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RESUMO

A utilizacao dos eletrodos impressos descartaveis vem crescendo nos ultimos
anos a medida que cresce a demanda por analises ambientais, farmacéuticas e
industriais que requerem resultados rapidos e muitas vezes exigem a analise
“in situ” das amostras. Neste sentido a aplicacdo de técnicas eletroanaliticas
utilizando os eletrodos impressos se destaca pela facilidade de transporte,
manuseio, resposta rapida e baixo custo frente a outros métodos tradicionais
de andlise. No presente trabalho, eletrodos impressos de cobre e ouro foram
fabricados a partir de uma placa condutiva de cobre e de um compact disc (CD)
gravavel de ouro e aplicado na analise de amostras de cachaca e leite,
respectivamente. O eletrodo impresso de cobre foi utilizado na determinacao
do teor alcodlico em amostras de cachagas da Zona da Mata Mineira, por
voltametria ciclica e amperometria, sem qualquer pré-tratamento da amostra.
As andlises foram realizadas utilizando NaOH 1,0 mol L' como eletrélito
suporte, que também desempenhou papel importante na ativacao do eletrodo.
Os resultados obtidos pelas duas técnicas tiveram uma forte correlagédo, e
foram ainda comparados com o teor alcodlico expresso nos rotulos e com
resultados obtidos usando um densimetro digital utilizado na determinacao do
teor alcodlico em alambiques. As técnicas amperométrica e voltamétrica
obtiveram limites de deteccéo de 0,024 %v/v e 0,085 %v/v, respectivamente. O
eletrodo impresso de ouro foi utilizado na determinacédo de chumbo e cobre em
amostras de leite industrializado. As amostras de leite foram totalmente
carbonizada a 500 °C, processo auxiliado pela adigdo HNOz. e H2O2 (30% m/v),
e posteriormente ressolubilizadas em eletrélito suporte HCI 0,10 mol L™ . Desta
forma os teores de Pb? e Cu®* foram determinados por redissolucdo
voltamétrica anddica, e parametros como tempo de deposicao e potencial de
deposicao foram otimizados para os eletrodos impressos de ouro. Os limites de
deteccao do método para a determinagcéo de cobre e chumbo foram de 0,60 e
0,80 pg L™, aplicando -500 mV como potencial de deposicdo por intervalos de
120 s. As concentragdes de chumbo variaram entre 50 e 411 pg L™, valores
acima do permitido pela legislacdo Brasileira que é de 0,05 mg Kg™', enquanto
as concentracdes de cobre variaram entre 44 e 299 ug L™, com duas amostras
excedendo o valor méaximo permitido de 0,2 mg Kg™.

Palavras-chave: Eletrodo impresso. Voltametria. Etanol. Metais.



ABSTRACT

The use of disposable screen-printed electrodes has been growing in recent
years as growing demand for environmental analysis, pharmaceutical and
industrial products that require quick results and often require the analysis “in
situ” samples. In this sense the application of electroanalytical techniques using
screen-printed electrodes stands out for easy of transport, handling, rapid and
low cost compared to other traditional methods of analysis. In this study copper
and gold screen-printed electrodes were produced from a conductive plate of
copper and a compact disc (CD) recordable gold and applied to analysis of
samples of cachaca and milk, respectively. Copper screen-printed electrode
was used to measure the ethanol content in cachacas from Minas Gerais, by
cyclic voltammetry and amperometry, without any pretreatment of the sample.
Analyses were performed using NaOH 1,0 mol L' as supporting electrolyte,
which also played an important role in the activation of the electrode. The
results obtained by both techniques had a strong correlation, and were
compared with the alcohol content expressed on the labels and with results
obtained using a digital densimeter used to determine the alcohol content in
distilleries. Voltammetric and amperometric techniques obtained detection limits
of 0,024% v / v and 0,085% v / v, respectively. Gold screen-printed electrode
was used in the determination of lead and copper in samples of processed milk.
Milk samples were completely carbonized at 500°C, a process aided by adding
HNO3; and H>O, (30% w/v), and subsequently dissolved in HCI supporting
electrolyte 0,10 mol L. Thus the concentration of Pb* and Cu®* were
determined by anodic stripping voltammetric, and parameters such as time of
deposition and deposition potential were optimized for the gold screen-printed
electrodes. The limits of detection for the determination of copper and lead were
0.60 and 0.80 mg L™, using 120 s as deposition time and -500 mV as deposition
potential. The lead concentrations ranged between 50 and 411 pg L, values
above those permitted by Brazilian law, while copper concentrations ranged
between 44 and 299 pg L™, with two samples exceeding the maximum allowed.

Keywords: Screen-printed electrode. Voltammetry. Ethanol. Metals.
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1. INTRODUCAO

A quimica analitica busca compreender, identificar e quantificar os
componentes de uma amostra seja através de métodos classicos ou
instrumentais. Nos métodos classicos os analitos sdo separados através da
precipitacdo, extragdo e destilacao; as informacgdes qualitativas sdo obtidas
através de reacbes que fornecem produtos que podem ser conhecidos por
suas cores e caracteristicas especificas; ja as informagbes quantitativas séao
obtidas por medidas titulométricas e/ou gravimétricas. Por outro lado métodos
instrumentais utilizam propriedades fisicas como a condutividade, emissdo e
absorcdo de luz, potencial de eletrodo, corrente, além das técnicas de
separagdo como cromatografia e eletroforese capilar na obtencdo de
resultados qualitativos e quantitativos.

A eletroanalitica compreende um conjunto de métodos analiticos
quantitativos baseados nas propriedades elétricas de um analito em solugcédo na
célula eletroquimica. As técnicas eletroanaliticas estdo divididas em dois
grupos, as que estdo relacionados com a interface eletrodo/solugdo e as que
monitoram propriedades independentes de uma reacdo no nivel da interface
eletrodo/solucdo. Reagbes de oxiredugdo gerando corrente elétrica, potencial
elétrico, etc, fornecem informagdes importantes na caracterizagdo de analitos.
A crescente necessidade no desenvolvimento de métodos para a analise “in
situ”, em amostras reais, faz necessario o desenvolvimento de métodos
sensiveis e precisos além de possibilitar a determinacdo de diversas
substancias com propriedades diferentes. Neste sentido a eletroanalitica se
destaca devido a sua alta sensibilidade, seletividade, além de equipamentos

portateis e de baixo custo [1-2].

O desenvolvimento de sensores eletroquimicos é uma das é&reas de
maior e mais rapido crescimento dentro da quimica analitica, principalmente
devido aos novos desafios impostos por amostras de interesse industrial,
ambiental e alimenticio, que tém levado a uma crescente busca por sensores
com melhores caracteristicas, tais como; alta sensibilidade, seletividade,
estabilidade e robustez. A utilizacao destes sensores é necessaria para
analises em tempo real, em amostras “in situ”, buscando o monitoramento de

contaminantes visando manter um controle de qualidade. [2]
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Dentre os métodos eletroanaliticos, as analises por redissolugdo sédo as
mais utilizadas como alternativa a espectroscopia absorcao atdbmica e outras
técnicas na analise de trago de substancia, onde as concentragdes dos analitos
variam entre 0,1 e 100 pug g' de amostra, principalmente devido & etapa de
pré-concentragdo do analito de interesse na superficie do eletrodo. As técnicas
de redissolugdo sao classificadas em voltametria de redissolugdo anddica
(analise de metais), voltametria de redissolucao catéddica (analise de anions) e
voltametria de adsorg&o. As técnicas de redissolugdo derivam da polarografia
onde a presenca do mercurio auxilia o processo de pré-concentragcdo na
superficie do eletrodo. Ja o uso de eletrodos descartdveis tem mostrado
algumas vantangens frentes aos eletrodos convencionais que necessitam da
utilizagdo do mercurio. Os eletrodos descartaveis sdo chamados de Eletrodos
Impressos ou Screen-Printed Electrodes [3].

1.1. ELETRODOS IMPRESSOS (Els)

Desde a década de 90 a tecnologia dos eletrodos impressos, adaptados
a partir da industria da microeletrénica, tem possibilitado a producdo em alta
escala, a baixo custo, com alta reprodutibilidade e robustez de sensores
aplicaveis a analises de campo, 0 que satisfaz parcialmente a necessidade de
sensores adequados as amostras de interesse industrial, ambiental e
alimenticio [4].

A utilizagdo de eletrodos descartaveis vem crescendo paralelamente ao
crescimento da demanda por analises onde se faz necessario um resultado
rapido, confiavel e uma aparelhagem de baixo custo e fécil transporte,
culminando com um resultado onde ndo € necessario o transporte e manuseio
da amostra gerando uma descentralizagdo das andlises. Outro aspectos que
torna os Els extremamente atrativos é a possibilidade de total automacao na
fabricagdo de um sistema completo contendo os eletrodos de trabalho, auxiliar
e referéncia, todos impressos no mesmo suporte através de um processo
simples e possivel de ser praticado em qualquer laboratério [5].

Na figura 1 pode ser observado o crescente numero de publicagdes nos
ultimos anos demonstrando o interesse da comunidade cientifica acerca dos
eletrodos impressos, ou Screen Printed Electrodes (SPE) e suas aplicagées em
diferentes areas de interesse.
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Figura 1. Publicag¢des por triénios referentes ao uso dos SPE. (Fonte: ISE Web
of Knowledge para topicos de Quimica e eltroanalitica — palavra-chave: Screen
Printed Electrodes). Até junho/2010.

Um eletrodo impresso é produzido depositando-se um filme (substrato,
que sao tintas utilizadas na construgdo de circuitos elétricos) sobre uma
superficie inerte como PVC, plastico, ceramica e mais recentemente celulose
(papel). De modo geral este filme é parcialmente coberto por uma segunda
camada de um isolante (toner) para definir a area do contato elétrico em uma
extremidade e outra area delimitada para ser a superficie do eletrodo, como
pode ser observado na figura 2. O material usado como substrato na confeccao
de eletrodos voltamétricos necessita geralmente apresentar elevada inércia
quimica e eletroquimica, esta ultima em uma ampla faixa de potenciais,
elevado sobrepotencial para producao de hidrogénio e oxigénio, baixa corrente
residual, alta condutividade elétrica e propiciar uma facil regeneracdo da
superficie. Estas caracteristicas tém levado o carbono a ser amplamente

empregado como matéria-prima para confeccao de eletrodos impressos [5-7].
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Figura 2. Eletrodo Impresso ap6s a impressao do substrato sobre uma
superficie inerte (IV). A area de contato elétrico (I) e a superficie dos eletrodos
de trabalho, referéncia e auxiliar (Ill) foram definidas com o auxilio de uma tinta

isolante.

A elaboragdo de eletrodos modificados descartaveis é sem duvida o
objetivo mais atrativo do emprego da tecnologia de “screen-printing” na
fabricacéo de eletrodos. No entanto, alguns trabalhos da literatura mostram que
o uso de Els ndao modificados representa uma alternativa extremamente
atraente ao uso de eletrodos convencionais de mercurio, carbono vitreo, metais
nobres e pasta de carbono em eletroandlise. E mais, o formato planar e a
facilidade de miniaturizacdo destes eletrodos s&o bastante apropriados para

sua integracao a pequenos equipamentos portateis [5].

Tintas condutoras e isolantes comerciais, originalmente desenvolvidas
para aplicacées na elaboragdo de circuitos impressos na area da eletrdnica
tém-se mostrado também apropriadas para serem utilizadas como substrato na
confeccdo dos eletrodos impressos. Seus principais componentes sao vidros
ligantes (aglutinante), como borossilicatos ou aluminossilicatos e solventes, tais
como etilcelulose e aditivos, dependendo da aplicacdo. Tintas com elevada

condutividade, usadas para producao de contatos elétricos, contém p6 de
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metais, tais como Au, Pt, Ag e Pd. Para aplicagdes especiais, como a producao
de resistores, tintas a base de carbono estdo disponiveis no mercado e,
portanto podem ser amplamente empregadas na confec¢cdo de eletrodos
impressos [8].

Com o crescimento na fabricacdo dos Eletrodos Impressos foi
necessario o desenvolvimento de tintas apropriadas para este proposito, ja que
as anteriormente utilizadas eram fabricadas para outros fins. Desta forma
surgiram férmulas de preparo de tintas no préprio laboratério, as chamadas
“home-made inks” (HMls). A fabricacdo das tintas possibilita algumas
vantagens como o controle da composicao e de todas as etapas envolvidas no
processo, permitindo a elaboragdo de formulagcbes com propriedades
especificas para viabilizar ou otimizar, por exemplo, a imobilizagdo de um
componente biolégico no desenvolvimento de biossensores ou metais que
possam eletrocatalizar uma reagéo eletroquimica. [9-12].

A grande versatilidade apresentada pelos eletrodos impressos reside na
diversidade de formas com que estes eletrodos podem ser modificados. A
composicao das tintas utilizadas como substrato pode ser alterada pela adicao
de varias substancias como metais, enzimas, polimeros, agentes
complexantes, etc, além da possibilidade de se modificar o eletrodo ja
fabricado através da deposi¢cdo de metais, filmes polimeros e enzimas. Desta
forma os eletrodos impressos sao classificados de acordo com o com a
modificagdo do eletrodo de trabalho, sendo chamados de El sem modificacao,
modificados por filme, modificados por enzima e modificado por antigeno-

anticorpo. [2,3,9]

1.1.1. Eletrodos Impressos modificados por filme

O carbono é o material mais utilizado como substrato na fabricacdo dos
eletrodos impressos, pois atende bem as caracteristicas citadas anteriormente,
além do seu baixo custo e facilidade na modificacado, pois todos os artificios
utilizados na modificacdo de eletrodos convencionais de pasta de carbono
podem ser aplicaveis a estes Eletrodos Impressos. A maioria dos trabalhos
encontrados na literatura utiliza eletrodos de trabalho de grafite modificados por
algum filme, como no trabalho pioneiro de Wang na determinagdo de chumbo
em amostras de urina e agua com Eletrodo Impresso de carbono modificado

23



com mercurio. Posteriormente o trabalho foi estendido para a analise de Cd, Pb
e Cu a niveis de ppb, demonstrado resultados satisfatérios quando
comparados as analises feitas por eletrodos de carbono vitreo e de gota
pendente de mercurio [4,13]. Palchetti e colaboradores utilizaram eletrodos
impressos de carbono modificados com mercurio na determinacao de Cu(ll),
Pb(ll) e Cd(ll) por stripping potenciométrico, obtendo limites de deteccao de 0,8
ppb, 0,6 ppb e 0,4 ppb respectivamente, e realizou também a analise por
voltametria de onda quadrada obtendo limites de deteccdo de 8 ppb para
Cu(ll), 0,4 ppb para Pb(ll) e 1 ppb para Cd(ll), além de outros trabalhos
semenlhantes [14-18].

Eletrodos Impressos de carbono modificados com mercurio e crown-éter
foram utilizados na determinagdo de metais no nivel de trago demonstrando
boa sensibilidade. Desta forma foi possivel detectar Pb(Il) e Cd(ll) ao nivel de
ppb com boa reprodutibilidade, em diferentes valores de pH usando stripping
voltamétrico anddico de varredura linear (SVAVL) [19].

O mercurio vem sendo substituido na modificacdo dos eletrodos para
andlise de metais devido a sua alta toxicidade. Neste sentido eletrodos
impressos de carbono modificados com bismuto também sao descritos, ja que
apresentam caracteristicas semelhantes aos modificados com mercurio no
processo de pré-concentragdo dos analitos utilizado nas técnicas de
redissolugdo. Na literatura sdao encontrados trabalhos utilizando eletrodos
impressos modificados com bismuto (Bi-SPCE) para a determinagéo de Cu(ll),
Pb(ll) e Cd(Il) em amostras de solo e agua [20-23]. Utilizando um Bi-SPCE
também foi realizada a analise de Pb(ll) e Cd(ll) por stripping
cronoamperométrico obtendo limites de deteccdo de 10 e 8 ppb,
respectivamente, para um tempo de deposi¢ao de 120 s [24].

Eletrodos Impressos de carbono modificados com ouro (Au-SPCE) sao
utilizados para a eliminagcdo de elementos téxicos como o Hg. Este tipo de
Eletrodo Impresso foi utilizado por Wang na determinacdo de Pb(ll) e Hg(ll)
demonstrando alta reprodutibilidade para ambos os elementos. Pb(ll) foi
analisado em amostras de agua potavel e agua de torneira, ja a andlise de
Hg(ll) foi feita por stripping potenciométrico obtendo alta sensibilidade [25-27].

Eletrodos Impressos de carbono modificados com niquel (Ni-SPCE)
foram utilizados na analise de compostos organicos. Slater e Dilleen realizaram

um estudo comparando o Ni-SPCE com o Hg-SPCE na determinacao de 2-
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furaldeido, que demonstrou as vantagens dos eletrodos impressos de carbono
modificados com mercurio frente aos modificados com niquel na analise dos
derivados do furaldeido [28].

1.1.2. Eletrodos Impressos modificados por nanoparticulas metalicas

O desenvolvimento de materiais em nanoescala vem crescendo nos
ultimos anos e abrindo caminho para o desenvolvimento de tecnologias que se
incorporam bem a producdo dos Eletrodos Impressos. Foram desenvolvidas
técnicas para a sintese de nanoparticulas metélicas em solugcédo, bem como a
sua deposicao sobre superficies de interesse. Dentre os varios métodos,
sintese de nanoparticulas metélicas por métodos eletroquimicos se destaca por
ser uma alternativa facil e rapida de ser utilizada na produgao de eletrodos com
nanoparticulas metalica. A combinacdo dos Eletrodos Impressos com a
eletrodeposicado de nanoparticulas metalicas permite a produgdo em massa de
sensores que catalisam varias reacgoes, 0 que gera dispositivos mais sensiveis
quanto aos limites de deteccéao [29, 30].

Eletrodos impressos de carbono modificados com nanoparticulas de
ouro e platina foram usados na determinacao de H.O,, eletrodos impressos de
carbono modificados com ouro e acido latico foram utilizados na andlise de
As(l1l) por stripping voltamétrico de pulso diferencial em amostras de agua e na
determinacdo de sulfito [30, 31]. Eletrodos Impressos modificados com
nanoparticulas de prata foram empregados na determinagdo de Sb(lll), um

poluente de grande interesse [32].

1.1.3. Eletrodos Impressos modificados por enzimas

A utilizacdao de enzimas na modificacdo de Eletrodos Impressos resulta
nos biossensores. Apesar do alto custo referente a extragéo, isolagédo e
purificacdo, as enzimas sao largamente utilizadas devido a especificidade com
que catalisam reacgdes especificas. O primeiro trabalho referente a utilizacao de
eletrodos modificados com enzimas data de 1962, onde Clark e Lyons
desenvolveram um biossensor para a determinacdo de glicose [33-34]. Os

biossensores oferecem a possibilidade de analise de analitos como pesticidas,
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herbicidas, metais pesados, colesterol, glicose, alcoois, peréxidos, compostos
fendlicos, etc.

Com relagdo a andlise de pesticidas e herbicidas, foi realizada a
determinacao de carbamatos e organofosforados baseada no processo de
inibigdo enzimatica, na maioria dos casos na inibicdo enzimatica da
acetilcolinesterase (AC) gerando os AC-SPE. A AC ¢é imobilizada no eletrodo
de trabalho e sua interagdo com o substrato (acetiltiocolina) produz a tiocolina
(TC), uma espécie eletroativa, a qual sofre o processo de oxidagao no eletrodo
onde a intensidade da corrente tem relacéo direta com a medida quantitativa da
atividade enziméatica [35]. Pode-se observar os processos nas equagodes 1 e 2
abaixo:

Acetiltiocolina + H,0 + AC — TC + Acido acético (1)
2 Tc(red) — TC(ox) +2H +2¢ (2)

A presenga de pesticidas nas amostras inibi a atividade enzimatica
diminuindo a intensidade do sinal referente a oxidacdo da tiocolina que é
medido. A maioria dos trabalhos descritos na literatura descreve a producao de
AC-SPEs onde a superficie do eletrodo de trabalho é modificada com um
mediador (a AC descrita anteriormente), contudo existem trabalhos recentes
em que o0 mediador ndao é imobilizado no Eletrodo Impresso. Shi e
colaboradores imobilizaram a AC em uma matriz sol-gel de Al,Os; que se
demonstrou mais suscetivel ao processo de imobilizacao, reteve a atividade da
enzima por mais tempo e promoveu efetivamente o processo de transferéncia
de elétrons entre a tiocolina e o eletrodo. Desta forma, houve a diminuigdo do
potencial final na andlise da tiocolina, o que levou também a uma diminui¢éo na
acao de interferentes e impurezas [36].

Eletrodos modificados com mediadores reduzem o potencial de trabalho,
evitam efeitos de interferentes e aumentam a reversibilidade das reagdes no
eletrodo. Bonet desenvolveu um método simples para a analise de pesticidas
baseado na imobilizacdo da acetilcolinesterase, por adsorcéo, a superficie do
eletrodo, usando o 7,7,8,8-tetracianoquinonedimetano como mediador em
pasta de grafite, o que possibilitou a oxidagdo da tiocolina em 100 mV. Outro
método de imobilizacdo empregado na produgdo AC-SPCEs € baseado no
processo de cross-linking usando albumina sérica bovina e glutaraldeido. Slona
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e colaboradores usaram este método na imobilizacdo simultdnea da
acetilcolinesterase, tirosina, peroxidase e butirilcolinesterase em um eletrodo
impresso de platina, gerando um sensor multi-enzimatico, que permitiu a
determinacdo de um grande numero de compostos fendlicos e pesticidas.
Sotiropoulo empregou a imobilizacdo de acetilcolinesterase em sol-gel na
determinacao de pesticidas diclorados por amperometria, onde o eletrodo de
trabalho de grafite usava ftalocianina de cobalto como mediador [37-41].

Metais pesados também podem ser determinados por biossensores
através do processo de inibigdo enzimatica. A enzima mais utilizada nestas
determinagdes € a urease, e sua atuacao sobre a ureia gera amoénia que tem
influéncia no pH do meio. Ruténio, prata, cobre, mercurio e cadmio foram
analisados através da agéo destes metais inibindo a acdo da urease [42-45].

A analise de glicose € um dos campos mais estudados quando se fala
em biossensores. Os eletrodos Impressos nesta analise sdo modificados com
glicose oxidase (GOx), onde os elétrons envolvidos nas rea¢des redox geram
correntes elétricas que sao proporcionais a concentragdao de glicose no meio
[46, 47]. Um dos trabalhos pioneiros na producao de biossensores, utilizando
eletrodos impressos, foi desenvolvido por Newman e colaboradores onde a
glicose oxidase era imobilizada por cross-linking com glutaraldeido e utilizava a
tetratiafulvalina como mediador. Varios trabalhos sdo encontrados na literatura
demonstrando diferentes tipos de mediadores e formas de imobilizagdo da GOx
[48].

Grande parte dos biossensores determina a concentragdo da glicose
baseados na concentracdo do peréxido de hidrogénio gerado na reacao da
glicose com glicose oxidase de acordo com a reacao abaixo.

Glicose + O, + GOx — acido glucénico + H.0, (3)

A oxidagéo ou reducao do peréxido de hidrogénio geralmente requerem
altos potenciais de trabalho, o que implica em pouca sensibilidade. Por esta
razdo, estes biossensores também utilizam mediadores para diminuir o
potencial de trabalho, diminuindo também a ag¢do de uma grande parte de
interferentes. Lupu e colaboradores desenvolveram um biossensor utilizando
como mediador o azul da prussia, que tem como propriedade a catalizagcao da
reacao de reducao do H>O.. Varios trabalhos encontrados na literatura utilizam
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a glicose oxidase juntamente com algum mediador na determinagao de glicose
[49-52].

Devido a algumas caracteristicas dos biossensores utilizando GOXx,
algumas inovagdes tem sido aplicadas atualmente na produgdo destes
dispositivos. Crouch e colaboradores demonstraram a possibilidade de
fabricacdo de um sensor amperométrico descartavel de glicose utilizando tintas
de carbono a base de agua. Este tipo de tinta evita problemas como a
desnaturacdo da enzima pela agdo de solventes organicos, ndo sendo
necessario o tempo de cura do eletrodo, evitando problemas com altas
temperaturas, o que pode ocasionar a desnaturacdo da enzima. Nestes
trabalhos a ftalocianina de cobalto é utilizada como mediadora no processo de
oxidagdo do H>O, na andlise de glicose [53, 54]. Véarios outros trabalhos séao
relatados na literatura demonstrando diversas formas de imobilizacdo da
enzima GOx e também a utilizagao de alguns mediadores [55-58].

A glicose oxidase € uma enzima dependente de oxigénio, como pode ser
observado na equacao 3, o que pode ser um complicador em determinadas
amostras, desta forma, outras enzimas sado utilizadas na producdo de
biossensores para analise de glicose. A glicose desidrogenase (GD) tem sido
utilizada como alternativa a GOx, sendo que a GD necessita da utilizacao de
um mediador que facilite a regeneracdo da coenzima NAD®. Razumiene e
colaboradores descrevem um biossensor para glicose utilizando GD e um
derivado do ferroceno como mediador. Diversos trabalhos relatam a utilizagao
da enzima glicose desidrogenase usando mediadores derivados do ferroceno
em diferentes amostras [59-62].

Na andlise do etanol sdo necessarios métodos seletivos, sensiveis e
precisos em diferentes areas de analise. Na analise de etanol, além de metanol
e alcoois alifaticos, os biossenssores enzimaticos tem obtido destaque. Duas
enzimas tem sido utilizadas na construcdo destes biossenssores: a alcool
oxidase (AOx) e a alcool desidrogenase (ADH). A AOx cataliza a oxidagao de
alcoois de baixo peso molecular em seus correspondentes aldeidos, utilizando

o O, como receptor de elétrons de acordo com a reacao 4 [63].

RCHzOH + 02 +AOx — RCHO + H202 (4)
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A determinacao do alcool é feita diretamente pela analise do peréxido
gerado. Boujita e colaboradores utilizaram eletrodos impressos de carbono
modificados com AOx e CoPC na determinagao de etanol em cerveja. O CoPC
age catalisando a reacdo de oxidacdo do perdxido de hidrogénio. Um
biossenssor de baixo custo foi construido usando uma mistura de AOx com
polisulfonato hidrogel que facilitou a fixagdo da enzima no eletrodo de trabalho
de platina. Este sensor foi aplicado na determinacéao de etanol em amostras de
vinho [64,65].

A élcool desidrogenase catalisa a reagao reversivel de alcoois alifaticos

e aromaticos, com excessao do etanol, de acordo com a equacao 5.

RCH,OH + NAD* + ADH =— ADHRCHO + NADH + H* (5)

Na construgdo dos biossensores para determinacdo de etanol também
sdo utilizados mediadores. Sprules e colaboradores desenvolveram um
biossensor, modificando um eletrodo impresso de carbono com azul de Meldola
(que é o mediador) e revestindo-o com uma mistura de ADH e NAD+. A
determinagao de etanol foi entdo relizada acompanhando a reagao de oxidagao
amperométrica do azul de Meldola na superficie do eletrodo. Resumiene e
colaboradores utilizaram derivados do ferroceno como mediadores na
fabricacdo de sensores descartaveis para etanol baseados na enzima ADH [59-
61]. Outros biossensores descartaveis para etanol utilizam particulas de ruténio
que atuam eficientemente na catalise da reacdo de determinacdo do NADH
liberado na oxidagao do alcool [66].

1.1.4. Eletrodos Impressos modificados com anticorpos

Os imunossensores sao usados em pesquisas biolégicas, em
diagndsticos na medicina, em genética forense, testes de drogas e pesticidas.
A unido dos imunussensores pela complexacdo de especificos antigenos-
anticorpos na superficie dos eletrodos impressos gera um IE-SPE. IE-SPE
associados a técnicas eletroquimicas oferecem alta sensibilidade e baixo custo
de analise, além de serem aparelhos miniaturizados de facil transporte, facil
manuseio, confiaveis, baratos, e que apresentam resultados em poucos
minutos [67,68].
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IE-SPE s&o comunmente usados na analise de hormdnios. Butler e
Guibault desenvolveram um |IE-SPCE descartavel para a analise
amperométrica de 17-B estradiol em agua, uma vez que rios e lagos sdo o
destino final de horménios esterdides. Esterdides anabolizantes sao utilizados
para promover o crescimento de animais destinados ao abate, contudo sao
proibidos. Lu e colaboradores utilizaram um IE-SPCE para a determinacao
destes horménios por cronoamperometria, técnica posteriormente usada na
determinagao de testosterona em urina bovina [69, 71].

Recentemente, a feminizacdo de peixes machos pela exposicdo a
homénios femininos foi observada. Vitelogenina (VTG) € uma proteina
precursora da gema de ovo que tem sido proposta como um biomarcador para
xenobidticos estrogénicos, causando perturbagées enddcrinas. Um sensor
amperométrico descartavel foi desenvolvido para a deteccéo rapida de VTG em
carpas [72].

IE-SPE foram aplicados em testes genéticos. Mutagdes responsaveis
por doencas hereditarias, bactérias e virus sdo detectaveis por suas
sequéncias de acidos nucléicos. Um IE-SPE foi desenvolvido para a deteccao
de determinadas sequéncias de DNA [73].

O diagnéstico de infeccoes em seres humanos ou animais pode ser feito
por |IE-SPE. Desta forma foram desenvolvidos sensores descartaveis para
pneumonia, tuberculose. Também foi realizada a deteccao amperométrica do
vibrido colérico, agente causador da céblera, e de um imunossensor para
diagnéstico para doenga de chagas [74, 77].

Imunossensores foram relatados na deteccdo de anfetaminas, drogas
amplamente consumidas por estimularem o sistema nervoso central. Na
literatura sdo descritos trabalhos relatando a determinagao de anfetaminas, por
EI-SPE, em saliva e urina por amperometria [78,79].

1.1.5. Eletrodos Impressos sem modificacao

Existem poucos trabalhos relatando a utilizacao de eletrodos impressos
sem modificagdo (SPCEs). O material mais utilizado na confec¢do dos SPCEs
tem sido o grafite, devido a sua simples manipulacao, caracteristicas e baixo
custo. Diferentes tipos de tintas de grafite foram testadas na analise de H>Og, e
o melhor resultado obteve um limite de detecgéo de 2,28 pmol L™ [80, 81].
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Utilizando eletrodos impressos de carbono sem modificagdo foi
desenvolvido recentemente um método simples e rapido para a determinacao
amperométrica, por sistema de injecdo em fluxo, de procaina. Os mesmos
autores realizaram a determinacdo aurotiomalato, medicamento usado no
tratamento de artrite, em amostras de urina humana. Ainda no campo das
amostras reais, foi realizada a determinacao de creatinina, que € um indicador
de insuficiéncia renal, muscular e disfungdes tireoidianas [82-84].

A determinacéo direta de clorofila por voltametria ciclica, usando SPCE,
resultou em um Unico pico anddico irreversivel em + 400mV. Investigacdes
posteriores demonstraram a adsor¢ao da clorofila na superficie do SPCE, o
que levou ao desenvolvimento de um método para a determinagao de clorofila
em fezes de vacas por redissolugao voltamétrica [85].

Eletrodos impressos a base de carbono foram ainda aplicados na
determinacao de metais pesados. Foi realizada a determinacdo de Pb em
amostras de agua por redissolug¢ao voltamétriva de pulso diferencial. Utilizando
o mesmo método foi realizada a determinacao de tracos de Cu em amostras de
agua e soro bovino. A determinacao de Ag(l) em solugdes fotograficas foi feita
por redissolucao voltamétrica de onda quadrada, para baixas concentragdes do
analito, e por cronoamperometria para altas concentracdes. Nos dois casos a
determinacdao do metal baseava-se na adsorcdo dos complexos de
prata/tiocianato de aménio na superficie do eletrodo [86-88].

Uma alternativa aos eletrodos fabricados com tinta de grafite, os SPCE,
sao os eletrodos impressos fabricados com tintas de metais como ouro e prata.
Mascini e colaboradores utilizaram um eletrodo impresso a base de ouro (Au-
SPE) na determinagcdo Cu, Hg e Cd por redissolugdo voltamétrica de onda
quadrada. Este mesmo método foi utilizado na determinagdo de Pb em aguas
residuais e amostras de solo. Um eletrodo impresso a base de prata (Ag-SPE)
foi utilizado na determinacdo de Pb, gerando a possibilidade de
desenvolvimento de um sensor descartavel com limite de deteccao de 0,46 ppb
[89-91]. Nos ultimos anos vem aumentado o interesse da comunidade cientifica
no desenvolvimento de eletrodos sem modificacdo, devido principalmente aos

problemas gerados no descarte de substancias téxicas como o mercurio.
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1.2. CACHAGA: PRODUGAO, LEGISLAGAO E O ETANOL

No mercado Brasileiro podemos encontrar dois destilados de cana-de-
aglcar diferentes de acordo com a definicdo do decreto N° 4851, de
02/12/2003; a caninha industrial e a cachaga artesanal de alambique. A
primeira possui teor alcodlico de 38% a 54%, a temperatura de 20°C, obtida da
destilagéo simples da cana-de-agucar, em coluna continua, com teor alcodlico
corrigido pela diluicdo de agua e adicao de adocgantes (até seis gramas por
litro) e corantes (para diferenciar a tonalidade da cor). J& a cachaca pura de
alambique, também com teor alcodlica de 38% a 54% e a mesma temperatura
de 20°C, é obtida pela destilagdo do mosto fermentado de cana-de-agucar, em
alambique de cobre, sem adicdo de acucar, corante ou outro ingrediente
qualquer. Muitos conhecem a bebida brasileira como “aguardente de cana”. Na
verdade, trata-se de um termo genérico, usado para denominar os destilados
brasileiros obtidos da cana-de-acucar: a caninha industrial e a cachaca

artesanal de alambique [92,93].

O mercado de cachaga conta com mais de 5.000 marcas e 30 mil
produtores, responsaveis pela geracao de aproximadamente 400 mil empregos
diretos e indiretos. Em 2002, a produgdo do setor atingiu 1,3 bilhdo de litros,
alcancando um faturamento de US$ 500 milhdes [94]. Sendo que a produgao
formal foi de 800 milhdes de litros e a informal de 500 milhdes de litros
aproximadamente. Essa € a segunda bebida alcodlica mais consumida no pais,
perdendo somente para a cerveja. Seu consumo é quase 5 vezes maior do que
o do whisky (348 milhdes de litros) e da vodca (270 milhdes de litros). Sao
Paulo se destaca no setor como o maior produtor de cachaca industrial do pais
(44% da produgao nacional), seguido por Pernambuco (12,1%) e pelo Ceara
(12%) [94]. Minas Gerais, apesar de ndo estar entre os primeiros colocados,
tem um papel diferenciado dos outros estados por produzir uma cachaca que
sobressai por técnicas de pequena produgdo. Segundo diagnostico do
SEBRAE/MG, Minas Gerais possui 8.460 produtores para uma produgao anual
de 200 milhdes de litros [95].

A Europa é o principal destino da bebida brasileira, especificamente a
Alemanha, principal mercado consumidor de cachaga, responsavel por 30%

dos embarques nacionais. ltalia, Portugal, Espanha e Estado Unidos também
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séo grandes apreciadores da bebida, além de paises vizinhos como Paraguai e
Uruguai. Estes sdo os importadores de maior destaque entre mais de 50 paises
que compram o produto brasileiro. Apesar de ser 0 estado de maior tradigcdo no
setor e 0 maior produtor de cachaca artesanal, Minas Gerais tem participacao
insignificante nas exportagdes brasileiras. Do total das vendas brasileiras de
cachaca para o exterior, o estado mineiro detém uma fracao de apenas 2%. Os
fatores responsaveis pela timida participacdo mineira estdo relacionados ao

volume, padronizagao e preco [96].

Atualmente, o mercado mundial e também o brasileiro de melhor poder
aquisitivo estdo avidos por produtos denominados “naturais”. O produto
artesanal tem maior apelo comercial, permitindo ao micro, pequeno e médio
produtores, a chance na competicio com o chamado “produto industrial”,
sendo imprescindivel para isso que ele apresente qualidade e padrao. Para se
obter uma cachaga artesanal de qualidade, € preciso colher a cana sem
promover a queima do canavial e moé-la no mesmo dia, deixando a
fermentagdo ocorrer de forma natural. Com mais de oito mil alambiques
espalhados por todo o estado, sofrendo influéncias de suas respectivas regides
em todo processo produtivo, torna-se dificil obter um produto com relativo
padrdo de qualidade em termos de aroma, sabor e principalmente o teor
alcodlico. A respeito do teor alcodlico o Decreto n® 2314, de 04/09/1997, artigo
91, diz que cachaga é a bebida com graduacgéo alcodlica de 38 a 48 % v/v em
alcool, obtida do destilado alcodlico simples de cana-de-aglucar ou pela
destilacdo do mosto fermentado de cana-de-agucar. Estes valores tém de ser
respeitados para fins comerciais (exportacdo) e visando a saude do
consumidor [96, 97].

O etanol, quando ingerido, é rapidamente absorvido pelo trato intestinal
(principalmente o intestino delgado) e cai na corrente sanguinea, provocando
alteragOes fisiologicas. Considerado como uma droga hipnética e sedativa
deprime o sistema nervoso central, produzindo sonoléncia, inconsciéncia e
coma. Embora popularmente conhecido como estimulador, o etanol
inicialmente age inibindo o0s mecanismos de controle do cérebro,
principalmente aqueles relacionados com a sobriedade, provocando
normalmente expansdo na personalidade e humor incontrolado. Com o

aumento da intoxicagado, o quadro evolui para um estado de anestesia geral. A
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concentragdo de etanol na corrente sanguinea, que esta relacionada com a
intoxicagdo pode ser assim classificada: a) O controle motor e a capacidade
critica diminuida ocorrem normalmente com uma concentragéo de 20 a 30 mg
por decilitro de sangue; b) Alto grau de intoxicacdo quando a concentracao
atinge 150 mg por decilitro e ¢) As doses fatais normalmente ocorrem em torno
de 400 mg por decilitro [97].

Aproximadamente 95 % do etanol ingerido sdo completamente oxidados,
o restante é normalmente excretado pelo rim (urina) e pelos pulmbes (ar
expirado). A oxidagdo do etanol ocorre principalmente no figado e € realizado
por duas vias metabdlicas: a primeira e principal envolve as enzimas alcool-
desidrogenase e acetaldeido-desidrogenase, a segunda é o sistema
microssomal de oxidacdo do etanol através de proteinas do complexo do
citocromo P-450. O produto da oxidacdo do etanol, o acetaldeido, é uma
molécula muito reativa e pode provocar varios efeitos deletérios ao organismo
(aumento da formacado de perdxidos lipidicos com danos as membranas,
diminuicdo do glutation, cofator responsavel pela eliminagdo de substancias
toxicas, podendo levar a um aumento na incidéncia de cancer, diminuicdo de
vitaminas e metais e diminui¢cdo do transporte e secrecao de proteinas). Essas
alteracbes levam a um aumento de células do figado com uma maior
quantidade de proteinas, lipideos e agua, que evolui para necrose e fibrose,
que é uma caracteristica da cirrose hepética [97].

Existem varios trabalhos relatando a analise de etanol em bebidas.
Tubino e Barros realizaram a analise de etanol em bebidas através de um
sensor capacimétrico [98], j& Bouijtita et al utilizaram um eletrodo impresso de
carbono modificado com alcool oxidase na determinagao indireta de etanol em
cervejas através do perdxido de hidrogénio gerado na reacdo enzimatica [99].
Outros métodos utilizados na determinacéo do etanol sdo: cromatografia a gas
na analise de cervejas [100], cromatografia a liquido com deteccao
amperométrica na andlise de wurina [101], refractometria [102] e
espectrofotometria [103]. A maioria destes trabalhos usa uma aparelhagem
relativamente cara se comparado aos valores referentes a aparelhagem

utilizada na andlise por métodos eletroanaliticos.
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1.3. LEITE: PRODUGAO, LEGISLAGCAO, COBRE E CHUMBO

O leite € um composto nutritivo liquido, produzido pelas glandulas
mamarias das fémeas dos mamiferos, é formado por agua, uma proteina
principal, a caseina, uma gordura especifica, a butirina e um acgucar
predominante, a lactose, ainda possui as vitaminas A, B1, B2 e minerais (calcio
especialmente) que favorecem o crescimento e a manutengdo de uma vida
saudavel. Além do seu valor nutritivo, o leite possui uma grande importancia
econbmica, ele esta entre os seis produtos mais importantes da agropecuaria
brasileira, ficando a frente de produtos tradicionais como café beneficiado e
arroz. O agronegécio do leite e seus derivados desempenha um papel
relevante no suprimento de alimentos e na geracéo de emprego e renda para a
populagdo. O Brasil € o sexto maior produtor de leite do mundo e cresce a uma
taxa anual de 4%, superior a de todos os paises que ocupam 0s primeiros
lugares [104].

Internacionalmente, tém se observado varias exigéncias na maneira de
produzir e como gerenciar a saude dos rebanhos com relagdo a producao do
leite. Dentre elas destacam-se: equipamentos automatizados para produzir
analises com rapidez, exatiddo e precisdo; conhecimento da patogenia das
infeccdes, gerando métodos de controle e prevencao de doengas importantes
como a mastite; adogao de critérios gerenciais para promoc¢ao da saude dos
rebanhos, em contraposi¢do aos conceitos tradicionais de tratamento individual
dos animais; desenvolvimento de métodos epidemiolégicos analiticos; e
inclusdo de parametros econémicos no gerenciamento da saude dos rebanhos
[105].

A contaminacdo do leite por agentes quimicos é considerada um
problema de Saude Publica. Os principais perigos quimicos encontrados no
leite sdo a aflatoxina M1, residuos de medicamentos veterinarios, metais,
residuos de praguicidas, bifenilas policloradas e melamina, que chegam até o
alimento apds a exposicdo dos animais a ragdes contaminadas, tratamentos
contra pragas, armazenamento inadequado, etc. Estas substancias induzem
efeitos agudos, crénicos, mutagénicos, teratogénicos e carcinogénicos. A
qualidade dos alimentos de origem animal vem sendo amplamente debatida

nos ultimos anos, particularmente, devido a trés ‘escandalos’ de seguranca
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alimentar: a ‘doenca da vaca louca’ na Inglaterra, a toxiinfeccao alimentar por
E. coli0157 em carne da Escécia e a contaminacao por dioxinas em frangos na
Bélgica. Para que os alimentos apresentem seguranga € preciso repensar na
integridade da cadeia alimentar, manuseio, transporte, armazenamento e como

estes poderiam ser controlados [106].

Especificamente com relacdo a metais pesados, tém sido tomadas
atitudes para se diminuir a contaminagcdo. De acordo com a legislagdo do
Ministério da Agricultura, todo vasilhame empregado no acondicionamento de
leite, na ordenha, na coleta ou para manté-lo em depdsito deve ser de aco
inoxidavel, aluminio ou ferro estanhado, de perfeito acabamento e sem falhas
[107]. Na literatura cientifica sdo relatados varios casos de intoxicagcao de
bovinos por exposicao ambiental ou ingestdo de ragdo contaminada com
chumbo e cadmio [108-111]. Sharma e colaboradores [111] observaram que a
ingestao, pelos animais, de quantidades maiores que 500 mg de chumbo por
dia ocasionou um aumento nos niveis de chumbo no leite, atingindo valores de
cerca de 0,06 mgL™". Devido & elevada toxicidade do chumbo e cobre, mesmo
em nivel de tragos, as autoridades sanitdrias mundiais estdo preocupadas em
estabelecer medidas para reduzir a concentragao desses metais nos alimentos,
uma vez que sao considerados a principal fonte de ingestdo desses
contaminantes. Nos Estados Unidos existe uma campanha junto as industrias
alimenticias para conscientizar da necessidade de restringir esta contaminacao
e preservar a saude coletiva. Observou-se que os niveis de chumbo e cobre
vém diminuindo significativamente em funcdo da substituicAo gradativa dos
tipos de embalagens e soldas que possam libera-los durante 0 armazenamento

dos alimentos [112].

A JECFA - Joint Food and Agricultural Organization/World Health
Organization Expert Committee on Food Additives — [113] estabeleceu uma
Ingestdo Diaria Maxima Proviséria de 0,5 mg kg™ peso corpéreo (p.c.) como
dose didria de cobre em nivel aceitavel para o homem. O risco a saude
humana esta relacionado com desordens do metabolismo do cobre. Apesar de
apresentar baixa toxicidade, quando o cobre é absorvido em grandes
quantidades, pode causar varios problemas a saude humana. A contaminacao
por cobre pode causar céaimbras, vOmitos, necrose hepatica, anemia

hemolitica, inflamagdes, destruicdo da vitamina C, doenga na artéria coronaria
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e doenca de Wilson, onde ha um acumulo excessivo de cobre pelo corpo. Na
doenca de Menkes, onde ha um disturbio no metabolismo do cobre, ocorre o
acumulo de cobre em certos tecidos e a escassez dele em outros, podendo ser

fatal para criangas em torno de trés anos [114].

A Organizacdo Mundial da Saude — OMS demonstrou em 1995 que
existe uma variagéo de 0,01 a 2,5 ug mL™" de chumbo em leite de vaca. Devido
a maior suscetibilidade das criangas ao chumbo, a avaliagdo dos niveis deste
metal em alimentos a elas destinado, deve ser incrementada, a fim de diminuir
ao maximo a ingestdo diaria do metal [115]. O chumbo apresenta efeitos
neurotoxicos e hematotoxicos, como o quadro de anemia ferropriva, bem como
a sua acao nefrotéxica [116]. A FAO/WHO - Food and Agriculture Organization
of the United Nations - (1996) recomendou uma Ingestdao Semanal Toleravel
Proviséria de 0,025 mg kg' p.c.. Os efeitos adversos associados com o
chumbo estédo relacionados com o subdesenvolvimento do sistema nervoso
central do feto e do recém nascido. A contaminacao pro-chumbo afeta todas as
pessoas, mas as criangas estdo apresentam risco mais elevado, uma vez que
ainda estdo em fase de crescimento. O chumbo interfere na fungéo cerebral,
atuando na liberagdo de neurotransmissor e na formacdo de sinapses. A
exposicdo ao chumbo tem sido associada com a redugdo da qualidade
intelectual, dificuldades de aprendizagem, crescimento lento, hiperatividade,
comportamentos anti-sociais e problemas auditivos. O chumbo é conhecido por
causar danos aos rins, figado e sistema reprodutor, em processos celulares
basicos e na funcado cerebral [117].

Tém-se feito estudos expressivos sobre a contaminacdo de metais
pesados em leite, no entanto, os resultados diferem de acordo com as
diferentes areas de amostragem e os métodos analiticos utilizados. Dentre as
principais técnicas utilizadas para analises, a espectrometria de absorcao
atdbmica tem sido a mais usada para a realizacdo destas determinacdes [118,
119], assim como a espectrometria de emissdo atdbmica [120], quanto aos
métodos eletroanaliticos para tais determinagdes, sao publicadas na literatura a
analise por redissolucdo oxidativa [121] e a polarografia de pulso diferencial
[122], no entanto, o nimero de estudos que empregam estas técnicas ainda

S840 pequenos.
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1.4. TECNICAS ELETROANALITICAS NA DETERMINACAO DIRETA DE
METAIS EM AMOSTRAS COM ALTO TEOR DE MATERIA ORGANICA

Apo6s a descoberta de Baker e Jenkins sobre a possibilidade de pré-
concentrar espécies eletroativas na gota de um eletrodo de mercurio conferindo
grande aumento de sensibilidade, a polarografia ganhou novo impulso como
técnica analitica tornando-se mais popular [123]. O processo de pré-
concentracado pdde ser estendido para outros eletrodos permitindo ganhos em
sensibilidade na ordem de 100 a 1000 vezes e diminuicdo dos limites de
detecgéo por 2 a 3 ordens de magnitude, alcangando concentragcfes abaixo de
10" mol L' [124]. Estas técnicas eletroanaliticas sdo denominadas na
literatura de andlise por redissolugdo (Stripping Analysis) e vém sendo
aplicadas para analises de amostras ambientais, biologicas, alimenticias e de
interesse industrial. O desenvolvimento de instrumentacao portatil, simples e de
baixo custo aliado a caracteristica de sensibilidade e seletividade das técnicas
de anadlise por redissolugdo tornaram-na popular dentro da quimica analitica
[125]. O desafio atual das técnicas eletroanaliticas encontra-se na
miniaturizacdo dos sistemas analiticos e andlises em tempo real [126]. No uso
de técnicas eletroanaliticas, a etapa de pré-tratamento da amostra torna-se um
processo de extrema importancia, principalmente com relacéo a eliminagao de
compostos organicos presentes em solugdo, uma vez que estes provocam a
“passivacao” do eletrodo através do processo de adsorcao destas espécies a
sua superficie, interferindo nas medidas eletroquimicas.

Jagner e Granelli demonstraram a possibilidade da analise de amostras
biol6gicas, mais precisamente fluidos biolégicos, diretamente sem qualquer
pré-tratamento usando a técnica de redissolugdo potenciométrica
(Potentiometric ~ Stripping Analysis, PSA) [127]. Eles demonstraram a
potencialidade da técnica, frente as técnicas de redissolugdo voltamétrica
anddica, no que se refere a eliminacdo de processos de passivagdao do
eletrodo, devido a matriz organica das amostras. A etapa de pré-concentracao
das espécies metalicas na superficie do eletrodo ocorre da mesma forma que
no processo amperométrico, enquanto que na etapa de redissolugcdo um
agente quimico é responsavel pela oxidacao das espécies no eletrodo. Dessa
forma como ndo ha corrente aplicada ao eletrodo de trabalho, espécies

eletroativas organicas da matriz da amostra nao interferem nos picos de
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redissolugdo, ocorrendo 0 mesmo com o oxigénio dissolvido. Através da
simples diluicdo da amostra no eletrolito adequado, cadmio e chumbo foram
determinados em sangue, soro e urina [128-130], além de bebidas como vinho
e cerveja [131, 132] e em mel [133].

Entretanto, amostras com alto teor de matéria organica em sua
composicao, como alimentos, petrdleo e produtos derivados, € mesmo
amostras de sedimentos sdo exemplos de matrizes que ndo permitem a
determinagdo direta de metais por PSA ou qualquer outra técnica
eletroanalitica através da simples diluicdo das amostras em eletrdlito. Nestes
casos, a matriz deve ser eliminada, ou melhor, os analitos devem apresentar-
se em uma solugdo que possibilite a medida eletroquimica e a consequente

determinagao dos elementos.
2. OBJETIVOS E JUSTIFICATIVAS

E cada vez maior o apelo da comunidade cientifica em identificar e
quantificar os componentes possivelmente encontrados em amostras
complexas. A complexidade da matriz € um desafio para os pesquisadores e a
determinacdo de sua composicao quimica tem varios propositos analiticos
além da simples verificagdo da adulteragdo ou controle de qualidade do
alimento.

A quimica analitica tem sido de grande importancia no controle de
processos industriais, no monitoramento ambiental e em diferentes aplicagbes na
medicina e na biotecnologia. O aumento da demanda das andlises quimicas e a
necessidade do desenvolvimento de metodologias rapidas, confiaveis e de
baixo custo capazes de fornecer informac¢des sobre a composicdo de um
sistema on-line para o monitoramento de espécies quimicas tém evoluido de
maneira muito acentuada. Nas ultimas décadas, poucos temas geraram tanto
interesse e agregou tantas areas distintas como o desenvolvimento de
sensores quimicos miniaturizados.

Os sensores quimicos eletroanaliticos podem responder a mais de uma
espécie eletroativa ao mesmo tempo, ocasionando problemas durante a
metodologia de identificacdo ou quantificacdo de um determinado componente.
Frente a estes comentdrios e justificativas surgiu a necessidade do
desenvolvimento deste trabalho que se apresenta com os principais objetivos:
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v' Construcao de eletrodos impressos (Els) de cobre e ouro usando placas
de circuito impresso e compact disc (CD), respectivamente.

v' Desenvolvimento de uma metodologia eletroanalitica para a
derteminacao do teor alcodlico de cachagas mineiras usando eletrodos
impressos de cobre.

v' Desenvolvimento de uma metodologia eletroanalitica para a
determinagao de cobre e chumbo em amostras de leite integral usando
eletrodos impressos de ouro.

v Aplicagcdo das metodologias desenvolvidas em amostras de cachacga e

leite obtidas comercialmente.
3. PARTE EXPERIMENTAL
3.1. REAGENTES E SOLUCOES

Todas as solucbes foram preparadas com agua deionizada (Milli-Q —
Quantum Ex), com resistividade maior ou igual a 18 MQ cm™.

HCI (37 % m/v — Vetec) e NaOH P.A. (Vetec) foram utilizados para o
preparo do eletrélito suporte para as analises eletroanaliticas do etanol e dos
metais, respectivamente. Cloreto férrico (Vetec) foi usado na etapa de
revelacao dos eletrodos impressos de cobre. Tintas de carbono (Viatronic) e de
prata (Pratamax) foram usadas para montar os eletrodos auxiliar e referéncia,
respectivamente.

As solugdes analiticas de etanol foram preparadas a partir de dilui¢gdes
da solugao estoque de Etanol (95 % v/v — SIGMA).

As solugdes analiticas dos metais foram preparadas a partir de diluigdes
das solugdes padrdes da Titrisol 1000 mg g (Merck) dos respectivos metais
(Cu e Pb) em meio de acido nitrico 0,30 mol L. Solugcdes cuja concentragcdo
do metal na faixa de pg L™ foram preparadas a partir das solugées estoque, por
sua vez preparadas a partir das solugdes 1000 mg g™

Para os procedimentos de digestdao e extracdo das amostras foram
utilizados: HNO3; (65 % m/v — Vetec) e H.O. (30 % m/v - Vetec) de grau

analitico.
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Para as amostras de leite em po, foi feita a andlise de uma amostra de
referéncia (Milk Powder BCR®-151 da Commission of the European

Communities) adquirida da Sigma.
3.2. INSTRUMENTACAO

Para a realizacao de todas as medidas eletroquimicas, um potenciostato
pAutolab Type Il (EcoChemie, Utrecht, Holanda) interfaceado a um
microcomputador e um agitador magnético (IKA) foram usados.

Um densimetro digital da marca Anton Paar, modelo DM 35, foi utilizado
na determinacao do teor alcodlico nas amostras de cachaga, a fim de comparar
os resultados obtidos pela voltametria.

Serra elétrica da marca Ferrari foi usada para cortar as placas com os
eletrodos impressos.

Para o pré-tratamento das amostras de leite foi usado uma chapa
aquecedora da marca HT e uma mufla da marca QUIMIS.

A analise e tratamento dos dados obtidos foram realizados no GPES 4.9
e Exel 2003.

3.3. USO DE ELETRODOS IMPRESSOS DE COBRE NA DETERMINAGAO
DO TEOR ALCOOLICO DE CACHAGAS MINEIRAS

3.3.1. Fabricacdo dos Eletrodos Impressos de cobre

Os eletrodos de trabalho, referéncia e auxiliar foram compactados em
uma pequena area através do uso da tecnologia de screen printing. Para isso
foi realizada a producédo em alta escala de eletrodos descartaveis de cobre em
placas condutoras usadas para circuito impresso.

A construcao dos eletrodos impressos foi realizada no Laboratério de
Sensores Eletroquimicos e Métodos Eletroanaliticos do Prof. Dr. Mauro Bertotti
do Instituto de Quimica da Universidade de Sao Paulo (USP). Na producao dos
eletrodos impressos, o primeiro passo foi utilizar o software Broffice para
desenhar o layout desejado para a disposicdo dos eletrodos, bem como suas
respectivas areas. Posteriormente, as trilhas foram impressas sobre uma folha

de etiqueta usando uma impressora a laser, sendo em seguida prensada, a
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uma temperatura 60 °C e pressao controladas por 10 minutos, sobre uma placa

de circuito impresso de cobre, conforme mostrado na figura 3.

Figura 3. (A) Placa de cobre com a forma dos eletrodos ja impressos e (B) a

prensa utilizada no processo de transferéncia.

A tinta utilizada para dar forma aos eletrodos impressos (tonner) teve
como finalidade proteger o metal que formou a trilha dos eletrodos (trabalho,
referéncia e auxiliar), durante o processo de retirada do excesso de metal da
placa de circuito impresso. Para a oxidacdo do excesso de cobre presente na
placa foi usada uma solugéo saturada de cloreto férrico sob constante aeragéo,
visando contribuir para o processo de oxidagdo do excesso de cobre, como

demonstrado abaixo na figura 4.
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Figura 4. (A) Recipiente contendo uma solug¢ado saturada de cloreto férrico onde
as placas de cobre foram imersas e (B) bomba de aquario para oxigenagao da

solugao de cloreto férrico.

Posteriormente a oxidacao do excesso de metal que nao foi recoberto
pelo tonner, a placa de circuito impresso foi lavada com agua corrente e o
conjunto de eletrodos foi cortado com o auxilio de uma serra elétrica da marca
Ferrari (Figura 5), dando origem aos eletrodos com as trilhas prontas e
protegidas pelo toner da impressora. Em uma unica impressao foi possivel
fabricar cerca de 30 eletrodos impressos de cobre, onde esse numero pode ser

maior a depender da dimensao da placa de circuito impresso usada.
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USAR PARA METAIS |

Figura 5. (A) Serra da marca Ferrari e (B) a placa de cobre sem o excesso de
metal sendo cortada.

Apls esta etapa os eletrodos estavam prontos para serem preparados
para o uso, bastando apenas retirar a tinta isolante da superficie
correspondente as areas dos eletrodos de trabalho, referéncia, auxiliar e da
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parte onde se conecta o eletrodo impresso ao potenciostato (figura 6A). Esta
remocao foi feita com o auxilio de um solvente orgéanico (acetonitrila). Como
pode ser observado na figura 6B as areas referentes aos eletrodos de
referéncia e auxiliar sdo referentes as regides onde o metal era anteriormente
protegida pelo toner, e apds a retirada com acetonitrila, foram recobertas
utilizando tintas condutoras de prata e carbono, respectivamente. Neste
trabalho utilizou-se inicialmente tintas de carbono (Viatronic) e de prata
(Pratamax) vendidas comercialmente. Na figura 7 pode-se observar a
dimensao final do eletrodo impresso.

Figura 6. (A) Eletrodo impresso pronto para oxidagdo do excesso de cobre e
para remocao do toner e (B) Eletrodo impresso de cobre pronto para ser
utilizado. (I) Eletrodo de trabalho, (II) eletrodo de referéncia e (lll) eletrodo

auxiliar.

O custo final de cada eletrodo foi de aproximadamente 0,30 reais. Este
valor foi calculado levando-se em consideracao os pregos da placa de metal,
do papel de etiqueta e das tintas condutivas utilizadas.
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Figura 7. Eletrodo impresso de cobre e seu tamanho relativo a uma moeda.

3.3.2. Metodologia analitica

As analises do teor alcodlico em cachaca foram realizadas usando duas
técnicas eletroanaliticas, a voltametria ciclica e a amperometria. Na voltametria
ciclica, a faixa de potencial aplicada na varredura linear variou de -0,80 a 1,10
V usando uma velocidade de varredura de 50 mV s™'. A analise da amostra foi
feita por adicao de padrao, adicionando-se 20 pL de éalcool etilico absoluto (95
% v/v) para cada medida, o que corresponde a uma variacao de concentracao
de 1 % v/v. A medida da corrente de oxidagédo do etanol nas amostras e nos
padrdes foram realizadas em um potencial de +0,90 V, entretanto uma faixa de
potencial foi aplicada a fim de realizar a ativagdo do eletrodo de cobre, a qual
sera discutida posteriormente.

Na amperometria foram aplicados dois potenciais, +0,20 V e +0,90 V,
sendo o primeiro responsavel pela ativacdo do eletrodo de cobre e o0 segundo
pela oxidacdo do etanol. As andlises por amperometria também foram
realizadas por adicao de padrao sob agitacao constante.

Tanto na voltametria quanto na amperometria as analises foram feitas
adicionando-se um volume de 75 pL de cada amostra, sem prévio pré-

tratamento, na célula eletroquimica contendo 4,00 mL de eletrdlito suporte,
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NaOH 1,0 mol L, posterior agitagdo e medida eletroquimica da corrente de

oxidacao.
3.3.3. Amostras de cachacas mineiras

Quinze (15) amostras de cachaga mineira foram adquiridas
comercialmente para serem analisadas no projeto (Tabela 1). As amostras
foram abertas minutos antes da andlise e posteriormente lacradas para evitar
perdas do etanol no processo de armazenamento. Todas as amostras de
cachaca obtidas s&o da regido da zona da Mata Mineira e utilizam producéao
artesanal em alambique de cobre. Algumas das amostras podem ser vistas na

figura 8.
Tabela 1. Amostras de cachagas mineiras analisadas.
AMOSTRA NOME PROCEDENCIA (MG)
1 Ouro Verde Guidoval
2 Deixa Vir Sao Joao Nepomuceno
3 Serrana Sao Joao Nepomuceno
4 Montana Salinas
5 Vereda Tropical Pedra Azul
6 Cachaca Reliquia Coronel Murta
7 Tabaroa Coqueiral
8 Agua Marinha Congonhas
9 C. Garrancho Paraopeba
10 Ariana Claudio
11 Coluninha Ouro Coluna
12 Coluninha Prata Coluna
13 Mel de Minas Januaria
14 Salineira Salinas
15 C. Salinissima Salinas
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Figura 8. Algumas das 15 amostras utilizadas no projeto.

3.4. AVALIACAO DOS NIVEIS DE METAIS PESADOS EM LEITE USANDO
ELETRODOS IMPRESSOS DE OURO

3.4.1. Fabricagao dos Eletrodos Impressos de ouro

Nesta etapa do trabalho os eletrodos de trabalho, referéncia e auxiliar
foram compactados em uma pequena area através do uso da tecnologia de
screen printing. Para isso foi realizada a produgéo em alta escala de eletrodos
descartaveis a base de CDs de ouro.

Os CDs gravaveis sao constituidos por uma base de policarbonato,
camada organica fotossensivel, material defletor e um ou dois filmes de
material polimérico. A camada defletora pode ser constituida por uma fina
camada de ouro ou prata, cuja espessura varia entre 50 e 100 nandémetros e
uma superficie com area total de 100 cm? [134-136]. A estrutura tipica de um
CD pode ser observada na figura 9.
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Figura 9. Constituicao do CD-R de ouro. (A) policarbonato, (B) camada

fotodegradavel, (C) ouro, (D e E) filmes protetores

A construgcdo dos eletrodos impressos também foi realizada no
Laboratério de Sensores Eletroquimicos e Métodos Eletroanaliticos do Prof. Dr.
Mauro Bertotti do Instituto de Quimica da Universidade de Sao Paulo (USP).
Na producdo dos eletrodos impressos o primeiro passo foi utilizar o software
Broffice para desenhar a forma que se deseja para as trilhas dos eletrodos.
Posteriormente, faz-se necessario retirar a camada polimérica existente no CD
utilizando acido nitrico concentrado para deixar o metal exposto para receber a
mascara [137], visando a impressdo das trilhas dos eletrodos. O tempo de
retirada da camada polimérica é de aproximadamente 120 s e pode variar com
o tipo de fabricante do CD.

Com o ouro exposto, as trilhas foram impressas sobre uma folha de
etiqueta usando uma impressora a laser, como descrito no item 3.3.1, sendo
em seguida prensada a uma temperatura de aproximadamente 60 °C e
pressdo constante controladas por 10 minutos, sobre um CD de ouro (figura

10). A prensa utilizada foi a mesma da figura 3.
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Figura 10. CD de ouro com as trilhas ja impressas.

A tinta utilizada para dar forma aos eletrodos impressos (toner) teve
como finalidade proteger o metal que formou a trilha dos eletrodos (trabalho,
referéncia e auxiliar), durante o processo de retirada do excesso de metal do
CD, mesmo papel desempenhado na fabricacdo dos eletrodos impressos de
cobre. Para a oxidacao do excesso de ouro presente no CD foi usada uma
solugdo saturada de triiodeto. Posteriormente a oxidagcao do excesso de metal,
o CD foi lavado com agua corrente e o conjunto de eletrodos foi cortado com o
auxilio de uma serra elétrica da marca Ferrari (Figura 5), dando origem aos

eletrodos com as trilhas prontas e cobertas pelo toner da impressora.

Apls esta etapa os eletrodos estavam prontos para serem preparados
para o uso, bastando apenas retirar a tinta isolante da superficie
correspondente as areas dos eletrodos de trabalho, referéncia, auxiliar e da
parte onde se conecta o eletrodo impresso ao potenciostato. Esta remocéao
também foi feita com o auxilio da acetonitrila. As areas dos eletrodos de
referécia e auxiliar foram cobertas da mesma forma do que os eletrodos de
cobre, como pode ser observado na figura 6B. Neste trabalho utilizou-se
inicialmente tintas de carbono (Viatronic) e de prata (Pratamax) para revestir

respectivamente os eletrodos de referéncia e auxiliar.
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3.4.2. Metodologia analitica

As amostras foram pesadas como aliquotas de leite de 5,00 mL em
cadinhos de porcelana, em seguida foram adicionados 2 mL de acido nitrico
concentrado e 2 mL de peréxido de hidrogénio 30 % v/v, posteriormente essas
amostras foram aquecidas até a secura em uma chapa elétrica. Em uma
segunda etapa, as amostras ainda nos cadinhos foram levadas a mufla e
acondicionadas a uma temperatura de 500 °C por duas horas, provocando a
completa calcinagdo do material. As cinzas contendo os metais foram
solubilizadas a um volume final de 5,00 mL em um baldo volumétrico com

eletrélito suporte (HCI 100 mmol L™).

A técnica utilizada para a quantificacao dos metais nas amostras de leite
foi a voltamétria de onda quadrada, onde foi mantido um potencial de pré-
concentragdo de -0,5 V durante um tempo de 120 segundos e posterior
varredura do potencial até 0,4 V.

A analise foi realizada por adicdo de padrao, utilizando as solugdes
analiticas dos metais preparadas a partir da diluicao das solugdes padrées dos

metais Cu e Pb em meio de Acido nitrico 0,30 mol L.

As andlises foram feitas adicionando 100 pL de amostra tratada na
célula eletroquimica contendo 3,90 mL de eletrélito suporte, HCI 100 mmol L™,
posterior agitacdo e medida eletroquimica.

3.4.3. Amostras de leite

Nove amostras de leite integral foram adquiridas comercialmente em
padarias e supermecados da cidade de Juiz de Fora para serem analisadas
(Tabela 2). Antes do processo de pré-tratamento, as amostras foram

conservadas em geladeira.
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Tabela 2: Amostras de leite analisadas.

NuUmero

Amostra

© 0O N O O A W DN =

Amostra 1
Amostra 2
Amostra 3
Amostra 4
Amostra 5
Amostra 6
Amostra 7
Amostra 8

Amostra 9
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4. RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1. USO DE ELETRODOS IMPRESSOS DE COBRE NA DETERMINAGAO
DO TEOR ALCOOLICO DE CACHACAS MINEIRAS

4.1.1. Ativagao do eletrodo de cobre

O comportamento eletroquimico do eletrodo de cobre em meio alcalino
tem sido utilizado em trabalhos envolvendo técnicas galvanostaticas [138-140].
Os principais processos de oxidagao observados para o eletrodo de cobre em
meio alcalino s&o a formagéo de Cu,O, Cu(OH),, Cu(OH), e CuO. Para os dois
ultimos, ha a predominancia do primeiro a temperatura ambiente e do segundo
a altas temperaturas, ou mistura de ambos [141]. Outros estudos ainda
demonstraram que a formacao das camadas de Cu.O, Cu(OH)., Cu(OH), e
CuO sao dependentes de condigdes como potencial, pH, condigcbes do
transporte de massa, envelhecimento e processos de reestruturacdao do filme
[142].

Outro processo de oxidacao é observado nos eletrodos de cobre, além
dos dois mencionados, que refere-se a formagcdo do Cu(lll) postulado no
trabalho precursor de Muller. Alguns trabalhos atribuem a esta espécia a
funcéo de catalisadora na reacado de oxidacao de alcoois, 0 que vem tornando
o eletrodo de cobre pecga importante na determinagdo de etanol em bebidas,
como pode ser observado nos trabalhos publicados nos ultimos anos na
literatura [143, 144].

Assim a aplicacdo do eletrodo de cobre em determinagdes
eletroquimicas requer a formacéo dos 6xidos de cobre através da ativagcado do
eletrodo, a fim de auxiliar no processo catalitico. A ativacdo do eletrodo de
cobre, que gera os 6xidos descritos anteriormente, é realizada através de 30
ciclos voltamétricos variando o potencial aplicado de -0,80 a 0,80 V, em meio
de NaOH 1,0 mol L™, usando uma velocidade de varredura de 50 mV s™, como
ja descrito na literatura [145]. A figura 11 representa um voltamograma do

eletrodo convencional de cobre obtido em meio alcalino.
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Figura 11. Voltamograma do eletrodo convencional de cobre ativado apés 30
ciclos com uma velocidade de varredura de 50 mV s™. I, Il e Il representam as

regides de formacgao das espécies de cobre |, Il e Il respectivamente.

A ativagéo do eletrodo de cobre convencional foi feita como parametro
de comparagado para a ativagdo do eletrodo impresso. Na figura 12 temos o
resultado da ativacdo do eletrodo impresso de cobre. Comparando com o
eletrodo de cobre convencional, ha um deslocamento de aproximadamente 200
mV nos picos gerados poés-ativacdo. Isso pode ser explicado pela agdo do
eletrodo de referéncia, que no eletrodo impresso é um pseudo-eletrodo de
referéncia, ja que conta apenas com a tinta de prata, ou seja, ndo esta em
contato com uma solucdo de KCI [146]. O pico anddico da figura 11
representado por Il encontra-se, aproximadamente, em 0,0 V. Ja na figura 12,

que representa o eletrodo impresso ativado, 0 mesmo pico encontra-se em 0,2

V.
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Figura 12. Eletrodo Impresso de cobre ativado ap6s 30 ciclos com uma

velocidade de varredura de 50 mV s™.

O processo anodico representado por () nas figuras 11 e 12 é descrito
na literatura como provavel formagdo das espécies Cu,O e Cu(OH)., de

acordo com as equagodes 6 e 7 [147]:

2Cu+20H <—Cu0+HO+2¢ (6)
Cu+20H <—=Cu(OH); +2¢ (7)

O pico representado por (ll) é referente a formacao das espécies CuO e
Cu(OH), de acordo com estudos relacionados ao eletrodo de cobre [147, 148].
As equacobes de 8 a 11 representam os provaveis processos de formacao das
espécies de Cu(ll):

Cu0 + 6 OH + H,0 —— 2Cu(OH);* +2¢ (8)
Cu0 + 20H + HO0 —— 2Cu(OH); +2¢e  (9)
Cu+20H <———Cu(OH);+2¢€ (10)
Cu+20H ——CuO+H,0+2¢ (11)
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Ja o pico (lll) é referente a formacao da espécie de Cu(lll) de acordo
com as equagodes 12, 13 e 14 abaixo:

-~
Cu(OH)2 + 20OH <—— Cu(OH)4 + ¢ (12)
CuO + 2 OH + HLO —— Cu(OH);4 + & (13)
2CuO +20H + H20 # CU203 + H2O +e (1 4)

A presenca de espécies soluveis e nao soluveis de Cu(lll) j& esta bem
descrita na literatura [149]. Com a adicdo de etanol, figura 13, pode ser
observado um processo irreversivel na regido correspondente a formacao do
Cu(lll) (E = 0,9 V), indicando que a oxidacdo do etanol na superficie do
eletrodo é catalisada pelas espécies de Cu(lll), como o observado na figura 14.
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Figura 13. Voltamogramas ciclicos do eletrodo impresso de cobre em NaOH 1

mol L™ antes (A) e apds (B) a adicdo de 5 % v/v de etanol. R representa a
regido de oxidacdo do etanol. Velocidade de varredura 50 mV s™.
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Figura 14. Proposta para a eletrocatélise realizada pelo Cu(lll) na oxidagao do

etanol.

Assim a ativagcdo do eletrodo de cobre faz-se necesséaria para as
analises amperométricas e voltamétricas, de acordo com as equagdes 15, 16 e
17 que demonstram o processo de oxidagao de etanol na superficie do eletrodo
de cobre [150]. Como demonstrado no esquema da figura 14, a espécie de
Cu(ll) da origem ao Cu(lll) que catalisa a oxidagao do etanol na superficie do
eletrodo e regenera a espécie de Cu(ll) que da continuidade ao processo. As
medidas amperométricas e voltamétricas foram usadas na quantificagdo do

teor de etanol das amostras de cachaca.

CuO+0OH <— CuOOHe +¢ (15)
CuOOHe + H;CCH,OH <—— CuO + [C2H4OH]e +H.0 (16)
[Co2HOHle —— produtos da oxidacao do etanol (17)

4.1.2. Determinagéo voltamétrica de etanol em cachagas mineiras

Apbs a ativacao do eletrodo impresso foi realizada uma adicdo de uma
aliquota de etanol ao eletrélito suporte visando determinar o potencial de
resposta do etanol frente ao eletrodo de cobre. Os resultados obtidos foram
compativeis com o0s encontrados na literatura levando-se em conta o

deslocamento causado pelo pseudo-eletrodo de referéncia [146]. Com a adicao
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sucessiva de etanol ao sistema, figura 15, um processo irreversivel pode ser
observado na regidao que corresponde a formagdo de Cu(lll) (E= 0,9V),
demonstrando assim que a oxidacdo do etanol na superficie do eletrodo &
mediada pelas espécies de Cu(lll).

A curva analitica, além de validar a sensibilidade e confiabilidade do
método, tem como objetivo mostrar a correlagao linear entre a corrente limite
de oxidagdo do etanol e sua concentracdo, de modo que seja possivel a
determinacdo do etanol nas amostras de cachaga. A figura 16 mostra a
dependéncia da corrente de oxidacao do etanol, medida em 0,9 V, em funcao
da sua concentragdo. A curva apresentou um coeficiente de correlacao de
0,9989, o0 que poderia gerar alguma duvida quanto a linearidade da analise.
Contudo o coeficiente de correlagdo é apenas um indicativo de linearidade.
Desta forma foi feita a analise dos residuos. O residuo para cada ponto da
curva foi entdo determinado fazendo a diferenca entre o sinal medido e o sinal
calculado através da curva de calibragdo, e entdo, plotou-se o grafico dos
residuos versus a concentracdo do analito (figura 17). Observou-se que 0s
pontos apresentaram uma distribuicao randémica, o que indica que as curvas

de calibragao sao lineares na faixa estudada [151].

T r—rr—rr—Trr—rrrrrrrrrrrrrrrrTiTrT
-0.75 -0.60 -0.45 -0.30 -0.15 000 0.15 030 045 060 075 090 1.05 1.20

E/V
Figura 15. Voltamogramas ciclicos do eletrodo impresso de cobre em NaOH 1

mol L™ antes e ap6s a adicao de etanol. Velocidade de varredura 50 mV s™.
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Figura 16. Curva analitica da adi¢cdo de etanol variando de 1% a 10% v/v.

A curva analitica apresentou 6tima sensibilidade analitica, obtendo
limites de detecgéo (3sp) € quantificagdo (10sp) calculados em fungao da linha

base na auséncia do analito, respectivamente de 0,085% € 0,28% Vv/v.

Residuos

Concentracao, % v/v

Figura 17. Grafico de residuos da curva analitica de etanol.

Utilizando os parametros analiticos otimizados fez-se a quantificacdo do
etanol nas amostras de cachagas mineiras selecionadas e comparou 0s
valores obtidos com os indicados pelos fabricantes, e com os obtidos através
do densimetro digital, método este largamente usado nas destilarias e
alambiques.
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A metodologia utilizada para a determinagao foi baseada no método da
adicao de padrao, visto que andlises envolvendo curva de calibragao tradicional
ndo demonstraram resultados satisfatérios em funcao do efeito de matriz das
amostras estudadas. Como ndo ha um padrao de fabricacdo e cada amostra
vem de um produtor diferente que emprega seus proprios métodos, diferentes
fatores como viscosidade, tensédo superficial e as substancias constituintes das
amostras podem variar com o tipo de fabricante, o que influenciaria nos
resultados obtidos por curva de calibragao tradicional.

As andlises foram realizadas acicionando-se 4,0 mL de NaOH 1,0 mol L
' em um béquer de 5 mL, como pode ser observado na figura 18, onde foi feita
a analise do branco, etapa em que foi obtida a corrente residual (componente
faradaico + componente capacitivo). Posteriormente foram adicionados 70 pL
de amostra de cachaga sem nenhum pré-tratamento, onde foram medidas as
correntes de oxidacdo do etanol presente na amostra. Por fim foram
adicionadas quatro aliquotas de 20 pL de uma solucao estoque de etanol 95 %
v/v.medindo entdo as correntes referentes ao etanol presente na amostra de
cachaca e aos padrdes adicionados. Todas as analises foram realizadas em
triplicata. As tabelas 3 e 4 mostram os parametros instrumentais e analiticos

otimizados para o método proposto.

Figura 18. Cela eletroquimica para analise voltamétrica de etanol em cachaca.
Eletrodo impresso de cobre introduzido em um béquer de 5 mL contendo 4,00
mL de NaOH 1,0 mol L. A, B e C representam os eletrodos de trabalho,

auxiliar e de referéncia respectivamente.
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Tabela 3. Parametros instrumentais para a determinacdo voltamétrica de

etanol.
Parametros Eletroquimicos ETOH
Einicial (MV) -800
Efinal (MV) 1100
Edegrau (MV) -800
Velocidade de varredura (mV/s) 50

Tabela 4. Condigdes experimentais para a determinagao voltamétrica de

etanol.

Parametros Analiticos
Vol. de NaOH 1,0 molL" 4,0 mL
Vol. de amostra 70 puL
Vol. de Etanol 95,0% 20 uL

As figuras de 19 a 22 mostram os voltamogramas ciclicos e as curvas de
adicao de padrao para duas amostras (Ouro Verde e Deixa Vir) de cachacas
analisadas. Na primeira o teor de etanol obtido por voltametria ciclica foi de
39,5 % v/v, enquanto que o fabricante informa um valor no rétulo de 39 % v/v.
Ja para a amostra Deixa Vir foi obtido um resultado de 45,7 % v/v, sendo
indicado pelo fabricante um valor de 45 % v/v. Para as demais amostras os
teores de etanol determinados variaram de 38,0 % v/v a 49,4 % v/v. Para todas
as amostras analisadas foi aplicado o teste t-student e para todos o0s casos o
valor de t encontrado estava abaixo do tabelado, indicando ndo haver
diferengas significativas, a 95% de confianga, entre os resultados obtidos e os
informados pelo fabricante.

A tabela 5 mostra os resultados obtidos para todas as amostras
analisadas, bem como seus intevalos de confiangca a 95 % e os valores

indicados pelos fabricantes.
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Figura 19. Voltamogramas ciclicos para a amostra Ouro Verde e padrdes de
etanol. Parametros instrumentais e analiticos estao apresentados nas tabelas
3e4d
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Figura 20. Curva de adicao de padrao da amostra Ouro Verde.
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Figura 21. Voltamogramas ciclicos para a amostra Deixa Vir e padrdes de
etanol. Pardmetros instrumentais e anliticos estdo apresentados nas tabelas 3
e 4.
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Figura 22. Curva de adi¢cao de padrao da amostra Deixa Vir.
Apoés a determinagdo voltamétrica do etanol nas amostras, um método
amperométrico para realizar esta mesma determinacdo foi desenvolvido,

buscando inclusive aumentar a sensibilidade do método proposto. Para isto
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varios estudos de otimizagdo foram realizados antes da quantificagdo nas

amostras.

Tabela 5. Concentragdes de etanol nas amostras de cachaca analisadas,
intervalo de confianga, valores indicados pelo fabricante e valor de t
determinado para cada amostra. O valor de t tabelado é de 4,303 a um nivel de

confianca de 95% e n = 2.

CACHACA [ETOH] % v/v ROTULO tealculado (95%)
Ouro Verde 39,7+1,8 39,0 0.673
Deixa Vir 45,7 +2,8 45,0 0,433
Serrana 443 +1,8 45,0 0,674

Montana de salinas 46,0+15 46,0 0

Vereda Tropical 474 £ 1,4 46,0 1,732
Cachaca Reliquia 429+1,6 43,0 0,108
Tabaroa 43,0+1,3 46,0 3,997
Agua Marinha 494 +27 45,0 2,823
Cachaca Garrancho 415+24 40,0 1,083
Ariana 43,6 £2,6 44.0 0,265
Coluninha Ouro 40,3+2,2 40,0 0,236
Coluninha Prata 446 +2,6 40,0 3,064
Mel de Minas 38,0+4,8 40,0 0,722
Dona onca 436 +1,6 45,0 1,516
Cachaca Salinissima 41,041 45,0 1,690

4.1.3. Determinagdo amperométrica de etanol em cachagas mineiras

Na analise amperométrica um potencial fixo foi aplicado ao eletrodo de
trabalho e uma corrente de oxidagao foi medida quando aliquota do analito de
interesse € adicionada a célula eletroquimica. A figura 23 mostra um

amperograma para adi¢cdes sucessivas de etanol ao hidroxido de sodio, o qual
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foi usado também nesta etapa como eletrdlito suporte. Como ja foi
demonstrado anteriormente, a determinacdo do etanol requer um pré-
tratamento do eletrodo de trabalho, a fim de gerar as espécies de cobre
eletrocataliticas da reacdo de oxidacao do etanol. Assim, buscou-se trabalhar
com a amperometria aplicando a célula eletroquimica dois potenciais
alternadamente, onde no primeiro as espécies cataliticas de cobre fossem
geradas na superficie do eletrodo e no segundo ocorresse a oxidacdo do
etanol. Este potencial de pré-tratamento foi escolhido dentre os potencias |, Il e
[l da figura 12, pois sdo os potenciais onde sdo gerados os espécies de Cu(l),
Cu(ll) e Cu(lll) que poderiam catalisar a oxidagao do etanol. Na figura 23 pode-
se observar as correntes obtidas para o hidroxido de sédio (B) e para os
padroes de etanol com concentragdes varinado entre 1 e 4 % v/v, sendo as
correntes monitoradas na posi¢ao R1 referentes ao pré-tratamento do eletrodo
de cobre no potencial pré-determinado.

A curva analitica apresentou O6tima sensibilidade analitica, obtendo
limites de deteccao (3sp) e quantificacao (10sp), calculados em funcao da linha

base na auséncia do analito, respectivamente de 0,024 % e 0,080 % v/v.

0.4 -
0.3
< 1 | 40
£ 0.2 o 4%
- ] | 2% s
0.1 1%
| B ﬁ
0.0 “R1 r S e
-0.1-
0247777777
20 40 60 80 100 120 140 160 180 200
t/s

Figura 23. Amperogramas obtidos para adi¢des sucessivas de etanol 1 %, 2 %,
3 %, 4 % v/v em 4,00 mL de eltrélito suporte (NaOH 1,0 mol L™).

Desta forma foi feito o estudo visando definir qual o melhor potencial de

pré-tratamento do eletrodo de trabalho. Para isto, utilizou-se para pré-
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tratamento os potenciais de -0,60; -0,30 e 0,20 V referentes aos potenciais das
regides |, Il e Il como foi mostrado na figura 12, nesta etapa trabalhou-se com
uma concentracdo constante de etanol igual a 5 %v/v. Os resultados nesta
etapa do trabalho podem ser observados na figura 24. Pelos amperogramas
obtidos optou-se por utilizar o potencial de 0,20 V para o pré-tratamento do
eletrodo, pois foi 0 que apresentou maior corrente de oxidacdo do etanol
quando um potencial de 0,90 V era aplicado, melhorando assim a sensibilidade

do método analitico.

4.5

| E=-030V

| =-060Y

10 20 30 | 40
t/s

Figura 24. Amperogramas obtidos no estudo do potencial de pré-tratamento
aplicado ao eletrodo de trabalho para gerar as espécies eletrocataliticas. As
cores em verde, preto e vermelho representam os potenciais de pré-tratamento

citados na figura.

Apos este estudo, utilizando o melhor potencial de pré-tratamento e os
parametros analiticos da metodologia voltamétrica fez-se a quantificacao do
etanol nas amostras de cachacas selecionadas, correlacionando os resultados
obtidos com os determinados por voltametria ciclica e com os indicados no
rotulo pelos fabricantes.

A metodologia utilizada para a determinacao amperométrica foi baseada
no método da curva de adigdo de padrao, visto que analises envolvendo curva
de calibragdo externa ndo demonstraram resultados satisfatérios em fungéo,
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possivelmente, do efeito de matriz. As andlises foram realizadas acicionando-
se 4,00 mL de NaOH 1,0 mol L' em um béquer de 5 mL, onde foi feito o
branco. Posteriormente foram adicionados 70 uL da amostra de cachaga sem
qualquer pré-tratamento e por fim foram adicionadas aliquotas de 20 uL da
solucdo estoque de etanol 95 % v/v. Todas as analises foram realizadas em
triplicata. A tabela 6 mostra os parametros instrumentais otimizados para o
método proposto.

As figuras de 25 a 28 mostram os amperogramas e as curvas de adi¢ao
de padrao para duas amostras (Serrana e Montana de Salinas) de cachaca
dentre as analisadas neste trabalho. Na primeira o teor de etanol obtido por
amperometria foi de 45,2 % v/v, enquanto que o fabricante informa um valor no
rotulo de 45 % v/v. J4 para a amostra Montana de Salinas pela amperometria
foi obtido um resultado de 47,5 % v/v, sendo indicado pelo fabricante um valor
de 46 % v/v. Para as demais amostras os teores de etanol determinados
variaram de 33,8 % v/v a 51,0 % v/v. Para todas as amostras analisadas foi
aplicado o teste t-student e para todos os casos, exceto para as amostras Agua
Marinha e Garrancho que serdo discutidas adiante, o valor de t encontrado
estava abaixo do tabelado, indicando nao haver diferencas significativas entre

os resultados obtidos e os informados pelo fabricante.

Tabela 6. Parametros instrumentais para a determinagcdo amperométrica de

etanol.

Parametros Eletroquimicos

E pré-tratamento (mV) 200
T pré-tratamennto (s) 10
E analise (MV) -900
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Figura 25. Amperograma obtido para a analise de etanol na amostra Serrana.

Parametros instrumentais estao apresentados na tabela 6.
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Figura 26. Curva de adi¢cao de padrdao da amostra Serrana.
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Figura 27. Amperograma obtido para a anélise de etanol na amostra Montana
de Salinas. Parametros instrumentais estdao apresentados na tabela 6.
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Figura 28. Curva analitica da amostra Montana de Salinas.

A tabela 7 mostra os resultados obtidos para todas as amostras
analisadas, bem como seus intervalos de confiangca a 95 % e os valores
indicados pelos fabricantes. O coeficiente de variancia para todas as amostras
encontraram-se abaixo de 4 %, demonstrando uma boa precisdo dos
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resultados obtidos. Teste de reprodutibilidade também foi realizado para duas
amostras distintas de cachaga, Tabaroa e Mel de Minas, as quais foram
analisadas trés vezes em diferentes semanas e foram encontrados coeficientes

de variancia menor que 3 % para ambas as amostras.

Tabela 7. Concentragdes de etanol nas amostras de cachaga analisadas,
intervalo de confianga, valores indicados pelo fabricante e valor de t
determinado para cada amostra. O valor de t tabelado é de 4,303 a um nivel de
confianca de 95% e n = 2.

CACHACA [ETOH] % viv ROTULO tealculado (95%)
Ouro Verde 42,2 +2.3 39,0 2,410
Deixa Vir 51,0+2,6 45,0 3,997
Serrana 452 +14 45,0 0,247
Montana de salinas 47,9+0,9 46,0 3,657
Vereda Tropical 448 +0,6 46,0 3,464
Cachaca Reliquia 429 + 3,1 43,0 0,056
Tabaroa 43,9+3,0 46,0 1,212
Agua Marinha 50,6 + 0,4 45,0 24,249
Cachaca Garrancho 33,8+1,6 40,0 6,712
Ariana 46,4 + 2,7 44.0 1,540
Coluninha Ouro 38,1+1,6 40,0 1,732
Coluninha Prata 38,8+34 40,0 0,611
Mel de Minas 38,7+1,8 40,0 1,251
Dona onca 474 +1.3 45,0 3,597
Cachaca Salinissima 439+1,6 45,0 1,191

O valor de t calculado para a amostra agua marinha ficou acima do valor
do t critico indicando uma diferenca entre o valor encontrado e o valor tabelado.
Como os valores encontrados na analise voltamétrica e posteriormente pelo
densimetro digital estiveram de acordo com o valor indicado pelo fabricante

concluimos que esta diferenca para a analise amperométrica se deve a algum
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erro no manuseio da amostra ou até diferenga nas condi¢des de anélise como
temperatura, etc., no momento da andlise.

Ja para a amostra garrancho o valor de t calculado ficou acima do valor
de t tabelado, contudo neste caso a medida voltamétrica foi concordante com o
valor descrito pelo fabricante e o resultado obtido pelo densimetro ficou abaixo
do valor rotulado. Este fato pode ser explicado pela cronologia da analise da
amostra, pois primeiro foi realizada a analise voltamétrica, seguido da analise
amperométrica e pela analise utilizando o densimetro. Entre as andlises houve,
provavelmente, perda do analito devido a alguma falha na estocagem. Como a
analise voltamétrica foi realizada logo apds a abertura da amostra seu valor foi
mais préximo do descrito pelo fabricante, seguido de valores mais baixos nas

analises posteriores.
4.1.4. Estudo da interferéncia da glicose
De acordo com o Inmetro:

“Cachaca é a denominacéo tipica e exclusiva da Aguardente de Cana
produzida no Brasil, com graduacdo alcodlica de 38 % vol (trinta e oito por
cento em volume) a 48% vol (quarenta e oito por cento em volume), a 20 °C
(vinte graus Celsius), obtida pela destilacdo do mosto fermentado de cana-de-
acucar com caracteristicas sensoriais peculiares, podendo ser adicionada de
acucares até 6 g/L (seis gramas por litro), expressos em sacarose.”

Varias substéancias encontradas na cachaga podem influenciar nos
resultados obtidos, contudo a maioria destas substancias encontram-se em
concentragbes muito baixas, pois sdo geradas no processo de fabricacao da
cachaca, diferentemente da glicose que pode ser adicionada ap6s 0 processo
de fabricagdo em concentacdes elevadas. Desta forma foi realizado um estudo
para verificar a interferéncia da glicose presente na amostra. Adicbes de
padrdo de glicose de concentragdo variando de 20 a 100 mg L™ foram feitas na
céla eletroquimica, a fim de observar possivel sinal de oxidacdo deste analito
no potencial de oxidacado do etanol. Na figura 29 pode-se observar que nao
houve variacdo na corrente de oxidacdo com a variagdo de glicose nas

concentracbes estudadas. Estas concentracées foram estudadas, pois em
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andlise prévia (usando a cromatografia liquida de alta eficiéncia - CLAE) feita
no grupo de pesquisa, os niveis de glicose foram encontrados abaixo destes
valores nas amostras analisadas. Para a utilizagdo do método desenvolvido no
grupo de pesquisa na determinacao de glicose por CLAE [152], foi necessario a
derivatizacdo da glicose com o acido para-aminobenzoéico e cianoboroidreto
(que catalisava a reacdo). A derivatizacao foi necessaria, pois a glicose nao
absorve no visivel e a detecgcao foi realizada na regidao do UV, em coluna
reversa C-18. A fase médvel foi composta de metanol/solugdo aquosa de acido
fosférico pH 2,50 (2:98), com fluxo de 1,5 mL min™ e comprimento de onda de
305 nm para adeteccao. Nas figuras 30 e 31 pode-se observar uma adi¢ao de
padrao de glicose derivatizada e a analise de uma amostra apds derivatizacao,

respectivamente.
6 o
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Figura 29. Voltamogramas ciclicos para adigdes de glicose has mesmas
condigbes de analise do etanol. Pardmetros instrumentais e analiticos estao
apresentados nas tabelas 3 e 4.

Na figura 30 observou-se um tempo de retencdo de aproximadamente
11 minutos para a glicose e de aproximadamente 8 minutos para o excesso de
PABA que restou da reacao de derivatizacdo. Na figura 31, andlise de uma das

amostras, o PABA aparece normalmente como na adigdo do padréo, ja a
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glicose ndo € observada mesmo com a ampliacdo da regido onde seria feita

sua deteccao, fato observado em todas as outras amostras analisadas.
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Figura 30. Cromatograma da adicdo de padrao de glicose, na concentracao de
500 mg L. Deteccéo foi realizada na regido do UV, em coluna reversa C-18. A
fase movel foi composta de metanol/solucéo aquosa de acido fosférico pH 2,50

(2:98), com fluxo de 1,5 mL min" e comprimento de onda de 305 nm para

adeteccéo.
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Figura 31. Cromatograma da adicao da amostra Deixa Vir. Condi¢do de
derivatizacao da amostra: 2 mL de amostra + 1 mL de PABA + 25 mg de

cianoboroidreto. Na area de deteccao da glicose nao foi observado sinal.
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4.1.5. Determinagéo do teor alcodlico através de um densimetro digital

As analises de etanol usando um densimetro digital foram realizadas no
Laboratério de Bebidas Alcodlicas e Fermentagdes da Universidade Federal de
Vigosa, o qual é coordenado pelo Professor Paulo Henrique Alves da Silva.
Estas analises foram realizadas com o intuito de comparar com os resultados
obtidos por amperometria e voltametria ciclica, para isso foi usado um
densimetro digital, modelo DMA 35, da AnTon Paar (figura 32).

Nos alambiques, o alcbometro € a forma mais usual de se medir o teor
alcéolico das cachagas. A concentracao de etanol € definida pela densidade da
amostra onde o alcbometro € colocado. A utilizagdo do alcoometro pode levar a
um erro se ndo manuseado por uma pessoa treinada, além das variacdes
causadas pela temperatura, ja que estes aparelhos devem ser utilizados em
temperaturs pré-definidas pelo fabricante. O densimetro digital da Anton Paar,
modelo DMA 35, surge como alternativa aos alcoometros convencionais [45].

O equipamento da Anton Paar faz medidas digitais de densidade e
temperatura da amostra, que sdo processados em software interno, dando um
resultado bem préximo a realidade.

O aparelho realiza um processo semelhante a de uma pipeta, aspirando
um volume de 2,00 mL de amostra para um compartimento interno onde sao
feitas as medidas de temperatura e densidade da amostra. Os dados sao
posteriormente convertidos em concentracao % v/v de etanol e demonstrados
no visor digital.

Na tabela 8 estdo expressas as concentracdes de etanol obtidas pelo
densimetro, juntamente com os valores obtidos na voltametria ciclica,

amperometria e os descritos no rétulo pelo fabricante.
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Figura 32. Densimetro digital utilizado na determinag&o do teor alcoodlico das
amostras de cachaga. O compartimento de analise esta representado por A e a
ponteira por B.
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Tabela 8. Resultados obtidos pelo densimetro digital (indice D) comparado aos

resultados voltamétricos (indice V) e amperométricos (indice A) para a

determinacdo de etanol em cachaga, intervalo de confianga e o valor indicado

pelo fabricante.

CACHACA [ETOH]p % v/v [ETOH]y % v/v [ETOH]x % viv  ROTULO
Ouro Verde 38,4+0,4 39,7+£1,8 422 +23 39,0
Deixa Vir 446 +0,7 45,7+28 51,0+2,6 45,0
Serrana 43,9+0,6 443 +1,8 452 +1,4 45,0
Montana de salinas 40,6 £0,4 46,0 £1,5 47,9+0,9 46,0
Vereda Tropical 438+0,4 474 +14 448 +0,6 46,0
Cachaca Reliquia 454 +0,4 429+1,6 42,9 +31 43,0
Tabaroa 43,1+0,8 43,0+1,3 43,9 +3,0 46,0
Agua Marinha 43,8+0,6 494 +27 50,6 +0,4 45,0
Cachaca Garrancho 27,2+0,2 415+24 33,8+1,6 40,0
Ariana 40,0 £ 0,2 43,6 +2,6 46,4 +2,7 44.0
Coluninha Ouro 37604 40,3 +2,2 38,1 +1,6 40,0
Coluninha Prata 375+0,4 446 +2,6 38,8+3,4 40,0
Mel de Minas 37,6+0,6 38,0+4,8 38,7+1,8 40,0
Dona onga 415+0,2 43,6 +1,6 474 +1.3 45,0
Cachaca Salinissima 43,8 +0,8 41,0 £ 4,1 43,9 +1,6 450

Através da tabela pode-se observar a concordancia dos resultados

obtidos pelos métodos eletroanaliticos e pelo método utilizado no Laboratério

de Bebidas Alcodlicas e Fermentagbes da Universidade Federal de Vigosa.

Vale ressaltar que aliqguotas da mesma amostra foram analizadas em dias

diferentes pelas técnicas eletroanaliticas visando analisar a repetitibilidade e
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reprodutibilidade dos métodos, o que resultou em desvios acima dos
encontrados nas analises feitas pelo densimetro. Na maioria dos casos as
concentracbes de etanol obtidas pelo densimetro estiveram abaixo das
encontradas pela voltametria/amperometria, 0 que se explica pelo fato das
analises realizadas na UFV terem ocorrido um ano apds as amostras serem
abertas e analisadas pelas técnicas eletroanaliticas, e mesmo estas sendo
lacradas e armazenadas adequadamente perdas do analito aconteceram

devido a sua volatilidade.

4.1.6. Comparacao dos resultados obtidos por voltametria, amperometria e pelo
densimetro digital

A determinagdo das concentragdes de etanol por voltametria,
amperometria e densidade demonstraram-se equivalentes. A maioria das
analises voltamétricas e amperométricas foram realizadas simultaneamente,
contudo variagbes puderam ser observadas nos valores de concentracao
determinados pelas duas técnicas, fato este devido a fatores como temperatura
de analise, manipulacdo, estocagem e diluicdo das amostras. A tabela 8 e as
figuras 33, 34 e 35 fazem uma comparagcao entre as técnicas voltamétrica e
amperométria com os resultados obtidos pelo densimetro digital referente as
concentracbes de etanol obtidas para as amostras analisadas. A avaliacao
qualitativa do coeficiente de correlacdo linear de Pearson (ou coeficiente de
regressao linear) entre para as determinacdes podem ser avaliadas quanto ao

seu grau de significancia conforme a tabela 9 [153].

Tabela 9: Avaliagdo qualitativa do grau de correlacdo de Pearson entre duas

variaveis.

IRI A correlacao é dita
0 NULA
0--0,3 FRACA
0,3 --- 0,6 REGULAR
0,6 --- 0,9 FORTE
0,9 ---1 MUITO FORTE
1 PLENA OU PERFEITA
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[ETOH] (%vV/v) / Densimetro

Figura 33. Comparacao dos resultados obtidos entre a técnica amperométrica e

pelo densimetro digital para a determinac¢do de etanol em amostras de

cachaca.
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Figura 34. Comparagéo dos resultados obtidos entre a técnica voltamétrica e

pelo densimetro digital para a determinac¢do de etanol em amostras de

cachaca.
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Figura 35. Comparagéo dos resultados obtidos entre a técnica voltamétrica e
amperomeétrica para a determinagéo de etanol em amostras de cachaca.

De acordo com o coeficiente de correlagdo obtido no grafico da figura
33, conclui-se que existe uma correlacdo de grau forte (R = 0,77) entre os
resultados obtidos pelo método amperométrico e os resultados obtidos pelo
densimetro. Entre os resultados obtidos pelo método voltamétrico e os
resultados apresentados pelo densimetro houve uma correlagédo regular (R =
0,53), o que pode ser explicado pelo grande intervalo de tempo entre as
analises, e a volatilidade do analito, o que influencia nos niveis de etanol
obtidos uma vez que cada amostra foi vedada de formas diferentes podendo
em cada uma haver perdas diferentes de analito. J& entre as técnicas
voltametrica e amperométrica houve uma correlagéo forte (R = 0,72) entre os
métodos propostos.

Com os resultados obtidos podemos observar que o sensor de cobre
apresentou resultados muito proximos ao do densimetro digital. Apesar do
densimetro apresentar um facil manuseio, a vantagem dos sensores de cobre
estd numa futura monitoragcdo on-line das cachagas produzidas em

alambiques, onde o sensor faria a medicdo das concentracbes de etanol
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continuamente o que possibilitaria um maior controle de qualidade visando a

exportacao.

4.2. AVALIAGAO DOS NIVEIS DE METAIS PESADOS EM LEITE USANDO
ELETRODOS IMPRESSOS DE OURO

4.2.1 Eletrodos Impressos de ouro na andlise de metais

As técnicas de redissolucdo representam uma ferramenta poderosa na
andlise de metais em amostras ambientais, industriais e medicinais. Eletrodos
modificados com mercurio tém sido utilizados na busca de sensores com alta
reprodutibilidade e sensibilidade. Entretanto, o crescente interesse em analises
descentralizadas juntamente com questées ambientais necessita de novas
técnicas livres de mercurio [154-157]. Eletrodos de ouro sem modificacdo tém
sido aplicados na deteccao de metais pesados como chumbo, cobre e mercurio
através de técnicas de redissolucdo em diferentes matrizes [158-164].
Eletrodos impressos de ouro, ou eletrodos impressos de carbono revestidos de
ouro, sao relatados na literatura como sensores descartaveis na analise de
metais [161, 165].

A utilizacdo destes eletrodos juntamente com a redissolucéao
voltamétrica de onda quadrada vem apresentando resultados interessantes nas
quantificacbes de metais. Neste tipo de andlise é aplicado um potencial de
reducao adequado onde os analitos de interesse irdo se depositar na superficie
do eletrodo. Apéds esta etapa, é aplicado um sinal em degraus que € adicionado
a um trem de pulsos originando o sinal de excitagao de onda quadrada, etapa
na qual os analitos sdo redissolvidos sendo removidos do eletrodo através do
processo de oxidagdo. Buscando encontrar um menor tempo de andlise com as
melhores condicdes, alguns parametros eletroquimicos devem ser estudados
nesta técnica como potencial de deposi¢cdo, tempo de deposi¢do, degrau,
amplitude, frequéncia de pulso e concentragao do eletrdlito suporte [146].

4.2.1.1. Potencial de deposicao

O potencial de deposicéao foi estudado de maneira crescente variando de
-0,80 a -0,40 V usando a voltametria de onda quadrada. As figuras 36 e 37
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mostram a variagdo do sinal analitico com o potencial de deposicéo aplicado.
Neste estudo foi levado em consideragdo somente o sinal de corrente do
chumbo como parametro, pois ndo houve variagdo significativa no sinal do
cobre frente a variacado do potencial de deposicao aplicado.

O potencial de trabalho se mostrou 6timo em -0,50 V. A partir deste
potencial o sinal se mantém constante até -0.70 V devido, provavelmente, a
saturacao da superficie do eletrodo. Ja a partir de -0,80 V ocorre uma
diminui¢cdo no sinal analitico posssivelmente devido a formagao de hidrogénio
impedindo a reducao dos metais na superficie do eletrodo.

Na figura 36 € possivel ainda observar dois picos de contaminagao
referentes a alguma espécie eletroativa existente nas tintas utilizadas na
fabricacdo dos eletrodos. Em testes anteriores utilizando eletrodo de ouro
convencional e em trabalhos publicados na literatura ndo houve a observacéo
de tal comportamento. Durante as analises foram testadas diversas tipos de
tintas condutivas de prata e carbono, sendo que cada eletrodo produzido por
tintas diferentes apresentava resultados especificos com relagdo a
contaminacgao dita anteriormente.

A eliminacao destes interferentes nao foi possivel, visto que podem ser
qualquer um componente da tinta. J& a diminuicdo da intensidade dos sinais
referentes a contaminacao foi possivel, através da utilizacao de tintas de prata
e carbono previamente testadas, fornecendo assim resultados mais

satisfatorios.
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Figura 36. Variacado do potencial de deposicao para a analise de cobre e

chumbo. A contaminacéo é referente a tinta condutora utilizada na montagem

dos eletrodos.
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Figura 37. Estudo do potencial de deposicao para a quantificacdo do chumbo.
Eletrélito HCI 0,10 mol L™, [Pb] =80 pg L' e [Cu] = 16 pg L.
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4.2.1.2. Tempo de deposicao

O tempo de deposicao é um dos parametros que influencia diretamente
no tempo e na sensibilidade da andlise, portanto sua redugdo € sempre
satisfatéria. O tempo de deposicao é o periodo de tempo em que € aplicado o
potencial catédico para a reducdo das espécies eletroativas na superficie do
eletrodo, por isso quanto maior esse tempo, maior sera a pré-concentracao das
espécies de interesse na superficie do eletrodo. Foram estudados intervalos de
tempo entre 60 e 300 segundos. As figuras 38 e 39 mostram as respostas
obtidas para diferentes tempos de deposi¢cao. Novamente o chumbo foi o fator
limitante na escolha, pois sofreu maiores alteragdes com a variagdo do tempo
de deposicdo. Podemos observar que inicialmente ocorreu um aumento
significativo na sensibilidade do método quando o tempo variou de 60 s para
120 s, ja entre 180 e 300 s nao foi observado um aumento significativo no valor
de corrente, 0 que justificou um aumento bastante acentuado no tempo de
analise da amostra. Desta forma o tempo de 120 segundos foi escolhido como

o mais eficiente para este trabalho.

6'0__ ’/\\ 2 — T4,=60s
5.5 iy __-Pb ---T,=120s
5.0 " § Toor

4.5- )
4.0-
3.5
3.0
2.5
2.0-
15
1.0—- .:‘:'.
05F" | | | , | | .
05 -04 -03 02 -01 00 01 02 03

i/ UuA

Figura 38. Variagdo do tempo de deposicao. A contaminacéo € referente a tinta
condutora utilizada na montagem dos eletrodos.
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Figura 39. Estudo do tempo de deposicao para o chumbo. Eletrélito HCI 0,10
mol L', [Pb] =80 pgL"e[Cul =16 pg L.
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Em situagdes especificas de amostras com menores concentragbes dos
metais, um tempo de deposicdo de 180 s poderia ser utilizado, pois apesar de
aumentar o tempo de analise, aumentaria também a sensibilidade do método.
Desta forma, o tempo de deposicdo em andlises futuras sera definido pela

concentracao dos analitos nas amostras.

4.2.1.3. Degrau, amplitude e freqiiéncia de pulso

Além do tempo de deposi¢cdo e potencial de deposicdo, que sédo 0s
parametros mais importantes para a analise, tais como; degrau, amplitude e a
freqliéncia de pulso também foram avaliados. Na literatura encontram-se
aplicagbes da técnica envolvendo diferentes valores de degrau, amplitude e
frequéncia de pulso. Desta forma foram testados alguns valores para os
parametros, a fim de identificar a real influéncia na analise [80, 146].

As figuras 40, 41 e 42 demonstram os resultados obtidos para o degrau,

amplitude e freqiiéncia de pulso, respectivamente.
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Figura 40. Variacao do degrau de pulso na determinagao de cobre e chumbo. A
=30mV,B=3mV e C=0,3mV. Eletrélito HCI 0,10 mol L", [Pb®**] = 14 pg L
e[Cu®]=16pgL™.
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Figura 41. Variagdo da amplitude de pulso na determinagéo de cobre e
chumbo. A =28 mV, B =24 mV e C = 20 mV. Eletrélito HCI 0,10 mol L™, [Pb?*]
=14pgL' e[Cu®*]=16pgL".
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Figura 42. Variacao da frequéncia do pulso na determinacao de cobre e

chumbo. A = 10 Hz, B = 15 Hz e C = 20 Hz. Eletrélito HCI 0,10 mol L™, [Pb*] =
14pugL'e[Cu®]=16pgL™"

Com os estudos realizados, os parametros escolhidos para andlise
foram: degrau = 3 mV, amplitude = 28 mV e frequéncia = 15 Hz. A escolha foi
feita levando-se em consideracdo analises prévias utilizando estes valores,
parametros ja estabelecidos na literatura e no fato de que nenhum deles afeta
significativamente as anélises.

Comparando as figuras dos itens 4.2.1.2. e 4.2.1.3. pode-se observar o
deslocamento dos picos referentes ao cobre e ao chumbo. Este deslocamento
esta diretamente ligado ao pseudo-eletrodo de referéncia, e conseqientemente
a confecgdo dos eletrodos. Com o decorrer do trabalho foi uniformizado o

processo de confeccao dos eletrodos diminuindo assim esta variacao.
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4.2.1.4. Concentracao do eletrélito suporte

O acido cloridrico € largamente utilizado como eletrdlito suporte na
deteccdo de metais pesados, contudo neste trabalho ele desempenha outras
funcbes. Como o eletrodo impresso de ouro apresenta um pseudo-eletrodo de
prata, consistindo somente em prata metdlica, uma concentracao constante de
ions cloreto, no eletrélito suporte, € necessario para a estabilizacao do pseudo-
eletrodo de referéncia.

Contudo, elevadas concentragbes de acido cloridrico causam a
diminuicdo da sensibilidade na analise de metais, algo ja relatado na literatura
[159, 163]. Foram feitos entdo testes mantendo as concentragdes de chumbo e
cobre constantes e variando a concentracdo do eletrolito suporte. Foram
escolhidos os seguintes valores de concentragao de acido cloridrico: 0,10; 0,50
e 1,0 mol L. Os valores escolhidos deveriam ser suficientes para estabilizar o
pseudo-eledroto de prata, mas ndo causar o efeito de diminuicdo da
sensibilidade. Os resultados sdo demonstrados nas figuras 43, 44 e 45, onde
fica evidente a diminuigdo dos sinais referentes aos metais frente ao aumento
da concentracdo do eletrdlito suporte.

Para o chumbo, comparando o maximo de corrente obtido em 1,0 mol L
'© 0,10 mol L', houve uma diminuicdo de 30 % no sinal obtido quando utilizou-
se a maior concentracdo. Para o cobre, comparando o maximo de corrente
obtido em 1,0 mol L' e 0,10 mol L', houve uma diminuicdo de
aproximadamente 65 % no sinal obtido quando utilizou-se a maior
concentracao.

Frente aos resultados obtidos optou-se pela utilizacdo do eletrélito
suporte na concentracéo de 0,10 mol L™ de 4cido cloridrico.
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Figura 43. Influéncia do eletrélito suporte na sensibilidade. As concentragdes

de HCl foram de 1,0 mol L™ (A), 0,50 mol L™ (B) e 0,10 mol L™ (C).
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Figura 44. Influéncia do eletrélito suporte na analise de chumbo.
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Figura 45. Influéncia do eletrélito suporte na analise de cobre.
4.2.2. Digestao das amostras

Inicialmente tentou-se realizar a extragcdo da amostra utilizando &acido
cloridrico e etanol. Os resultados obtidos com este método ndo foram
satisfatorios devido a grande quantidade de matéria organica vinda do leite, e
nao destruida no processo. A matéria organica envenena o eletrodo de
trabalho, sendo um forte interferente de medidas voltamétricas [159, 165].

Desta forma foi realizada a digestdo das amostras através da
carbonizacdo da matéria organica. Inicialmente um volume de 5,00 mL de
amostra foi adicionado a um cadinho, juntamente com 2,00 mL de acido nitrico
concentrado e 2,00 mL de peréxido de hidrogénio 30 % v/v. A solugao
resultante foi entdo levada a uma chapa aquecedora até a secura. Apés esta
etapa, o cadinho foi levado até a mufla onde foi acondicionado a 500 °C
durante 3 horas. Apds a destruicdo total da matéria orgénica, as cinzas
contendo os metais foram entdo solubilizadas em HCI 0,10 mol L' em um

baldo volumétrico de 5,00 mL. O processo esta descrito na figura 46.
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Figura 46. Organograma de abertura da amostra. A: mistura do leite com acido
e peroxido; B: a solucéo € aquecida até a secura; C: a amostra é entdo levada
a mufla por 3 horas a 500 °C e D: cinzas prontas para seren solubilizadas.

4.2.3. Determinacgao de cobre e chumbo por voltametria de onda quadrada
4.2.3.1. Avaliacao da exatidao do método analitico

Foi feita a analise de uma amostra de referéncia (Milk Powder BCR®-151
da Commission of the European Communities). Trata-se de uma amostra de
leite em pd desnatado contendo quantidades certificadas de alguns metais,
dentre eles, cobre e chumbo. Uma massa de 510 mg da amostra foi
solubilizada em 5,00 mL de agua e foi submetida a todo o processo de abertura
da amostra empregado na analise das amostras de leite. Os valores de cobre e
chumbo certificados sdo de (5,23 + 0,08) pg g e (2,002 + 0,026) pg g ' de
amostra, respectivamente.

A tabela 13 mostra o resultado final dessa analise junto com os valores
certificados da amostra de referéncia. Por medida de comparagdo desses
resultados foi utilizado o teste estatistico t de Student a um nivel de 95% de
confianca. Como todos os valores calculados de t foram menores que o
tabelado, dizemos que os valores obtidos sdo comparaveis com os valores

certificados e que, conseqlentemente, 0 método apresenta uma boa exatidao,
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além de ndo haverem perdas de analitos durante o processo de abertura da

amostra para todas as espécies analisadas.

Tabela 10. Resultados da analise da amostra de referéncia.

Cu, ug L™ Pb, pg L
1 5,80 2,06
2 5,39 1,63
3 4,60 1,73
MEDIA 5.6 1,81
DP 0,61 0,23
tealculado 0,09 1,446
tiabelado 95% 4,303
VALOR 5.23 0,08 2,002 £ 0,026

CERTIFICADO

4.2.3.2. Analise das amostras de leite

Utilizando os parametros eletroquimicos anteriormente definidos (tabela

14) foi realizada a adigdo de padrao de cobre e chumbo separadamente a fim

de se determinar o potencial de resposta de cada um dos analitos. As figuras

47 e 48 mostram os resultados obtidos para adigdes consecutivas de cobre e

chumbo, a fim de avaliar a variagdo do sinal instrumental com a conentracéo

dos metais.

91



Tabela 11. Pardmetros eletroquimicos.

Parametros eletroquimicos Cu/Pb
Eiimpeza (MV) 500
timpeza (S) 30
Edeposicio (MV) -500
tdeposicio (S) 120
tequilibrio (S) 30
Edegrau (MV) 3
Amplitude (mV) 28
frequéncia (Hz) 15
Ejimite (MV) 400
00 1 — Branco
5.3- - 220pg L’
: 44,0 ug L
4.5 a - 650pgL]
’ ;N 86,0 ug L'
<§_ 3'8i /,/’ \\ E— 106,0uﬁg L
—~ 3.0 ! S \X\"CONTAMINAQAO

- - \

Figura 47. Variacao das concentragbes de chumbo frente aos parametros da
tabela 14. A contaminagéo é referente a tinta condutora utilizada na montagem
dos eletrodos.
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Figura 48. Variagao da concentragao de cobre frente aos parametros da tabela
14. A contaminacao é referente a tinta condutora utilizada na montagem dos

eletrodos.

As andlises das figuras 47 e 48 foram realizadas variando a
concentragdo de cobre e chumbo em 3,7 pg L™ e 22 ug L', respectivamente,
tendo como eletrélito suporte HCI 0,10 mol L. Posteriormente foi feita uma
adicao de padrao envolvendo os dois metais, como pode ser observado na
figura 49. As figuras 50 e 51 sdo as curvas de calibragdo para o chumbo e para
0 cobre, respectivamente.
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Figura 49. Variagdo da concentracédo de cobre e cumbo frente aos parametros
da tabela 11. A concentragdo de chumbo variou de 0 a 36 ug L, ja o cobre
varioude 0 a 24 pg L™.
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Figura 50. Curva de calibracao para o chumbo.
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Figura 51. Curva de calibracao para o cobre.

As curvas analiticas para o chumbo e o cobre apresentaram o6tima
sensibilidade analitica, obtendo limites de detecgao (3sy) € quantificagéo (10syp)
calculados em funcado da linha base na auséncia do analito. Para o chumbo
osos limites de deteccédo e quantificagédo foram, respectivamente, de 0,8 pg L™
e 2,7 ug L. Ja para o chumbo, os limites de deteccéo e quantificagdo foram,
respectivamente, dede 0,6 pgL'e2,0pg L.

Ap6s estas analises foram realizadas as medidas das amostras. A
metodologia utilizada para a determinacao foi a de adicao de padrao, visto que
analises envolvendo curva de calibragdo tradicional poderia ndo demonstrar
resultados satisfatérios em fungéo do efeito de matriz.

As anélise foram realizadas acicionando-se 3,90 mL de HCI 0,10 mol L
em uma célula eletroquimica onde foi feito o branco. Posteriormente foram
adicionados 100 pL de amostra de leite ja digerida e diluida. Por fim, foram
adicionadas aliquotas de 15 pL de chumbo 2,0 mg L™ e 10 pL de cobre 2,0 mg
L. As andlises foram realizadas em triplicata.

As figuras 52, 53 e 54 referem-se a amostra 8 e mostram a adi¢cao de Pb

e Cu. J4 as figuras 55, 56 e 57 sdo referentes a amostra 9.
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Através das figuras 52 e 55 podemos observar a influéncia das tintas
utiizadas na confeccdo dos eletrodos com relagdo a presenca da
contaminagéo. Na figura 52 existe um grande sinal de contaminag¢ao entre 0,0
e 0,1 V que nao é observado na figura 55, pois foram utilizados eletrodos
impressos diferentes em cada anadlise. Os eletrodos impressos de ouro se
mostraram duraveis, podendo ser utilizados, em média, por 5 analises ou até
mais, desde que seu eletrodo de trabalho seja limpo entre as andlises com
acido nitrico ou sulfurico para aretirada do excesso de metal depositado na
superficie.

Na tabela 15 estdo as concentragbes de chumbo e cobre determinadas
para as amostras de 1 a 9. Apesar de ndo haver comparagdo com outros
métodos de andlise, vale ressaltar que a andlise da amostra de referéncia, que
passou pelo mesmo tratamento das amostras, chegou a resultados

satisfatérios frente ao descrito pelo fabricante.
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Tabela 12. Concentrag¢des de cobre e chumbo nas amostras de leite analisadas

e intervalo de confianga.

AMOSTRA Pb?, ug L™ Cu?, ug L™

1 159 + 14 127 £ 27
2 48 +10 116 £36
3 293 £12 57 +18
4 410 + 32 1356
5 83 + 16 104 £ 13
6 130 £ 12 229+ 6
7 298 + 34 177 £ 24
8 108 £ 12 221 +£9
9 318 + 46 296 + 6

De acordo com a regulamentacdo brasileira, as concentracdes de
chumbo estiveram acima do valor maximo permitido que é de 0,05 mg kg'. Em
trabalhos anteriores realizados no Brasil também foram encontrados valores de
chumbo acima do permitido em um grande numero de amostras comerciais, 0
que revela a dificuldade de controle deste metal. Os niveis de chumbo variaram
de 50 a 411 pg L™, com teor médio de 199,8 ug L, resultado semelhante ao
encontrado em 2008, na regido de Goias e publicado pelo Centro de Pesquisa
em Alimentos da Escola de Veterinaria da Universidade Federal de Goias,
onde foram analisadas amostras de leite comercial [166].

Ja para o cobre, os valores encontrados estdo abaixo do valor maximo
permitido pela legislagdo brasileira que é de 0,2 mg kg', com excecdo das
amostras 8 e 9. Os niveis de cobre variaram de 44 a 299 pg L, com teor
médio de 146,4 pg L. Vale ressaltar que o valor maximo para ingestdo diaria
do cobre é de 2 mg/dia [166, 167].
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5. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS FUTURAS

Todos o0s testes realizados (voltamétrico e amperométrico)
correspondem as expectativas no que concerne aos objetivos propostos gerais
e especificos do projeto de pesquisa.

Nos trés métodos, a otimizagdo da quantidade de reagentes e solucdes
para as andlises foi satisfatéria, promovendo assim, a possibilidade das
analises, com exatidao e precisado, e sem custos excessivos.

O eletrodo impresso de cobre mostrou resultados similares ao eletrodo
convencional, o que revela sua grande potencialidade na determinacdo de
etanol em diferentes matrizes. As concentra¢des de etanol determinadas por
voltametria variaram de 38,0 a 49,4 % v/v e os limites de deteccdo e
quantificacdo foram de 0,085 e 0,28 %vV/v, respectivamente. As concentragoes
de etanol determinadas por amperometria variaram de 33,8 a 51,0 %v/v, e 0s
limites de deteccdo e quantificagdo foram de 0,024 e 0,080 %v/v,
respectivamente.

Os resultados obtidos pelas técnicas amperométrica, voltamétrica e pelo
densimetro estdo em concordancia entre si e com os valores descritos nos
rotulos das bebidas. Desta forma abre-se caminho para novas pesquisas, além
da possibilidade de andlises em campo, como em alambiques na monitoracao
on-line da producéo de cachaca.

O eletrodo impresso de ouro mostrou resultados similares ao eletrodo
convencional. O tempo de pré-concentracdo e potencial de deposicao
otimizados foram de 120 s e -500 mV respectivamente. As concentragdo de
chumbo nas amostras variaram de 50 a 411 pg L™, e os limites de deteccéo e
quantificagdo para o metal foram de 0,8 e 2,7 pg L, respectivamente. As
concentragées de cobre nas amostras variaram de 44 a 299 pg L™, e os limites
de deteccdo e quantificacdo foram de 0,6 e 2,0 ug L', respectivamente. O
método mostrou-se eficaz e o eletrodo robusto, 0 que possibilitara novas
pesquisas, a possibilidade de analises em laticinios, além da possibilidade da
utilizacao dos eletrodos impressos de ouro na analise de compostos organicos

como pesticidas e metabdlitos em diferentes tipos de amostras reais.
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Tabela 13: Variagdo das concentragées de chumbo e cobre nas amostras

analisadas.

Minimo, ug L Maximo, pg L™
Pb** 50 411
Cu® 44 299

Foram analisadas 15 amostras de cachaca por voltametria e
amperometria, 9 amostras de leite comercial por redissolugdo voltamétrica de
onda quadrada. Os resultados referentes ao etanol se mostraram compativeis
entre si e com o descrito pelo fabricante. Com relacédo aos metais, em todas as
amostras de leite analisadas os teores de chumbo esteviveram acima do
estabelecido pela legislacao brasileira, ja os teores de cobre estiveram de
acordo com a legislacao brasileira, com excessao de duas amostras.

Os eletrodos impressos demosntraram resultados satisfatérios,
facilidade de producédo, baixo pre¢co de producgdo, producdo em alta escala o
que abre caminho para uma vasta gama de analises em laboratério e em

campo.

5.1. PERSPECTIVAS DE TRABALHOS FUTUROS

Utilizar os eletrodos impressos de ouro e cobre desenvolvidos na analise
de diferentes analitos de interesse como pesticidas, creatinina e outros.

Correlacionar os resultados obtidos na andlise de novas amostras de
leite, através do eletrodo impresso de ouro, com outras técnicas ja
estabelecidas. Aplicar o método desenvolvido no presente trabalho para
quantificar chumbo, cobre e outros metais em cachacas, como também em
outras amostras de interesse.

Produzir eletrodos impressos de prata a partir de CDs gravaveis de
prata, através da metodologia estabelecida, o0 que aumentaria as possibilidades
de analise.
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