico é dada pela reta y = 0,3528 x + 2,926
r’= 0,9982. As concentracdes minimas e maximas detectadas foram de 8 ppm
e 160 ppm, respectivamente (Tabela 1). Enquanto que para o eletrodo nu
Pt/PINE a curva é descrita pela reta y = 0,5355 x, r’= 0,9900. As
concentragdes minimas e maximas detectadas foram de 20 ppm e 200 ppm
na faixa linear. As concentragdes de 6,0 ppm, 8,0 ppm, 12,0 ppm e 1000,0

ppm nao estavam nesta faixa de linearidade (Tabela 2).
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Tabela 2. Valores médios + desvio padrdo para picos de corrente anddica
jpa(MA cm'z) e potencial de pico anddico Epa (MmV) para processo de oxidag&o

de ions nitrito em eletrodo nu de platina (Pt/PINE), 0,502 cm? por DPV.

Conc. NO, Conc. NO, Epa (MV) Jpa (MA.cmM™)
(ppm) (mmol L™Y)
6,0 0,130 850,00 + 10,11 10,12 + 0,66
8,0 0,174 850,00 + 8,16 9,73 £ 1,45
12,0 0,260 860,00 + 11,16 11,90 + 0,85
20,0 0,435 860,00 + 9,43 12,46 + 0,56
40,0 0,869 905,00 + 7,43 21,42 + 1,38
80,0 1,740 900,00 £ 9,76 37,03 £ 1,57
100,0 2,174 880,00 + 20,14 55,25+ 1,16
120,0 2,608 915,00 + 15,21 60,89 + 1,41
200,0 4,347 840,00 + 9,87 110,41 + 1,91
1000,0 21,739 915,00 + 12,45 138,90 + 1,09
160
140 .
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Figura 22. Voltamogramas da oxidacdo dos ions NO, em eletrodo nu de platina
(Pt/PINE) area de 0,502 cm?, em solucdo acetato de sédio 0,1 mol L™ /perclorato de
litio 0,2 mol L™, pH 7,70, para as concentracdes: (ooo) 6 ppm, (AAA) 8 ppm, (aaa)
12 ppm , (111) 40 ppm, (lll) 80 ppm, (---) 100 ppm, (XXX) 120 ppm, (***) 200 ppm e
(+++) 1000 ppm; 50 mV s, técnica DPV.
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Quando a técnica voltamétrica utilizada era a voltametria ciclica (VC),
os resultados obtidos foram: para o eletrodo nu GC/PINE, a curva de
calibracdo é dada pela reta y = 1,5253x + 18,602, r°= 0,9882 (Figura 23 e
Tabela 3). Enquanto que para o eletrodo nu Pt/PINE a curva é descrita pela
reta y = 9,44x -87,324, r*= 0,9543 (Figura 24 e Tabela 4).
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Figura 23. Voltamogramas da oxidagdo dos ions NO, em eletrodo nu de carbono
vitreo (GC/PINE) area de 0,950 cm? em solugdo acetato de sédio 0,1 mol L
Iperclorato de litio 0,2 mol L™, pH 7,70, para as concentragdes: (- ) 10 ppm, (—) 25
ppm, () 100 ppm e (--- ) 250 ppm; Tapy = 2,25 x10"° mol cm?, 50 mV/s, técnica
VC.
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Tabela 3. Valores médios + desvio padrdao para picos de corrente anddica
jpa(MA cm'2) e potencial de pico anddico Epa (MmV) para processo de oxidag&o

de ions nitrito em eletrodos nu de carbono vitreo (GC/PINE) por VC

Conc. NO, Conc. NO, Epa (MV) Jpa (MA.cmM™)
(ppm) (mmol L™)
10,0 0,217 850,00 + 10,11 27,89 + 3,25
25,0 0,543 860,00 + 9,21 45,05 + 5,17
100,0 2,174 900,00 + 12,16 198,20 + 10,32
250,0 5,434 915,00 + 10,52 390,50 + 15,98
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Figura 24. Voltamogramas da oxidacdo dos ions NO, em eletrodo nu de platina
(Pt/PINE) area de 0,502 cm?, em solucdo acetato de sédio 0,1 mol L™ /perclorato de
litio 0,2 mol L™, pH 7,70, para as concentragdes: () 10 ppm, (—)50 ppm e (lll)100

ppm; 50 mV s™, tap, = 7,74 x10™° mol cm™ , técnica VC.
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Tabela 4. Valores médios + desvio padrdao para picos de corrente anddica
jpa(MA cm'z) e potencial de pico anddico Epa (MmV) para processo de oxidag&o

de ions nitrito em eletrodos nu de platina (Pt/PINE) por VC

Conc. NO; Conc. NO; Epa (MV) Jpa (MA.cmM™?)
(ppm) (mmol L™)
5,0 0,108 - -
10,0 0,217 905,00 £ 7,45 66,73 £ 12,11
50,0 1,087 880,00 £ 13,54 277,30 £ 16,57
100,0 2,174 840,00 + 9,26 904,40 £ 44,65

4.7 Determinacdao de NO; em eletrodos modificados com poli-{trans-

[RuClx(vpy)s]} (monocamada)

Na Figura 21, o eletrodo nu GC/PINE apresentou um potencial de pico
anodico médio entre 8650 mV e 915,0 mV, o deslocamento catddico,
proporcionado pela matriz polimérica é observado na Figura 25, onde séao
apresentadas a oxidacao de diferentes concentragdes de nitrito em eletrodo
modificado GC/PINE, usando VC. No eletrodo modificado os valores médios
para pico de potencial anédico permaneceram entre 845,0 mV e 875,0 mV
(Tabela 4). O eletrodo modificado proporciona um deslocamento catdédico da
reacdo de oxidacdo do ion nitrito, favorecendo a determinacdo deste ion
devido a eliminacédo de interferéncias provenientes de reacbdes secundarias,
como por exemplo, a decomposi¢gdo do solvente. Bandeira (1999) sugeriu
duas hipoteses para justificar a catalise promovida pelo eletrodo modificado
com poli-{trans-[RuCl,(vpy)s]} na oxidagdo do ion nitrito. A primeira
fundamenta-se na natureza do eletrodo, a energia livre desta superficie; a
modificacdo do eletrodo impede o envenenamento da superficie melhorando
suas propriedades de detecc¢éo. A segunda hipétese considera a possibilidade
do filme polimérico atuar como um pré-concentrador de ions nitrito,

melhorando assim a deteccao destas espécies eletroativas.
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Figura 25. Voltamogramas da oxidacdo dos ions NO, em eletrodo carbono vitreo
(GC/PINE) modificado com poli-{trans-[RuCl,(vpy)a]}, area de 0,950 cm?, em solugdo
acetato de sddio 0,1 mol L™/perclorato de litio 0,2 mol L™, pH 7,70, de litio 0,2 mol L™,
para concentragdes de (-==*) 30 ppm, (llll) 50 ppm, (— )70 ppm, (c°cc) 100 ppm e
(—-150 ppm, 50 mV s™, 1,5, = 1,96 x 10° mol cm?, 50 mV s™, técnica VC.

O deslocamento catddico pode ser observado, entretanto, esse
deslocamento é pequeno, AE = -40,0 mV, provavelmente, devido ao fato de o
sitio redox de ruténio ndo atuar como um mediador, sendo as propriedades
cataliticas atribuidas a matriz polimérica segundo Bandeira (1999). O aumento
da sensibilidade do eletrodo modificado, refletido no valor de corrente, em
relacéo ao eletrodo nu de carbono vitreo variou entre 42,25 % e 52,62%. Para
o eletrodo de platina Pt/PINE modificado, Figura 26 e Tabela 5, nao foi
possivel detectar os ions nitrito no eletrodo modificado. Esse comportamento
provavelmente deve-se a maior polimerizacdo do complexo trans-
[RuCly(vpy)s} sobre a platina. A maior polimerizagao resulta no aumento da
espessura do filme e consequientemente dificulta o processo de difusdo dos

ions nitrito na matriz polimérica. Além disso, a platina € menos adsortiva do
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que o carbono vitreo, o que resulta em diferentes interagdes interfaciais entre

a superficie do eletrodo e o filme polimérico.
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Figura 26. Voltamogramas da oxidagdo dos ions NO, em eletrodo platina (Pt)

modificado com poli-{trans-[RuCl,(vpy).]}, area de 0,520 cm?, em solugdo acetato de

sédio 0,1 mol L™ /perclorato de litio 0,2 mol L™, pH 7,70, para as concentragdes: ()
30 ppm, (Ill) 50 ppm, (— )70 ppm, (cec) 100 ppm e (----)150 ppm; 50 mV s™, Tapp =

2,69 x 10° mol cm™?, 50 mV s™', técnica VC.

Correlagdes lineares entre os picos de corrente e a taxa de varredura

foram encontrados para todos os eletrodos (dados nao apresentados).
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Tabela 5. Valores médios + desvio padrdao para picos de corrente anddica
jpa(MA cm'2) e potencial de pico anddico Epa (MmV) para processo de oxidag&o
de ions nitrito em eletrodos modificados de carbono vitreo (GC/PINE) e platina
(PY/PINE) por VC

Eletrodo Conc. NO, Conc. NO, E (mV) J (MA.cm™)
(ppm) (mmol L™)

GC 30,0 0,652 845,00 + 10,11 114,10 £ 9,11
Pt 30,0 0,652 885,00 + 7,16 43,03 +4,53
GC 50,0 1,087 850,00 + 9,25 171,10 + 18,21
Pt 50,0 1,087 885,00 + 12,11 47,21 £ 5,34
GC 70,0 1,521 860,00 + 13,21 243,20 + 12,61
Pt 70,0 1,521 880,00 + 9,43 47,30 + 4,32
GC 100,0 2,174 875,00 + 8,45 343,20 + 15,87
Pt 100,0 2,174 840,00 + 12,43 44,40 £ 6,33
GC 150,0 3,260 875,00 + 15,21 485,30 + 30,45

4.8 Determinacdo de NO; em eletrodos modificados com poli-{trans-

[RUCly(vpy)a]} + 4-vinilpiridina (bicamada)

O processo de eletropolimerizagdo da 4-vinilpiridina n&o proporcionou
aumento na sensibilidade do eletrodo modificado com poli-{trans-
[RuClz(vpy)4]}, ao contrario, bloqueou o transporte de elétrons entre a espécie
eletroativa, ions nitrito, e a superficie do eletrodo (Figura 26). Nenhum pico de
corrente anddica referente ao processo de oxidagcdo dos ions nitrito foi
detectado sobre o eletrodo bicamada. Esse comportamento foi independente
da técnica voltamétrica utilizada como pode ser observado na Figura 27 (VC)
e na Figura 28 (DPV).
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Figura 27. Voltamogramas da oxidagéo dos ions NO, em eletrodo carbono vitreo
(GC/PINE) modificado com poli-{trans-[RuClx(vpy).]} + 4-vinilpiridina (bicamada), area
de 0,950 cm?, em solugdo acetato de sédio 0,1 mol L™ /perclorato de litio 0,2 mol L™,
pH 7,70, para as concentracdes: (—) 50 ppm e (=) 100 ppm; 50 mV s™', 50 mV s™,

técnica VC.

Apenas o eletrodo VI/PAR modificado bicamada (Figura 29) apresentou
possiveis ondas relacionadas ao processo de oxidacdo proximo a valores de
potencial entre 800 mV e 1000 mV, entretanto nao significativos. Isso sugere
uma perda do efeito de deslocamento catddico, decorrente do processo de
catalise proporcionado pelo filme de poli-{trans-[RuClx(vpy)4]}. Aparentemente,
a matrix polimérica de 4-vinilpiridina proporcionou uma barreira fisica ao
transporte de <carga dos ions nitrito, tornando o processo de
eletropolimerizagdo bicamada inadequado para aplicagdo conjunta como a

modificagao pelo poli-{trans-[RuClx(vpy)4]} na detecgéo de ions nitrito.
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Figura 28. Voltamogramas da oxidag&o dos ions NO, em eletrodo carbono vitreo GC
PINE modificado com poli-{trans-[RuCl,(vpy)4]} + 4-vinilpiridina (bicamada), area de
0,950 cm?, em solugéo acetato de sédio 0,1 mol L”/perclorato de litio 0,2 mol L™ , pH

7,70, para as concentragdes: (—) 50 ppm e (—) 100 ppm; 50 mV s™', técnica DPV.

Uma comparagdo entre os dois eletrodos, GC/PINE modificado
bicamada e Vt/PAR modificado bicamada pode se observada na Figura 30.
Mesmo para o eletrodo Vt/PAR o valor referente a corrente anddica em 850,0
mV foi de aproximadamente 125,0 uA cm?, inferior aquele obtido em eletrodo

monocamada no mesmo potencial.



121

450 _
400 _
350 _
300 _
250 i

150 +

j (uUA.cm?)

100

504 —

200 400 600 800 1000 1200 1400
E (mV) vs. SCE

Figura 29. Voltamogramas da oxidagao dos ions NO, em eletrodo carbono vitreo Vt
PAR modificado com poli-{trans-[RuCl,(vpy)s]} + 4-vinilpiridina (bicamada), area de
0,152 cm?, em solugdo acetato de sodio 0,1 mol L™ /perclorato de litio 0,2 mol L™, pH

7,70, para as concentragdes: (—) 50 ppm e (—) 100 ppm; 50 mV s™', técnica VC.
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Figura 30. Voltamogramas da oxidagao dos ions NO, em eletrodos de carbono vitreo
GC PINE e eletrodo de carbono vitreo Vit PAR modificados com poli-{trans-
[RuCly(vpy)s]} + 4-vinilpiridina (bicamada), areas de 0,950 cm? e 0,152 cm?
respectivamente; em solugdo acetato de sédio 0,1 mol L™ /perclorato de litio 0,2 mol
L™, pH 7,70, para a concentracdo de (—) 50 ppm/GC e (---) 05 ppm/Vt; 50 mV s™,

técnica VC.
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4.9 Determinacdao de NO; em eletrodos modificados com poli-{trans-

[RUCl(vpy)4]} + 4-vinilpiridina (bicamada) incorporado com Fe(CN)¢**

O par redox Fe(CN)*¢/Fe(CN)*s em um polimero de troca idnica
poderia melhorar o transporte de carga dentro da matrix polimeérica,
entretanto, esse efeito ndo pode ser observado nas condi¢des de realizagao
deste estudo. Na Figura 31 estdo os voltamogramas obtidos para diferentes
concentragbes de nitrito em eletrodo GC/PINE bicamada incorporado de

ferrocianeto, usando VC, e na Figura 32 os resultados para o eletrodo Vt/PAR
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Figura 31. Voltamogramas da oxidagao dos ions NO, em eletrodos de carbono vitreo
(GC/PINE) modificado com poli-{trans-[RuCl,(vpy)4]} + 4-vinilpiridina + ferrocioneto
(bicamada incorporado de ferrocianeto), area de 0,950 cm?, respectivamente; em
solugdo acetato de sddio 0,1 mol L™ /perclorato de litio 0,2 mol L™, pH 7,70, para a
concentragao: (—) 30 ppm, (-~---)60 ppm, (***)100 ppm e (°°2)150 ppm; (189,9 uC.cm’
2), 50 mV s-', técnica VC.
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bicamada incorporado de ferrocianeto. Embora seja possivel observar os
picos anddicos do nitrito em valores de potencial entre 895,0 mV e 935,0 mV,
os valores de corrente Jy, s&o inferiores aqueles obtidos para o eletrodo

modificado monocamada (Tabela 6).
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Figura 32. Voltamogramas da oxidagao dos ions NO, em eletrodos de carbono vitreo
(VU/PAR) modificado com poli-{trans-[RuCl,(vpy)4]} + 4-vinilpiridina + ferrocioneto
(bicamada incorporado de ferrocianeto), area de 0,950 cm?, respectivamente; em
solucao acetato de sédio 0,1 mol L’ /perclorato de litio 0,2 mol L', pH 7,70, para a
concentracdo: (—) 30 ppm, (-----)60 ppm, (***)100 ppm e (-2)150 ppm; 50 mV s,

técnica VC.
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Tabela 6. Valores médios + desvio padrdo para E (mV) e J (HA.cm™) em
eletrodos de carbono vitreo (Vt/PAR) modificado com poli-{trans-[RuClx(vpy)a]}

+ 4-vinilpiridina + ferrocioneto (bicamada incorporado de ferrocianeto) por VC

Eletrodo Conc. NO; Conc. NO, E (mV) J (MA.cm™)
(ppm) (mmol L™)
GC 30,0 0,652 895,00 + 5,25 33,54 +5,16
Vit 30,0 0,652 925,00 + 9,11 61,10 + 8,43
GC 60,0 1,304 895,00 + 8,16 46,60 + 8,56
Vit 60,0 1,304 935,00 + 10,24 104,49 + 9,11
GC 100,0 2,174 895,00 + 7,54 62,53 + 8,32
Vt 100,0 2,174 935,00 + 11,98 155,21 + 12,55
GC 150,0 3,260 895,00 + 10,25 86,37 + 10,78
Pt 150,0 3,260 935,00 + 9,33 185,63 £ 15,43

4.10 Influéncia do pH na determinagao de NO, em eletrodos modificados

com poli-{trans-[RuClz(vpy)s]} (monocamada)

Embora Bandeira (2001) houvesse reportado seus resultados para
deteccdo de ions nitrito em eletrodo modificado com poli-{trans-[RuCl,(vpy)4
em solugdo de acido sulfurico 0,05 mol L™ contendo sulfato de sodio 0,1 mol
L™", pH 1,0, a necessidade de melhorar a sensibilidade da detecgdo conduziu
a uma avaliacao sobre a ifluéncia do pH sobre os valores de corrente anddica.
Para tanto, foram realizadas determinagdes de uma mesma quantidade de
nitrito em diferentes tampdes. Os resultados obtidos podem ser observados
nas Figuras: 33 (pH 2,0), 34 (pHs 3,0 e 4,0), 35 (pHs 5,0 € 6,0), 36 (pHs 7,0 e
8,0) e 37 (pH 9,0). Finalmente, na Figura 37 o voltamograma da solugao
tampao fosfato pH 7,0, sem adic&o de nitrito.

Para uma melhor analise, discussao, e possivelmente, uma concluséo,
dos resultados, é necessario um paréntese para inserirmos uma revisao breve
dentro dessa discussao. Para o processo de redugao (pico corrente catddico),
tem-se DOHERTY e VOS (1992) que efetuou a deteccao de ions nitrito em de
acido sulfarico 0,05 mol L™ contendo 0,1 mol L™ de sulfato de sédio, idéntico
ao estudo de BANDEIRA (2001); SUN et al. (1999) usando eletrodo
modificado e eletrdlito suporte a pH 4,0; e finalmente, DAVIS e COMPTON
(2000) usaram uma solucdo de pH 3,0 (30 mmol L' de floroglucinol,

0,2 mol L™ de cloreto de potassio e HCI para ajuste do pH).
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Figura 33. Voltamogramas da oxidagéo dos ions NO, em eletrodo carbono vitreo
(V/PAR) modificado com poli-{trans-[RuCl,(vpy).]}, area de 0,342 cm? em solugéo
tampao KCI/HCI, pH 2,0, para concentragdo de 2,3 x10° ppm, Ty, = 6,62 x 10”° mol

cm?.

Para o processo de oxidagdo (pico de corrente anddica), tem-se os
estudos iniciais de COX e KULUSZA (1984), que usaram um eletrodo de
platina modificado e solugdo aquosa de nitrato de sodio, pH 4,6; seguido por
CARO, BEDIOUI e ZAGAL (2002), eletrodo modificado em tampao fosfato, pH
7,3; ROCHA et al. (2002) que detectaram amperometricamente nitritos e
nitratos em eletrodo modificado em eletrdlito suporte contendo acetato de
sodio 0,1 mol L’ juntamente com perclorato de litio 0,2 mol L'1, pH 8,00;
WINNISCHOFER et al. (2003) em filme polimérico de porfirina tetrarutenada

usaram tampao acetato pH 4,5.
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Figura 34. Voltamogramas da oxidacdo dos ions NO, em eletrodo carbono vitreo
(Vt/PAR) modificado com poli-{trans-[RuCl,(vpy)]}, area de 0,342 cm? em solugédo
tamp3o citrato/fosfato, (—) pH 3,0 e (----) pH 4,0, para concentracédo de 2,3 x10° ppm,

Tapp = 6,62 x 10 mol cm™.

Portanto, as deteccbes que envolvem o processo anddico sao
realizadas em valores de pH sempre maiores do que 4,5, enquanto que para o
processo catodico, os valores de pH relatados variam entre 1,0 e 4,0.
Provavelmente a explicagéo para isso, seja a instabilidade dos ions nitrito que
em solucdo acida tendem a formar acido nitroso. Esse ultimo, para se

estabilizar em meio aquoso, converte-se finalmente em ion nitrosénio,

conforme a reagéo:

2 NO-Z <=> 2 HONO <=> HZO + N203 <=> NO + N+=O

2H" (ac. Nitroso) (an. Nitroso)  (ion nitrosénio)
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Figura 35. Voltamogramas da oxidagéo dos ions NO, em eletrodo carbono vitreo
(V/PAR) PAR modificado com poli-{trans-[RuCl(vpy)s]}, area de 0, 342 cm? em
solugado tampéo citrato/fosfato, (----) pH 5,0 e (—) pH 6,0, para concentragdo de 2,3

x10% ppm, Tapp, = 6,62 x 10°° mol cm™.

O 6xido nitrico € um dos produtos da redug¢ao do nitrito, e seu potencial
de oxidagao é praticamente o mesmo do ion nitrito. Este fato faz com que o
nitrito seja considerado interferente nas determinagdes oxidativas do oxido
nitrico (MASKUS et al., 1996). Em meio acido, o nitrito pode ser convertido até
oxido, e, em uma posterior detecgcao eletroquimica seria dificil separar os
picos anddicos caracteristicos de cada molécula, NO, e NO.

Surpreendentemente, os resultados obtidos neste estudo, sugerem um
aumento da corrente anddica com o aumento do pH. Quando os valores de
pH sdo baixos meios acidos ,entre 2,0 — 4,0, os valores de corrente Jy,, para
uma mesma concentracao de nitrito, sdo os menores obtidos (Tabela 7). Os
valores obtidos para corrente nos potenciais andédicos maximos sugerem as

diferencas decorrentes do pH do sistema, entretanto, sdo as correntes
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anddicas correspondentes ao valor de potencial de 826,0 mV que confirmam
essas diferengas. O valor de 826,0 mV foi estabelecido para padronizar as
comparacgdes, visto que a mudanca de eletrélito e pH promovem pequenos
deslocamentos no valor de Eps maximo. O maior valor de Jp, foi obtido no pH
9,0 (basico). Entretanto, a curva nao apresentou a melhor definicdo (forma), o
que sugere serem os valores de pH 7,00 e 8,00 os mais adequados qualitativa
e quantitativamente (Figura 36). Além disso, em pH 9,00 ocorreu o maior
deslocamento anddico do potencial de oxidagao (1,53 V) quanto mais positivo
o potencial de oxidagao, maior o numero de possiveis interferentes. Este fato,
contraria os ganhos cataliticos proporcionados pelo filme polimérico sobre a
superficie do eletrodo, no que refere-se exatamente ao deslocamento

catddico do potencial de oxidacao.
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Figura 36. Voltamogramas da oxidagéo dos ions NO, em eletrodo carbono vitreo
(Vt/PAR) modificado com poli-{trans-[RuCl,(vpy)]}, area de 0,342 cm? em solugédo
tamp3o citrato/fosfato, (----) pH 7,0 e (=) pH 8,0, para concentracédo de 2,3 x10° ppm,

Tapp = 6,62 x 10 mol cm™.
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Entre os estudos analisados sobre determinagao eletroquimica de

nitrito, apenas dois apresentam detecgdo oxidativa de nitritos em eletrodo

modificado em pH inferior a 4,5, mais especificamente em solugcao tampao
Na, S04/ H,SO4 pH 2,0 (BANDEIRA, 2001; CUNHA et al., 2005).

Portanto, as detec¢cbes de nitrito em eletrodo de carbono vitreo

modificado com poli-{trans[RuCl,(vpy)s]} n&o devem ser realizadas em

sistemas com valores extremos de pH, sendo os levemente basicos, os

melhores.

T T T T T T T
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Figura 37. Voltamogramas da oxidacdo dos ions NO, em eletrodo carbono vitreo

(Vt/PAR) modificado com poli-{trans-[RuCl,(vpy).]}, area de 0,342 cm? em solugédo

tampao citrato/fosfato, (—) pH 9,0, para concentragéo de 2,3 x10° ppm, Tapp = 6,62 X

10" mol cm™.
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Tabela 7. Valores médios + desvio padrdo para E (mV) e J (MA.cm™) para

determinacdo oxidativa de nitrito em eletrodo de carbono vitreo (GC/PINE)

modificado com poli-{trans-[RuCl,(vpy).]} por VC em diferentes valores de pH.

ET Conc.NO, Conc.NO, pH Tampéo Jpa(mAcm?) J(mA.cm™) em
(x10° ppm)  (mmol L™?) em Epa 826 Epa max.
GC 2,3 50 2,00 KCI/HCI - -
GC 2,3 50 3,00 Citratoffosfato 3,62 + 0,15° 14,45 + 1,12*
GC 2,3 50 4,00 Citrato/fosfato 5,81 +0,12° 16,58 + 1,51°
GC 2,3 50 5,00 Citrato/fosfato 7,55 +0,36° 15,29 + 2,148
GC 2,3 50 6,00 Citrato/fosfato 7,61 +0,21° 18,95 + 1,77°
GC 2,3 50 7,00 fosfato 9,49 + 0,23¢ 19,61 + 1,61°
GC 2,3 50 8,00 fosfato 9,57 +0,10¢ 18,83 + 2,16°
GC 2,3 50 9,00 TRIS/HCI 16,25 +0,18° 22,76 + 3,32°
GC 0 0 7,00 fosfato 0,80 + 0,14 1,24 + 2,11
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Figura 38. Voltamogramas da solugdo tampao fosfato, (—) pH 7,70 em eletrodo

carbono vitreo (Vt) PAR modificado com poli-{trans-[RuCl,(vpy)s]}, area de 0,342 cm?,

em solucao tampao fosfato, sem adicéo de nitrito.
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4.11 Influéncia da técnica voltamétrica na determinacao de NO, em

eletrodos modificados com poli-{trans-[RuCl;(vpy)s]} (monocamada)

Em relagdo a influéncia da técnica voltamétrica na determinacdo de
nitrito foram avaliadas duas técnicas: VC e DPV. Na Figura 39 séao
apresentados os resultados obtidos em eletrodo Vt/PAR modificado usando
VC para diferentes concentragdes de nitrito.
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Figura 39. Voltamogramas ciclicos para oxidacdo do NaNO; no eletrodo carbono
VH/PAR modificado com poli-{trans-[RuCly(vpy).]}. Sol. LiClIO4 1,0 M e CH;COONa 0,1
M, pH 7,70.

Pode-se observar, que nas concentragdes testadas nao houveram
diferengas estatisticamente significativas (p< 0,05) entre os valores médios
para 9,2 ppm e 18,4 ppm de nitrito em solugédo (Tabela 8). Também n&o foram
observadas diferengas significativas entre as concentragcdes de 18,4 ppm e
46,0 ppm de nitrito. Os valores para Jpa (MA cm™?) nas concentracdes de 18,4
ppm e 46,0 ppm sdo bastante préximos (166,06 pA.cm? e 198,40 pA.cm?,

respectivamente). Embora isso n&o ocorra na concentracdo de 9,2 ppm
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(101,86 pA.cm™), o desvio padrdo nas leituras realizadas para 18,4 ppm foi
maior. A magnitude dos desvios padrées poderia explicar a menor
sensibilidade nas concentragdes mais baixas.

Na Figura 40 sao apresentados os resultados obtidos aplicando a
técnica DPV para as mesmas condicdes e concentragdes de nitrito. Nesta
técnica, os maiores valores para desvio padrdao permaneceram nos dois
extremos da faixa de concentracdo (92,0 ppm e 9,2 ppm). A técnica DPV
mostrou-se mais sensivel em relagdo a técnica VC, visto que apenas nao
detectou diferengas estatisticamente significativas (p< 0,05) entre as
concentragcdes de 9,2 ppm e 18,4 ppm. Os picos correspondentes a curva

apresentam-se mais definidos nesta técnica.

160 o e,
4 ..." ..
- L]
140 ] *
1 2 Kh
T
120 £ .
i i ;j hii
£ 100 ! \.
Q I J %
ﬂ:: a0 - lf s ’H.‘ hi
— < ;-‘ Y ".
i i L]
E_'] i .? .‘. iy " H',“"‘u '.o
B0 - :_I-r ; £ b Ty ..o
T ." ’; Y E‘n
L4 : *r,
40 - s P 7 =
A -~ ,.“"P o "M... un-""—-,,.,..uﬂ“"
‘l‘n" - MVVW“M i PO
2|:| = “. “""";M" Mv"%vwwwﬂwww
— T _w"'._.'.‘;«w"’v
I:I |l | T I T I 1
G600 200 1000

E (mV) vs.SCE

Figura 40. Voltamogramas de pulso diferencial para oxidagdo do NaNO, no eletrodo
carbono vitreo modificado com poli-{trans-[RuCl,(vpy)4]}. Sol. LiCIO, 1,0 M e
CH3;COONa 0,1 M, pH 7,70, eletrodo de referéncia calomelano, contra-eletrodo
platina.
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Tabela 8. Valores médios + desvio padrdo para E (mV) e J (MA.cm™) para
determinacdo oxidativa de nitrito em eletrodo de carbono vitreo (GC/PINE)

modificado com poli-{trans-[RuCl,(vpy).]} usando as técncias de VC e DPV

técnica  Conc. NO, Conc. NO, J (MA.cm™) Area (4 cm™)

(ppm) (mmol L)

VC 9,2 0,2 101,86 + 10,632 0,39 + 0,082

18,4 0,4 166,06 + 40,42 0,81 +0,22°

46,0 1,0 198,4 + 17,70° 0,99 + 0,04°

92,0 2,0 343,36 + 40,00¢ 1,75+ 0,18°

184 4,0 613,40 + 6,14° 3,06 + 0,04¢

DPV 9,2 0,2 43,37 + 6,872 153,70 + 8,042

18,4 0,4 44,04 + 2,80° 220,50 + 16,86°

46,0 1,0 65,65 + 3,47° 313,70 + 15,50°

92,0 2,0 85,15 + 1,88° 408,80 + 9,75¢

184,0 4,0 151,73 + 5,79¢ 700,46 + 8,942°

2b.Para uma mesma técnica valores seguidos por letras iguais ndo diferem
estatisticamente entre si em decorréncia da concentragéo (p<0,05).

A técnica de DPV mostrou-se mais sensivel do que a técnica de VC.
Entretanto, em ambas as técnicas nao foi possivel detectar diferencgas
estatisticamente significativas entre as concentragcbes menores de 9,2 ppm e
18,4 ppm de nitrito em solucdo nas condicdes experimentais estudadas. Com
o objetivo de reduzir a influéncia dos desvios padrdes, e dessa forma melhorar
a sensibilidade entre as concentragdes, foram calculadas as areas sob as
curvas correspondentes aos picos andédicos para a oxidacdo do nitrito nas
diferentes concentragbes testadas. A mesma analise ANOVA, seguida pelo
teste de Tukey (p< 0,05) para comparacdo entre médias foi utilizado. Os
resultados podem ser observados também na Tabela 8.

Os valores obtidos para as areas sob o pico anddico apresentaram
valores menores para o desvio padrdo das medi¢cdes e consequentemente
influenciaram na sensibilidade global das técnicas. Para a técnica VC,
permaneceu igualdade entre as concentragbes de 9,2 ppm e 18,4 ppm.
Entretanto, para a técnica DPV observou-se uma reducao significativa (p <
0,05) para os desvios padrdes, 0 que consequentemente aumentou a
sensibilidade da técnica. Todavia, € coerente afirmar que na faixa das
concentracbes de 9,2 ppm e 18,4 ppm a sensibilidade de deteccdo do
sistema, apresentado neste estudo, para ions nitrito € muito reduzida. Nota-se

a proximidade dos valores em relagéo a linha base (auséncia de ions nitrito).
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4.12 Determinacdao de NO, em eletrodos modificados com poli-{trans-
[RuCly(vpy)4]} (monocamada) em amostras de paté frente a reagcao de
Griess(AOAC-1996)

Os maiores interferentes para o nitrito no eletrodo modificado de poli-
{trans[RuCly(vpy)s]} sdo anions capazes de oxidar no potencial de trabalho, e
isto, inclui brometos e iodetos. Entretanto, estas substéncias néo fazem parte
da composigao dos patés testados. Além disso, o nitrato e o oxigénio séo nao
eletroativos sob as condi¢coes de determinacdo deste estudo, ambas espécies
ndo causam interferéncia na analise do ion nitrito. Para avaliar a utilidade
pratica do eletrodo modificado com poli-{trans-[RuClx(vpy)s]}, as quantidades
de nitritos foram determinadas em amostras de patés, e os resultados obtidos
foram comparados aqueles usando-se o método espectrofotométrico da
AOAC, reacao de Griess.

Na Figura 41 tem-se a curva de calibragdo construida para o método
espectrofotométrico, reagcdo de Griess para determinacdo de nitritos em
alimentos. Na Tabela 10 estdo os valores usados na construcdo da curva

espectrofotométrica.
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Figura 41. Curva de calibracdo para determinacéo de nitritos obtida pelo método
AOAC, reacao de Griess.
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Tabela 9. Valores meédios para absorbancia a 540 nm e respectivas

concentracdes de nitrito no método espectrofotométrico, reacao de Griess

Conc.analito Conc.analito Absorbancia

NO, (ppm) NO, (umol L™)
0,2 4,34 0,101 £ 0,024
0,4 8,69 0,155 +0,017
0,6 13,04 0,201 + 0,064
0,8 17,39 0,251 £ 0,025

No procedimento experimental para determinagdo nas amostras de
paté utilizou-se o método de Adicdo Padrdo. Uma das vantagens deste
meétodo é a reducdo dos efeitos devidos a composi¢cao da matriz de alimentos
complexos, como € o caso do paté. Os resultados obtidos estdo apresentados
na Tabela 10.

Tabela 10. Valores médios + desvio padrao para quantidade de nitritos
encontradas nas amostras de paté (mg 100g’) obtidas pelos métodos

voltamétrico utilizando eletrodo de carbono Vvitreo modificado e

espectrofotomeétrico.
Amostra Conc. NO; (mg por 100 g) Conc. NO; (mg por 100 g)
(paté)* DPV Griess

A 9,33+ 1,212 9,01 +£1,33%

B 8,55 + 0,76" 8,24 +1,09°

C 9,16 + 0,64° 8,98 + 0,92°

*onde as letras A,B e C correspondem apenas a sabores diferentes entre os patés de mesma
marca e diferentes lotes.

aP¢ Para uma mesma amostras, valores seguidos de letras iguais ndo apresentaram
diferencas estaisiticamente significativas decorrentes do método analitico (p<0,05).

Conforme pode ser observado na Tabela 10, houve coeréncia nos
valores obtidos para os dois métodos. De outro lado, a detec¢do voltamétrica
em eletrodo modificado com poli-{trans-[RuCl,(vpy)s]}, dispensa o uso de
reagentes além dos contidos no eletrdlito suporte (acetato de sodio e
perclorato de litio), dispensando também a eliminagdo das proteinas,

desproteinizagao da amostras com ferrocianeto e sulfato.
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Conclusoes

Os eletrodos de carbono vitreo modificados com poli-{trans-
[RuCly(vpy)4]} apresentaram maior sensibilidade na detecgdo de ions nitrito
em solugao do que os mesmos eletrodos nus (ndo revestidos). O potencial de
oxidagao do ion nitrito foi ligeiramente deslocado catodicamente diminuindo
assim as interferencais provenientes da degradagao do solvente.

A técnica de Voltametria de Pulso Diferencial mostrou ser mais sensivel
na deteccdo de baixas concentragdes de nitrito. Isso porque a técnica DPV
constitui um instrumental consideravel na discriminagao da corrente faradaica
da capacitiva, consequentemente a sensibilidade da técnica de pulso
diferencial (DPV) ultrapassa significativamente a da Voltametria Ciclica,
atingindo-se limites de detecgdo da ordem de 107 a 10® mol L™.

Dentre os valores de pH testados para a determinagao de nitrito no
eletrodo de carbono revestido com poli-{trans-[RuCl,(vpy).]}, os valores de pH
7,0 e 8,0 apresentaram maiores vantagens qualitativas e quantitativas.

Ambas as tentativas de melhorar a sensibilidade de detec¢cdo do
eletrodo modificado usando a eletropolimerizacdo da 4-vinilpiridina e a
incorporacdo das espécies redox Fe(CN)s** ndo obtiveram éxito. Ao contrario,
ou reduziram a definicdo do pico anddico ou reduziram o valor da corrente
anaodica.

A quantificacdo de nitritos em amostras de paté utilizando a técnica
voltamétrica apresentada neste estudo mostrou-se similar aos valores obtidos
para as mesmas amostras usando o método espectrofotométrico, reacéo de
Griess.

Todos os resultados obtidos neste estudo sugerem a necessidade de
mais estudos investigativos sobre a técnica proposta, incluindo estudos de

validagado e incertezas de medigéao.
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CAPITULO 2
Determinacao de antioxidantes sintéticos em eletrodos de carbono e

platina
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1. INRODUCAO

Compostos antioxidantes desempenham um importante papel em
muitos processos biolégicos onde estdo presentes radiciais livres (BASAGA,
1990). Os antioxidantes primarios como tert-butilhidroxianisol (BHA), tert-
butilhidroxitolueno (BHT) e tert-butilhidroquinona (TBHQ) atuam bloqueando
os radicais livres, convertendo-os em produtos estaveis através de reacdes
redox (ANTOLOVICH et al , 2002). Tais antioxidantes sdo comumente usados
sozinhos ou em conjunto em misturas comerciais como aditivos para éleos ou
gorduras com o objetivo de prevenir a rancidez oxidativa. Dentre os alimentos
que mais contém esses aditivos esta a maionese. A maionese consiste na
combinagao de suco de lim&o ou vinagre com ovos e 6leo e com um ou mais
antioxidantes sintéticos em sua formulagdo (JACOBSEN et al., 1999).

Métodos colorimétricos e espectrofotométricos foram usados
inicialmente para determinacdo desses aditivos em diferentes amostras de
alimentos e hoje é possivel encontrar diferentes variacbes para esses
métodos (CAPITAN-VALLEY; VALENCIA; NICOLAS, 2004; CRUCES-
BLANCO et al, 1999). Posteriormente vieram os métodos cromatograficos
(KAROVICOVA; SIMKO, 2000; PERRIN; MEYER, 2002; YANEZ-SEDENO;
PINGARRON; POLO DIEZ, 1991). Métodos eletroquimicos, por exemplo,
técnicas polarograficas e voltamétricas (voltametria de pulso diferencial,
voltametria adsortiva, voltametria de varredura linear etc). Tais métodos, em
geral possuem alta sensibilidade e sdo amplamente utilizados na quimica
analitica. Estudos sobre o comportamento eletroquimico desses antioxidantes
usando técnicas amperomeétricas tém sido reportados e testados em eletrodos
nus e eletrodos revestidos (GONZALEZ et al., 1994; FUENTE et al., 1999;
RIBER et al., 2000; NI, WANG & KOKOT, 2000).

Além desses métodos, ha aqueles que empregam cromatografia com
detectores eletroquimicos (BIANCHI et al., 1997). Em relagcdo aos métodos
eletroquimicos, quando uma mistura apresente dois ou mais substancias
antioxidantes, as ondas voltamétricas desses antioxidantes podem
apresentar-se sobrepostas (overlapped) e neste caso, € dificil analiza-los
individualmente (NI, WANG & KOKOT, 2000). Alguns autores tém aplicado

aproximagodes quimiométricas para contornar esse problema, como regressao
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de componente principal (PCR) e regressao parcial por minimos quadrados
(PLSR) (GALEANO DIAZ et al., 1998; NI, WANG & KOKOT, 2000).

Sendo o uso de antioxidantes sintéticos, limitado por legislagao
competente, € de extrema importancia a determinacao da quantidade desses
aditivos nos alimentos (YANEZ-SEDENO, PINGARRON & POLO DIEZ, 1991).
Sendo assim, neste estudo sdo apresentados os resultados da analise
quantitativa de trés antioxidantes sintéticos (BHA, BHT e TBHQ) em diferentes
condigdes para o uso da técnica voltamétrica otimizada na determinagao

desses antioxidantes sintéticos.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo principal do trabalho € a otimizagcdo na determinagao
eletroquimica dos antioxidantes sintéticos, BHA, BHT e TBHQ, em mistura,
em amostras de alimentos. A técnica otimizada deve ser sensivel e
descrimimar as ondas anddicas de cada antioxidante sem a utilizacdo de

tratamentos quimiométricos dos dados.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Utilizacdo de eletrodos nus comerciais de carbono vitreo e platina na
determinagao dos antioxidantes sintéticos BHA, BHT e TBHQ, em alimentos;

- Comparar a influéncia do substrato do eletrodo de trabalho na determinagao
quantitativa dos antioxidantes BHA, BHT e TBHQ, para promover alternativas
economicamente mais atrativas;

- Determinacdo dos parametros voltamétricos envolvidos na aplicagdo dos
eletrodos na determinacéo dos antioxidantes sintéticos em solucdes padrdes;
- Determinagao dos parametros voltaméticos envolvidos na aplicagcdo dos
eletrodos na determinagcdo dos antioxidantes sintéticos em amostras de
alimentos, no caso deste estudo, em maioneses;

- Apresentar um sistema eletroquimico livre de overlapping e da aplicagao de

métodos quimiométricos para tratamento de dados.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Realizagao dos experimentos

Os experimentos foram realizados, nos Departamentos de Quimica e
de Ciéncia e Tecnologia de Alimentos da Universidade Federal de Santa

Catarina.
3.2 Eletrdlitos, solventes e analitos

Tert-butilhidroxianisol (BHA) da Merk; tert-butilhidroquinona (TBHQ) e
2,6-di-t-butil-p-hidrocitolueno (BHT) da Sigma. Acido bérico, &acio acético,
acido fosférico, acetato de sddio, perclorato de sddio, metanol e os demais
reagentes possuiam grau analitico e foram utilizados sem purificagdo prévia.
Agua destilada e deionizada foi utilizada. As solugdes padrdes (mistura e
isolados) foram preparadas em metanol na concentragéo unica de 500 mg L.
Para ajuste do pH dos eletrdlitos suporte, usou-se solugdes a 2 mol L™ de
NaOH.

Foram utilizados inicialmente trés eletrdlitos suporte: tampé&o Britton-
Robinson 0,1 mol L™ (A) pH 2,80, solugdo HCI 0,1 mol L™ (B) pH 2,30 e
solugcédo acetato de sddio 0,1M e perclorato de sédio 0,2M (pH 7,00), todos
contendo 20 mL L-' de metanol. O objetivo era avaliar o melhor eletrdlito
suporte correlacionando sua influéncia sobre o overlapping das ondas

voltamétricas.

3.3 Célula eletroquimica

As medi¢cdes voltamétricas foram realizadas em uma célula
eletroquimica convencional de um compartimento, contendo trés eletrodos
sendo: eletrodo de trabalho, Et; contra-eletrodo, Ec, eletrodo de referéncia, Er
e entrada e saida para gas. Foram utilizados, eletrodo de platina (Pt), com

area superficial de 0,520 cm? da PINE, e eletrodo de carbono vitreo com area
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superficial de 0,950 cm? da Pine como eletrodos de trabalho, para investigar a
influéncia dos diferentes substratos na troca de elétrons. Como contra-
eletrodo foi utilizada placa de Pt amarrada a um fio também de Pt, totalizando
uma area de 3,00 cm?. O eletrodo de referéncia utilizado foi o de calomelano
saturado Hg/Hg>Clo/KCl (sat) (SCE).

3.4 Instrumentos

Na deteccdo oxidativa dos antioxidantes sintéticos utilizou-se um
Potenciostato/Galvanostato da E.G & G.PAR 273A, com interface, via cartao

de interface GPIB da National Instruments Co.
3.5 Amostras

Amostras de maionese foram adquiridas no mercado local, num total de
quatro diferentes marcas aleatoriamente. Para cada marca de maionese

foram coletados amostras de trés lotes distintos (n=3).
3.6 Técnicas voltamétricas

A atividade eletroquimica dos antioxidantes sintéticos (BHA, BHT e
TBHQ), foi avaliada utilizando-se diferentes técnicas voltamétricas:
voltametria ciclica (VC) (up = 50 mVs™), voltametria de pulso diferencial
(VPD) (AE = 25 mV; up = 50 mV s™) e voltametria de onda quadrada (VOQ)
(AE = 25 mV; f = 60 Hz). O comportamento eletroquimico dos antioxidantes
sintéticos foi investigado individualmente e em mistura sob as mesmas
condigdes experimentais com o objetivo de obter mais informagbes sobre o

overlapping das ondas anddicas.
3.7 Curva de antioxidantes sintéticos
Contruiu-se curva de calibracdo em eletrodo de carbono vitreo para a

mistura dos trés antioxidantes e para cada antioxidante isoladamente. Da

mesma forma, usando-se o eletrodo de platina construiu-se as mesmas oito
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curvas (dois eletrélitos suporte). Estudou-se um intervalo de concentragao de

1 ppm a 200 ppm com n = 5.

3.8 Limpeza dos eletrodos

Cada medida realizada era sucedida por uma limpeza da superficie do
eletrodo: polimento com alumina, seguido de lavagem com agua
destilada/deionizada, limpeza sob agitagdo com metanol durante 30 segundos
e aplicacao de potencial no intervalo de 1,3 mV até 0 mV a uma velocidade
de varredura de 30 mV s’ usando voltametria linear como técnica

voltamétrica.

3.9 Determinagao quantitativa dos antioxidantes sintéticos em amostra

de alimento

Pesou-se entre 10,0 e 20,0 g em balanga analitica (Metler Toledo)
(£0.0001 g) de amostras de maionese comerciais. Acrescentou-se 5 mL de
etanol p.a. e transferiu-se quantitativamente para frasco Erlenmeyer de 100
mL. Apds, agitacdo de 5 minutos em agitador magnético (Dist), a mistura foi
centrifugada a 3.000 rpm durante 10 minutos. O sobrenadante foi recolhido
em frasco ambar. O mesmo processo de extracdo foi repetido mais duas
vezes e todos os sobrenadantes foram coletados e entédo diluidos em metanol.
Uma aliquota de 10,0 mL de cada extrato de amostra foi analisado por SWV
ou VOQ em Potenciostato/Galvanostato como descrito anteriormente
utilizando-se o método da Adicdo Padrdo. A técnica voltamétrica SWV/VOQ
foi escolhida porque apresentou os melhores resultados nos testes

preliminares.

3.10 Determinagcao de interferentes na quantificagao de antioxidantes

sintéticos

Acido ascérbico, acido citrico, acido latico, EDTA, sorbato de potassio

foram avaliados como possiveis interferentes nas proporgdes: 1:1, 1:2, 1:5,
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1:10 e 1:20 (faixa de concentragao de 25 a 500 ppm). Estes compostos foram

selecionados por pertencerem a formulacao tipica da maionese comercial.
3.11 Analise estatistica
Os dados sao apresentados como médias + desvio padrdo. Os

resultados foram estatisticamente analisados por analise de variancia
(ANOVA) seguido pelo teste de Duncan. O nivel de significancia foi de 0,05.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Influéncia das técnicas voltamétricas na determinagdao de

antioxidantes sintéticos

Nas determinagdes voltamétricas dos antioxidantes, verificou-se uma
relacdo proporcional entre os picos de corrente e as concentragdes das
especies eletroativas. O sistema aqui estudado caracteriza-se pela troca de
apenas um elétron (CHENG et al., 2002). Embora seja de conhecimento
comum que técnicas voltamétricas de pulso diferencial sejam mais sensiveis
do que técnicas de voltametria classica, neste trabalho foram realizadas
determinagcbes com diferentes técnicas voltamétricas, apresentadas nas

Figura 2 e 3.

600
500

400 +

j (UA.cm?)

N I ' I ! I ! I ! ]
0 200 400 600 800 1000
E (mV) vs. SCE

Figura 2. Voltamogramas obtidos por ( — ) SWV (AE = 25 mV; f = 60 Hz); (— )CV
(ub = 50 mVs-1); (- - ) DPV (AE = 25 mV; ub =50 mV s-1) e ( ---) SLV (up, = 50
mVs™”') em eletrélito suporte tamp&o Britton-Robinson 0,1 mol L™ contendo metanol
20 mL L™ para 50 mg L BHA, BHT e TBHQ, pH 2,0, n = 5 em eletrodo de GC.
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A técnica de voltametria de onda quadrada (SWV) apresentou-se mais
rapida do que a técnica de Voltametria de Pulso Diferencial (DPV) e mais
sensivel. No voltamograma obtido por SWV em GC é possivel a distingado dos
trés picos caracteristricos para TBHQ, BHA e BHT, Ep = 385 mV, 555 mV e
736 mV, respectivamente. A técnica DPV em eletrodo de trabalho de GC (Fig.
1) foi melhor do que a mesma técnica em eletrodo de Pt (Fig. 2). Isso porque
no eletrodo de Pt o pico correspondente ao TBHQ, Ep = 358 mV apresenta a

forma de um “ombro” do pico correspondente ao BHA em Ep = 500 mV).

600

j (UA.cm™)

! I ! I ! 1 ! I ! I
0 200 400 600 800 1000
E (mV) vs. SCE

Figura 3. Voltamogramas obtidos por (—) SWV (AE =25 mV; f=60 Hz); (— ) CV
(Up =50 mVs™); (- =+ ) DPV (AE =25 mV; up=50mV s” )e (---) SLV (U, = 50 mVs™)
em eletrolito suporte tampao Britton-Robinson 0,1 mol L™ contendo metanol 20 mL
L para 50 mg L' BHA, BHT e TBHQ, pH 2,0, n = 5 em eletrodo de Pt.

Existe uma menor resolucdo dos picos de corrente. As técnicas de
LSV e VC apresentam resultados semelhantes, porque seus parametros sao
iguais, Ep = 394 mV para o TBHQ e Ep = 562 mV para o BHA. Entretanto a

técnica de VC fornece-nos a informacgao atriubuida ao pico catédico de
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reducao dos antioxidantes oxidados, em Ep = 147 mV, e que encontravam-se
sobre a superficie do eletrodo durante a varredura em sentido contrario. Tal
informacéao descreve a reversibilidade do processo de oxido-reducgao.

As Figuras 2 e 3 também mostram que as técnicas de voltametria
cicica VC e oltametria linear LSV foram menos adequadas, pois
apresentaram apenas dois picos de corrente anddica referentes ao TBHQ e
ao BHA. Esse comportamento também foi observado para o eletrodo de Pt,
com valores de Ep = 405 mV e Ep = 550 mV para TBHQ e BHA,
respectivamente, para as técnicas de VC e LSV.

A técnica de VC é muita vantajosa para investigagdes sobre
comportamento eletroquimico de analitos, todavia, € pouco util para analises
quantitativas (GONZALEZ et al., 1994), objetivo principal deste estudo. A
técnica de SWV foi a unica a apresentar trés picos de corrente anddica em
ondas bem definidas para ambos eletrodos de trabalho, Pt : Ep= 385 mV, Ep
= 555mV e Ep =790 mV para o TBHQ, BHA e BHT, respectivamente; e GC:
Ep = 382 mV, Ep =540 mV e Ep =736 mV para TBHQ, BHA e BHT,

respectivamente.

4.2 Influéncia do eletrodo de trabalho

As determinagdes foram realizadas tanto para misturas contendo os
trés antioxidantes quanto para cada antioxidante isoladamente. Na Figura 4
sao apresentados dois voltamogramas para a mistura de antioxidantes no
eletrélito suporte A em pH 2,0, usando voltametria de onda quadrada (AE = 25
mV; f = 60 Hz), uma para o eletrodo de Pt e a outra para o eletrodo de GC. O
eletrodo de trabalho de GC apresentou-se mais vantajoso para determinagao
de BHA e TBHQ em relagdo ao BHT. Isso porque os valores médios de pico
de corrente anddica em eletrodo de GC para o BHA e TBHQ foram
estatisticamente superiores mesmos valores de pico obtidos em Pt.

Entretanto, esse comportamento nao foi observado em relagcéo ao pico
de corrente anddica do BHT. O pico de corrente anddica do BHT foi superior
no eletrodo de Pt. Esse comportamento pode dever-se ao fato de a superficie

do eletrodo de Pt ser menos adsortiva e, portanto, menos susceptivel a
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contaminagao por espécies eletroativas. De modo geral, ambos os eletrodos
de trabalho, Pt e GC, mostraram-se adequados para determinagcao simultédnea
dos trés antioxidantes sintéticos na faixa de concentracdo de interesse para
analises de alimentos. Os valores de potencial anédico dependem do eletrodo

de referéncia utilizado, pH, eletrdlito etc.

585 mv
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.-.—‘ 540 mV s 736 mv
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Figura 4. Voltamogramas obtidos por SWV (AE = 25 mV; f = 60 Hz), em eletrdlito
suporte tampao Britton-Robinson 0,1 mol L™ contendo metanol 20 mL L™ para 50 mg
L BHA, BHT e TBHQ, pH 2,0, n = 5 em eletrodo deGC (- -*) e eletrodo de Pt (—).

Apesar disso, os valores encontrados neste trabalho para os potenciais
de oxidacdo das espécies estudadas, podem ser bem relacionados, apesar
das grandes diferencas, ao estudo de FUENTE et al. (1994) que encontrou
valores de Ep = 634 mV para o BHA e Ep= 485 mV para o TBHQ, em pH
1,10, voltametria ciclica e eletrodo de trabalho de Pt modificado tendo como
eletrodo de referéncia Ag/AgCI/KClsaty . YANEZ-SEDENO, PINGARRON e
POLO DIEZ (1991) usando eletrélito suporte acido perclérico 0,1 M em
voltamogramas hidrodinamicos (DPV), eletrodo de referéncia Ag/AgCl/ 3 M
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KCI, obteveram os maiores valores de corrente andédica em Epa =800 mV
para o BHA e Epa = 1050 mV para BHT. BRIESKRN e MAHLMEISTER
(1980), usaram DPV em eletrodo de carbono vitreo rotatério tendo como
eletrélito suporte acido sulfurico 0,1 M em etanol e obteveram valores de Epa
=780 mV para BHA e Epa =1040 mV para BHT.

4.3 Influéncia do pH e do eletrélito suporte

A influéncia do pH (2,0; 4,0; 6,0 e 8,0) sobre o sinal de oxidagdo da
mistura de antioxidantes sintéticos foi avaliada pela técnica de SWV (AE = 25
mV; f = 60 Hz) usando inicialmente trés eletrdlitos suporte A e B. Os valores
médios de Ipa (UA cm™) decresceram linearmente com o aumento do valor de
pH para todos os antioxidantes sintéticos em ambos eletrodos de trabalho (Pt
e GC) e para ambos eletrolitos suporte (A e B). Esse comportamente é
condizente com relatos na literatura, por exemplo, FUENTE et al. (1994)
estudando a determinagédo de BHA e TBHQ em eletrodo de Pt modificado e
VC, obtiveram um crescimento dos valores de corrente até o valor de pH de
4,5, para valores maiores de pH, a intensidade do pico descreceu
consideravelmente.

O sistema contendo valor de pH 2,0 foi o unico a apresentar pico de
oxidagdo para os trés antioxidantes sintéticos simultaneamente. A oxidagao
da substancia TBHQ nao pode ser detectada para valores de pH 6,0 e 8,0 (no
caso do eletrdlito suporte A) e para o valor de pH 8,0 (no caso do eletrdlito
suporte B). A oxidagao da substancia BHT n&o pode ser detectada para os
valores de pHs 6,0 e 8,0 (no caso do eletrdlito suporte B). Em relagdo ao
desempenho e influéncia do eletrdlito suporte, todos foram satisfatorios e
similares. A oxidagcdo do BHA em eletrodo de GC mostrou os seguintes
comportamentos: y = 317,26 — 22,83x, r? = 0,99 para o eletrolito A; y = 389,02
— 37,36x, ¥ = 0,93 para o eletrdlito B. A oxidacdo do mesmo BHA em
eletrodo de Pt apresentou: y = 640,8 — 34,797x, r* = 0,99 para o eletrdlito A; y
= 247,76 -12,248x, r* = 0,77 para o eletrdlito B. Para os outros dois
antioxidantes TBHQ e BHT os comportamentos foram similares (dados néo

apresentados). A Tabela 2 apresenta os valores médios para potencial de pico
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anodico Epa (mV) e para a densidade de corrente Ipa (UA.cm™) para os
eletrodos de GC e de Pt em pH 2,0 para misturas dos antioxidantes na

concentragdo de 25 mg L ™.

Tabela 2. Valores médios de Epa (mV) and J (UA.cm™) para mistura de
antioxidantes sintéticos BHA, BHT e TBHQ em diferentes eletrolitos suporte, A
e B, e diferentes eletrodos de trabalho, Pt e GC, n =5 em pH 2,0, usando a

técnica de voltametria de onda quadrada (AE =25 mV; f = 60 Hz ).

Antioxidante Eletrodo  Eletrdlito E, (mV) jp (WA.cm™)
de suporte
trabalho
TBHQ GC A 440,00 + 10,23 122,28 + 4,342
GC B 350,00 + 12,56 189,02 + 4,39°
Pt A 430,00 + 8,34 211,00 + 14,56°
Pt B 415,00 + 10,98 80,80 + 2,72°
BHA GC A 575,00 + 9,03 274,06 + 5,25*
GC B 530,00 + 12,13 292,34 + 6,96°
Pt A 575,00 + 10,44 433,06 + 40,06°
Pt B 540,00 + 14,43 155,28 + 9,79°
BHT GC A 835,00 + 7,45 72,77 £ 3,12f
GC B 825,0 + 11,67 141,82 + 3,219
Pt A 840,0+7,78 149,42 +7,29"
Pt B 650,0 + 5,21 121,86 + 10,96'

* E, e j, representam o pico de potencial anodico (mV) e pico de densidade de corrente
anaddico (pA), respectivamente
A — Britton-Robson 0,1 mol L™ tampao

B — Solution acido cloridrico 0,1 mol L™

Houve diferengas estatisticamente significativas (p < 0,05) entre os
eletrdlitos suporte para um mesmo eletrodo, para o TBHQ, o BHA e o BHT.
Da mesma forma, também houve diferengas estatisiticamente significativas
entre os eletrodos de trabalho (em um mesmo eletrdlito), tanto para o carbono
como para platina, em ambos eletrélitos, A e B. Portanto, o sistema formado,
pelo eletrodo de trabalho de Pt em eletrdlito suporte tampao Britton-Robinson
0,1 M (pH 2,0) foi significativamente mais sensivel para determinagao

quantitativa simultanea de TBHQ, BHA e BHT em mistura.
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4.4 Influéncia da concentrag¢ao do antioxidante

As correlacdes entre os valores de Jp, pico de corrente anodica e a
concentragdo dos antioxidantes em um sistema com pH 2,0, foram avaliadas
usando a técnica voltamétrica de SWV (AE = 25 mV; f = 60 Hz) para a mistura
de antioxidantes e também para cada antioxidante isoladamente. Para tanto,
diferentes sistemas foram preparados para os dois eletrélitos suporte, Ae B e
para ambos eletrodos de trabalho, GC e Pt. As faixas lineares de
concentracdo para determinagcdao dos antioxidantes, os valores para os
coeficientes angulares e os valores para os coeficientes lineares sao
apresentadas na Tabela 3 para o eletrodo de trabalho de GC e apresentados

na Tabela 4 para o eletrodo de trabalho de Pt.

Tabela 3. Correlagées lineares e limites de detec¢ao obtidos para mistura dos
antioxidantes BHA, BHT e TBHQ em eletrodo de GC usando a técnica
amperomeétrica SWV (AE = 25 mV; f = 60 Hz), eletrdlitos suporte A e B, pH

2,0

Faixa (mg L'1) R? Coef. Angular Coef. Linear Epa (mV)
(AL mg™) (LA)

Eletrélito suporte A

BHA S 2,0-80,0 0,97 7,81 2,11 259,08 + 14,51 440,00 = 8,11
TBHQ S 4,0-80,0 0,91 3,32 +1,28 152,97 £ 12,59 570,00 + 9,04

BHT S 4,0 -30,0 0,99 4,37 + 0,94 73,53 +5,80 830,00 + 7,65
BHA M 2,0-100,0 0,92 4,90 + 0,71 178,68 £+ 11,16 570,00 + 4,61
TBHQ M 4,0 - 100,0 0,95 2,65+ 0,52 166,31 £ 9,43 440,00 + 4,72
BHT M 2,0-40,0 0,95 1,61 £ 0,27 107,05+9,21 830,00 £ 9,52
Eletrélito suporte B

BHA S 2,0-100,0 0,98 6,23 + 1,59 154,67 £ 10,43 535,00 % 8,21
TBHQ S 1,0-80,0 0,78 3,49 £ 6,34 110,78 £ 10,32 350,00 + 5,25

BHT S 8,0-20,0 0,97 7,21 £1,07 49,20 £ 5,24 825,00 + 7,32

BHA M 2,0 —100,0 0,98 5,08 £0,79 167,83+ 11,04 520,00 + 3,32
TBHQ M 4,0-100,0 0,96 3,60 +£ 0,83 77,22 +9,23 330,00 + 5,67

BHT M 2,0-20,0 0,72 2,86 + 0,66 111,77 £17,19 820,00 + 5,83

S — antioxidante isolado; M — mistura contendo BHA, BHT e TBHQ (1:1:1 p/v).

Os resultados demonstram uma boa correlacédo positiva entre as faixas

de concentragdo para a mistura e as faixas de concentracdo para cada
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antioxidante isoladamente. As faixas de concentragao linear encontradas sao
adequadas para aplicacado da técnica na determinacédo quantitativa de TBHQ,

BHA e BHT em amostras de alimentos através do método de adicéo padréo.

Tabela 4. Correlagées lineares e limites de detec¢ao obtidos para mistura dos
antioxidantes BHA, BHT e TBHQ em eletrodo de Pt usando a técnica
amperomeétrica SWV (AE = 25 mV; f = 60 Hz), eletrdlitos suporte A e B, pH
2,0

Faixa(mgL') R? Coef. angular Coef. linear  Epa (mV)
(WA L mg™) (uA)

Eletrdlito suporte A

BHA S 1,0-80.0 0,99 6,78 £ 1,02 120,54 £ 11,80 580,00 £ 5,17
TBHQ S 8,0-40,0 0,88 8,02 2,11 0 410,00 £ 3,28

BHT S 10.0 - 30,0 0,92 5,65+ 0.98 354,59 £+ 15,86 750,00 £ 6,11
BHA M 10,0 - 60,0 0,99 5,61+1,16 122,92 £ 17,38 600,00 + 5,63
TBHQ M 12,0 - 30,0 0,99 3,81+£0,20 66,71 £ 9,77 450,00 £ 6,81
BHT M 10,0 -40,0 0,90 3,22 £ 0,59 243,63 £ 25,85 770,00 +5,63
Eletrdlito suporte B

BHA S 4,0-80,0 0,96 3,20 £ 1,25 212,15+ 11,74 540,00 = 8,23
TBHQ S 12,0 -120,0 0,99 5,09 + 4,23 112,74 £9,53 415,00+ 7,55

BHT S 12,0-40,0 0,98 3,39+0,76 17765+ 7,15 630,00 £7,21

BHA M 8,0-120,0 0,99 6,09 + 1,84 92,10+ 7,34 530,00 £ 7,27
TBHQ ™M 10,0-130,0 0,98 4,39 + 0,81 123,52 £9,23 420,00+ 7,75

BHT M 4,0-30,0 0,96 5,28 £ 0,95 103,01 £ 10,03 650,00 £ 10,23

As amplitudes dos intervalos lineares de concentragcédo para o eletrodo
de Pt e o eletrodo de GC foram muito semelhantes. A linearidade do intervalo
para um mesmo eletrdlito suporte parece estar correlacionda com a
solubilidade relativa de cada antioxidante. Por exemplo, o BHT possui uma
solubilidade menor devido a sua estrutura molecular. Pode-se observar que os
intervalos referentes ao BHT foram os menores em relacdo ao BHA e ao
TBHQ.
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4.5 Analise de amostras de maionese

O procedimento experimental para determinacdo esta descrito na
secdo 4.10. Utilizou-se o método de Adicdo Padrao para determinar os
antioxidantes nas amostras de maionese. Uma das vantagens deste método é
a redugdao dos efeitos devidos a composicdo da matriz de alimentos
complexos, como é o caso da maionese. Os resultados obtidos estdo
apresentados na Tabela 5. Os valores médios obtidos para BHA, BHT e
TBHQ estdo de acordo com niveis de concentracado esperados para esse tipo
de amostra (0,02 g/100 g sobre o teor de lipidios para o BHA e TBHQ, e
0,01 g/100 g sobre o teor de lipidios para o BHT) segundo a Resolugédo RDC
n°® 23, de 15 de fevereiro de 2005 (BRASIL, 2005). A técnica SWV (AE = 25
mV; f = 60 Hz), mostrou-se adequada para detecgdo dos antioxidantes
sintéticos em mistura. Todavia, o antioxidante BHT, provavelmente devido a
sua baixa solubilidade (menor do que a do BHA, conforme estrutura
molecular) em ambos os eletrélitos suporte, A e B, ndo pode ser detectado
com precisdo quando em mistura. Apds uma primeira determinagéo (BHA e
TBHQ) a concentragdo da amostra foi ajustada para a faixa de linearidade do
BHT, dessa forma o mesmo pode ser determinado em uma amostra mais
diluida. Durante todo o curso deste estudo, o compostos BHA e TBHQ
apresentaram melhores solubilidade e consequentemente maiores intevalos

lineares de concentracao.
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Tabela 5. Determinacao dos antioxidantes BHA, BHT e TBHQ em amostras
de maionese comercial usando a técnica voltamétrica SWV (AE = 25 mV; f =
60 Hz) em eletrdlito suporte solucdo aquosa HCI 0,1 mol L™, pH 2,0 para dois
eletrodos de trabalho, GC e Pt

Valores expressos em mg /100 g + SD mais (R

Maionese Eletrodo de Pt Eletrodo de GC

S L TBHQ BHA BHT TBHQ BHA BHT

B 1 - 3,47 £ 0,81 - - 278+029 2,11+0,12
B 2 - 4,36 £ 0,53 - - 3,19+0,76 2,45+0,21
B 3 - 4,32+0,45 - - 3,056+0,51 2,67+0,18
C 1 - 424+069 2,32+0,32 - 3,11 £ 0,54 2,34 +0,22
C 2 - 3,78+0,41 1,97+0,54 - 269+0,32 2,55+0,16
C 3 - 581+0,79 1,76 +0,42 - 213+0,67 2,64+0,25
D 1 5,89 + 0,62 - - 5,67 £0,44 - -

D 2 6,11+ 0,74 - - 5,88 + 0,65 - -

D 3 7,38 + 0,56 - - 7,01+ 0,68 - -

E 1 - 284+038 2,13+0,28 - 365+045 2,43+0,25
E 2 - 3,36 +£0,31 2,18+0,26 - 4,95+ 0,23 2,56 + 0,19
E 3 - 3,15+0,55 2,02+0,41 - 3,25+ 0,17 2,23+0,43

4.6 Interferentes

Possiveis interferentes que pudessem ser encontrados na formulacdo da
maionese foram testados sobre a mistura contendo BHA, BHT e TBHAQ.
Foram realizados testes de interferéncia sobre o sinal de corrente anddica
com o acido latico, acido citrico, acido ascorbico, EDTA e sorbato de potassio.
A escolha dos interferentes teve como base a formulagao tipica de maioneses
comerciais. Os diferentes niveis de concentragao testados foram: 1:1 (p/p),
1:2 (p/p), 1:5 (p/p), 1:10 (p/p) and 1:20 (p/p) ou uma faixa de 25mg L™ — 500
mg L™ para cada interferente. Para o &cido citrico em concentragdes acima
de 125 mg L' foi observado, especialmente em relagdo ao BHT, uma

mudanga no valor do pico de potencial anddico (deslocamento do potencial) e
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descrécimo do valor de pico de corrente Jp, até completa extingdo do pico em
concentragdes de 500 mg L™ de acido citrico.

. Para o acido latico todos os valores de J, foram pouco afetados para as
concentragdes testadas. Para o acido latico, cada um dos valores de Jp, foram
muito pouco afetados em concentragdes até 125 mg L'. Para concentracées
maiores foi possivel observar overlapping (sobreposi¢cédo) dos picos. Para o
sorbato de potassio o overlapping pode ser observado apenas na
concentracdo maxima de. 500 mg L' e nehnum tipo de interferéncia foi
observada para as diferentes concentracdes de EDTA. E interessante
observar que todos os overlapping ocasionados por interferentes ocorrou em
concentracdes maiores de 125 mg L” (ratio 1:5 (p/p)) e esta razdo ou
proporcao € impraticavel em amostras reais de alimentos

YANEZ-SEDENO, PINGARRON e POLO DIEZ (1991) também avaliaram
a possivel interferéncia do acido citrico na determinacéo do BHT e do BHA na
concentragdo de 0,5 mg L. Os autores ndo observaram interferéncias no
intervalo testado de 0,5-50,0 mg L de &cido citrico. Os mesmos autores
(1991) também estudaram a influéncia do BHT sobre a deteminacgéo
amperomeétrica do BHA. Os autores nao observaram interferéncias
experimentais na determinacdo de 0,5 mg L™ de BHA na presenca de BHT
em niveis de 0,5a 0,8 mg L.

GONZALEZ et al. (1994) também estudaram os efeitos do &cido citrico na
determinacao eletroquimica do BHA em eletrodo de trabalho de GC em
eletrélito suporte tampao Britton-Robinson 0,2 mol L™, pH 2,0. Os autores néo

observaram interferencias significativas para relagdo 1:200 (p/p).

5 Conclusoes

A determinacdo voltamétrica de misturas contendo os antioxidantes
sintéticos BHA, BHT e TBHQ em eletrodo de Pt tendo como eletrdlito suporte
uma solugdo de HCI 0,1 mol L™, pH 2,0, foi a que mais mostrou-se vantajosa
analiticamente e economicamente. Isso porque embora os resultados entre os
eletrodos tenham sido muito parecidos, os intervalos lineares de concentragao

do eletrodo de Pt apresentaram-se maiores. Além disso, a superficicie menos
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adsortiva do eletrodo de Pt tornou as medidas voltamétricas mais rapidas
(menor tempo de limpeza) e mais precisas. Os antioxidantes sintéticos
testados neste estudo, apresentaram limites de deteccdo distintos. O BHT
mostrou a menor solubilidade e consequentemente o menor intervalo linear de
concentragdo, o que tornou inviavel a determinagcdo simultdnea dos trés
antioxidantes sintéticos em amostras de alimentos. A ampliacdo do intervalo
de concentracdo para determinagdo do BHT usando diferentes eletrolitos
suporte € uma possibilidade que deve ser considerada, embora seja dificil
encontrar um solvente universal para substancias com estruturas moleculares
diferentes. No caso deste trabalho, optou-se pela avaliagdo separada do BHT
mediante diluigdo prévia da amostra. Este problema de baixa solubilidade n&o
anula as vantagens de rapidez da técnica otimizada aqui proposta que,
mostrou-se suficientemente eficiente. A escolha do eletrodo de trabalho e do
eletrélito suporte reflete no decréscimo dos custos da analise.Todos os
sistemas testados neste trabalho apresentaram boa performance e possuem
habilidade para aplicagdo em amostras de alimentos reais. O estudo sobre a
deteccdo de misturas antioxidantes usando a técnica voltamétrica de
voltametria de onda quadrada (SWV) e valores de pH adequados mostrou
resultados suficientes para deteccdo de tais antioxidantes sintéticos sem a
necessidade de usar aproximagdes quimiométricas para contornar os
problemas de overlapping de potencial sobre os picos de oxidagao

caracteristicos de cada substancia.
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CAPITULO 3 -
Perfil eletroquimico de extratos contendo antioxidantes naturais para

avaliagao da atividade antioxidante
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1. INRODUCAO

Os estudos sobre autoxidagéo relacionada a oxidagao de acidos graxos
insaturados vém sendo estudada desde 1940 (YAMAMOTO, NIKI & KAMIYA,
1982). Autoxidacao € uma reagao autocatalitica de radicais livres, de grande
interesse para a industria de alimentos, devido ao papel que desempenha na
oxidagao de lipidios. Contudo, apenas recentemente, a fungdo dos radicais
livres e das espécies reativas de oxigénio em varias doencgas, incluindo o
cancer, a arterioesclerose, a artrite reumatica e as doencas inflamatorias, tém
tornando-se conhecida (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1989; BASAGA, 1989).

Ha evidéncias de que a oxidag&do pode induzir obstrug¢des fisioldgicas,
causando o envelhecimento das células (GUTTERIDGE, 1993).
Consequentemente, o organismo necessitara de antioxidantes para eliminar
ou evitar a formagao do superodxido e outros compostos reativos de oxigénio.
A preocupacgao com os efeitos deletérios das espécies derivadas de oxigénio,
naturalmente, é seguida pelo interesse em compostos com atividade
antioxidante (IMEH & KHOKHAR, 2002). Isto tem levado ao desenvolvimento
de pesquisas sobre a possivel contribuigdo que os antioxidantes presentes na
dieta podem ter na prevencado de doencgas, uma vez que estas substancias
sao capazes de remover ou prevenir a formacgao de radicais livres e espécies
reativas de oxigénio (KINSELLA et al., 1993; GORDON, 1996).

Sabe-se que compostos fendlicos, tocoferdis, carotendides e acido
ascorbico agem no organismo humano para destruir o oxigénio ativo (NAMIKI,
1990). Inumeras pesquisas visando avaliar a possivel contribuicdo dessas
substancias, encontradas principalmente em plantas terrestres e aquaticas,
comprovam suas potencialidades (IMEH & KHOKHAR, 2002). A avaliacao de
novas fontes de antioxidantes naturais exige métodos confiaveis para
avaliagao desse potencial. Neste estudo sdo apresentados resultados sobre a
aplicagao de técnicas voltamétricas otimizadas na avaliacdo do potencial
antioxidante de extratos brutos etandlicos de residuo da produg¢ado de vinho

branco.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo principal do trabalho é a aplicacao de técnica voltamétrica na
avaliacdo da atividade antioxidante de extratos brutos contendo compostos

antioxidantes obtidos do residuo de vinicolas.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

-Utilizagdo de eletrodos nus comerciais de carbono vitreo na avalicdo do
potencial antioxidante de extratos brutos, especificamente, extratos etandlicos
de bagaco de uva;

-Comparar a influéncia da aplicacdo do potencial, técnica voltamétrica, sobre
a sensibilidade de decricdo do perfil eletroquimico dos extratos etandlicos de
bagaco de uva;

-Determinacdo dos parametros voltaméticos envolvidos na aplicacdo do
eletrodo de carbono vitreo na avaliagdo do potencial antioxidante dos extratos
de bagaco de uva;

-Correlacionar os resultados obtidos com a técnica voltamétrica com os
resultados obtidos com testes de avaliacido da atividade antioxidante como

radical DPPH, radical ABTS, sistema beta-caroteno/acido linolérico.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Reagentes

Todos os solventes organicos alcool etilico, éter etilico (VETEC). Acido
linoléico (Fluka), B-caroteno (Fluka), Tween 40 (Sigma), BHT (Sigma), Trolox
(Merk), apresentaram grau de pureza de aproximadamente 99,0%. O Folin-
Ciocalteau foi adquirido da Fluka e ABTS [(2,2—azinobis (3-etil-benzotiazolina-
6-acido sulfénico)] da Merck. Todos os outros reagentes estavam disponiveis
comercialmente e possuiam graus analiticos de pureza, sendo utilizados sem

purificagao prévia.

3.2 Amostras e Padroes

Cinco bagacos de diferentes cultivares de uvas usados na produgao de
vinho branco foram cedidos pela EPAGRI (Empresa Catarinense de Pesquisa
Agropecuaria) unidade experimental de Videira/SC no ano de 2003, sendo
eles: Gewdurztraminer, Chardonnay, Couderc 13, Moscato Embrapa e Riesling
Italico. As amostras de bagago foram armazenadas a (-18,0 + 0,5)°C até o
momento das analises. Os bagagos foram primeiramente secos em estufa
com circulagdo de ar forcada a (40,0 + 1,5)°C até secagem completa e,

posteriormente, trituradas (granulometria entre 0,25-2,36 mm).

3.3 Obtencao dos extratos etandlicos

Para obtencao dos extratos etandlicos, pesou-se 4,00 g da biomassa
seca em balanga analitica e iniciou-se extragao sequencial sob agitagao
durante duas horas (MOREIRA; MANCINI FILHO, 2003). O primeiro solvente
foi éter etilico, 50 mL e apds duas horas sob agitacdo o bagaco foi seco em
temperatura ambiente e misturado com o segundo solvente, alcool etilico, 50
mL e nova extracdo realizada. A determinacido do peso seco dos extratos foi
realizada por gravimetria (AOAC, 1996). Estudos preliminares foram

realizados inicialmente com trés diferentes solventes: éter etilico, alcool etilico
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e agua, devido aos diferentes valores de polaridade desses solventes. Devido
a baixa atividade antioxidante apresentada, os resultados obtidos com
extratos em éter etilico e agua, neste trabalho sado apresentados apenas os

resultados observados usando extratos etandlicos.
3.4 Eletrodlitos suporte

Para os extratos etandlicos dos bagagos de uva, inicialmente testou-se
solugbes de diferentes tampdes contendo 20,0% (v/v) de etanol: tampao
HCI/KCI, tampao citrato e tampao fosfato, em pHs: 1,0, 4,5, 6,0, 7,0 e 8,0.
Apés a selegao do melhor valor de pH (entre 3,0 e 4,0) seguiram-se testes
com os tampdes HCI/KCI pH 3,32 e acetato de sddio, pH 3,65.

3.5 Determinacao de compostos fendlicos totais

Os fendlicos totais foram avaliados pelo método de Folin-Ciocalteau
com modificagées (BUDINI, 1980), usando acido galico como padréo e os

resultados expressos com equivalentes em acido galico (EAG), r* = 0,9987.

3.6 Determinacao da atividade antioxidante in vitro dos extratos

etandlicos pelo método do radical DPPH

A metodologia descrita por BRAND-WILLIAMS, CUVELIER e BERSET
(1995) foi utilizada. Para cada extrato, diferentes concentragdes foram
testadas (5,0 — 250,0 yg mL™"). O descréscimo nos valores de absorbancia
resultantes da reacdo para estabilizagdo do radical livre 2,2-diphenyl-1-
picrylhydrazyl (DPPH*) foi monitorada em espectrofotometro HP 8452A no

comprimento de onda de 517 nm apd6s 30 minutos de reacéo.
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3.7 Determinagao da atividade antioxidante in vitro dos extratos

etandlicos pelo método do radical ABTS

A atividade antioxidante total (AAT ou CAO) foi avaliada pelo método
do radical ABTS segundo RICE-EVANS e MILLER (1994). As habilidades
relativas dos antioxidantes para sequestrar o radical 2,2’-azinobis(3-
etilbenzotiazolina-6-sulfonato), radical cationico (ABTS ") foram avaliadas em
relagdo a habilidade antioxidante de diferentes quantidades do padrao Trolox.
O radical cation ABTS™ na concentracdo de 7,0 mmol L™ foi gerado pela
reagdo com 2,5 mmol L™ de perssulfato durante 12 horas em repousos. A
reacao entre of 980 uL da solucéo contendo o radical ABTS e 20 pL do extrato
etandlico foi monitorada em espectrofotdmetro HP8452A no comprimento de

onda de 754 nm durante 4 minutos, a cada minuto.

3.8 Determinagcdo da atividade antioxidante in vitro dos extratos

etandlicos pelo sistema f3-caroteno/acido lindleico

A avaliagao da habilidade dos extratos em retardar a peroxidagao do -
caroteno em sistema de emulsao contendo acido linoléico seguiu o protocolo
de Marco 1968. O sistema emulsdo contendo 40,0 mg mL™" de acido lindleico,
0,85 mL de tween 40 e 3,34 mg mL™ de B-caroteno em agua foi mantido em
banho termostatizado a (50,0 + 2,0)°C . A reagdo de peroxidagao do B-
caroteno foi monitorada em espectrofotémetro HP 8452 no comprimento de
onda de 470 nm a cada 15 minutos durante duas horas. O percentual de
inibicdo da oxidagdo em relagdo ao controle (100,0% de oxidacao) foi obtido
pela relagdo das absorbancias no tempo final e inicial para uma concentragcao
de 100 ppm de extrato. O antioxidante sintético BHT foi utilizado também a

100 ppm como controle positivo.



164

3.9 Determinagao do potencial antioxidante dos extratos etandlicos

usando técnicas amperomeétricas

Utilizou-se um sistema de célula etroquimica convencional contendo
trés eletrodos: um eletrodo de trabalho (ET) de carbono vitreo (GC, 0,950 cm?,
PINE); um eletrodo de referéncia (ER) Hg/Hg>Clo/KCl (sat) (SCE) e um contra-
eletrodo de platina. As técnicas amperométricas testadas foram voltametria
ciclica (VC ou CV) (up = 50 mVs™), voltametria de pulso diferencial (DPV ou
VPD) (AE = 25 mV; up, =20 mV s™') e voltametria de onda quadrada (SWV ou
VOQ) ( AE = 25 mV; f = 30 Hz) em um potenciostato EG&G PARC (modelo
273A, USA). Todos os experimentos foram realizados a temperatura
constante (20,0 £ 0,05)°C.

3.10 Analise estatitica
Os dados sao apresentados como médias + desvio padrdo. Os

resultados foram estatisticamente analisados por analise de variancia

(ANOVA), seguido pelo teste de Tukey. O nivel de significancia foi de 0,05.
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4. RESULTADOS e DISCUSSAO

4.1 Influéncia da técnica voltamétrica

Para avaliar a influéncia do tipo de aplicacdo do potencial sobre a
sensibilidade da resposta foram testadas diferentes técnicas voltamétricas.
Inicialmente testou-se as técnicas de voltametria ciclica (VC), voltametria de
varredura linear (LSV), voltametria de ondas quadradas (SWV) voltametria de
pulso diferencial (DPV) (nem todos resultados sao apresentados). As técnicas
DPV e SWV apresentaram os melhores resultados, os quais estao
apresentados nos voltamogramas das Figuras 1 e 2. Na Figura 1 tem-se o
voltamograma do extrato de Gewurztraminer em tampdo HCI/KCI pH 3,32
usando a técnica voltamétrica SWV. E possivel observar neste voltamograma
apenas dois picos anodicos em Epat = (240,00 + 3,54)mV e Epa2 = (540,00 +
6,21)mV, pouco definidos.

j (uA.cm™)
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Figura 1. Voltamograma do extrato de bagaco Gewurztraminer usando a técnica de
voltametria de onda quadradas SWV (AE = 25 mV; f = 30 Hz) em eletrodo de
carbono vitreo, GC, e eletrélito suporte tampao HCI/KCI pH 3,32, na proporgao 1,5:
25 (v/v) extrato etandlico:tampao, eletrodo de referéncia Hg/Hg,Cl,/KCl (sat) (SCE).
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Na Figura 2 tem-se 0 mesmo extrato no mesmo eletrdlito suporte
usando a técnica voltamétrica de DPV. Neste voltamograma €& possivel
observar até trés picos anodicos em Epa1 = (465,00 + 2,33)mV, Epqa2= (705,00
t 425)mV e Epas = (855,00 £ 4,11)mV. O primeiro pico anddico é bem
defiinito e encontra-se na faixa de potencial de compostos como a catequina,
a rutina e o quemferol. O segundo pico encontra-se na faixa de potencial de
oxidagdo de composotos como a galangina, a hesperetina e ea flavona 3-OH
e o terceiro pico encontra-se na faixa de potencial de compostos como a
genisteina, a naringenina, a flavona 5-OH, a flavona 7-OH, que apresentam a
menor pelo método FRAP segundo FIRUZI et al. (2005). Para um mesmo
eletrdlito suporte, no caso, o tampao KCI/HCI pH, 3,32, técnica DPV
apresentou-se mais sensivel e adequada, possibilitando a distingdo entre trés
picos anddicos bem definidos, sem a sobreposicido de ondas observados nos

voltamogramas obtidos por SWV nas mesmas condig¢oes.
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Figura 2. Voltamograma do extrato de bagaco Gewurztraminer usando a técnica de
voltametria de pulso diferencial DPV (AE = 25 mV; u, = 20 mV s‘1) em eletrodo de
carbono vitreo e eletrélito suporte tampao KCI/HCI, pH 3,32, na propor¢éao 1,5: 25

(v/v) extrato etandlico:tampéo, eletrodo de referéncia Hg/Hg,Cl./KCl (sat) (SCE).
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4.2 Influéncia do eletrélito suporte

Para avaliar a influéncia do eletrélito suporte sobre as reacbes de
oxidacao, inicialmente foram testados diferentes tampdes, em diferentes pHs
(resultados nao apresentados). Apds a selegao do melhor valor de pH (entre
3,0 e 4,0), os dois melhores eletrolitos suporte foram testados, sendo eles os
tampdes KCI/HCI pH 3,32, e o tampéao acetato de sodio pH 3,64. Usando-se a
técnica voltamétrica SWV para o primeiro eletrdlito suporte obteve-se o
voltamograma apresentado na Figura 3, enquanto que o voltamograma obtido

com o segundo eletrdlito € apresentado na Figura 4.
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Figura 3. Voltamograma dos perfis eletroquimicos dos extratos etandlicos (eee
Gewdrztraminer, Il Riesling Italico, +++ Moscato Embrapa , [l Courdec 13; ---
Chardonnay) usando a técnica amperométrica SWV ( AE = 25 mV; f = 30 Hz) em
eletrdlito suporte tampao acetato de sodio ,pH 3,64, na proporgao 1,5: 25 (v/v) extrato

etandlico:tampéo, eletrodo de referéncia Hg/Hg,Clo/KCl (sat) (SCE).

Na Figura 3 pode-se observar os voltamogramas para cada extrato

etandlico testado (Gewdrztraminer, Chardonnay, Riesling Italico, Moscato



168

Embrapa e Couderc 13). Para todos os extratos sdo observados apenas dois
picos de oxidagao pouco definidos. Neste sistema ndo foi possivel diferenciar
as caracteristicas eletroquimicas entre os diferentes extratos etandlicos, todos
obtiveram seu primeiro pico, com maior valor de corrente, J (pA.cm'Z), num
mesmo intervalo de potencial anddico. Portanto, o sistema apresentou-se
pouco sensivel e limitado. Diante desse resultado, um segundo sistema foi

montado, substituindo-se, apenas o eletrdlito suporte (Figura 4).

120
100
80

60 +

J (UA.cm™)

40 +

20

N I ! I N I N I ! ]
0 200 400 600 800 1000
E (mV) vs. SCE

Figura 4. Voltamogramas dos perfis eletroquimicos dos extratos etandlicos (mmm
Gewurztraminer; A A A Riesling italico; eee Charddonnay; *** Moscato e ooo
Couderc 13) usando a técnica amperométrica SWV ( AE = 25 mV; f = 30 Hz) em
eletrélito suporte tampao KCI/HCI pH 3,32, na proporgdo 1,5: 25 (v/v) extrato
etandlico:tampéao, eletrodo de referéncia Hg/Hg2CI2/KCI (sat.) (SCE).

Apenas a troca do eletrélito suporte ndo proporcionou uma melhora
suficiente na sensibilidade do sistema, resultado este que sugere limitagdo
relacionada a técnica voltamétrica, no caso a SWV. A mudanca do eletrélito
suporte proporcionou uma maior definicAo dos picos anddicos e

consequentemente uma melhor caracterizacdo de cada extrato etandlico.
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Essa afirmagao fica especialmente evidente para o extrato etandlico do
bagaco de Couderc 13, com pico anddico maximo em Epa = (555,00
10,98)mV e J = (43,72 2,33)uA.cm'2. Os potenciais de oxidacao obtidos para
os extratos de Gewuletraminer, Chardonnay, Riesling Italico e Moscato
Embrapa foram respectivamente, Epamax = (655,00 = 7,12)mV, Epamax =
(495,00 £ 9,25)mV, Epamax = (545,00 £ 13,23)mV e Epamax = (555,00 %
5,41)mV, respectivamente.

O processo de otimizagdo dos parametros analiticos prosseguiu com a
substituicdo da técnica voltamétrica. Dois sistemas utlizando-se as técnica
voltamétrica de DPV também foram avaliados para os eletrdlitos suporte
tampao KCI/HClI pH 3,32 e tampdo acetato de sdédio, pH 3,64. Os

voltamogramas obtidos no primeiro sistema sao apresentados na Figura 5.
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Figura 5. Voltamogramas dos perfis eletroquimicos dos extratos etandlicos (VVV -
Gewurztraminer; mmm Chadornay; +++ - Couderc 13; --- Moscato Embrapa e —
Riesling Italico) usando a técnica voltamétrica DPV (AE = 25 mV; u, =20 mV 3'1) em
eletrdlito suporte tampdo acetato de soédio, pH 3,64, eletrodo de referéncia

Hg/HgzCl/KCl (sat) (SCE).
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A mudanga da técnica voltamétrica permitiu a redugcado do overlapping
(sobreposicado) das ondas. Extratos, como os das uvas Gewdurztraminer e
Riesling Italico apresentaram até trés picos anddicos, em Epa1 = (425,00 *
2,50)mV , Epa2 = (670,00 = 5,23)mV e Epaz = (855,00 £ 3,42)mV, e Epa1 =
(425,00 + 4,21)mV, Epaz = (680,00 £ 1,23)mV e Eyaz = (860,00 £ 4,16)mV,
respectivamente. Para os extratos etandlicos dos bagagos Moscato Embrapa
e Couderc 13, foram obtidos até dois picos anddicos em Epar = (440,00 +
4,08)mV e Epa2 = (480,00 £ 0,200mV, e Epa1 = (465,00 £ 8,66)mV e Epap =
(500,00 + 1,45)mV, respectivamente. Apenas o extrato referente ao bagaco de
Chardonnay apresentou apenas um pico de oxidacdo em Ep, = (425,00 *
7,50)mV. Apesar de apresentar apenas um pico anodico, o extrato etandlico
da Chardonnay obteve um valor de corrente estatisticamente igual aos dos
extratos de Riesling e Moscato, J = (5,013 + 0,740)uA.cm™, e estatisticamente
inferior apenas a corrente anddica do primeiro pico do extrato da
Gewdlirztraminer de J= (9,845 + 1,167)u.cm™. Sendo o valor de corrente
anddica diretamente proporcional a concentracdo da substancia doadora de
elétrons, embora o extrato de Chardonnay apresente apenas um grupo de
composto antioxidante, esse, encontra-se em quantidade equivalente quando
comparado aos demais extratos testados nas mesmas condigdes
experimentais. Além disso, o valor de potencial de oxidacdo de Ey; = (425,00
+ 7,50)mV para tais compostos sugere atividade antioxidante relativamente
alta (FIRUZI et al., 2005).

Quando a técnica de DPV foi acoplada ao eletrdlito suporte tampao
HCI/KCI pH 3,32, a maior sensibilidade e consequentemente a melhor
caracterizacao dos perfis eletroquimicos dos extratos etandlicos foram

alcancados (Figura 6).
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Figura 6. Voltamogramas dos perfis eletroquimicos dos extratos etandlicos (VVV -
Gewurztraminer; mmm Chadornay; +++ - Couderc 13; --- Moscato Embrapa e —
Riesling Italico) usando a técnica voltamétrica DPV (AE =25 mV; u, =20 mV s”) em
eletrélito suporte tampao HCI/KCI, pH 3,32, eletrodo de referéncia Hg/Hg,Cl,/KCl (sat)
(SCE).

Na Figura 6 observa-se os voltamogramas que melhor descrevem os
perfis eletroquimicos dos extratos estudados. Essa afirmacéo é feita com base
nas correlagbes positivas obtidas entre esses voltamogramas e as
capacidades antioxidantes dos extratos etandlicos, obtidas por outras técnicas
de avaliagdo antioxidante (correlagbes estas que sao apresentadas
posteriormente). Utilizando-se a técnica voltamétrica mais sensivel juntamente
com o eletrdlito suporte mais adequado obteve-se trés picos anddicos para o
extrato de Gewurztraminer em Epamax = (710,00 + 8,66), Epa1 = (465,00 +
5,77)mV e Epaz = (855,00 + 10,11)mV. Dois picos anddicos para os extratos
de Riesling Italico, Moscato Embrapa e Couderc 13, Epamax = (690,00 £ 5,77)
€ Epa1 = (460,00 £12,16)mV; e Epamax = (460,00 £ 2,50)mV e Epaz = (515,00 *
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8,23)mV; e Epamax = (520,00 £ 0,00)mV e Epa1 = (450,00 = 7,45)mV,
respectivamente. Observou-se um comportamento similar entre os extratos de
Moscato Embrapa e Couderc 13, picos de oxidagdao em potenciais muito
préximos, o que resultou em um suave overlapping no intervalo de potencial
entre 460,0 mV e 520,0 mV, AE = 55,0 mV para a Moscato Embrapa e entre
450,0 mV e 520,0 mV, AE = 70 mV. Para o eletrélito suporte tampao HCI/KCI,
valores proximos para o AE também foram obtidos, 55,0 mV para a Moscato
Embrapa e e 75,0 mV para a Couderc 13. Na Tabela 1 estdo relacionados
todos os valores médios para o potencial de maxima oxidagdo Epa max.

(potencial de oxidagao para o valor de maxima corrente Jmax.).

Tabela 1. Valores médios + desvio padrao do potencial de corrente anddica
maxima (Epa max) expressos em mV, corrente maxima (Jmax.) €xpressa em

pA.cm? e o volume de extratos (mL) usados na voltametria de pulso

diferencial
Extrato Eletrélito Epa (mV) J (WA cm™) Volume do
suporte maximo maximo extrato (mL)
Chardonnay acetato 425,00 + 7,50° 5,013 + 0,740° 1,5
Chardonnay HCI/KCI 460,00 * 2,50° 6,013 + 0,959° 1,5
Couderc 13 acetato 465,00 + 8,66° 4,417 +0,706° 1,5
Couderc 13 HCI/KCI 520,00 + 0,00° 3,509 # 0,334° 1,5
Gewurztraminer acetato 426,00 * 2,50° 9,845 + 1,167° 1,5
Gewurztraminer HCI/KCI 710,00 + 8,66° 10,497+ 1,268° 1,5
Riesliing italico acetato 440,00 + 7,50° 5,901 + 0,455° 1,5
Riesliing italico HCI/KCI 690,00 £ 5,77° 9,074 +0,588° 1,5
Moscato Embrapa  acetato 440,00 + 4,08° 5,233 + 0,515° 1,5
Moscato Embrapa  HCI/KCI 460,00 * 2,50° 3,009 +0,447° 1,5

abABSD Para um mesmo extrato e técnicas distintas seguidas por letras iguais ndo houveram
diferengas estatisticamente significativas (p < 0,05).

Para verificar a correlagao linear entre a concentracdo dos compostos

antioxidantes e os valores de corrente anddica J (WA.cm™) voltamogramas
foram obtidos a partir de diferentes concentragées (3,63 mg mL™", 4,54 mg mL’
'e 13, 53 mg mL™) e sdo apresentados na Figura 7. A correlagdo entre os
valores de concentragdo (mg mL™") e os valores de corrente j (WA cm™) é dada

pela reta y = 0,5315x + 5,3694 com um coeficiente de ajuste de r* = 0,9861.
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Figura 7. Voltamogramas do extrato de Gewdlrztraminer para diferentes
concentragées ( mmm 3,63 mg mL”"; *** 454 mg mL"; AAA 13, 53 mg mL1)
usando a técnica DPV (AE = 25 mV; u, = 20 mV s™) e eletrélito suporte tampao

KCI/HCI pH 3,32, eletrodo de referéncia Hg/Hg,Cl,/KCl (sat) (SCE).

Na Tabela 2 sdo apresentados os resultados para determinagdo de
fendlicos totais (método de Folin Ciocateau) e a atividade antioxidante total
dos extratos etandlicos utilizando-se diferentes métodos: sistema beta-
caroteno/acido linoléico, radical cation ABTS, radical DDPH e voltametria de

pulso diferencial (DPV).
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Table 2. Conteudo de fendlicos totais (método de Folin Ciocateu) e atividade
antioxidante total dos extratos etandlicos utilizando-se diferentes métodos:

sistema beta-caroteno/acido linoléico, radical cation ABTS, radical DDPH e

voltametria de pulso diferencial (DPV).

Analise In vitro Gewiirztrami Riasling Chardonnay Couderc 13  Moscato
-ner Italico Embrapa

TEAC mM/g (ABTS) 29,27 +0,88% 6,17+0,41° 874+0,12° 265+0,05° 6,61+0,11°

GAE (mg/mL) 434+1,07° 520+034° 140+064° 045+0,12° 0,85+0,01°

DPPH (%AA  for

250ug/mL) 46,14 +312° 5950 +2,59° 32.96+049° 533+176° 1502 + 4,24°

Sistema B-

caroteno/acido 67,66+098 78,13+624 2260+6,01 16,74+0,91 69,00 + 542

linoléico (% inibiticao)

em 100 mg/L

Voltametria de pulso

. . a
diferencial  (lpa A 10,78£122° g4, 0712 539£013° 284+041° 3,650,386

cm? em Epa = 462

mV)

@ Médias para um mesmo método (linhas) entre colunas seguidas por letras iguais nao
diferem estatisticamente entre si (p < 0,05) pelo Teste de Tukey.

Os extratos etandlicos dos bagagos das variedades Gewdrztraminer,
Moscato, Courdec 13 e Chardonnay apresentaram correlagdes positivas entre
as diferentes técnicas utilizadas para avaliar o potencial antioxidante dos
mesmos. Apenas um extrato etandlico, referente a variedade Riesling Italico
apresentou comportamento distinto e sua discussido sera entdo apresentada
separadamente daquela dos demais extratos. Portanto, com exce¢do do
extrato etanolico da variedade Riesling Italico, os demais quatro extratos
apresentaram correlacdes linearmente positivas entre seus resultados.

Os valores médios para compostos fendlicos totais expressos em
EAG/GAE (mg mL™) e os valores médios obtidos para os picos de corrente
anddica maximos (uA.cm™) estdo diretamente correlacionados pela reta y =
2,0412x + 1,8174, r* = 0,9967. Este resultado é coerente devido ao fato de Ip;

(j) corresponder ao numero de elétrons doados pelo composto antioxidante e
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seu valor é diretamente proporcional a quantidade de antioxidantes
(concentragao). Quanto maior a concentracdo de antioxidantes no extrato
maior o valor da corrente lp; (ou no caso a densidade de corrente j). Da
mesma forma, outra correlagao foi obtida para os extratos das variedades
Gewdurztraminer, Moscato Embrapa, Charddonay e Couderc 13, entre os
valores medios de Ipa (em Eps = 462,0 mV) e valores médios do teste com
radical ABTS, expressos em TEAC (mM/g), descrita na reta y = 0,2975 x +
2,1492, R? = 0,9832).

A capacidade antioxidante dos extratos foram atribuidas aos
compostos fendlicos presentes e esta relatada na literatura sobre uvas e seus
derivados (HEREDITA MIRA & GUZMAN CHOSAZ, 1993; SOLEAS,
DIAMANDIS & GOLBERG, 1997; SAURA-CALIXTO, 1998). Uvas, vinhos e
subprodutos de uva contém grande quantidade de compostos fendlicos,
principalmente flavondides, em altas concentracées de 1000 — 1800 mg/mL
(KANNER et al., 1994).

A elevada concentracdo de compostos fendlicos resulta em elevada
atividade antioxidante e isto pode ser confirmado pelos valores médios obtidos
com o método do radical DPPH e sua correlagao linear com os resultados da
voltametria (y = 10,1464x + 5,8924, r* = 0,9477), e de forma semelhante, a
correlagao dos ultimos os resultados dosistema [-carotene/acido linoléico (y =
0,1422x + 1,2663, r* = 0,9547).

O potencial antioxidante depende do numero e do arranjo espacial dos
grupos, e do tamanho da conjugacdo, bem como, da presenca de grupos
doadores de elétrons e receptores de elétrons substituintes na estrutura do
anel (MILLER; RICE-EVANS, 1997). O extrato etanolico do bagagco da
variedade Riesling Italico apresentou-se como um “ponto fora da curva”
devido ao seu comportamento nao linear. Este extrato etandlico apresentou o
maior conteudo de compostos fendlicos totais (5,20 + 0,34) mg/mL)
determinados pelo método de Folin Ciocateau e os maiores valores para
habilidade em sequestrar radicais DPPH e inibir a peroxidagdo do -caroteno
[(59,50 £ 2,59)%AA em 250 ug/mL e (78,13 £ 6,24)% inibiticdo em 100 mg/L],
respectivamente. Entretanto, seu desempenho frente ao radical ABTS nao foi

proporcional ao seu elevado conteudo de compostos fendlicos totais.
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As informacdes que podem ser obtidas pelas técnicas voltamétricas
ajudam na compreens&o desses resultados. Na Figura 6, pode-se observar o
voltamograma obtido para o extrato etandlico da variedade Riesling Italico.
Esse, apresentou um pico de oxidagao em Epa max = (690,00 £ 5,77)mV com
uma densidade de corrente de J max =(9,074 £ 0,588)uA cm?, que foi
estatisitcamente igual ao pico maximo variedade Gewdurztraminer em Epa wmax
= (710,00 + 8,66)MV e Jmax = (10,497+ 1,268)uA.cm™ . Além desse pico
maximo, com o maior valor de corrente, o extrato de Riesling Italico
apresentou outro pico em valores de potencial ainda mais elevados, Epaz =
(885,00 + 12,13)mV e corrente correspondente de Jpaz = (9,34 + 1,34)pA cm™.
Isso sugere que a maior parte dos compostos fenolicos do extrato etandlico de
Riesling Italico oxidam na regido de potencial entre 680,0 mV e 890,0 mV.
Segundo FIRUZI et al., compostos como a flavona 3-OH possuem potencial
de oxidacao entre +590,0 mV e 710,0 mV e apresentam uma fraca atividade.
Portanto, apesar de o extrato etandlico de Riesling Italico conter o maior teor
de compostos fendlicos, esses possuem uma fraca atividade antioxidante.

A transferéncia de elétrons entre um agente oxidante e um agente
redutor, e a consequente reacao redox, ocorre facilmente quando o potencial
catodico (Epc) do oxidante € maior que o potencial anddico do redutor (Epa).
Entdo, quanto menor o potencial anédico de um composto fenélico maior sera
sua capacidade antioxidante. Neste caso, novamente analisando a Figura 6, o
extrato de Gewdrztraminer possui 0 maior valor de corrente, J max, para seu
pico de oxidagdo no menor valor de potencial.

Os valores de potencial anddico obtidos neste estudo podem envolver
uma série de compostos fendlicos. Por exemplo, Firuzi et al (2005) avaliaram
a capacidade antioxidante de flavondides usando voltametria ciclica e
posteriormente correlacionando os resultados com valores obtidos pelo
método FRAP. O sistema era formado por um eletrodo de trabalho de carbono
vitreo, um eletrodo de referéncia de calomelano saturado (+0,242 V vs. NHE),
tendo como eletrodlito suporte tampao acetato 300 mM, pH 3,60 contendo HCI
20 mM numa propor¢ado de 10:2 (v/v). Os autores obtiveram os seguintes
valores de Epa: 440,0 mV para o kaempferol, 460,0 mV para a rutina, 390,0
mV para quercetina, 300,0 mV para miricetina, 450,0 mV para a catequina,

555,0 mV para o resveratrol.
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Apenas uma identificacdo usando padroes pode especificar os
compostos fendlicos presentes nos extratos. Entretanto, a proposta deste
estudo é apenas de um método rapido e seguro para avaliar uma possivel
capacidade antioxidante de extratos brutos, de naturezas diferentes. Visto
que, procedimentos de identificacdo de compostos sdo laboriosos e
honerosos, sendo realizados apenas em amostras purificadas, uma avaliagao

rapida da amostra, pode economizar tempo e reduzir custos.

5 Conclusoes

O procedimento eletroquimico usando um eletrodo de carbono vitreo
obteve resultados (potencial antioxidante) que apresentaram-se positivamente
correlacionados aos resultados dos demais testes. Todas as metodologias
usadas nesse estudo para avaliagao da atividade antioxidante dos extratos, a
maioeria in vitro (radical ABTS, radical DPPH, sistema modelo acido
linoléico/beta-caroteno e o procedimento de voltametria de pulso diferencial
apresentado); além da técnica in vivo (TBARS) indicaram potencial
antioxidante para os bagacos residuais a produgao de vinho branco. Dentre as
cultivares apresentadas neste estudo os bagagos das uvas Gewdurztraminer,
Chardonnay e Riesling Italico apresentaram os maiores niveis de compostos
fendlicos totais e consequentemente as maiores atividades antioxidantes.
Residuos da industria de alimentos sdo um problema global, e em especial, os
residuos ricos em compostos antioxidantes, necessitam de estudos para uma
utilizacdo racional e melhor explotacdo dessas possiveis fontes naturais de
substancias antioxidantes. A técnica voltamétrica utilizando os parametros
otimizados e apresentados neste estudo, € um instrumento util para uma

selecédo prévia e rapida de amostras com potencial antioxidante e pode ser
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usada como ferramenta de selegcado nas etapas inicias de estudos envolvendo

atividade antioxidante de extratos brutos.
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CONSIDERAGOES FINAIS

Nitritos e nitratos s&o relevantes ndo apenas sob o aspecto nutricional
mas também em relacdo ao meio ambiente. Todo e qualquer estudo visando a
protecdo da saude humana e do meio ambiente, devido a toxicidade de
nitritos e nitratos séo relevantes.

A crescente busca por métodos rapidos, seguros e mais rapidos
envolve estudos de base, aplicagéo pratica e validagdo de metodologias.
Estudos envolvendo a validagdo de metodologia sdo complexos e exigem
tempo, além do envolvimento de varios grupos de pesquisa, sem mencionar
das entidades responsaveis pela fiscalizacado das praticas laboratoriais.

As técnicas eletroquimicas de analise tém sido muito pouco exploradas
como meétodos analiticos de rotina, diante de toda sua potencialidade e
perpectivas. Essas técnicas apresentam baixo custo quando comparadas as
técnicas espectrofotométricas (normalmente utilizadas), entretanto embora
sejam andlises de grande simplicidade exigem um maior nivel de
conhecimento do analista. Equipamentos de eletroquimica, a exemplo de
potenciostatos, exigem usuarios especializados, pois sdo extremamente

sensiveis e estdo sujeitos a diferentes tipos de interferéncias externas.
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Os habitos de consumo, de modo geral, tém se alterado em todo o
mundo. Aspectos antes pouco valorizados, como seguranga, higiene,
qualidade e confiabilidade, especialmente no setor de alimentos, sdo cada vez
mais importantes na decisdo de compra. Existe a busca por alimentos
organcicos que podem ou nao trazer beneficios, dependendo do ponto de
vista. A percepcédo de que produtos organicos sao mais saudaveis que seus
similares convencionais esta presente na maioria dos consumidores desses
produtos, entretanto alguns paises ja proibiram propagandas que enfatizam
essa caracteristica, devido a falta de comprovacao cientifica. Algumas
informacodes registradas neste estudo apontam a presenca de nitritos também
em vegetais organicos. Portanto, as investigacbes devem ser realizadas por
diferentes grupos de pesquisa para que o maior numero de informacdes
possa ser adquirida e revertida em beneficio coletivo.

Os conteudos de ions nitrato e nitrito em alimentos sao de significante
importancia para a saude humana. O nitrato encontra-se naturalmente
presente nos vegetais, visto que a planta o absorve como fonte de nitrogénio
para seu crescimento, sendo que o seu teor pode ser influenciado tanto por
fatores relacionados com a planta como ao meio ambiente. No caso desse
ultimo, o avancgo industrial seguido pelo enorme volume de residuos poluentes
atirados na atmosfera, fara com que altos terores de nitratos, estejam cada
vez mais presente no solo, e conseqgentemente nos vegetais e mais a frente
no leite. Estima-se que mais de 80,0% do nitrato ingerido pelo homem sao
fornecidos pelos vegetais. O nitrito fundamentalmente € empregado como
aditivo alimentar em carnes curadas, mas pode se originar da redugcédo do
nitrato durante armazenamento de vegetais. Os efeitos toxicos mais
relevantes decorrentes da ingestdo de nitrato/nitritos sdo a
metaemoglobinemia e a formagdo in vivo de N-nitrosaminas, de efeito
cancerigeno.

Aditivos, a exemplo dos antioxidantes sintéticos, sdo muito utilizados na
industria de alimentos moderna. Eles desempenham inumeras fungées como
conservantes, antioxidantes, flavorizantes, emulsificantes, estabilizantes etc.
Se utilizados de maneira inadequada podem trazer grande prejuizo a saude
humana. E essa tdo perseguida saude leva a busca dos alimentos

nutracéuticos, dos antioxidantes naturais. Encontram-se varios estudos dcom
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diferentes metodologias e pode-se perceber que ainda ndo existem
metodologias validadas para estudos de atividade antioxidante. N&o existem
meétodos padrdes reconhecidos e isso acarreta resultados muito distintos e até
mesmo pouco confiaveis. Portanto, existe a necessidade da padronizacao e
validacdo das metodologias que realmente forem sensiveis e confiaveis. Os
estudos sobre metodologias serdo sempre bem vindos para o
aperfeicoamento da ciéncia e para o estado da arte.
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RECOMENDAGOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Com relagédo ao capitulo 1, a continuidade do processo investigatério

em relacdo aos parametros envolvidos na detecgdao de ions nitrito usando
eletrodo de carbono vitreo modificado com poli-{trans[RuClx(vpy)4]} se faz
necessaria visto que apesar dos esforgos, este estudo constitui ainda apenas
uma base que sugere um potencial do método.
Avaliagbes sobre perda de sensibilidade ao longo do tempo do eletrodo
modificado, a copolimerizagdo e a elaboragcdo de bicamada, processos de
eletroless e dopagem podem oferecer maior sensibilidade de durabilidade ao
eletrodo modificado.

Testes envolvendo outras amostras de alimentos de diferentes
categorias: animais, vegetais, gordurosos, pratos prontos etc. também devem
ser efetuados.

Com relacdo ao capitulo 2, a avaliacdo do teor dos antioxidantes
sintéticos BHA, BHT e TBHQ pode ser efetuada em amostras de maionese
usando-se o método oficial da AOAC (1997) e posteriormente compara-los
aos resultados obtidos usando-se a técnica voltamétrica no sistema proposto.
Este tipo de estudo conduz a uma possivel validagdo de metodologia e pode
ter como produtos finais resultados para incertezas de medigdes de ambas as
técnicas

Em relagdo aos resultados obtidos no capitulo 3, o potencial
antioxidante de extratos contendo diferentes polaridades (solventes) e obtidos
a partir de diferentes amostras, que consequentemente podem conter distintos
compostos com ativiadade antioxidante, como clorofilas e carotendides, sao
trabalhos cientificos validos. Embora existam estudos dessa natureza
disponiveis em literatura, € sempre possivel e aconselhavel a busca por
métodos de analise que oferegcam maior rapidez, maior sensibilidade e menor

custo de analise.
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PRODUGAO CIENTIFICA RELACIONADA A TESE

Projetos aprovados: 2

Sintese e caracterizagdo de complexos polifuncionais de ruténio: | - Deteccéo
de nitritos em alimentos processados |l - Testes bioldgicos visando aplicagao
em farmacologia

Marcos Marques da Silva Paula - Coordenador.

Finaciador(es): Universidade do Extremo Sul Catarinense - Auxilio finaceiro.
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