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RESUMO

Este trabalho descreve a preparacdo, caracterizacdo e aplicagdo de dois
novos eletrodos quimicamente modificados para a determinagdo
eletroanalitica de taninos. O primeiro eletrodo proposto consiste na
modificacdo de um eletrodo de carbono vitreo (GCE) com um filme de
nanoparticulas de ouro (AuNPs) estabilizadas no polimero
carboximetilcelulose (CMC). As AuNPs foram obtidas pela reducdo do
acido tetracloroaurico, sendo caracterizadas em seguida pelas técnicas
de espectroscopia UV-vis, microscopia eletrénica de transmissédo e
potencial zeta. Ap6s modificada com a dispersdo de AuNPs, a superficie
do GCE foi analisada usando as técnicas de microscopia eletronica de
varredura, perfilometria, microscopia de forca atdémica, voltametria
ciclica e espectroscopia de impedancia eletroquimica. O GCE
modificado com AuNPs e CMC foi usado para determinar taninos
condensados. O segundo eletrodo quimicamente modificado proposto
neste trabalho foi um eletrodo de pasta de carbono modificado com
polietilenoglicol (PEG/CPE), o qual também teve sua superficie
caracterizada por microscopia eletrébnica de varredura, voltametria
ciclica e espectroscopia de impedancia eletroquimica. Em seguida o
PEG/CPE foi aplicado na quantificacdo de taninos hidrolisdveis. A
catequina e o acido tanico foram os compostos modelo usados no estudo
dos taninos condensados e hidrolisaveis, respectivamente. Para estudar o
comportamento da catequina e do acido tanico sobre os eletrodos
modificados e para otimizar os parametros experimentais das
metodologias (pH, eletrdlito suporte, velocidade de varredura), foi usada
a técnica de voltametria ciclica. As modificagdes dos eletrodos com
AUNPs-CMC e PEG mostraram-se alternativas bastante viadveis, pois
aumentaram a sensibilidade dos detectores na determinacdo da
catequina e do acido tanico. A curva de calibracdo para a catequina foi
obtida usando a técnica de voltametria de onda quadrada e foi linear na
faixa de concentra¢do de 0,3 a 10,0 umol LY, com limites de deteccéo e
quantificacdo de 0,274 e 0,831 pmol L™, respectivamente. Por outro
lado, a curva de calibrag&o para o 4cido tanico foi obtida pela técnica de
voltametria de pulso diferencial e foi linear no intervalo de 0,08 a 2,1
pmol L%, com limites de deteccéo e quantificacdo de 72,65 e 220,17
nmol L™, respectivamente. Por fim, 0 AUNPs-CMC/GCE e o PEG/CPE
foram empregados com sucesso na quantificacdo de taninos
condensados em extratos vegetais e taninos hidrolisaveis em cervejas.
Ambas as metodologias proporcionaram resultados com elevada



precisdo e exatiddo, comparadveis aos obtidos pelo método de Folin-
Ciocalteu.

Palavras-chave: Eletroanalitica. Eletrodos quimicamente modificados.
Taninos.



ABSTRACT

This work describes the preparation, characterization and application of
two novel chemically modified electrodes for the electroanalytical
determination of tannins. The first proposed electrode consists of the
modification of a glassy carbon electrode (GCE) with a gold
nanoparticles ~ (AuNPs)  film  stabilized in  the  polymer
carboxymethylcellulose (CMC). AuNPs were obtained by the reduction
of tetrachlorouric acid and characterized by UV-vis spectroscopy,
transmission electron microscopy and zeta potential. After being
modified with the AuNPs dispersion, the surface of the GCE was
analyzed using scanning electron microscopy, profilometry, atomic
force microscopy, cyclic voltammetry and electrochemical impedance
spectroscopy. The GCE modified with AuNPs and CMC was used to
determine condensed tannins. The second chemically modified electrode
proposed in this work was a carbon paste electrode modified by
poly(ethylene glycol) (PEG/CPE), which also had its surface
characterized by scanning electron microscopy, cyclic voltammetry and
electrochemical impedance spectroscopy. Then the PEG/CPE was
applied on the quantification of hydrolyzable tannins. Catechin and
tannic acid were the model compounds used in the study of condensed
and hydrolyzable tannins, respectively. To study the behavior of
catechin and tannic acid on the modified electrodes and to optimize the
experimental parameters of the methodologies (pH, support electrolyte,
scan rate), the cyclic voltammetry techniqgue was used. The
modifications of the electrodes with AuNPs-CMC and PEG showed
themselves as quite feasible alternatives, since they increased the
sensitivity of the detectors in the determination of catechin and tannic
acid. The calibration curve for catechin was obtained using square-wave
voltammetry and it was linear in the concentration range of 0.3 to 10.0
umol L™*, with limits of detection and quantification of 0.274 and 0.831
umol L, respectively. Conversely, the calibration curve for tannic acid
was obtained by differential pulse voltammetry and it was linear at the
range of 0.08 to 2.1 pmol L™, with limits of detection and quantification
of 72.65 and 220.17 nmol L, respectively. Finally, the AuNPs-
CMC/GCE and PEG/CPE were successfully employed on the
quantification of condensed tannins in plant extracts and hydrolyzable
tannins in beers. Both methodologies provided results with high



precision and accuracy, comparable to those obtained by the Folin-
Ciocalteu method.

Keywords: Electroanalysis. Chemically modified electrodes. Tannins.
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APRESENTACAO E JUSTIFICATIVA

Os taninos formam uma classe de compostos com grande
importancia comercial, sobretudo no setor da indUstria de curtimento de
couro de origem animal e também na inddstria de bebidas, onde sdo
usados principalmente como agentes clarificadores. Neste cenario, a
necessidade de técnicas que sejam capazes de quantificar taninos com
respostas reprodutiveis, alta sensibilidade e seletividade, em um curto
periodo de tempo e com baixos custos de implementacdo e manutencao,
mostra-se de grande relevancia.

Atualmente, os métodos mais empregados no estudo de taninos
sdo os colorimétricos, cromatograficos, gravimétricos, eletroquimicos e
de precipitacdo de proteinas. Neste sentido, as técnicas eletroanaliticas
vém sendo cada vez mais utilizadas para o desenvolvimento de novas
estratégias, principalmente por apresentarem as seguintes vantagens:
baixo custo da instrumentacdo, baixos limites de deteccdo e
quantificacdo, portabilidade dos equipamentos, alta frequéncia analitica
e simplicidade no preparo das amostras. Ainda o uso de eletrodos
guimicamente modificados, quando aliado a estas técnicas, pode
proporcionar aumento da sensibilidade e/ou da seletividade das
metodologias.

Desta forma, a procura por novos materiais e por diferentes
arquiteturas para a construcdo de dispositivos voltados a deteccdo de
taninos é de grande interesse no meio cientifico e tecnoldgico, o que
justifica a proposta desta pesquisa. Tal proposta consiste em utilizar
materiais poliméricos que apresentam forte interagdo com as moléculas
de taninos para a construcdo de detectores eletroquimicos. Além disso,
este trabalho busca também investigar a aplicacdo de nanomateriais
como agentes modificadores, a fim de se obter eletrodos sensiveis, de
facil preparacdo e que fornecam respostas rapidas e reprodutiveis.

Para fins de apresentacdo, esta tese foi dividida em seis capitulos,
onde: o primeiro capitulo versara sobre a fundamentacdo tedrica, na qual
h& uma revisdo bibliogréafica sobre os temas em estudo. No capitulo dois
serdo apresentados os objetivos (geral e especificos) desta pesquisa. No
capitulo trés sdo descritos os procedimentos experimentais empregados
durante o trabalho. O quarto capitulo apresenta os resultados e discusséo
acerca dos experimentos realizados. E por fim, no quinto e sexto
capitulos sdo descritas as consideragdes finais e as referéncias
bibliogréficas, respectivamente.
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CAPITULO 1. FUNDAMENTACAO TEORICA
1.1 Taninos: estrutura e classificagdo

O termo tanino é derivado da palavra ‘tanin’ (que em francés
significa substancia de curtimento) e € utilizada para designar uma série
de polifenois naturais (KHANBABAEE; REE, 2001). Lekha e Lonsane
(1997) definem taninos como sendo compostos fendlicos com alta
massa molar e que possuem a propriedade de se combinar com
proteinas, celulose e pectina formando um complexo insoldvel
(LEKHA, LONSANE, 1997). Bate-Smith, por sua vez, define taninos
como compostos fendlicos sollveis em agua, com massa molar entre
500 e 3000 g mol™! e que tém a capacidade de precipitar proteinas
(BATE-SMITH, 1977). Em geral, os taninos sdo compostos de elevada
massa molar, que contém muitos grupamentos fendlicos que permitem a
formacdo de ligacBGes cruzadas estadveis com proteinas (MUELLER-
HARVEY, 2001).

Na forma ndo oxidada, os taninos interagem com as proteinas
através de ligacdes de hidrogénio e/ou interagdes hidrofobicas. Quando
oxidados, os taninos se transformam em quinonas, as quais formam
ligagbes covalentes com alguns grupos funcionais das proteinas,
principalmente os grupos sulfidrilos da cisteina e aminos da lisina
(SGARBIERI, 1996).

Os taninos sdo compostos presentes em alimentos e bebidas,
principalmente na cerveja, cha e vinho (PANSERA et al., 2003). Esses
componentes sd0 muito importantes na inddstria de alimentos,
principalmente pelas influéncias que apresentam sobre suas
caracteristicas fisico-quimicas, por formarem precipitados com proteinas
e alguns sais e estarem sensorialmente ligados a adstringéncia de certos
frutos, além de apresentarem acdo antioxidante. A propriedade que 0s
taninos possuem de causar adstringéncia ao paladar esta envolvida
diretamente com a sua capacidade de interagir com as proteinas
presentes na saliva (PONCET-LEGRAND et al., 2006).

De acordo com a estrutura quimica, os taninos obtidos de plantas
terrestres podem ser classificados em dois grupos principais: taninos
hidrolisaveis e taninos condensados (BRUNETON, 2001; SANTOS,
MELLO, 2003). Existem ainda os florotaninos, encontrados apenas em
determinadas espécies de algas marinhas (SWANSON; DRUEHL,
2002; NAGAYAMA et al., 2003; JORMALAINEN et al., 2005).

Os taninos  condensados, também  denominados de
proantocianidinas, sdo formados pela policondensacdo de duas ou mais
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unidades flavan-3-ol, tais como catequina ou epicatequina (Figura 1),
respectivamente unidas por pares de ligacdes C4-Cg ou C4-Cg, as quais
ndo sdo susceptiveis de serem rompidas por hidrélise (BRUNETON,
2001; SANTOS; MELLO, 2003; SHOJI et al., 2006). As varias formas
de estrutura dos flavan-3-6is existentes na natureza diferem na
estereoquimica dos carbonos assimétricos do anel C (C2 e C3) bem
como no grau de hidroxilagéo dos anéis A e B.

Figura 1. Estrutura quimica (A) da catequina e (B) de um tanino condensado.

Os taninos hidrolisaveis sdo unidos por ligacGes éster-carboxila
(HAGERMAN; RICE; RITCHARD, 1998). A unidade béasica desse tipo
de tanino é um poliol, usualmente D-glucose, com seus grupos
hidroxilas esterificados pelo acido galico (galotaninos) ou pelo &cido
elagico (elagitaninos) (KHANBABAEE; REE, 2001). Sdo facilmente
hidrolisados, quimica ou enzimaticamente, e podem ser quebrados em
acuUcares, acidos carboxilicos e compostos fendlicos simples
(RAMIREZ-CARDENAS, 2006). Na Figura 2 estid representada a
estrutura do &cido tanico, um exemplo bastante comum de tanino
hidrolisavel.

Os taninos condensados sd@o mais comuns na dieta humana do que
0s taninos hidrolisiveis, estando presentes em concentracdes
relativamente importantes em alguns frutos (uvas, magas, etc.) e suas
bebidas derivadas, e também no cacau e no chocolate (SCALBERT,
1991; SANTOS-BUELGA; SCALBERT, 2000).
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Figura 2. Estrutura quimica do &cido tanico, um tanino hidrolisavel.
OH
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1.2 Compostos modelo para taninos

A andlise quantitativa de taninos torna-se dificil pela, ja
mencionada, complexidade e variedade das estruturas existentes e
também pela escassez de técnicas analiticas que permitam a separacéo,
identificacdo e quantificacdo das estruturas mais simples. Apesar de
estruturas mais complexas constituirem a maioria dos polifenéis das
plantas, a analise quimica se limita, normalmente, a mondmeros,
dimeros e alguns trimeros (CHEYNIER, 2005). Por causa dessa
complexidade estrutural das moléculas de taninos, e da dificuldade em
separa-los em moléculas mais simples, neste estudo foram utilizados
compostos modelo para representar sua estrutura. Os dois compostos
utilizados sdo descritos a seguir e foram escolhidos justamente por
representarem partes basicas da estrutura total do tanino complexo.

A catequina (3,3°,4’,5,7-pentahidroxiflavona) foi selecionada
como composto modelo para os taninos condensados. Este composto é
um polifenol da familia dos flavondides, sendo encontrado em vérias
plantas e alimentos. Sua atividade antioxidante proporciona a protecdo
contra doengas diretamente ou parcialmente relacionadas a acumulagéo
de radicais livres no corpo humano (YASARAWAN et al., 2013). O
acido tanico (1,2,3,4,6-pentadigaloilglucose) foi o composto utilizado
como modelo para os taninos hidrolisaveis. Este consiste numa unidade



36

central de carboidrato (glucose) e 10 grupos galoil. E um polifenol de
origem natural, amplamente utilizado em medicamentos veterinarios e
fabricas de tintas, apresentando coloragdo marrom (LOPES;
SCHULMAN; HERMES-LIMA, 1999). As estruturas quimicas da
catequina e do acido tanico ja foram descritas na secdo anterior. A
catequina apresenta massa molar de 290,24 g mol™, enquanto a massa
molar do &cido ténico é de 1701,19 g mol ~. Ambos sdo ligeiramente
soliveis em &gua e amplamente sollveis em etanol a temperatura
ambiente. Além disso, sdo comercializados livremente como resultado
da sua baixa toxicidade e da extensa gama de aplicacGes, as quais serdo
discutidas nos topicos a seguir.

1.3 Alguns aspectos quimicos e biologicos

Os taninos constituem o quarto grupo de compostos fendlicos
mais abundante nos vegetais, depois da celulose, hemicelulose e lignina
(HASLAM, 2007). Como citado anteriormente, os multiplos grupos
hidroxila presentes na estrutura dos taninos permitem a formagéo de
complexos com proteinas (NACZK et al., 1996; HAGERMAN et al.,
1998), ions metalicos (ACKER, et al., 1998; YURTSEVER; SENGIL,
2009; MANGRICH et al.,, 2014) e outras macromoléculas, como
polimeros e polissacarideos (KAWAMOTO; NAKATSUBO;
MURAKAMI, 1995; GETACHEW; MAKKAR; BECKER, 2000;
MUELLER-HARVEY, 2001). A complexagdo com taninos envolve
principalmente a interacdo com 0s grupos hidroxilas presentes em alta
guantidade em suas estruturas. No caso de proteinas, polimeros e
polissacarideos, os grupos fendlicos interagem por ligagbes de
hidrogénio ou interagdes hidrofobicas (SIEBERT; TROUKHANOVA,;
LYNN, 1996; MIN et al.,, 2003). No caso de ions metalicos, a
complexagdo ocorre através da desprotonacdo dos grupos fenolicos dos
taninos, a qual forma centros com alta densidade eletronica, capazes de
interagir com ions de carga positiva (SPENCER et al.,, 1988;
MORISADA et al., 2012). Diversos estudos tém reportado a aplicagdo
de taninos em tratamentos de &gua residual devido a sua habilidade de
complexar metais, podendo em alguns casos substituir os sais de
aluminio e ferro (YURTSEVER; SENGIL, 2009; MORISADA et al.,
2012; MANGRICH et al., 2014).

Na parte bioldgica, os taninos atuam como parte do mecanismo
de defesa das plantas contra a¢do de microrganismos, herbivoros e
condi¢des ambientais hostis. As plantas que contém altos niveis de
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taninos podem apresentar vantagens evolucionarias significativas sobre
seus predadores e outras espécies vegetais (AERTS; BARRY;
MCNABB, 1999; PANSERA et al., 2003). As propriedades
antimicrobianas dos taninos também sdo bem conhecidas e
documentadas. Moléculas de taninos ja foram testadas com a intencéo
de se descobrir uma droga eficiente contra o HIV (CHUNG; WEI;
JOHNSON, 1998; TAYLOR et al., 1998; SINGH; BHAT; SHARMA,
2001). Nesse sentido, Hashimoto e colaboradores (1996) observaram
gue galotaninos mostraram atividade inibitéria somente em
concentragdes toxicas, elagitaninos e taninos condensados inibiram
fracamente a replicacdo viral e 0s taninos complexos mostraram potente
atividade contra a replicacdo do HIV. Além disso, os pesquisadores
concluiram que a atividade anti-HIV exibida por esses taninos é devida
a inibigdo da transcriptase reversa, dificultando assim a replicagdo viral
(HASHIMOTO et al., 1996).

Com relacdo as propriedades antibacterianas, uma série de
bactérias sdo sensiveis aos taninos, dentre elas Staphylococcus aureus,
Streptococcus pneumonia, Bacillus anthracis e Shigella dysenteriae e,
em concentraces pequenas (0,5 g L), o fungo Fomes annosus teve seu
crescimento inibido (CASTRO, 1999). Nishizawa e colaboradores
demonstraram atividade bactericida significativa da raiz de Nuphar
variegatum Durand contra microrganismos patdgenos. Em seu trabalho,
relataram que, por séculos, o rizoma e as raizes desta erva aquatica tém
sido usados na medicina popular por suas propriedades afrodisiacas,
hemostaticas, adstringentes e sedativas. O rizoma, em especial, é
empregado na cura de diversas infeccdes e a raiz para tratamento de
infeccOes dos olhos, garganta e dores internas. A analise por HPLC do
extrato aquoso da raiz desta planta evidenciou a presenca de dois
galotaninos e dois elagitaninos em concentragdes bastante elevadas
(NISHIZAWA et al., 1990).

Por outro lado, devido a habilidade de ligar-se as proteinas e
outras macromoléculas, os taninos também podem apresentar atividades
toxicas. Ayres e colaboradores verificaram que a rapida mortalidade de
insetos tratados com taninos condensados é causada pela atividade
toxica destes compostos e ndo pela inibi¢do da digestibilidade, como se
pensava (AYRES et al., 1997). Entre os complexos mecanismos de
toxicidade, que envolvem os taninos, alguns deles envolvem a
complexagdo com ions metalicos. Sistemas bioldgicos, incluindo micro-
organismos, necessitam de ions metalicos como cofatores enzimaticos.
Por exemplo, ratos tratados com bebidas ricas em compostos fenélicos
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tiveram reducdo da absorcdo de ferro, elemento essencial para o
crescimento (SCALBERT, 1991).

Os taninos também sdo considerados indesejaveis do ponto de
vista nutricional pelo fato de precipitarem proteinas, inibirem enzimas
digestivas e afetarem a utilizacdo de vitaminas e minerais podendo,
ainda, em alta concentracdo, desenvolver cancer de bochecha e esofago
(CHUNG; WEI; JOHNSON, 1998; TAYLOR et al., 1998; SINGH,;
BHAT; SHARMA, 2001). Chung e colaboradores relataram que nozes
contendo elevados teores de taninos podem ser responsaveis pela alta
incidéncia de cancer de eséfago em uma determinada comunidade dos
Estados Unidos, onde pessoas costumam consumi-las apdés o almogo.
Contraditoriamente, a atividade anticarcinogénica é evidenciada pelos
mesmos autores, onde afirmam que o0s japoneses consomem o cha
verde, rico em &cido tanico e outros polifendis, em grandes quantidades
e 0 risco de céancer gastrico mostrou-se reduzido (CHUNG; WEI;
JOHNSON, 1998).

Em herbivoros, os taninos promovem efeitos negativos na
digestdo e na absorcdo de nutrientes, devido a precipitagdo das
proteinas, inibicdo de enzimas digestivas e complexacdo com vitaminas
e sais minerais (MAKKAR; BECKER, 1993; LIAO; LU; SHI, 2003;
MONTEIRO et al., 2005). Acredita-se que altos teores de taninos
ingeridos por animais domésticos, através de alimentos como sorgo ou
farinha de sementes, podem também levar a morte.

Diversos estudos indicam a maior toxicidade dos taninos
hidrolisdveis em relagdo aos condensados. Isso porque os taninos
hidrolisaveis podem ser facilmente degradados nos sistemas bioldgicos
e os produtos da hidrolise podem chegar a érgdos como figado e rins. Os
taninos condensados ndo sdo hidrolisados e, portanto, ndo chegam a
corrente sanguinea (LIAO; DU; SHI, 2003).

1.4 AplicacGes comerciais e industriais

Devido a sua estrutura e propriedades, 0s taninos possuem
aplicagbes em diversas areas, dentre as quais se destacam as inddstrias
agroalimentares e de bebidas, farmacol6gicas, de resinas e de curtimento
de couros.

Os taninos para uso industrial sdo extraidos principalmente das
partes lignificadas e dos frutos de um grande nimero de espécies
vegetais, sendo que as mais utilizadas séo o quebracho (Schinopsis spp.)
e a acécia negra (Acacia mearnsii De Wild.). Além dessas podem ser
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produzidos também a partir dos géneros Ceneros, Tsuga, Castanea,
Quercus e Terminalia (SANTOS; MELLO, 2003).

Na industria alimenticia, 0s taninos sdo usados principalmente
como fonte de antioxidantes em sucos de frutas e outras bebidas. Uma
outra aplicacdo que merece destaque é na estabilizacdo de cervejas. A
guantidade de &cido tanico a ser dosada nesse caso depende de varios
parametros, como matérias-primas empregadas, conteldo de proteinas,
tempo de maturacdo e temperatura, e especificacdes de qualidade. O
objetivo da adi¢do de taninos em cervejas é reduzir a concentracdo de
proteinas através de precipitagdo como complexos tanino-proteicos, que
sdo retirados da bebida através de sedimentacdo ou
centrifugacdo/filtracdo (BATTESTIN; MACEDO, 2007).

Na industria téxtil, os taninos sdo usados como corantes para
tecidos e borrachas, em virtude de sua pigmentac&o caracteristica. Além
disso, também sdo aplicados como coagulantes e floculantes no
tratamento de aguas residuais.

O uso de taninos no beneficiamento do couro é feito ha milhares
de anos e merece certo destaque uma vez que sdo aplicadas grandes
quantidades de taninos no dito “curtimento” e em outras etapas do
processo. O curtimento é a transformacdo de peles (putreciveis) em
couros (ndo putreciveis). Nesse sentido, 0s taninos sdo empregados em
funcgdo da sua capacidade de se combinar com proteinas da pele animal,
formando complexos que aumentam a resisténcia e a durabilidade das
peles. Essa finalidade tem aplicacdo na confeccdo de sapatos, bolsas e
demais artefatos de couro. De acordo com Zaman e Khan, a utilizacdo
de taninos em artefatos de couros remonta a antiguidade, considerando
gue os arquedlogos encontraram artigos em couro datados de 10.000
a.C, mostrando tracos de taninos (ZAMAN; KHAN, 1961). Mas,
segundo Pourrat (1980), foi somente a partir do final do século XVII
gue os taninos tiveram um destaque especial para esta finalidade
(POURRAT, 1980). No Brasil, a principal fonte de taninos para as
indUstrias de couro é a Acacia negra (Acacia mearnsii), que é originaria
da Australia, com cerca de 200 mil hectares de florestas plantadas
principalmente no estado do Rio Grande do Sul.

Taninos condensados também tém sido muito usados para
fabricacdo de colas e resinas, bem como na producdo de borrachas, na
fabricacdo de conglomerados e laminados de madeira. Com menor
extensdo, também sdo relatados como agentes floculantes ou
coagulantes em processos de purificacdo de agua e de outros liquidos
como combustiveis, por exemplo (BATTESTIN; MACEDO, 2007).
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1.5 Métodos para quantificacao de taninos

Varios sdo os métodos para determinacdo de taninos que tém sido
empregados, tanto qualitativa quanto quantitativamente. Dentre eles
destacam-se pela maior utilizagio os métodos colorimétricos,
cromatogréaficos, gravimétricos, eletroquimicos e de precipitacdo de
proteinas. Eles podem ser empregados na determinacdo de compostos
fendlicos totais, quantificagdo de um tanino de forma individual e/ou de
uma classe de taninos (MOURE et al., 2001). A sensibilidade alcancada
por todos estes procedimentos € satisfatoria para a quantificacdo
analitica de taninos. Todavia, em alguns casos, uma etapa prévia €
exigida antes da quantificacdo, envolvendo extracdo do analito com
outros compostos ou a partir de amostras complexas, tornando analises
de rotina economicamente inviaveis. Por essas moléculas também
apresentarem uma grande variedade de estruturas, tanto taninos
condensados quanto os hidrolisaveis, alta reatividade de suas
subunidades com materiais oxidativos e facil complexacdo com
macromoléculas, o processo de isolamento, identificacdo e quantificacdo
acaba sendo bastante complexo e trabalhoso. A solubilidade dos taninos
também é um fator que influencia nas andlises, pois varia de acordo com
a polaridade do solvente usado, o grau de polimerizagdo e suas
interagcBes com outros constituintes da matriz. Sendo assim, os solventes
mais utilizados para a extracdo e quantificacdo destes compostos sdo
metanol, etanol, acetona, &gua, acetato de etila, propanol,
dimetilformaldeido e suas combinacGes (ANGELO; JORGE, 2007).

Em um trabalho de revisdo, publicado em 2005, Monteiro e
colaboradores (MONTEIRO et al., 2005) relacionaram os principais
métodos para quantificacdo e determinacdo de taninos totais,
condensados e hidrolisaveis, bem como as vantagens e limitacGes destes
métodos. Os autores ressaltam também que, apesar da diversidade, ndo
h&d um método ideal para quantificacdo. Esses métodos empregam
geralmente os reagentes de Folin-Denis, Folin-Ciocalteu e o complexo
azul da Prussia. Sdo baseados na oxidacdo dos polifendis por reacoes de
oxidacdo-redugdo seguida por formacdo de compostos coloridos,
passiveis de quantificagdo fotométrica. Outros métodos colorimétricos
bastante empregados sdo os métodos da vanilina e do butanol/HCI. O
primeiro baseia-se na formacao do radical vanilina em meio acido, que
se liga ao anel meta substituido por grupos hidroxila pelos carbonos 6
ou 8 do anel A (Figura 1), formando um grupo croméforo vermelho
capaz de absorver luz em 500 nm (SCHOFIELD; MBUGUA; PELL,
2001; MONTEIRO et al., 2005). O método butanol/HCI, por sua vez, é
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considerado o melhor método para determinacdo de taninos
condensados. Através dessa metodologia, subunidades do polimero
tanino condensado sdo oxidadas para produzir antocianidinas
cromdforas (clivagem oxidativa) que assumem uma coloracdo vermelha
com méximos de absorcéo em torno de 550 nm. No entanto, 0s métodos
colorimétricos sdo geralmente demorados, necessitam de reagentes
especificos e, sobretudo, apresentam falta de especificidade, sendo
apropriados somente para analise de amostras purificadas. A aplicacéo
destes métodos em extratos brutos é prejudicada principalmente pela
presenca de outros compostos fenodlicos, impurezas e demais
interferentes (HERDERICH; SMITH, 2005). Além disso, outra
limitacdo dos métodos colorimétricos é a necessidade de obtencdo de
substancias adequadas para serem utilizadas como padrdo no processo
de quantificacdo. Se a capacidade da substancia utilizada como padrdo
ndo é precisamente a mesma do extrato analisado, a concentracdo
calculada a partir da curva de calibracdo do padrdo ndo refletird,
obviamente, o teor de fenois da amostra (APPEL et al., 2001).

Os métodos cromatograficos, por sua vez, podem ser aplicados
para taninos condensados e taninos hidrolisaveis. As separacdes
cromatogréaficas em gel, papel e camada delgada séo bastante utilizadas
(NACZK et al., 1996), porém, atualmente, a cromatografia liquida de
alta eficiéncia (HPLC) é a técnica mais usada para a identificacdo e
guantificacdo destes compostos. Para taninos hidrolisaveis ha relatos de
uso na determinacdo de massa molar, e também para determinacdo de
acido galico e acido elagico apds a hidrdlise das estruturas poliméricas
(MUELLER-HARVEY, 2001). No caso de taninos condensados, podem
ser usados apenas na determinagdo de estruturas com no maximo 7 ou 8
unidades de repeticdo (SCHOFIELD et al., 2001). Lopes e
colaboradores desenvolveram um método para separacdo e
guantificacdo de taninos por HPLC em fase reversa usando
agua:acetonitrila como fase mével, em sistema gradiente, para a analise
dos flavan-3-6is presentes no extrato semipurificado das cascas de trés
arvores: Stryphnodendron adstringens, Stryphnodendron polyphyllum e
Stryphnodendron obovatum. A andlise foi realizada ap6s extracdo em
fase solida (cartucho C18-E) com metanol:dgua (2:8), filtrada por
membrana de porosidade 0,5 um; a pré-coluna e coluna empregadas
foram Phenomenex® Gemini C-18 (5 pm), com esta Gltima mantida a 30
°C, com vazao de 0,8 mL min ™" e deteccdo em 210 nm. As solugdes dos
padrBes utilizados foram de &cido galico e galocatequina. O método
proposto foi validado de acordo com a resolu¢do RE n°® 899/2003 da
ANVISA e os resultados mostraram que existe similaridade no teor de
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galocatequina nas trés espécies. No entanto, S. adstringens apresentou
teor de &cido galico em uma proporcdo superior a 60% em relacdo as
outras duas espécies (LOPES et al., 2009).

Outra metodologia de doseamento foi desenvolvida por
Hagerman e consiste na precipitacdo de proteinas. Tem como base a
propriedade que o0s taninos possuem de se complexar com
macromoléculas, neste caso, as proteinas. Uma das formas de aplicar
essa técnica é usando a albumina soro bovina (BSA) incorporada a um
gel de Agar no qual sdo perfurados pocos onde sdo colocadas as
amostras contendo taninos. Imediatamente ap6s a introducdo, a amostra
comeca a difundir-se pelo gel incorporado de proteina, esta em contato
com o tanino precipita, formando um disco claramente visivel. O
diametro do disco formado é diretamente proporcional a quantidade de
tanino colocada na cavidade. E uma metodologia bastante simples,
rapida e econdmica, muito Gtil em estudos que envolvem uma grande
guantidade de amostras. Entretanto tem se mostrado um método pouco
sensivel e com exatiddo relativamente baixa (HAGERMAN, 1987).

Zeller e colaboradores (ZELLER et al., 2015) usaram a técnica de
precipitacdo de proteinas para avaliar a influéncia de dois taninos
condensados, de cadeias médias e de cadeia longas, formados por
unidades de flavan-3-ol, na precipitacdo de albumina soro bovina
(BSA), lisozima (LYS) e proteina de folha de alfafa (ALF). As trés
proteinas foram selecionadas por sua interacdo com taninos e por ter
aplicacdo direta no preparo de trato para ruminantes. A complexagdo de
proteinas sollveis, tais como aquela que ocorre entre ALF com taninos,
limita a sua degradacdo pelas proteases produzidas no rimen, e isto
potencialmente aumenta a quantidade de forragem proteica que é
direcionada no trato gastrointestinal para utilizagdo no crescimento e
producdo animal. Os taninos condensados com diferentes cadeias foram
isolados de espécies de trevos brancos e trevos grandes, em seguida
analisados por RMN 1D/2D usando a técnica de tidlise e apresentaram
elevado grau de pureza (> 90%). Os ensaios foram realizados em
solucdo tamponada em pH 6,5. As proteinas foram incubadas com
varias quantidades de taninos, e a precipitacdo foi estimada por meio da
andlise dos sobrenadantes com um reagente de ensaio de proteina que
n&do reage com os taninos. A capacidade global do tanino em precipitar a
proteina foi determinada por ajuste dos dados a uma curva de dose-
resposta para estimar o PP50 que foi definida como a quantidade de
tanino necessaria para precipitar 50% da proteina a partir de uma
solugdo a 2,0 mg mL*. Os resultados indicaram que taninos com grau
de polimerizacdo em torno de 18 exibiram comportamento de
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precipitacdo mais eficaz do que os de cadeia média (grau de
polimerizacdo de aproximadamente 9). Os taninos meédios exibiram
habilidade semelhante entre si para precipitar ALF ou BSA, mas foram
relativamente diferentes na precipitagdo de LYS. Todos os taninos
precipitaram com maior facilidade a ALF do que as demais proteinas.
Este estudo é um dos primeiros a usar taninos condensados de alta
pureza para demonstrar que o grau de polimerizacdo tem influéncia
direta na capacidade de precipitacdo proteica.

Os métodos eletroquimicos também sdo muito Uteis na anélise de
taninos. Estes métodos podem ser utilizados tanto para determinar o
potencial redutor destes compostos fendlicos, como para identificar
mecanismos de oxidacdo-reducdo e/ou identificar compostos atraves da
comparagdo com um composto padrdo. O conhecimento do potencial
redutor dos taninos, por exemplo, € de grande interesse para a indistria
de alimentos, pois fendlicos oxidados podem afetar negativamente a
qualidade de vinhos, cervejas, sucos de uva, entre outros (ANGELO,;
JORGE, 2007). Além disso, 0 baixo custo da instrumentacdo analitica
necesséria para a execucdo das técnicas eletroquimicas, bem como a
pequena quantidade de reagentes necessarios e a facilidade na
preparacdo das amostras, tornam sua aplicacdo mais adequada em
muitos casos.

Além de serem wusadas para quantificacdo, as técnicas
eletroquimicas também podem ser utilizadas no estudo da aplicacdo de
taninos como inibidores de corrosdo, como nos trabalhos de Tan e
Mourya (TAN; KASSIM, 2011; MOURYA; BANERJEE; SINGH,
2014) e ainda nos estudos que usam taninos como espécies
modificadoras de eletrodos, como no trabalho realizado por Banu e
colaboradores (BANU; SHIMURA; SADEGHI, 2015). Nesse sentido,
as técnicas eletroquimicas vém se destacando por consistir numa
alternativa simples, de baixo custo e com boa sensibilidade em relacdo
as demais. Por outro lado, ainda séo relativamente escassos 0s trabalhos
gue relatam a quantificacdo eletroanalitica de taninos em amostras
complexas. Dessa forma, o topico a seguir sera utilizado para discutir de
maneira mais detalhada alguns trabalhos encontrados na literatura que
relatam o estudo e quantificacdo eletroanalitica de alguns taninos.

1.6 Determinacao eletroanalitica de taninos

Devido a algumas desvantagens para quantificagdo de taninos,
apresentadas por determinadas técnicas analiticas, como influéncia de
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interferentes e baixa seletividade, cresceu nas Ultimas décadas o
interesse na utilizacdo de técnicas eletroanaliticas para esta finalidade.
Como citado anteriormente, estas técnicas apresentam diversas
vantagens com relacdo as demais, como rapidez na realizagcdo das
analises, alta sensibilidade, facilidade no preparo das amostras e baixo
custo da instrumentacdo (ROY et al., 2005; EL-HADY; EL-MAALI,
2008; FERNANDES et al., 2008). Desse modo, alguns trabalhos tém
relatado o uso de eletrodos modificados com diferentes espécies, com o
objetivo de melhorar a sensibilidade, pela diminuicdo dos limites de
deteccdo e quantificacdo e aumentar a seletividade dos sensores
propostos (SOLANKI et al., 2011). Alguns trabalhos recentes que
relatam a determinacdo de taninos condensados e hidrolisaveis foram
selecionados e serdo discutidos a seguir.

Em 2015, Yao e colaboradores (YAO et al., 2015), publicaram
um trabalho no qual um eletrodo de carbono vitreo modificado com
nanotubos de carbono de paredes simples (SWNTCs) funcionalizados
com grupos carboxilicos foi aplicado na determinacéo eletroquimica de
catequina. Em condigBes otimizadas, o eletrodo modificado apresentou
resposta de corrente linear em fungdo da concentragcdo de catequina no
intervalo de concentracéo de 0,039 a 40,84 umol L™, com um limite de
deteccdo de 0,013 pmol L *. Também para quantificacio de catequina,
Fernandes e colaboradores (FERNANDES et al., 2008), desenvolveram
um sensor biomimético baseado em um complexo de cobre (I1). A curva
de calibragcdo utilizando o sensor proposto foi linear no intervalo de
concentracéo de 4,95 a 32,7 umol L ™!, com limite de detecgdo de 0,28
pumol L™t O sensor foi aplicado com sucesso na determinacdo de
catequina em amostras de ch& verde, com porcentagens de recuperagdo
na faixa de 93,8 a 106,9%.

As propriedades eletroquimicas da catequina foram também
estudadas por Yang e colaboradores (YANG et al., 2009). Em seu
trabalho foi utilizado um eletrodo de carbono vitreo modificado com
SWNTs e brometo de cetiltrimetilaménio (CTAB). Sobre 0 SWNTs-
CTAB/GCE, variando o potencial entre 0,4 e 1,0 V em solu¢do tampéo
PBS (pH 7,0), foram observados dois sinais de oxidacdo e um de
reducdo para a catequina. A conclusdo obtida pelos autores foi que a
primeira oxidacdo da catequina é um processo reversivel, enquanto que
a segunda oxidagdo, em potencial mais elevado, € irreversivel, nestas
condi¢cdes. A corrente do pico de reducdo foi utilizada como sinal
analitico, e esta aumentou linearmente com o0 aumento da concentracdo
de catequina no intervalo de 0,32 a 2,38 nmol L. O limite de deteccéo
obtido foi de 0,11 nmol L. No entanto, o trabalho n3o reporta a
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aplicacdo do sensor para a quantificacdo de taninos, no caso a catequina,
em amostras reais.

Em outro trabalho, Moccelini e colaboradores (MOCCELINI et
al., 2009), utilizaram monocamadas auto-organizadas de um complexo
de niquel (I1) e &cido mercaptopropibnico para modificar um eletrodo de
ouro, o qual foi usado para determinacdo de catequina pela técnica de
voltametria de onda quadrada. As analises foram feitas sob condicGes
otimizadas em soluc&o tampéo fosfato 0,1 mol L™* (pH 7,0), frequéncia
de 80,0 Hz, amplitude de pulso de 60,0 mV e incremento de potencial
de 10,0 mV. Os valores de corrente resultante, obtidos nos
voltamogramas de onda quadrada, foram lineares em fungdo da
concentracdo de catequina no intervalo de concentragdo de 3,31 a 25,3
pmol L™, com limite de detecgdo de 0,83 pmol L. O eletrodo de ouro
modificado foi aplicado na quantificacdo de catequina em amostras de
chas e os resultados obtidos foram comparados aos obtidos pela técnica
de eletroforese capilar. As duas técnicas forneceram resultados
estatisticamente semelhantes, para um nivel de confianca de 95%.

Xu e co-autores (XU et al., 2009), avaliaram a resposta do acido
tanico sobre quatro diferentes eletrodos de pasta de carbono (CPE),
foram eles: pseudo eletrodo de pasta de carbono poroso (PPCPE), CPE
modificado com polipirrol (PCPE), CPE modificado com BSA (BSA-
MCPE) e CPE sem modificagdo. Os resultados obtidos mostraram que a
sensibilidade do PPCPE foi maior que os demais. O limite de deteccdo
obtido usando este sensor foi de 10,0 nmol L™, o qual foi 10 vezes
menor do que o obtido usando o eletrodo sem nenhuma modificacéo.
Neste trabalho, o PPCPE foi preparado pela maceracéo de p6 de grafite
com microesferas de carbonato de calcio. Em seguida a pasta foi
compactada dentro de um tubo de vidro e foi inserido em contato
elétrico de cobre. O eletrodo foi imerso em uma solucdo de FeCl; 0,2
mol L* até a pasta ser polimerizada completamente. Finalmente, o
eletrodo foi imerso sob agitacdo em acido cloridrico para dissolver o
carbonato de célcio, resultando em um eletrodo poroso.

O é&cido tanico também foi determinado eletroquimicamente por
Raj e colaboradores (RAJ; REVIN; JOHN, 2013). Neste trabalho os
autores descrevem a utilizagdo de nanoparticulas de ouro estabilizadas
em 4-amino-6-hidroxi-2-mercaptopirimidina e a modificacdo de
eletrodos de Oxido de estanho dopado com indio (ITO) com essas
nanoparticulas, pelo método sol-gel, usando (3-mercaptopropil)
trimetoxisilano (MPTS). O valor da constante de transferéncia de
elétrons para o sistema redox [Fe(CN)¢]*™* calculado utilizando o
eletrodo modificado foi relativamente maior (1,14 x 10" m s ™) que o
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obtido usando o eletrodo sem modificacdo (8,79 x 10°® m s™) ou
modificado apenas com MPTS (4,94 x 10 m s™), indicando que a
transferéncia de elétrons é mais rapida sobre a superficie modificada
com nanoparticulas de ouro. Além disso, as nanoparticulas apresentaram
excelente atividade catalitica para a oxidagdo do acido tanico, traduzida
no alto valor da constante de velocidade heterogénea (ks) obtida sobre o
eletrodo modificado (ks = 7,35 x 10> m s ), que foi maior que a obtida
sobre o eletrodo de ITO (ks = 5,45 x 10 ® m s %). Usando a técnica de
amperometria, o limite de deteccdo obtido para o acido tanico foi de
20,0 nmol L. Os autores realizaram ainda a aplicacéo analitica do
sensor, determinando o teor de acido tanico em amostras comerciais de
cerveja.

1.7 Eletrodos quimicamente modificados

As informagdes obtidas com o uso das técnicas eletroanaliticas
descritas no tdpico anterior sdo absolutamente dependentes da
superficie eletrédica que é usada como eletrodo de trabalho. Esta deve
apresentar elevada razdo sinal-ruido do comportamento redox do analito
e das correntes residuais obtidas no intervalo de potencial avaliado e boa
reprodutibilidade. Também se deve considerar a janela de potencial de
trabalho, condutividade elétrica, reprodutibilidade da superficie, as
propriedades mecénicas, o custo de fabricacdo, a disponibilidade e a
toxicidade (WANG, 1985). A importancia da escolha do material do
eletrodo de trabalho também se deve ao fato de que as respostas obtidas
sdo relacionadas as reagdes redox que ocorrem em sua superficie ou na
interface eletrodo-solugdo. Entretanto, se a transferéncia de elétrons na
superficie do eletrodo é muito lenta ou ndo ocorre, é possivel realizar
uma modificacdo quimica em sua superficie, a fim de melhorar a
resposta final. Além disso, os eletrodos quimicamente modificados
podem proporcionar aumento de sensibilidade e/ou seletividade,
melhorando as propriedades do sensor (GALLI et al., 2006).

A denominacdo eletrodos quimicamente modificados (EQM)
surgiu no inicio dos anos 70 (PEREIRA; SANTOS; KUBOTA, 2002).
Segundo a definicdo da IUPAC, eletrodo quimicamente modificado é
um dispositivo feito de um material condutor ou semicondutor que é
modificado com um componente quimico monomolecular,
multimolecular, i6nico ou filme polimérico e que passa a apresentar
propriedades quimicas, eletroquimicas e dpticas diferentes com relagdo
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a transferéncia de carga ou ao potencial de superficie (DURST;
BAUMER; MURRAY, 1997).

De maneira geral, o objetivo principal da modificagéo é controlar
as propriedades fisico-quimicas da interface eletrodo-solugdo, para
melhorar a transferéncia eletronica entre o eletrodo e o analito, e dessa
forma aumentar a seletividade e sensibilidade, diminuir o potencial de
trabalho, entre outras propriedades (COX; TESS; CUMMINGS, 1996).
Segundo Pereira, a utilizacdo de um EQM deve ser justificada sempre
pelo aumento da sensibilidade e/ou seletividade numa determinagdo
eletroanalitica (PEREIRA; SANTOS; KUBOTA, 2002).

Os métodos mais amplamente empregados para a incorporagao
do agente modificador sobre o eletrodo base consiste em adsorcéo,
ligacdo covalente, recobrimento com filmes poliméricos ou na
preparacdo de compositos, com adi¢do de agentes modificadores
(MURRAY, 1980; VIDAL; MENDEZ; CASTILLO, 1999; PEREIRA;
SANTOS; KUBOTA, 2002).

O desenvolvimento dos EQM é uma area da eletroquimica em
constante crescimento e consiste na modificacdo de um eletrodo base
(substrato condutor) com um agente modificador. A escolha de um bom
substrato ¢ uma etapa importante. Deve-se escolher um substrato que
apresente caracteristicas eletroquimicas apropriadas e adequadas para o
método selecionado de imobilizacdo do modificador. Dentre 0s
substratos convencionais mais utilizados para modificacdo, podemos
destacar os eletrodos metalicos de ouro, platina e cobre e os materiais
carbonaceos, como carbono vitreo e carbono grafite. A preparacdo de
um EQM pode ser feita de diferentes maneiras. A escolha do método
mais adequado deve levar em consideracdo as propriedades analiticas
desejadas, bem como a natureza do substrato, cuja superficie sofrera a
modificagdo (SOUZA, 1997; PEREIRA; SANTOS; KUBOTA, 2002).

A busca por EQM cada vez mais sensiveis e com alta seletividade
levou o desenvolvimento destes dispositivos a uma grande evolucéo.
Atualmente diversos materiais, tanto organicos como inorgéanicos, vém
sendo utilizados para se obter EQM para diferentes finalidades. Nos
préximos tdpicos serdo apresentados alguns trabalhos que utilizaram
essencialmente dois diferentes modificadores (nanoparticulas de ouro e
polimeros) para a modificacdo de eletrodos. A discussao serd limitada a
apenas estes materiais por serem o objeto de estudo deste trabalho.
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1.7.1 Utilizacdo de nanoparticulas metélicas na preparacdo de EQM

A pesquisa e o desenvolvimento de materiais em nanoescala
cresceu muito nos Ultimos anos, principalmente devido a algumas
caracteristicas destes materiais, as quais podem ser utilizadas para
melhorar a qualidade de vida das pessoas. Materiais nanoparticulados
sdo tema de um namero crescente de publicacdes, por causa de suas
propriedades fisico-quimicas muito especificas e na maioria das vezes
diferentes de seu material de origem (bulk). As nanoparticulas metalicas
(NPs), por exemplo, sdo amplamente utilizadas pelas suas excelentes
propriedades condutoras e eletrocataliticas. Metais nobres como ouro,
platina e prata estdo entre os metais mais investigados para obtencéo de
nanoparticulas (CAMPBELL; COMPTON, 2010; IOST; CRESPILHO,
2012).

Apesar do termo nanotecnologia ter surgido recentemente, 0 uso
de nanoparticulas metalicas é muito mais antigo do que se imagina,
porém na época 0s conceitos cientificos que estdo envolvidos ainda
eram desconhecidos. Por exemplo, desde o século IV d.C sabia-se que
diferentes materiais poderiam exibir diferentes coloragdes dependendo
do angulo de incidéncia da luz. Um exemplo bastante interessante desse
fendbmeno é o calice de Lycurgus, Figura 3, que possui em sua
composi¢do NPs de ouro e prata, cuja colora¢do depende do angulo de
incidéncia da luz visivel sobre a superficie do material. Quando
iluminado por fora, a reflexdo da luz pela superficie do calice leva a
coloracdo verde. Quando iluminado por dentro, o material exibe
coloracao vermelha (MARTINS; TRINDADE, 2012).

Figura 3. Imagens do calice de Lycurgus, exposto no Museu Britanico, a
esquerda sendo iluminado por fora e a direita, por dentro.

Fonte: MARTINS; TRINDADE, 2012.
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Apenas em 1857, Michael Faraday propds uma explicacdo
cientifica relacionando a cor vermelha com o tamanho das particulas de
ouro. Quase um século depois, John Turkevich descobriu com o uso de
um microscapio eletrdnico, que a coloracdo vermelha era observada em
dispersbes de NPs de ouro que tinham didmetro médio inferior a 10 nm
(TOMA,; SILVA; ANAISSI, 2005; MARTINS; TRINDADE, 2012).

Hoje, sabe-se que a dimensao das NPs metalicas estd diretamente
relacionada com a sua coloracdo. Nanoparticulas de ouro (AuNPs) com
tamanho médio inferior a 20 nm apresentam uma coloracdo
avermelhada, devido as transi¢cbes entre bandas eletrbnicas que
acomodam os elétrons superficiais (plasmons), denominada de banda
plasménica. Com o aumento do tamanho médio, as AuNPs tendem a
coloracdo violeta. Isso porque a densidade dos estados eletrénicos
aumenta e, assim ocorre uma diminuicdo da energia de estado de
transicdo entre as bandas eletronicas (TOMA,; SILVA; ANAISSI, 2005).

Essa absorcdo especifica em determinada regido do espectro
permite a caracterizacdo das NPs metalicas através de espectroscopia
UV-vis. No caso do ouro, NPs com didmetro médio inferior a 10 nm
apresentam uma banda de absor¢cdo maxima em meio aquoso em torno
de 517 nm, enquanto que diametros médios de 48 e 99 nm apresentam
bandas de absorcdo méximas em 533 e 575 nm, respectivamente
(TOMA; SILVA; ANAISSI, 2005; MARTINS; TRINDADE, 2012;
MELDO et al., 2012).

A sintese de AuNPs é um procedimento relativamente simples. O
método mais comum foi desenvolvido por John Turkevich em 1951
(TURKEVICH; STEVENSON; HILLIER, 1951). Neste, o ion citrato
em meio aquoso é utilizado como agente estabilizante e redutor do &cido
tetracloroaurico (HAuUCI,) para formar AuNPs com didametro médio de
20 nm. Atualmente, outros métodos que utilizam o borohidreto de sddio
(NaBH,) como agente redutor podem fornecer AuNPs com didmetro
médio inferior a 10 nm. No entanto, um detalhe bastante importante é
gue a maioria das NPs possui alta energia livre de superficie e, por isso,
¢ termodinamicamente instavel, isto é, tém a tendéncia natural de se
agregar e formar aglomerados com menor &rea superficial e menor
energia de superficie. Assim, uma das ferramentas que se utiliza durante
a sintese das NPs é um material que atue como agente estabilizante com
0 objetivo de evitar a aglomeracdo das nanoestruturas. Este material
pode ser um surfactante, um composto polar que tenha a capacidade de
formar camadas auto organizadas sobre a superficie da particula ou um
polimero. Existem basicamente dois mecanismos de estabilizacdo das
NPs metalicas: a primeira é chamada de estabilizagdo eletrostatica e
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consiste na utilizacdo de moléculas carregadas que, pela repulsdo das
cargas iguais sdo responsaveis por manter as NPs afastadas. O segundo
mecanismo é chamado de impedimento estéreo e se da pelo
impedimento espacial das cadeias das macromoléculas que envolvem as
NPs (HANG et al., 2009; MITCHNICK, 2009). As duas formas sdo
representadas na Figura 4.

Figura 4. Representacdo de (A) estabilizagdo eletrostatica e (B) estabilizacdo
estérea de NPs.

Adaptado de (MITCHNICK, 2009).

Além disso, as estabilizagcdes eletrostatica e estérea podem ser
combinadas dando origem a uma estabilizacdo do tipo eletroestérea.
Esta estabilizacdo pode ser obtida, por exemplo, utilizando surfactantes
ibnicos. A cabeca polar destes compostos pode gerar uma dupla camada
elétrica, enquanto que a cadeia lipofilica pode gerar uma repulsdo
estérea (FRITZ et al., 2002), como ilustrado na Figura 5.

Figura 5. Representaco da estabilizacdo eletroestérica de NPs metélicas.
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Adaptado de (MITCHNICK, 2009)

Quando aplicadas na modificacdo de eletrodos, as NPs metélicas
podem melhorar diversas propriedades do substrato inicial, entre elas:
aumentar a condutividade elétrica e a area superficial ativa, melhorar a
seletividade, a atividade catalitica e a biocompatibilidade. Essas
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propriedades fazem das NPs metalicas materiais ideais para serem
aplicados em eletroanalitica (CAMPBELL; COMPTON, 2010; YU et
al.,, 2011; YIN; QIN, 2013). Na Tabela 1 foram resumidos alguns
trabalhos que utilizam AuNPs estabilizadas em diferentes materiais,
bem como sua aplicacdo como modificadores de eletrodos para
determinacdo eletroanalitica de diversas espécies.

Tabela 1. Trabalhos utilizando eletrodos modificados com AuNPs para
deteccdo de diferentes compostos.

Limite de
Sensor Analito Técnica deteccéo Referéncia
(nmol L™

GCE modificado

com AuNPs

sintetizadas: (SEGURA et
- quimicamente Se(v) SWASV 2,2 al., 2015)

- eletroquimicamente 1,5

GCE modificado
com o6xido de
grafeno reduzido
(rGO), AuNPs e um
polimero
molecularmente
impresso (MIP)

(TAN et al.,

carbofurano DPV 20,0 2015)

GCE modificado

com filme de AuNPs

estabilizadas em - 55,0 (SILVA etal.,
hidrocloreto de vanilina SWv 2015)
polialilamina (PAH)

ITO modificado com

camadas auto

organizadas de acido 246

fenilfosfonico e tricl(;n’)fenol DPV 1,0
AuUNPs dispersas em

HS-B-ciclodextrina

(ZHENG et al.,
2015)

CPE modificado com

uma dispersdo de

AUNPs estabilizadas eugenol SWASV 2000,0
em citrato

(AFZALI etal.,
2014)

CPE modificado com

nanotubos de _ (AFKHAMI et
carbono de paredes tiocianato SWv 5.0 al., 2014)
multiplas e AUNPs
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GCE modificado
com filme de AuNPs
estabilizadas em

citrato seguida pela fgg[géeﬂ‘:rc‘;' DPV 82,0 (MAZLOUM-
adsorcdo de 2- ARDAKANI et
(2,3-dihidroxifenil) al., 2015)
benzotiazol (DPB)

Eletrodo de ouro

modificado com

camadas auto

organizadas de . .

hexanoditiois (HDT) ”;'I‘I’r?]t:;‘tg‘ra EQCM- 8,0 (CHAUHAN et
decoradas com AFB1 Ccv pg mL™* al., 2016)

AuNPs, seguida pela
funcionalizagdo com
cistamina e ligacdo
do anticorpo AFB1

Dentre os trabalhos acima citados, podemos destacar o
desenvolvido por Segura e colaboradores (SEGURA et al., 2015), no
qual foi realizada uma comparacdo entre eletrodos de carbono vitreo
modificados com  AuNPs  quimicamente (AuNPs/C) e
eletroquimicamente (AuNPSs/E) sintetizadas. Os eletrodos modificados
com AuNPs foram aplicados como sensores para determinacdo de
Se(1V). O interessante deste trabalho foi que as NPs obtidas pelas duas
metodologias apresentaram didmetros medios bastante diferentes
(AuNPs/E = 75,0 £ 20,0 nm e AuNPs/C = 7,4 £ 1,3 nm). No entanto, a
resposta eletroquimica do Se(lV) sobre os sensores modificados com as
diferentes AuNPs foi bem semelhante. Os limites de deteccdo
calculados também foram bastante préximos: 0,120 ug L' para o
GC/AUNPS/E e 0,175 pg L™ para o GC/AUNPS/C. Os dois sensores
foram aplicados com sucesso na determinagéo de Se(IV) em amostras de
agua do mar com recuperagdes entre 94,14% e 99,81%.

1.7.2 Utilizacdo de polimeros na preparacédo de EQM

Os polimeros sdo compostos que também vém sendo amplamente
empregados na modificagdo de eletrodos. Segundo Nascimento
(NASCIMENTO, 1998), os objetivos principais de aplicar estes
materiais na modificagdo sdo a possibilidade de aprisionamento de
espécies quimicas e bioldgicas na superficie do eletrodo e do aumento
da seletividade (através da exclusdo de interferentes por tamanho ou por
carga elétrica). Ainda, a barreira difusional estabelecida pela presenca
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do filme polimérico é também um recurso usado para ampliar a
linearidade de resposta do sensor a concentragdes mais altas do analito.

Dependendo da aplicagdo, pode ser usado um polimero
eletroativo (se o objetivo é eletrocatalise), quimicamente ativo
(propriedades de ligacdo ou de troca idnica para pré-concentracdo) ou
inerte (apenas para exclusdo de interferentes). A modificacdo polimérica
pode ser obtida de diferentes formas. As mais comuns sdo a partir da
deposicdo de solucBes poliméricas pré-preparadas, atraves de
polimerizac&o in situ a partir das unidades monoméricas e por formagédo
de compdsitos. No caso de eletropolimerizagdo, o recobrimento
polimérico pode ser obtido por aplicacdo de potencial eletroquimico ou
por meio de métodos ndo eletroquimicos como, por exemplo:
polimerizacdo ativada por plasma, foto-induzida por UV ou
polimerizacdo de organosilanos (SOUZA, 1997).

No desenvolvimento deste trabalho foram utilizados dois
polimeros para efetuar a modificagio dos eletrodos: a
carboximetilcelulose (CMC) e o poli(etilenoglicol) (PEG). A CMC
contendo AuNPs foi depositada sobre um eletrodo de carbono vitreo
pelo método conhecido como “drop coating”. O PEG, por sua vez, foi
adicionado a preparacdo de um eletrodo de pasta de carbono para
formagdo de um composito. As formas como eles sdo incorporados
sobre 0s substratos encontram-se descritas com mais detalhes na Parte
Experimental (Secdo 3.0). Em ambas as modificacBes, o principal
objetivo foi explorar a forte interagdo dos taninos com estas
macromoléculas e investigar o efeito dessa modificacdo na sensibilidade
dos eletrodos. Nos paragrafos a seguir serdo descritas algumas das
propriedades destes polimeros.

A CMC é um biopolimero derivado da celulose, solivel em 4gua
e que possui uma cadeia linear, conforme apresentado na Figura 6. A
estrutura consiste em unidades repetidas de D-glucose unidas por
ligacdes glicosidicas do tipo B-(1,4) e substituidas por grupos
carboximetilicos (PIGMAN; HORTON, 1970). E obtida pelo tratamento
da celulose com hidroxido de sédio aquoso, seguido pela reacdo com
cloroacetato de sddio. E vendido comercialmente na forma sélida do sal
de carboximetilcelulose de sddio. A forma sélida da CMC é bastante
estavel, no entanto, quando em solucdo pode permitir a proliferacdo de
fungos, se estocadas por muito tempo (SZORCSIK et al., 2006).
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Figura 6. Estrutura da unidade dimérica da carboximetilcelulose (sal de sédio).
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Adaptado de (SZORCSIK et al., 2006).

Muitos polissacarideos, tais como a celulose, CMC e quitosana,
sdo agentes de adsorcdo bastante usados em processos industriais e na
remediacdo, especialmente, devido a facilidade de obtencéo, a grande
producdo mundial e ao seu baixo custo (CMC ~ R$ 6,00 kg e
quitosana ~R$ 12,00 kg ') (GECOL; ERGICAN; MIAKATSINDILA,
2005). Estes materiais podem formar complexos com ions metalicos
através de seus sitios basicos de Lewis (por exemplo, -COOH, -OH, -
NH,), presentes nas suas estruturas. A seletividade entre os sitios de
coordenacdo encontrados na CMC e na quitosana, bem como as
constantes de formacdo dos complexos obtidos, sdo comparaveis com
aquelas obtidas para EDTA (&cido etilenodiaminotetraacético R$ 300,00
kg, grau analitico) (SKOOG et al., 2006). Neste trabalho, a CMC foi
utilizada como agente estabilizante para a sintese das AuNPs. O uso
deste material como agente estabilizante de NPs metalicas ainda é muito
pouco reportado na literatura.

O PEG é um homopolimero sintético, linear, cuja férmula
molecular é H-(O-CH,-CH,),-OH (Figura 7), onde n é o nimero médio
de grupos de 6xido de etileno presentes na molécula, chamado grau de
polimerizacdo. E um polimero levemente higroscopico, solivel em
agua, em acetona, em etanol e em hidrocarbonetos aromaticos, insolivel
em éter e hidrocarbonetos alifaticos. Uma designacdo numérica,
apresentada junto ao nome geralmente indica sua massa molar média,
sendo encontrado comercialmente de 200 a alguns milhdes de gramas
por mol. Em massas molares menores que 600 g mol™ o PEG é um
liquido incolor, bastante viscoso a temperatura ambiente. Em massas
acima desse valor se apresenta em forma de p6 ou flocos.
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Figura 7. Estrutura monomérica da molécula de PEG.
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Os PEGs liquidos, de baixa massa molar, podem ser diretamente
utilizados como solventes, com ou sem a adicdo de agua. Algumas
caracteristicas importantes tém tornado o PEG um material de grande
interesse tecnoldgico, dentre elas o fato de ser biodegradavel, estavel a
acidos, bases e altas temperaturas (NAIK; DORAISWAMY, 1998;
GUO et al., 2002; CHEN et al., 2004), com aplicacdo em diversas areas
biotecnoldgicas e médicas além de ser biocompativel em solugdo
aquosa, com potencial para aplicagdo como meio de cultura de tecidos e
preservacdo de 6rgdos. O PEG tem sido também utilizado como meio
alternativo de separacdo de sistemas aquosos bifasicos, na formacao de
complexos com moléculas tensoativas (surfactantes) para fins
industriais, e desempenha um papel importante como componente
béasico na producao de poliésteres e poliuretanos, entre outras aplicagdes
(HUDDLESTON et al., 1999; DROZDOWSKI et al., 2002; CHEN et
al., 2005).

Outra aplicacdo interessante, que vem sendo estudada desde os
anos 90, é o uso de PEG na dieta alimentar de algumas espécies de
ruminantes (GETACHEW et al., 2000). Sua principal finalidade ¢
romper a ligacdo entre o tanino e as diversas proteinas presentes no
trato, fazendo com que o primeiro seja expulso do trato gastrointestinal,
deixando a proteina livre para ser digerida e absorvida pelo organismo.
Isso ocorre porque a interacdo tanino-PEG é maior que a interacdo
tanino-proteina. Ainda, além de expor uma maior concentracdo de
proteinas para serem digeridas, 0 PEG evita possiveis intoxicagdes pelo
excesso de tanino, uma vez que este fica complexado ao polimero.
Dessa forma, o uso de PEG minimiza os efeitos adversos dos taninos na
fermentacdo de rumen e enriquece nutricionalmente a alimentacdo de
animais que tem dietas ricas em taninos. Os resultados mostraram ainda
gue quase 100% do PEG fornecido aos animais é excretado pelas fezes,
demonstrando entdo que o complexo PEG-tanino ndo é absorvido pelo
organismo em nenhuma etapa da digest&o.
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CAPITULO 2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

= Desenvolver novos eletrodos quimicamente modificados para serem
empregados na quantificacdo de taninos em amostras complexas, através
de metodologias eletroanaliticas sensiveis, de baixo custo e sem que
haja necessidade de tratamento das amostras.

2.2 Objetivos especificos

= Realizar a sintese de nanoparticulas de ouro estabilizadas no polimero
carboximetilcelulose;

= Preparar eletrodos quimicamente modificados com nanoparticulas
metalicas e/ou polimeros;

= Estudar o comportamento eletroquimico dos compostos modelo de
taninos condensados e hidrolisdveis: catequina e 4&cido tanico,
respectivamente;

= Avaliar o aumento de sensibilidade dos eletrodos quimicamente
modificados em relagdo aos eletrodos sem modificacéo;

= Otimizar os parametros experimentais (pH, eletrélito suporte,
guantidade de modificador), de modo a se obter a maxima resposta
eletroanalitica para a catequina e o &cido tanico;

= Realizar a selecdo da técnica eletroanalitica mais sensivel, bem como
otimizar seus parametros experimentais;

= Obter as curvas de calibracdo para a catequina e o acido tanico;

= Determinar parametros analiticos como faixa linear e limites de
detecgdo e quantificacdo;

= Estudar a precisdo das metodologias propostas através de ensaios de
repetibilidade intradia e interdia;

= Determinar as concentragbes de taninos condensados e hidrolisaveis,
separadamente, em amostras de extratos vegetais e de cervejas, pelo
método de adicdo de padréo;

= Avaliar o efeito de matriz sobre a resposta eletroquimica dos taninos
nas amostras analisadas;

= Expressar a exatiddo das metodologias eletroanaliticas através de testes
de adicdo e recuperacdo e pela comparacdo dos resultados com o0s
obtidos pelo método de Folin-Ciocalteu.
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CAPITULO 3. PARTE EXPERIMENTAL
3.1 Reagentes, solugdes e amostras

Todos o0s reagentes usados sdo de grau analitico e foram
empregados sem purificagdo prévia. As solugcdes aquosas foram
preparadas com agua ultrapura, obtida com o sistema Milli-Q
(Millipore, EUA) com resistividade de 18,2 MQ cm. As solugdes
estoque de catequina e de &cido ténico foram preparadas na
concentracdo de 5,0 mmol L™ em etanol. As solucdes de menor
concentracdo foram preparadas mediante diluicdo. Cinco solugdes
tampao (0,2 mol L) foram testadas como eletrélito suporte, sdo elas:
Britton-Robinson (B-R) (H3BO3/CH3COOH/H3PO,), acetato
(CH3;COOH/CH3;COONa), Clark-Lubs (KCI/HC), fosfato
(H3PO4/NaH,PO4.H,0) e Mcllvaine (Na;HPO4/Ce¢HgO;). O pH das
solucdes foi ajustado com soluces de HCI ou NaOH (0,5 mol L™Y). As
solucBes estoque e as solugbes tampdo foram armazenadas sob
refrigeracéo (~5 °C) por no maximo 90 dias.

As amostras de taninos condensados foram preparadas e
fornecidas pela Acquaquimica Ltda (Estancia Velha/RS, Brasil). Para a
extracdo, cascas de Acéicia (Acacia mearnsii De Wild) foram
submetidas, em agua, a alta temperatura e pressdo (T = 105 °C; p=2,5
kgf cm?). Trés diferentes amostras (denominadas A, B e C) foram
obtidas. O extrato concentrado de cada amostra foi mantido sob
refrigeracdo (~5 °C) por no maximo 15 dias. Em seguida, 1,0 mL de
cada um dos extratos concentrados foi dissolvido em 1000 mL de agua
ultrapura. Por fim, 100,0, 15,0 e 20,0 pL dos extratos diluidos de A, B e
C, respectivamente, foram adicionados, um de cada vez, na célula
eletroquimica para a realizagdo das medidas.

Para a quantificacdo dos taninos hidrolisaveis, foram usadas
amostras de cerveja de cinco diferentes marcas (denominadas amostras
1, 2, 3, 4 e 5). Todas as amostras foram de cervejas industrializadas, do
tipo Pilsen e foram adquiridas no comércio local (Florianopolis - Brasil).
Para os ensaios de quantificagdo, um volume de 1,0 mL de cada
amostra, sem nenhum tratamento prévio, foi adicionado a célula
eletroquimica contendo 9,0 mL de solugéo tampé&o.
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3.2 Sintese e caracterizacdo das nanoparticulas de ouro

As nanoparticulas de ouro estabilizadas em carboximetilcelulose
(AuNPs-CMC) foram preparadas pela adicdo de 10,0 uL de &cido
tetraclorodurico (HAuCl,.4H,0) 0,1 mol L™* em 5,0 mL de solugdo
aquosa de CMC 0,25% (MM = 250.000 g mol ™). A mistura foi agitada
vigorosamente por 5 min a temperatura ambiente (+ 25 °C). Em seguida,
ainda sob agitacdo, adicionou-se 400,0 pL de solucdo aquosa de
borohidreto de sédio (NaBH,4) 20,0 mmol L, recentemente preparada.
Manteve-se a agitacdo por 30 min e a dispersdo obtida foi guardada sob
refrigeracdo (x 5 °C). Caracterizou-se as AuNPs-CMC por
espectroscopia UV-vis, microscopia eletrénica de transmissdo (TEM) e
potencial zeta (&). Os espectros UV-vis foram obtidos usando um
espectrofotdbmetro Agilent Cary 60 (Agilent Technologies, EUA),
operando em temperatura ambiente na faixa de comprimento de onda de
300 a 800 nm. Utilizou-se uma célula de quartzo com caminho Optico de
1,0 cm. Para as analises de TEM, 5,0 uL da dispersdo contendo as
AuNPs-CMC foram gotejadas sobre uma rede milimétrica de cobre
recoberta com carbono que em seguida foi mantida sob temperatura
ambiente por 24 h, para secagem completa. As amostras foram
analisadas com um microscOpio eletrbnico de transmissdo de alta
resolucdo modelo JEM-2100 (JEOL, Japdo), operando a 100 kV. Por
fim, estimou-se o tamanho médio (diametro) das nanoparticulas
utilizando o software ImageJ, pela contagem de 300 particulas
aleatoriamente escolhidas nas imagens que foram obtidas. As medidas
de potencial zeta foram realizadas usando uma célula de quartzo e um
analisador de potencial zeta modelo Zetasizer Nano (Malvern
Instruments, Inglaterra).

3.3 Preparacdo e caracterizagdo dos EQM

3.3.1 GCE modificado com nanoparticulas de ouro (AuNPs-CMC/GCE)

O eletrodo modificado com nanoparticulas de ouro foi preparado
utilizando um substrato de carbono vitreo (GCE) com diametro de 2,0 +
0,1 mm. O substrato foi manualmente polido com uma dispersao aquosa
de alumina 0,03 um durante 2 min. Em seguida, o eletrodo foi lavado
com agua destilada e mantido no ultrassom em recipiente contendo
etanol por 3 min para remocao total da alumina. Apo6s, gotejou-se 3,0 pL
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da dispersdo de AuNPs-CMC sobre a superficie do GCE e o solvente
(dgua) foi evaporado a vacuo até secagem completa do filme (cerca de
10 min). O procedimento de preparacdo do AuNPs-CMC/GCE esta
representado na Figura 8.

Figura 8. Representagdo esquematica da preparagdo do AuNPs-CMC/GCE.

3,0 L
AuNPs-CMC

vacuo
(10 min)

¢ =
E GCE E INPs-CMC/GCE

Fonte: elaborado pela autora.

A espessura do filme de AuNPs-CMC sobre o GCE foi estimada
através de medidas de perfilometria, usando um perfildmetro de contato
modelo Dektak XT (Bruker, EUA). A morfologia do filme foi analisada
por microscopia eletrénica de varredura com emissdao de campo (SEM-
FEG) usando um microscopio JEOL JSM-6701F (JEOL, Japdo) e
microscopia de forca atbmica (AFM), usando um microscopio Pico-
SPM (Molecular Imaging Corporation, EUA) operando no modo de
contato. Para estas analises, foram gotejados 10,0 uL da dispersdo
contendo AuNPs-CMC sobre uma placa de carbono vitreo (area = 1,0
cm?’ e espessura = 1 mm), a qual foi mantida sob vacuo por 24 h.

Realizou-se a caracterizacdo eletroquimica dos eletrodos
modificados usando as técnicas de voltametria ciclica (CV) e
espectroscopia de impedancia eletroquimica (EIS). As medidas de CV
foram feitas em solucéo de KCI 0,5 mol L™ contendo Ks[Fe(CN)g] 1,0
mmol L no intervalo de potencial entre —0,3 e +0,8 V, variando a
velocidade de varredura de 10 a 200 mV s . Os experimentos de EIS
foram feitos wusando um potenciostato/galvanostato  Autolab
PGSTAT128N (Eco Chemie, Holanda) com mddulo FRA de
impedancia. Os espectros de EIS foram obtidos em KCI 0,1 mol L™
contendo Ks[Fe(CN)g]/Ks[Fe(CN)s] (1:1) 5,0 mmol L™* usando o modo



62

circuito aberto, 5 mV de amplitude e faixa de frequéncia de 0,1 a
100.000 Hz.

3.3.2 CPE modificado com poli(etilenoglicol) (PEG/CPE)

O PEG/CPE foi preparado pela maceragdo manual de 20,0 mg
(10% m/m) de PEG e 150,0 mg (75% m/m) de grafite em p6 durante 10
min, a fim de obter uma dispersdo uniforme do polimero no grafite em
p6. Em seguida, adicionou-se 30,0 mg (15% m/m) de 6leo mineral e
macerou-se por 20 min para obtencdo da pasta. Compactou-se a pasta
modificada numa seringa pléstica com volume de 1,0 mL e um fio de
cobre foi inserido para obtencdo do contato elétrico. Para fins de
comparacdo, foram preparados pelo mesmo procedimento eletrodos de
pasta de carbono modificados com nanoparticulas de Fe;O, (didmetro
médio de 50 nm), as quais foram adquiridas comercialmente. A Figura 9
ilustra a preparacdo do PEG/CPE. Entre as medidas, poliu-se
manualmente os eletrodos sobre uma folha de papel, a fim de se obter
uma superficie renovada. Para fins de comparacdo, foram preparados
eletrodos com diferentes quantidades de PEG: 5, 10, 15 e 20% m/m. Um
CPE sem modificacdo também foi preparado. Os eletrodos de pasta de
carbono, modificados ou ndo, foram armazenados a seco e em
temperatura ambiente pelo periodo maximo de 90 dias.

Figura 9. Representagdo esquematica da preparagdo do PEG/CPE.

Y,
- - P =

Grafite 6leo mineral ) o
+ PEG (20 min) seringa pla's !ca
(10 min) contato elétrico

Fonte: elaborado pela autora.
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O PEG/CPE foi também caracterizado por técnicas
eletroquimicas e morfolégicas. As medidas de CV e EIS foram
realizadas em solucdo de KCI 0,5 mol L™ contendo Ks[Fe(CN)g]/
Ks[Fe(CN)s] 1,0 mmol L™ (1:1), usando um potenciostato modelo
PalmSens3 (Palm Instruments BV, Holanda). Os espectros de EIS foram
obtidos em potencial de circuito aberto, utilizando uma amplitude de 5
mV e uma faixa de frequéncia de 0,1 a 50.000 Hz.

A caracterizacdo morfoldgica da superficie do PEG/CPE foi
realizada empregando a técnica de microscopia eletronica de varredura
com emissdo de campo (SEM-FEG), usando um microscépio JEOL
JSM-6701F (JEOL, Japdo).

3.4 Medidas eletroquimicas

As medidas voltamétricas foram realizadas em temperatura
ambiente (25 °C) usando um potenciostato modelo EmStat2 (Palm
Instruments BV, Holanda) interfaceado a um computador com o
software PSTrace (versdo 4.6) para aquisicdo e processamento dos
dados. Foi utilizada uma célula eletroquimica convencional com
capacidade para 10,0 mL, contendo como eletrodo de trabalho os
eletrodos de carbono vitreo ou de pasta de carbono, como eletrodo de
referéncia, Ag/AgCl (KCI 3,0 mol L ™) e como eletrodo auxiliar uma
placa de platina. As medidas de voltametria ciclica (CV), voltametria de
onda quadrada (SWV) e voltametria de pulso diferencial (DPV) foram
feitas em 10,0 mL de solucdo tampéo (B-R, acetato, Clark-Lubs, fosfato
ou Mcllvaine). Mediu-se o pH de todas as solu¢Ges usando um pHmetro
modelo HI 2221 (HANNA Instruments, EUA). As medidas de CV
foram feitas na faixa de potencial entre 0,0 e +0,8 V, com velocidade de
varredura de 50 mV s . Otimizou-se os pardmetros de SWV e DPV e
construiu-se as curvas de calibracdo mediante a leitura de sucessivas
adicGes de solucdo padrdo do composto modelo (catequina ou acido
tanico). Para realizar as determinacdes e 0s ensaios de adicdo e
recuperacao, foi usado o método de adi¢éo de padrdo, no qual sucessivas
adicBes de solucdo padrdo do composto modelo foram feitas sobre as
amostras. Apos cada adicdo, a solucdo da célula era agitada e, retirada a
agitacdo, os voltamogramas eram registrados.
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3.5 Método comparativo

Como método comparativo para a quantificacdo dos taninos
condensados nos extratos vegetais e taninos hidrolisaveis nas amostras
de cerveja, utilizou-se 0 método colorimétrico descrito por Singleton e
Rossi (SINGLETON; ROSSI, 1965). Em um tubo de ensaio foram
adicionados: a) 2,35 mL de 4gua ultrapura; b) 100,0 uL de amostra (ou
volumes diferentes de solucdo estoque de catequina ou &cido tanico) e c)
150,0 uL de reagente de Folin-Ciocalteu. Ap6s 6 min de incubacéo,
adicionou-se 450,0 uL de solugdo aquosa de Ca,CO3z 20% (m/v). Em
seguida, mantiveram-se as amostras em temperatura ambiente (+ 25,0
°C) e sob auséncia de luz pelo periodo de 2 h. Por fim, foram efetuadas
leituras de absorbancia em 765 nm. Para a quantificacdo de taninos
condensados e hidrolisaveis utilizou-se as curvas de calibracdo da
catequina e do A&cido tanico, respectivamente. As medidas de
absorbancia foram feitas em um espectrofotdmetro da Agilent, modelo
Cary 60 (Agilent Technologies, EUA), usando uma célula de quartzo
com caminho éptico de 1,0 cm.
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CAPITULO 4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Este capitulo do trabalho esta dividido em duas partes: na
primeira, serdo apresentados o0s resultados obtidos no estudo e
determinacéo de taninos condensados utilizando um eletrodo de carbono
vitreo modificado com nanoparticulas de ouro (AuNPs-CMC/GCE); e
na segunda parte dos resultados, serdo apresentados os estudos com
taninos hidrolisaveis, os quais foram realizados empregando um
eletrodo de pasta de carbono modificado com poli(etilenoglicol)
(PEG/CPE). Em ambas as partes também serdo descritas e discutidas
detalhadamente a preparacdo e caracterizagdo dos detectores utilizados.

4.1 Estudos com taninos condensados
4.1.1 Sintese e caracterizacao das nanoparticulas de ouro

As AuNPs estabilizadas no polimero carboximetilcelulose (CMC)
foram preparadas pela reducdo do 4cido tetraclorodurico
(HAuUCI;.4H,0). Apobs 15 s da adicdo do agente redutor (borohidreto de
sodio) a mistura passou da coloragcdo amarela (cor da solucdo contendo
fons Au**) para vermelha, indicando a formacdo de AuNPs. Essa
mudanca de coloracéo ¢ ilustrada na Figura 10.

A reacdo quimica que ocorre entre o borohidreto de sédio e o
acido tetraclorodurico é a descrita na Equagdo 1. Durante essa reagao €
observada claramente a liberacdo de gas, que evidencia a formacéo do
H, no estado gasoso.

2 AuHCl, + 8 NaBH, — 2 Au+ 5 H, + 4 B,H, + 8 NaCl (Equacdo 1)
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Figura 10. (A) Solugdo aquosa de CMC; (B) apés adicdo de 10,0 puL de
HAuCI,.4H,0 e (C) ap6s adi¢do de NaBH,.

Nas sinteses das AuNPs realizadas neste trabalho utilizou-se
como agente estabilizante a carboximetilcelulose (CMC), a qual é um
polimero linear bastante sollvel, derivado da celulose e que apresenta
pK, em torno de 4,0 (FENGEL; WEGENER, 1989). Dessa forma, a
CMC pode estabilizar as AuNPs tanto por impedimento estéreo entre
suas cadeias, como por repulsdo eletrostatica, dependendo do pH do
meio. Sendo assim, para compreender de forma mais detalhada o
mecanismo de estabilizacdo das AuNPs na CMC, foram realizadas
sinteses usando solucdes de CMC com pH ajustado em diferentes
valores, a saber: 1,0, 4,0, 7,0 e 10,0. Estes foram ajustados com
solucdes de HCI ou NaOH 0,5 mol L™ . A Figura 11 apresenta a foto das
dispersdes obtidas em cada uma das sinteses. Nota-se uma alteracdo
bastante visivel na coloracdo das dispersBes, provocada apenas pela
mudanga de pH do meio aquoso contendo a CMC.
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Figura 11. Fotografia digital das dispersdes de AuNPs estabilizadas em CMC
sintetizadas em diferentes valores de pH: (A) pH 1,0; (B) pH 4,0; (C) pH 7,0 e

(D) 10,0.
*

Todas as quatro dispersGes de AUNPs-CMC foram caracterizadas
por medidas de espectroscopia UV-vis, microscopia eletrénica de
transmissdo (TEM) e potencial zeta (£). A Figura 12 mostra 0s espectros
UV-vis obtidos num intervalo de comprimento de onda de 350 a 800
nm. Todos os espectros apresentaram uma banda bem definida préxima
a 520 nm, a qual é caracteristica da ressonancia plasménica da superficie
(banda SPR) de particulas de ouro (TURKEVICH; GARTON;
STEVENSON, 1954; TOMA et al., 2005). No entanto, observou-se que
0 comprimento de onda de maxima absorbancia (Ams) Sofre leve
deslocamento em funcéo do pH do meio, sendo que no pH 7,0 tem-se o
Menor Amax € N0 pH 1,0 0 maior Amax. Todos 0s valores obtidos para Amax
sdo apresentados na Tabela 2.

|

Figura 12. Espectros UV-vis para AuNPs estabilizadas em CMC com
diferentes valores de pH.
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As imagens obtidas por TEM (Figura 13) mostram que todas as
AuNPs tem formato majoritariamente esférico. No entanto, apenas nos
pH 4,0 e 7,0 elas encontram-se bem dispersas no polimero, sem sinais
significativos de agregacgdo. Por outro lado, nos pH 1,0 e 10,0 é possivel
observar nanoparticulas com tamanhos maiores e também grandes
agregados contendo elevado nimero de particulas. Além disso, obteve-
se a distribuicdo de tamanhos para as particulas obtidas em cada sintese,
sendo que o tamanho médio estimado para as particulas (diametro)
variou de 5,3 (em pH 7,0) a 34,1 nm (em pH 1,0), conforme mostrado
nos histogramas da Figura 13. Cabe destacar aqui, que os valores
médios dos diametros corroboram com os resultados obtidos pela
analise de espectroscopia UV-vis e com dados publicados na literatura,
0s quais indicam que quanto maior a particula, maior o comprimento de
onda de absorbéncia méxima referente & sua banda de ressonancia
plasménica (TOMA; SILVA; ANAISSI, 2005).

Figura 13. (A, C, E e G) Imagens de TEM para AuNPs obtidas em diferentes
valores de pH; (B, D, F e H) histogramas de distribui¢do do didametro médio das

AuUNPs para os pH 1, 4, 7 e 10, respectivamente.
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Continuagéo da Figura 13:
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Tabela 2. Resultados obtidos na caracterizagdo das AUNPs-CMC.
pH dasintese  Ans SPR (nm)  Didmetro médio (nm) & (mV)

1,0 535 34,1 -1,52
4,0 522 6,78 —31,06
7,0 504 5,30 —45,40
10,0 534 9,36 —49,30

Foram realizadas também medidas de potencial zeta (§) das
nanoparticulas presentes em cada uma das dispersdes, de modo a
investigar a sua carga superficial. O potencial zeta consiste na medida da
carga elétrica superficial média das particulas e é entendida como uma
medida da magnitude da repulsdo ou da atracdo eletrostatica entre elas,
sendo um dos parametros fundamentais que afetam a sua estabilidade
(HUNTER, 1993). Os valores obtidos estdo apresentados na Tabela 2,
juntamente com os demais resultados.

Conclui-se que a medida que o pH do meio aumenta, ocorre
aumento na magnitude da carga elétrica negativa na superficie das
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particulas. Isso ocorre porque com o aumento do pH acima de ~4,0 a
CMC sofre desprotonacdo, apresentando cargas negativas em suas
cadeias, sendo que quanto maior o pH, maior a magnitude dessa carga
formada. Da mesma forma, observa-se que quanto maior o valor da
carga negativa das particulas maior é a repulsdo entre elas, o que impede
a sua agregacdo e posterior aumento de tamanho. Por isso, nota-se que
guando o potencial zeta é relativamente elevado, as particulas
apresentam menor tamanho, se encontram bem dispersas e sdo altamente
estaveis, como observado nas AuNPs obtidas em pH 7,0. Todavia, na
sintese obtida em pH 10,0, embora o potencial zeta seja 0 maior de
todos (mais negativo), as particulas apresentam tamanho intermediario e
formam grandes aglomerados. Isso ocorre porque, nesse caso, a
estabilizacdo eletrostatica é favorecida, no entanto a estabilizacdo
estérea, dada pelo impedimento espacial entre as cadeias poliméricas ¢é
pequena, uma vez que em valores de pH maiores que 9,0 ocorre grande
diminuigdo na viscosidade da CMC, resultante da elevada carga
negativa e consequente repulsdo entre as cadeias (HIRATA; SOUZA,;
PESSOA, 1993).

Na sintese efetuada em pH 1,0, a CMC encontra-se em sua forma
neutra, o que é evidenciado pelo pequeno valor de & obtido. Nesse caso,
a repulsdo que ela proporciona entre as particulas é pequena, fazendo
com que elas facilmente se agreguem e formem particulas maiores.

Por fim, optou-se por utilizar as AuNPs obtidas em pH 7,0, as
quais apresentaram menor tamanho e, portanto, poderiam fornecer
resultados mais promissores na modificacdo dos eletrodos. Além disso,
estas dispersdes foram as que se mantiveram mais estaveis ao longo dos
dias. Constatagdo esta, feita primeiramente pelo aspecto visual, e
também confirmada por espectroscopia UV-vis, conforme mostrado na
Figura 14, em que a banda de ressonancia plasmoénica permaneceu
inalterada apds 7 dias, demonstrando que a dispersdo das AuNPs-CMC
é bastante estavel. Mesmo apds esse periodo de tempo, ndo se observou
mudancas na coloracdo dessa dispersao.
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Figura 14. Espectros UV-vis para AuNPs estabilizadas em CMC (a) 3 horas
apos a sintese e (b) 7 dias apds a sintese.
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4.1.2 Caracterizacdo morfoldgica e eletroquimica do AuNPs-
CMC/GCE

A espessura do filme de AuNPs-CMC sobre o substrato de
carbono vitreo foi determinada pela técnica de perfilometria. Na analise
de perfilometria do GCE (Figura 15, curva a) observa-se uma superficie
com poucas irregularidades. No perfil do filme de CMC (Figura 15,
curva b) observa-se um aumento significativo na irregularidade
superficial, sendo que a espessura deste filme foi estimada em 0,27 pum
(270 nm). Um pequeno aumento na rugosidade também foi observado
na analise do filme de AuNPs-CMC (Figura 15, curva c), sendo que a
espessura média do filme com a adigdo das NPs aumentou para 0,31 um
(310 nm). Esse aumento foi relativamente pequeno, pois o diametro das
AuNPs é extremamente menor do que o tamanho das cadeias
poliméricas da CMC. Assim a presenca das AuNPs ndo afeta
significativamente a espessura do filme.
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Figura 15. Graficos de perfilometria das superficies do (a) GCE; (b) filme de
CMC e (c) filme de AuNPs-CMC.
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As imagens de microscopia de forga atbmica (AFM) (Figura 16)
também revelam grande diferenca entre a morfologia do GCE e do GCE
modificado com a dispersdo de AuNPs-CMC. Na Figura 16A, que
corresponde ao GCE sem modificacdo, é possivel visualizar estruturas
pequenas com altura maxima de 17,8 nm. Por outro lado, apés a
modificacdo (Figura 16B) a superficie passou a apresentar estruturas
maiores com altura méxima de cerca 116,6 nm, indicando o
recobrimento da superficie e formacao de alguns aglomerados maiores.

Figura 16. Microscopias de forca atdbmica para (A) GCE e (B) AuNPs-
CMC/GCE.
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Avaliou-se também a morfologia do filme de AuNPs-CMC sobre
0 GCE por microscopia eletrénica de varredura com emissao de campo
(SEM-FEG). Na Figura 17 s&o mostradas as micrografias da superficie
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do substrato antes (imagem A) e ap6s a modificacdo (imagens B e C).
No GCE sem modificacdo, ndo se observou nenhuma irregularidade
aparente, o que é esperado para esse tipo de eletrodo. Entretanto, ap6s a
modificacdo, foi possivel observar alteracdo significativa na morfologia
da superficie: as imagens mostram uma superficie irregular com certa
rugosidade e algumas estruturas maiores em diferentes formatos, as
quais correspondem ao filme depositado. Ampliando uma pequena
regido da micrografia B, obteve-se a imagem C, na qual é possivel notar,
dispersas entre os aglomerados maiores, as particulas de ouro com
diametros inferiores a 10 nm. Esta observacdo comprova que, apesar da
formag8o de alguns agregados, grande parte das particulas permanece
em tamanho “nano” sobre a superficie do GCE, mesmo apos a secagem
do filme. Tais resultados corroboram com as analises de perfilometria e
de AFM, descritas anteriormente.

Figura 17. Micrografias de SEM-FEG (A) GCE; (B) filme de AuNPs-CMC e
(C) regido da imagem (B), ampliada 5 vezes.

A caracterizacdo eletroquimica da superficie do AuNPs-
CMC/GCE foi realizada por voltametria ciclica em solu¢do de H,SO,
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0,5 mol L™. O voltamograma obtido para o eletrodo modificado foi
comparado ao obtido com um eletrodo de ouro, ambos estdo
apresentados na Figura 18. Através dos perfis voltamétricos € possivel
confirmar a presenca de ouro sobre a superficie do eletrodo, pelo sinal
referente a formacdo de seus dxidos em aproximadamente 1,2 V. No
entanto, em estudos posteriores, quando foram utilizadas solugcfes
tampdo B-R efou fosfato 0,2 mol L™ para o desenvolvimento da
metodologia eletroanalitica, nenhum sinal correspondente a oxidacdo do
ouro foi visivel. Esse resultado pode ser devido a natureza do solvente, o
pH da solucdo e também pela concentracdo imensamente pequena de
ouro na superficie do carbono vitreo.

Figura 18. Voltamogramas ciclicos para (a) eletrodo de ouro e (b) AuNPs-
CMC/GCE em H,80,0,5mol L™, b =50 mV s ™.
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A drea eletroativa, tanto do eletrodo sem modificagdo quanto do
eletrodo modificado, foi estimada também pela técnica de voltametria
ciclica usando como sonda redox Ks[Fe(CN)s] 1,0 mmol L*em KCI 0,5
mol L. Os voltamogramas do Ks[Fe(CN)e] obtidos em diferentes
velocidades de varredura sdo mostrados na Figura 19A. De acordo com
a equacao de Randles-Sevcik, para T = 25 °C:

= 2,69 x 10°> ADY/2 n3/2yY/2 ¢ (Equagio 2)

Onde: i, e a corrente de pico (em amperes); A é a area eletroativa
do eletrodo (cm?); D é o coef|(:|ente de difuséo da espécie Ks[Fe(CN)g]
em solucdo aquosa (6,2 x 10° cm?s™%), n é o nimero de mol de elétrons
transferidos na reagao redox (n = 1), v é a velocidade de variagdo do
potencial (V s™), e ¢ é a concentragdo da espécie Ks[Fe(CN)] (mol
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cm®), a area pode ser calculada a partir do coeficiente angular do
gréfico de i, versus v"? (BARD; FAULKNER, 2001). Os valores
obtidos para 0 GCE e o AuNPs-CMC/GCE foram 0,015 e 0,035 cm?,
respectivamente. Esse aumento de cerca de 2,3 vezes na area eletroatlva
demonstra que o eletrodo foi modificado eficientemente pelo filme de
AUNPs-CMC. Um resultado similar foi obtido por Silva e
colaboradores, usando um sensor modificado com nanoparticulas de
ouro estabilizadas em hidrocloreto de polialilamina (PAH) (SILVA et
al., 2015).

Utilizando o AuNPs-CMC/GCE, a separacao entre 0s potenciais
dos picos de oxidacdo e reducdo para o par redox Fe**/Fe*" variou de
64,0 mV (para v < 50 mV s %) até 76,0 mV (para v > 100 mV s %). Esses
resultados sdo compativeis com os valores esperados para uma reagdo
redox reversivel onde ocorre a transferéncia de 1,0 mol de elétrons,
indicando que o sensor AuNPs-CMC/GCE responde adequadamente e
pode ser utilizado em experimentos eletroquimicos.

Com o objetivo de obter mais informagdes com relacdo a
interface eletrodo-solucdo e a resisténcia a transferéncia de carga (Rtc),
foram realizadas também medidas de espectroscopia de impedancia
eletroquimica, nas quais utilizou-se K3;Fe(CN)s como espécie redox. A
Figura 19B mostra os graficos de Nyquist (—Z” vs. Z’) para (a) GCE, (b)
CMC/GCE e (c) AuNPs-CMC/GCE. Os valores de Rtc obtidos foram:
GCE (1516 Q), CMC/GCE (9540 Q) ¢ AuNPs-CMC/GCE (2089 Q).
Observa-se que a deposi¢do do filme de CMC sobre o GCE (Figura
19B-b) provoca um aumento significativo na Rtc devido a baixa
condutividade do filme de CMC. Por outro lado, com a deposicdo do
filme de AuNPs-CMC (Figura 19B-c) uma notavel diminui¢do no valor
de Rtc é observada, podendo ser explicada pela excelente propriedade
condutora das AuNPs. Neste ultimo caso, a Rtc é um pouco maior do
gue para 0 GCE sem modificacdo, pelo fato da CMC também estar
presente no filme modificador (CAMPBELL; COMPTON, 2010; YIN;
QIN, 2013).
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Figura 19. (A) Voltamogramas ciclicos para Ks[Fe(CN)]s 1,0 mmol L™ sobre
GCE/AuUNPs-CMC em KCI 0,5 mol L™ (a) branco, (b-h) v = 10 2 200 mV s *;
(B) Espectroscopia de impedancia eletroquimica para (a) GCE, (b) CMC/GCE e
(c) AuNPs-CMC/GCE.
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4.1.3 Comportamento eletroquimico da catequina sobre diferentes
eletrodos

O comportamento eletroquimico da catequina sobre diferentes
eletrodos foi estudado por voltametria ciclica. Os voltamogramas
ciclicos para catequina 50,0 umol L™ em solucdo tampéo B-R 0,2 mol
L (pH 3,0) sobre cada um dos eletrodos foram obtidos aplicando-se
uma varredura de potencial de 0,0 a +0,8 V seguido da varredura reversa
de +0,8 2 0,0 V, com v = 50,0 mV s %, como mostrado na Figura 20.
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Figura 20. Voltamogramas ciclicos para (a) branco; (b) GCE; (c) CMC/GCE e
(d) AuNPs-CMC/GCE na presenca de catequina 50,0 umol L' em solucéo
tampdo B-R 0,2 mol L™* (pH 3,0), b =50 mV s *.
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Conforme esperado, no voltamograma do AuNPs-CMC/GCE na
auséncia de catequina, nenhum sinal redox foi observado (Figura 20a).
Por outro lado, apds adicdo de catequina, um sinal redox quase-
reversivel foi observado para os trés eletrodos. Sobre 0 GCE os picos de
oxidacdo e de reducdo apresentam potencial de +0,52 e +0,34 V, com
correntes de 0,080 e 0,078 MA, respectivamente (Figura 20b). Este
comportamento foi similar ao ja descrito por outros autores (JANEIRO;
BRETT, 2004). Em outro trabalho, foi demonstrado que o grupo catecol
do anel B (Figura 1) é mais facilmente oxidado que o grupo resorcinol
do anel A. Além disso, os grupos fendlicos do anel B sdo sitios mais
alcalinos (CREN-OLIVE et al., 2002). Dessa forma, o pico anédico é
atribuido a oxidacédo do grupo catecol do anel B, levando a formacéo da
orto-quinona correspondente, via reacdo eletroquimica quase-reversivel
gue envolve a transferéncia de 2,0 mols de prétons e 2,0 mols de
elétrons. O sinal catddico, por sua vez, corresponde a reducdo da orto-
quinona formada na varredura direta. Muitos trabalhos reportam o
mecanismo detalhado para esta reacdo (CREN-OLIVE et al., 2002;
JANEIRO; BRETT, 2004). Sobre o GCE contendo o filme de CMC
(Figura 20c) a separacdo entre os potenciais de pico de oxidacdo e de
reducdo (AEp) sofreu leve diminuigdo, indicando uma pequena melhoria
na reversibilidade da reacdo. Observou-se também um aumento de cerca
de duas vezes nos valores de corrente de pico, que pode ser causado pelo
aumento da concentracdo de catequina sobre a superficie do eletrodo,
devido a maior adsor¢do na CMC. Por fim, avaliando a resposta da
catequina sobre 0 AuNPs-CMC/GCE (Figura 20d), observou-se um
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deslocamento do potencial de pico de oxidagdo para um valor menos
positivo e do potencial de reducdo para um valor mais positivo. O valor
de AEp foi de 70,0 mV, indicando que a reacdo apresenta uma maior
reversibilidade sobre esta superficie. Além disso, os valores de corrente
de pico foram cerca de quatro vezes maiores quando comparados ao
eletrodo sem modificacdo. Considerando que a 4&rea eletroativa
calculada para o sensor AUNPs-CMC/GCE foi apenas duas vezes maior
que para o GCE, o aumento das correntes de pico ndo € atribuido
somente ao aumento de area superficial ativa, mas também devido ao
efeito catalitico das AUNPs-CMC na oxi-reducdo da catequina.

Para investigar a presenca de outros processos redox ampliou-se a
janela de variacdo de potencial para o intervalo de —0,2 a +1,3 V.
Utilizou-se os demais parametros semelhantes aos da Figura 20. Como
anteriormente, nenhum sinal foi observado na auséncia de catequina
(Figura 21a). Na presenca de 50,0 pmol L™ de catequina, (Figura 21b),
dois picos de oxidagdo bem definidos foram observados em +0,52 V
(pico 1) e +0,83 V (pico 2). Dois sinais de reducdo também sdo
aparentes na varredura reversa: o primeiro em +0,80 V e o segundo em
+0,36 V. Uma vez que a reacdo referente ao pico 2 ndo é completamente
reversivel, optou-se por limitar a janela de variacdo de potencial no
intervalo de 0,0 a +0,8 V (Figura 21c) e utilizar a resposta quase-
reversivel correspondente ao pico 1 como sinal analitico para os
experimentos seguintes. Além disso, o produto da reagdo do pico 2
adsorve fortemente sobre o eletrodo, blogueando a superficie e
diminuindo significativamente a resposta em ciclos seguidos. Por outro
lado, usando apenas o sinal do pico 1, ndo se observou adsorcdo do
produto da reacdo sobre a superficie do eletrodo, pois o sinal se manteve
constante quando foram realizados ciclos seguidos. Dessa forma, néo foi
necessario realizar etapa de limpeza do eletrodo entre as medidas.
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Figura 21. Voltamogramas ciclicos sobre 0 AUNPs-CMC/GCE em (a) branco;
(b e c) catequina 50,0 pmol L ™" em solucéo tampéo B-R 0,2 mol L™* (pH 3,0), v
=50mVs
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4.1.4 Efeito da velocidade de varredura

Voltamogramas ciclicos para catequina 50,0 pmol L™ foram
obtidos em diferentes velocidades de varredura (10 a 350 mV s %) em
solucdo tampdo fosfato 0,2 mol L™ (pH 2,0), sobre o AuNPs-
CMC/GCE. As curvas obtidas estdo apresentadas na Figura 22A.



80

Figura 22. (A) Voltamogramas ciclicos para catequina 50,0 pmol L™ sobre o
AuNPs-CMC/GCE em solugéo tampao fosfato 0,2 mol L™ (pH 2,0) (a) branco;
(b-k) v = 10 2350 mV s; (B) gréfico log i, vs. log v.
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As correntes dos picos de oxidacdo e redugdo aumentaram
linearmente com a raiz quadrada da velocidade de varredura (v*?)
(gréfico ndo mostrado), indicando que as reacBes de oxidacdo e de
reducdo sdo processos controlados por difusdo. O valor do coeficiente
angular do gréfico log i, versus log v (Figura 22B) foi de 0,64 para a
oxidagdo e —0,71 para a reducdo, confirmando, pelos valores
encontrados na literatura, que a etapa limitante da velocidade da reagdo
é de fato a difusdo, mas ocorre também uma pequena contribuicdo da
etapa de adsorcdo (BARD; FAULKNER, 2001).
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4.1.5 Influéncia do pH, da natureza e da concentragdo do eletrélito
suporte

A influéncia da natureza e do pH do eletrdlito suporte sobre a
resposta eletroquimica da catequina também foi investigada.
Primeiramente as respostas de corrente e potencial de pico foram
avaliadas no intervalo de pH de 1,0 a 12,0, utilizando solugdo tampé&o
B-R 0,2 mol L ™!, com pH ajustado previamente. Os voltamogramas
obtidos para catequina 50,0 pumol L~ sobre 0 AuNPs-CMC/GCE em
cada um dos pHs séo apresentados na Figura 23.

Figura 23. Voltamogramas ciclicos para catequina 50,0 pmol L™ sobre o
AuNPs-CMC/GCE em solugdo tampo B-R 0,2 mol L™ (A) pH 1,0 a 4,0; (B)
pH5,0a8,0; (C)pH9,0a12,0,0=50mV s
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A Figura 24A mostra mais claramente como as correntes de pico
variam em funcdo do pH do eletrélito suporte. Observou-se que 0s
maiores valores de correntes de pico de oxidacdo e de reducdo foram
obtidos em pHs mais &cidos. Selecionou-se os pH 2,0, 3,0 e 4,0 para
realizar a otimizacdo da natureza do eletrdlito. Além disso, os potenciais
de pico de oxidagéo e de reducdo (E,, e E,) deslocaram-se linearmente
para valores menos positivos com o aumento do pH, conforme ilustra a
Figura 24B. O coeficiente angular do grafico E, vs. pH foi de —47,0 mV
pH ! para a oxidagdo e —46,0 mV pH * para a reducéo. Tais valores s&o
consistentes com o0 mecanismo da reacdo descrito na literatura (Figura
25), o qual propdem a transferéncia de 2,0 mols de prétons e 2,0 mols de
elétrons. Resultados similares para o comportamento da catequina em
solugbes com pH entre 2,0 e 12,0 também ja foram descritos na
literatura (JANEIRO; BRETT, 2004; YANG et al., 2009).
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Figura 24. Variagcdo (A) da corrente de pico anddica e catddica e (B) dos
potenciais de pico de oxidacdo e de reducdo em fungdo do pH do eletrélito
suporte; demais parametros semelhantes a figura anterior.
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Figura 25. Mecanismo de oxidagdo da catequina.
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Fonte: JANEIRO; BRETT, 2004.

Cinco diferentes solucBes tampéo foram testadas como eletrolitos
suporte nos pH 2,0, 3,0 e 4,0. A escolha do eletrélito adequado para
cada pH foi baseada na faixa tamponante de cada uma das solugdes
tampao. Todas as solucdes estavam na concentragdo de 0,2 mol L. A
Figura 26 apresenta os voltamogramas para a catequina em cada um dos
eletrdlitos e pH.
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Figura 26. Voltamogramas ciclicos para catequina 50,0 pmol L™ sobre o
AUNPs-CMC/GCE em (A) pH 2,0; (B) pH 3,0 e (C) pH 4,0. Sendo: a — B-R, b—
fosfato, ¢ — Clark-Lubs, d —Mcllvaine e e — acetato; v =50 mV s .
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Os valores de correntes de pico de oxidacdo e reducdo dos
voltamogramas da Figura 26 sdo apresentados nos graficos de barras da
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Figura 27, para uma melhor visualizagdo. Observa-se que os melhores
valores sdo obtidos nas solugbes tampdo fosfato e Clark-Lubs, ambos
em pH 2,0. Por outro lado, avaliando-se os potenciais de picos anddico e
catodico observou-se que na solucdo tampéo fosfato o sistema apresenta
maior reversibilidade (menor AEp). Assim, o eletr6lito suporte
selecionado para as analises posteriores foi solu¢do tampdo fosfato em
pH 2,0.

Figura 27. Respostas (A) de corrente anddica e (B) de corrente catddica em
funcdo do pH e da natureza do eletrolito suporte; a — B-R, b — fosfato, ¢ — Clark-
Lubs, d — Mcllvaine e e — acetato, n = 3.
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Um ultimo estudo com relagéo ao eletrolito suporte foi realizado
a fim de avaliar a influéncia da concentracdo do eletrélito suporte (ES)
sobre a resposta do detector. A faixa investigada foi de 0,05 a 0,25 mol
L~* (Figura 28). No entanto, ndo se observou alteragdo significativa nos
valores de correntes de pico para a resposta redox da catequina. Sendo
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assim, optou-se por continuar utilizando nos estudos posteriores 0
tampéo fosfato na concentragdo de 0,2 mol L2,

Figura 28. (A) Voltamogramas ciclicos para catequina 50,0 pmol L™ sobre o
AuNPs-CMC/GCE em diferentes concentragdes de solucdo tampdo fosfato pH
2,0: 0,05, 0,10, 0,15, 0,20 e 0,25 mol L™*; (B) Respostas de correntes anddica e
catodica em fungdo da concentragdo do eletrélito suporte, n = 3.
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4.1.6 Escolha da técnica e otimizacao dos parametros experimentais

Foram investigadas diferentes técnicas eletroanaliticas com o
objetivo de avaliar a magnitude do sinal eletroanalitico na oxidagao-
redugdo da catequina. Avaliou-se as respostas das voltametrias linear
(LSV), de pulso diferencial (DPV) e de onda quadrada (SWV). Os
parametros de cada técnica foram ajustados de modo a se obter a mesma
velocidade de varredura durante todas as medidas.
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Na Figura 29 sdo mostrados os voltamogramas obtidos utilizando
as trés técnicas. Observa-se que o voltamograma da curva ¢ (SWV)
fornece maior resposta, pois apresenta maior valor de corrente de pico
para uma mesma concentracdo de catequina, quando comparado as
demais técnicas. Este resultado era esperado, pois as técnicas de DPV e
LSV nesse caso fornecem s os valores de correntes de oxidagdo, uma
vez que a variacdo de potencial é feita apenas no sentido positivo,
enquanto que a corrente resultante obtida na SWV é a diferenca das
correntes de oxidacdo e de reducdo e, como estas possuem sinais
opostos, a corrente resultante sera sempre maior que os valores de iy, €
ipc separados (SOUZA; MACHADO; AVACA, 2003). Nesse caso da
catequina, como 0 processo € quase-reversivel e ocorrem as duas
reacOes (oxidacdo e reducdo) este efeito é observado. Dessa forma, a
etapa seguinte de otimizacdo da metodologia foi direcionada para o uso
da SWV como técnica eletroanalitica.

Figura 29. Voltamogramas para catequina 50,0 pmol L™ em solugdo tampéo
fosfato 0,2 mol L™ (pH 2,0) sobre o AuNPs-CMC/GCE: (a) LSV, (b) DPV e (c)
SWV, v =100 mVs™
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Em seguida foi realizada a otimizacdo dos parametros
experimentais da técnica de SWV. Esse procedimento é de extrema
importancia para se obter um maior valor de corrente resultante, o que
implica no aumento da sensibilidade da metodologia. Dessa forma,
foram avaliadas as respostas de corrente resultante mediante a variagao
da frequéncia de pulso (f), incremento de potencial (AEs) e amplitude de
pulso (a). Para a escolha da condicéo ideal de trabalho, observou-se o
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perfil voltamétrico que exibisse o melhor compromisso entre a
intensidade de corrente resultante e a resolucéo dos picos.

O estudo para otimizacdo dos parametros da SWV foi realizado
em triplicata numa solucdo de catequina 1,0 pmol L™ em solucio
tampéo fosfato 0,2 mol L™ (pH 2,0). Os intervalos estudados foram: f =
10 a 100 Hz; a =10 a 100 mV e AEs = 2 a 10 mV. Os voltamogramas
de uma das replicatas e as varia¢fes das respostas de corrente resultante
em funcdo dos valores de f, a e AEs s@o mostradas nas Figura 30 a 32.
Os valores destacados com uma seta correspondem aos escolhidos para
0s experimentos posteriores, foram eles: f =80 Hz, a = 100 mV e AEs =
5mV.

Figura 30. (A) Voltamogramas de onda quadrada (a-k: f = 10 a 100 Hz); (B)
dependéncia da corrente resultante com a variacdo da frequéncia (a = 50 mV e
AEs = 5 mV) para catequina 1,0 pmol L™ em solucéo tampao fosfato 0,2 mol
L™ (pH 2,0), n = 3.
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Figura 31. (A) Voltamogramas de onda quadrada (a-k: a = 10 a 100 mV); (B)
dependéncia da corrente resultante com a variagdo da amplitude (f = 80 Hz e
AEs = 5 mV) para catequina 1,0 pmol L™ em solucéo tampéao fosfato 0,2 mol
L™ (pH 2,0), n = 3.
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Figura 32. (A) Voltamogramas de onda quadrada (a-j: AEs = 2 a 10 mV); (B)
dependéncia da corrente resultante com a variagdo do incremento (f =80 Hze a
=100 mV) para catequina 1,0 umol L™ em solugéo tampao fosfato 0,2 mol L™
(pH 2,0), n = 3.
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4.1.7 Curva de calibracao e caracteristicas analiticas

Empregando as condicfes experimentais otimizadas, a curva de
calibracéo foi obtida mediante adi¢Ges de diferentes aliquotas de solucédo
padrdo de catequina a solucdo do eletrélito suporte. A Figura 33A
mostra 0s voltamogramas de onda quadrada para diferentes
concentracbes de catequina. E observado um pico bem definido em
+0,48 V, cuja intensidade de corrente aumenta proporcionalmente com o
aumento da concentracdo de catequina no intervalo de 0,3 umol L™ a
10,0 umol L™, com coeficiente de determinagdo de 0,997 (Figura 33B).
Para concentracdes maiores que 10,0 pmol L' ndo foi observado
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aumento significativo da resposta, indicando que ocorre a saturagdo da
superficie do eletrodo acima desta concentracao.

As caracteristicas analiticas extraidas da curva de calibracdo sdo
apresentadas na Tabela 3. A curva de calibragdo pode ser expressa de
acordo com a equacdo i (MA) = 2,18 + 2,67 [catequina] / pmol L. Os
limites de deteccdo (LD) e quantificacdo (LQ) foram calculados
utilizando as seguintes expressdes, que correspondem ao nivel de
confianca de 99%: LD = 3,3 DP/a e LQ = 10 DP/a, onde DP
corresponde ao desvio padrdo do coeficiente linear e a é o coeficiente
angular da reta. Os valores obtidos para LD e LQ foram 0,274 e 0,831
pmol L™, respectivamente.

Figura 33. (A) Voltamogramas de onda quadrada para diferentes concentragdes
de catequina: (a) branco (b) 0,3, (c) 0,5, (d) 0,7, (e) 1,0, (f) 2,0, (g) 3,0, (h) 4,0,
(i) 5,0, (j) 6,0, (k) 7,0, (I) 8,0, (m) 9,0 e (n) 10,0 umol L™ sobre 0 AuNPs-
CMC/GCE em solucéo tampéo fosfato 0,2 mol L™ (pH 2,0); f = 80 Hz, a = 100
mV e AEs =5 mV; (B) Curva de calibragdo para a catequina, n = 5.
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Para fins de comparacdo, foram obtidas também curvas de
calibracdo para a catequina usando um eletrodo de carbono vitreo ndo
modificado (Figura 34) e um eletrodo de ouro (Figura 35), nas mesmas
condi¢des usadas na Figura 33. As caracteristicas analiticas destas duas
curvas de calibracdo também foram resumidas na Tabela 3.

Figura 34. (A) Voltamogramas de onda quadrada para diferentes concentragfes
de catequina: (a) branco (b) 1,0, (c) 2,0, (d) 3,0, (e) 4,0, (f) 5,0, (g) 6,0, (h) 7,0,
(i) 8,0, (j) 9,0 e (k) 10,0 umol L™, sobre GCE em solugdo tampéo fosfato 0,2
mol L™ (pH 2,0); f = 80 Hz, a = 100 mV e AEs = 5 mV; (B) Curva de
calibragdo, n = 5.
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Figura 35. (A) Voltamogramas de onda quadrada para diferentes concentragdes
de catequina: (a) branco (b) 1,0, (c) 2,0, (d) 3,0, (e) 4,0, (f) 5,0, (g) 6,0, (h) 7,0,
(i) 8,0, (j) 9,0 e (k) 10,0 umol L™, sobre eletrodo de ouro em solugdo tampéo
fosfato 0,2 mol L™ (pH 2,0); f = 80 Hz, a = 100 mV e AEs =5 mV; (B) Curva
de calibragdo, n = 5.
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A equacdo de regressdo linear obtida utilizando o GCE sem
modificacdo foi: i (MA) = 2,07 [catequina] — 2,23. A equacdo de
regressdo linear obtida usando o eletrodo de ouro foi: i (MA) = 1,4
[catequina] — 1,7. Os valores LD e LQ obtidos com o GCE foram 0,67 e
2,04 umol LY respectivamente, e para o eletrodo de ouro, os valores
correspondentes foram: LD = 0,90 umol L * ¢ LQ = 2,8 umol L . Estes
resultados indicam que o AuNPs-CMC/GCE ¢ de fato mais sensivel do
gue o GCE e também do que o eletrodo de ouro em relacdo a deteccéo
eletroquimica de catequina.
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Tabela 3. Pardmetros analiticos das curvas de calibracdo para catequina usando
diferentes detectores.

R . AuNPs-

Parametro analitico CMC/GCE GCE Au
Potencial de pico (V) 0,48 0,52 0,54
Faixa linear (umol L ™) 0,3-100 1,0-10,0 1,0-100
Coeficiente de determinagéo (R?) 0,997 0,993 0,991
Coeficiente angular (A L mol™) 2,670 2,07 1,40
Desvio  padrdo  coeficiente
Coeficiente linear (LA) 2,177 -2,23 -1,70
Deswo padrdo do coeficiente 0,222 0,419 0,399
linear (LA)

Limite de deteccdo (umol L% 0,274 0,67 0,94
Lijnite de quantificagdo (umol 0,831 2,04 2,86
iepetlbllldade de i (intradia) (%) 2.36 - o

ibili 1 (i 1 0,

iepetlbllldade de i (interdia) (%) 3,79 o o

% Desvio padrdo relativo
®h=5

4.1.8 Repetibilidade e estabilidade

A repetibilidade da resposta de corrente resultante obtida com o
AUNPs-CMC/GCE foi estimada em solugdo tampéo fosfato 0,2 mol L™
(pH 2,0) contendo catequina na concentracéo de 5,0 umol L™, usando
as condigBes otimizadas. O desvio padréo relativo (DPR) dos valores de
corrente resultante de medidas realizadas no mesmo dia, com 0 mesmo
filme (repetibilidade intradia) foi de 2,4% (n = 5), 0 que significa uma
boa precisdo entre as respostas obtidas com o sensor. A repetibilidade
interdia da resposta do sensor foi avaliada através de cinco medidas em
dias consecutivos, sendo renovado o filme a cada dia. Utilizaram-se as
mesmas condigdes experimentais anteriores € um DPR de 3,8% foi
obtido (n = 5). A dispersdo de AuNPs-CMC foi mantida sob
refrigeracdo (~5 °C) por cerca de 4 meses. Durante esse periodo, novos
filmes foram preparados com a mesma dispersdo. O DPR da resposta
analitica (corrente resultante) para a catequina 5,0 umol L™ usando
diferentes filmes foi menor que 7,0%, indicando a boa repetibilidade do
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filme de AuNPs-CMC. Assim, é possivel afirmar que o sensor AuNPs-
CMC/GCE tem grande potencial para ser aplicado na quantificacdo de
catequina com excelentes valores de repetibilidade. A aplicacéo
analitica do sensor foi efetuada e os resultados obtidos séo apresentados
no tépico a sequir.

4.1.9 Aplicacgao analitica do AUNPs-CMC/GCE

Com o objetivo de testar a aplicabilidade do método proposto,
utilizou-se o sensor AuNPs-CMC/GCE para quantificar taninos
condensados em trés diferentes amostras de extratos de plantas. As
solucdes das amostras foram preparadas conforme descrito na Segéo 3.1
e diluidas para concentragdes compativeis com a faixa de trabalho da
curva de calibragdo. As Figura 36 A, B e C mostram os voltamogramas
de onda quadrada para as amostras A, B e C, respectivamente. As curvas
(a) representam a resposta do eletrélito suporte, as curvas (b) sdo as
respostas das amostras de taninos e as demais curvas (c-g) representam
sucessivas adi¢Ges de solucdo padrdo de catequina. Os voltamogramas
das trés amostras exibem um pico bem definido em aproximadamente
+0,48 V, o qual aumenta linearmente com o aumento da concentracdo
de catequina. As Figura 36 D, E e F mostram a curva de calibragio da
catequina (em preto) e as curvas de adicdo de padrdo (em vermelho)
para cada amostra. As equacles de regressao linear para as curvas de
adicdo de padrao foram: amostra A (i = 2,52[tanino]+5,23); amostra B (i
= 2,91[tanino]+4,09) e amostra C (i = 2,44[tanino]+7,34), onde i é a
corrente de pico (MA) e [tanino] é a concentragéo de taninos (umol LY.
Pode ser observado que para as trés amostras o coeficiente angular da
curva de adicdo de padrdo é muito semelhante ao coeficiente angular da
curva de calibracdo, indicando que nesses casos ndo houve efeito de
matriz na determinacdo dos taninos nas amostras complexas.
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Figura 36. (A, B e C) Voltamogramas de onda quadrada para as amostras A, B
e C, respectivamente, sendo (a) brancos, (b) amostras e (c-g) sucessivas adi¢oes
de solucdo padréo de catequina. (D, E e F) curvas de calibracdo (em preto) e
curvas de adi¢do de padrdo (em vermelho) para as trés amostras.
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Todas as determinacfes foram realizadas em ftriplicata e a
concentragdo de taninos condensados encontrada em cada amostra esta
apresentada na Tabela 4, bem como os valores obtidos utilizando o
método comparativo de Folin-Ciocalteu. Os valores obtidos pelas duas
metodologias s8o bastante préximos, revelando a exatiddo dos
resultados obtidos usando o sensor AUNPs-CMC/GCE.
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Tabela 4. Determinagdo de taninos em extratos de plantas.

Taninos (umol L™)

Amostra - . - —— ER (%)°
Meétodo proposto Meétodo comparativo
A 2,12 +0,05 2,20+£0,04 -3,63
B 1,36 + 0,09 1,44 £0,07 —5,55
C 2,97 +0,08 2,86 £ 0,08 3,84
“n=3.

® Erro relativo = [(método proposto — método comparativo)/método
comparativo] x 100.

A precisdo dos dados obtidos foi avaliada aplicando o teste F.
Para as trés amostras, o valor de F obtido para a determinacdo dos
taninos condensados usando os dois métodos foi menor que o valor de F
tedrico (19,0) para o nivel de confianca de 95%, indicando que ndo ha
diferenca significativa entre a precisdo dos dados obtidos pelos dois
métodos.

A exatiddo das respostas fornecidas pelo sensor AUNPs-
CMC/GCE para a determinacdo de taninos condensados foi avaliada de
duas maneiras: através de experimentos de adicdo e recuperagdo e
também por comparacdo dos dados obtidos com os fornecidos pelo
método comparativo. As recuperacdes de adicdes de solucdo estoque de
catequina variaram no intervalo de 97,8 a 113,8% para a amostra A,
entre 90,0 e 114,3% para a amostra B e entre 95,1 e 115,0% para a
amostra C (conforme pode ser observado na Tabela 5). Esses resultados
indicam que o sensor proposto é adequado para tais aplicagdes. As
concentraces de taninos obtidas foram também comparadas com os
valores fornecidos pelo método de Folin-Ciocalteu. O teste t pareado foi
aplicado para essa finalidade. O valor de t calculado (3,86) foi menor
que o valor de t tedrico (4,30) para o nivel de confianca de 95%,
indicando que ndo ha diferenca significativa entre os dados obtidos
pelos métodos eletroquimico e colorimétrico.



99

Tabela 5. Recuperagdo de catequina em amostras de taninos usando o eletrodo
proposto.

Catequina (umol L™)

Amostra Adicionada  Recuperada % Recuperagéo®

2,00 2,17 108,5

4,00 4,55 1138

A 6,00 5,87 97,8
8,00 7,85 98,1

10,00 9,94 99,4

2,0 1,80 90,0

4,0 4,57 114,3

B 6,0 5,75 95,8
8,0 7,63 95,4

10,0 10,26 102,6

2,0 1,96 98,0

4,0 4,60 115,0

C 6,0 5,83 97,2
8,0 7,61 95,1

10,0 10,26 102,6

Recuperagdo = (valor recuperado/valor adicionado) x 100.

Apos investigar a aplicacdo e comprovar o 6timo desempenho do
AuUNPs-CMC/GCE para a quantificagdo de taninos condensados nas
amostras dos extratos vegetais, 0 mesmo ndo foi testado em amostras
com outros compostos que poderiam interferir nos resultados obtidos,
ou ainda huma mistura de taninos condensados e hidrolisaveis. Por outro
lado, para estudar a deteccdo eletroanalitica de taninos hidrolisaveis
optou-se por preparar um segundo EQM, o qual foi empregado somente
na determinacdo de &cido tanico em amostras de cervejas. A sua
preparacdo, caracterizacdo e aplicagdo estdo descritos nos subitens a
seguir.
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4.2 Estudos com taninos hidrolisaveis

Nesta parte do trabalho, o objetivo foi estudar a contribui¢do do
polimero PEG na modificacdo de um eletrodo de pasta de carbono. Foi
avaliada a sensibilidade do sensor modificado, quando aplicado para a
determinacdo do acido tanico, que foi utilizado como composto modelo
para taninos hidrolisaveis. Como descrito anteriormente, o polimero
PEG apresenta forte interagdo com moléculas de taninos, e assim o
objetivo foi promover maior interacdo das moléculas de &cido tanico
com a superficie do eletrodo solido, resultando no aumento da
intensidade do sinal analitico obtido.

4.2.1 Caracterizagdo morfoldgica e eletroquimica dos eletrodos

As morfologias do CPE e do PEG/CPE foram estudadas pela
técnica de microscopia eletronica de varredura com emissdo em campo
(SEM-FEG). A Figura 37 mostra as micrografias da superficie sem
modificacdo (imagem A) e com 10% (m/m) de PEG (imagem B).
Observa-se que o CPE sem modificacdo exibe as folhas de grafite
dispersas de maneira irregular. O tamanho médio das folhas de grafite
foi estimado na escala de micrémetros. Na imagem B, as folhas de
grafite apareceram completamente envolvidas pelo PEG, indicando a
presenga do polimero modificador entre as camadas grafiticas em toda a
extensdo da amostra. Nesse caso, presume-se que o PEG pode
desempenhar o papel de facilitador na transferéncia de elétrons entre as
camadas de grafite e assim melhorar a transferéncia eletronica sobre o
dispositivo.
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Figura 37. Mlcrograflas de SEM FEG para (A) CPE e (B) PEG/CPE.

A caracterizacdo eletroquimica da superficie do PEG/CPE foi
realizada utilizando voltametria ciclica e espectroscopia de impedancia
eletroquimica. A Figura 38A mostra os voltamogramas ciclicos para
Ks[Fe(CN)s] 1,0 mmol L™ sobre a superficie do CPE (curva a) e do
PEG/CPE (curva b), ambas as medidas foram realizadas em KCI 0,5
mol L ™! a uma velocidade de variagdo de potencial de 50 mV s . Sobre
0s dois eletrodos, observa-se um par redox bem definido, com
potenciais de oxidacdo e de reducdo em aproximadamente 0,32 e 0,13
V, respectivamente. Como pode ser observado claramente nos
voltamogramas, quando o PEG ¢é adicionado a matriz de grafite, hd um
aumento consideravel nas correntes de pico para o par redox
[Fe(CN)s]**". H& também um aumento na corrente capacitiva e na
largura dos picos em comparagdo com o eletrodo sem modificagdo. Tais
mudancas na resposta voltamétrica obtida sobre o eletrodo modificado
foram atribuidas & maior capacidade de adsorcdo dos fons [Fe(CN)e]> "+
sobre o eletrodo e a maior facilidade de transferéncia de elétrons entre as
camadas do grafite, ambas as propriedades proporcionadas pela
presenca do polimero.

Os eletrodos também foram submetidos a medidas de
espectroscopia de impedancia eletroquimica (EIS) em frequéncias entre
0,1 Hz e 50 kHz em potencial de circuito aberto, para avaliar a
resisténcia a transferéncia de carga interfacial (Rtc). Os diagramas de
Nyquist para os dois eletrodos sdo apresentadas na Figura 38B. A
analise das curvas revelou uma diferenga significativa na Rtc
apresentada pelos dois eletrodos. Os dados das curvas foram analisados
segundo o circuito equivalente de Randles (inserido na Figura 38B)
onde R2 e CPEL1 so a impedancia da transferéncia de carga faradaica na
interface eletrodo-solucdo (Rtc) e a capacitancia paralela da dupla
camada elétrica, respectivamente. R1 € a resisténcia 6hmica da solucéo
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do eletrélito, ao passo que a regido linear corresponde a impedancia de
Warburg (W1) na regido de baixa frequéncia (AL-ZAHRANI et al.,
2016).

O semicirculo claramente menor para 0 PEG/CPE em frequéncias
mais altas indica a reducéo significativa no valor de Rtc do CPE apds a
inser¢do de PEG na matriz. Os valores de Rtc calculados para CPE e
PEG/CPE foram 9,50 e 2,95 kQ, respectivamente. Pode-se antecipar que
0 PEG atua como facilitador na transferéncia de elétrons entre as
camadas de grafite. Além disso, a reducdo consideravel no valor de Rtc
também explica a incorporacdo bem sucedida de PEG na matriz
grafitica, corroborando com as imagens de microscopia.

Figura 38. (A) Voltamogramas ciclicos para K;[Fe(CN)g] sobre (a) CPE e (b)
PEG/CPE em KCI 0,5 mol L™, v = 50 mV s *. (B) Diagramas de Nyquist para
(a) CPE e (b) PEG/CPE.
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A éarea eletroativa dos eletrodos de pasta de carbono foi estimada
com o objetivo de avaliar a contribuicdo da modificagdo com o PEG
sobre area superficial final do eletrodo. Utilizou-se a técnica de
voltametria ciclica e uma solugo de Ks[Fe(CN)s] 1,0 mmol L™ em KClI
0,5 mol L™ . Os voltamogramas do KzFe(CN)g obtidos em diferentes
velocidades de varredura sobre 0 PEG/CPE e o CPE sdo mostrados na
Figura 39A e Figura 40A, respectivamente. De acordo com a equacgéo de
Randles-Sevcik (Equacdo 2, pagina 74), as areas eletroativas foram
calculadas a partir dos coeficientes angulares dos graficos de i versus
vY2 (Figura 39B e Figura 40B).

Figura 39. (A) Voltamogramas ciclicos para Ks[Fe(CN)e] 1,0 mmol L' em
KCl 0,5 mol L™ (pH 7,0) sobre PEG/CPE, (a - g) = v = 10 a 300 mV s *; (B)
Gréfico de i vs. v
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Figura 40. (A) Voltamogramas ciclicos para Ks[Fe(CN)e] 1,0 mmol L™ em
KCl1 0,5 mol L™* (pH 7,0) sobre CPE, (a- g) =v = 10 a 300 mV s *; (B) Gréafico
deivs. v
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Os valores obtidos para as areas eletroativas foram de 0,0054 e
0,0048 cm?, para 0 CPE e o PEG/CPE, respectivamente. Estes valores
demonstram que a modificagdo com PEG ndo promove alteracdo
significativa na area eletroativa do eletrodo.

4.2.2 Comportamento eletroquimico do &cido ténico sobre diferentes
eletrodos

A resposta eletroquimica do &cido tanico foi inicialmente
estudada em solugdo tampdo B-R 0,2 mol L' (pH 5,0). Os
voltamogramas ciclicos para o &cido tanico sobre diferentes eletrodos
sdo apresentados na Figura 41A. O potencial foi aplicado de 0,1a 0,7 V,
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retornando em seguida para 0,1 V. Como pode ser observado, nenhum
processo redox é observado na auséncia de 4cido tanico (curva a). Sobre
0 CPE (curva b), o 4cido tanico exibiu, na varredura direta, um sinal de
oxidacdo préximo de 0,4 V com intensidade de corrente de 0,26 pA. No
entanto, sobre o PEG/CPE, a corrente de pico de oxidacdo apresentou
um aumento significativo de 3,5 vezes (0,96 pA). Na varredura reversa,
ndo houve sinal de reducdo para ambos os eletrodos, indicando que a
reacdo do acido tanico € um processo irreversivel nessas condicdes, 0
gue é consistente com dados ja publicados na literatura. O aumento de
corrente para a oxidacao do acido tanico no PEG-CPE é atribuido a boa
capacidade de adsor¢do exibida pelo PEG, que proporciona que mais
moléculas de &cido tanico sejam adsorvidas na superficie do eletrodo e
dessa forma ocorra um aumento na corrente de oxidagcdo. O mecanismo
redox do 4cido tanico foi descrito por alguns autores e consiste na
oxidacdo irreversivel de um ou mais grupos —OH presentes na sua
estrutura (WAN et al., 2007; VU et al., 2013; VU et al., 2015).

Além disso, foi preparado também um eletrodo de pasta de
carbono modificado com a mesma propor¢do de PEG juntamente com
nanoparticulas de FezO4 A resposta para o acido tanico sobre esse
eletrodo esta apresentada na curva ¢, na qual se observa um pequeno
aumento na corrente de oxidacdo em relacdo ao eletrodo sem
modificagdo. Aumento este muito aquém do obtido com o eletrodo
contendo somente PEG, o que ndo justifica a utilizacdo das
nanoparticulas de FesO4 neste trabalho. Esse resultado pode ser
explicado pelo fato do FezO4 ser um material com conditividade elétrica
mais baixa (10°— 10° S cm %) quando comparado ao grafite (10— 10° S
cmY), dificultando nesse caso, a transferéncia eletrénica sobre a
superficie do eletrodo (CORNELL; SCHWERTMANN, 2003;
PAVOSKI, 2014).
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Figura 41. (A) Voltamogramas ciclicos para 4cido tanico 10,0 pmol L™ sobre
diferentes eletrodos: (a) branco, (b) CPE, (c) PEG-Fe;0,/CPE e (d) PEG/CPE,
em solugdo tampdo B-R 0,2 mol L™ (pH 5,0), v = 50 mV s . (B) Respostas de
corrente anddica do acido tanico para cada um dos eletrodos.
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A Figura 42 ilustra a interagdo das moléculas de &cido tanico com
a superficie do PEG/CPE, destacando as ligagdes de hidrogénio entre os
grupamentos —OH do tanino e as moléculas de PEG, presentes na
composicdo do eletrodo. Essa forte interacdo, como descrito
anteriormente, é responsavel pelo consideravel aumento do sinal
analitico, justificando assim o uso desse polimero como agente
modificador durante a preparacéo da pasta de carbono.
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Figura 42. Representacdo esquem@tica da interacdo do &cido tanico com a

superficie do PEG/CPE.
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Ao realizar ciclos voltamétricos sucessivos sobre o PEG/CPE,
observou-se que as correntes anddicas para uma mesma concentracao de
acido tanico diminuem significativamente com o aumento do nimero de
ciclos, conforme mostrado na Figura 43, a qual apresenta 0s
voltamogramas de dois ciclos seguidos. Essa supressdo do sinal
analitico ocorre porque o produto da oxidacdo formado na varredura
direta bloqueia parte da superficie do eletrodo, impedindo dessa forma
gue, no ciclo seguinte, as moléculas de acido tanico que se encontram
em solucdo consigam adsorver na superficie do eletrodo para sofrer a
transferéncia eletronica. Comportamento semelhante ja foi apontado por
outros autores que também estudaram a oxidacdo do acido tanico (XU,
2009). Dessa forma, apenas o primeiro ciclo voltamétrico foi utilizado
em todos os estudos seguintes.
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Figura 43. Voltamogramas ciclicos para acido tanico 10,0 pmol L™ sobre o
PEG/CPE em solug&o tampéo B-R 0,2 mol L ™! (pH 5,0), v = 50 mV s *, sendo
(a) 1°ciclo e (b) 2°ciclo.
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4.2.3 Otimizacao dos parametros experimentais

A seguir serdo descritos detalnadamente todos os parametros
experimentais que foram otimizados para o desenvolvimento de uma
metodologia para aplicagio do PEG/CPE na determinagdo
eletroanalitica de acido tanico.

4.2.3.1 Proporcéo de PEG

Para avaliar o efeito da quantidade de polimero modificador na
resposta eletroquimica do acido tanico, foram preparados eletrodos de
pasta de carbono com diferentes percentagens de PEG, a saber: 5, 10,
15, 20 e 25% (m/m). O estudo foi realizado em triplicata utilizando
voltametria ciclica e as curvas obtidas para uma replicata estdo
apresentadas na Figura 44A. O gréfico da Figura 44B mostra mais
claramente os valores médios de corrente de oxidagdo para o &cido
tanico 10,0 pmol L sobre os eletrodos com diferentes porcentagens de
PEG. A partir dos resultados, observou-se que o melhor perfil
voltamétrico associado a maior corrente de pico anodico é obtido
utilizando o CPE modificado com 10% de PEG. Acima dessas
porcentagens, a corrente capacitiva aumenta significativamente, o que é
atribuido a baixa condutividade do polimero. Assim, o CPE com 10% de
PEG foi selecionado para a otimizacdo da metodologia analitica.
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Figura 44. (A) Voltamogramas ciclicos para 4cido tanico 10,0 umol L™ em
solucdo tampdo B-R 0,2 mol L' (pH 5,0) sobre o CPE modificado com
diferentes proporcdes de PEG: (a, b, ¢, d, e, f) = 0, 5, 10, 15, 20, 25% de PEG,
respectivamente. (B) Resposta de corrente anddica para o &cido tanico em
funcdo da quantidade de PEG, n = 3.
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4.2.3.2 Natureza e pH do eletrélito suporte

A escolha do eletrélito suporte e do pH séo fatores importantes
nas analises eletroanaliticas, visto que o comportamento eletroquimico
das moléculas estudadas pode ser influenciado pelas demais espécies do
meio em que se encontra (AGOSTINHO et al., 2004). Dessa forma,
inicialmente foi investigada a influéncia do pH do eletrélito sobre a
resposta do 4cido tanico 10,0 pmol L. Para isso, foi utilizada solugo
tampdo B-R com valores de pH ajustados com solugbes de HCI ou
NaOH (0,5 mol Lfl) em valores de 1,0 a 12,0. A Figura 45 mostra nos
grafico A e B os voltamogramas ciclicos para o &cido tanico 10,0 umol
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L' sobre o PEG/CPE em solugo tampéo B-R com diferentes valores de
pH. As medidas foram realizadas no intervalo de potencial de 0,1 a 0,9
V, parapH de 1,0 24,0 e —0,2 a 0,7 V, para pH de 5,0 a 8,0. Em valores
de pH superiores a 8,0 nenhum sinal redox foi observado e por isso
optou-se por ndo apresentar as curvas obtidas.

A Figura 45C apresenta os valores de potencial de pico de
oxidacdo e de corrente de pico anddico em funcéo do pH do eletrélito
suporte. Nota-se que o potencial de pico de oxidacéo (Ey,) desloca-se
com o aumento do pH da solugdo para valores menos positivos (Figura
45C, curva a). O valor do coeficiente angular da reta obtida (—59,4 mV
pH?) é muito préximo ao valor caracteristico para processos que
envolvem o mesmo namero de prétons e elétrons, o qual é dito como
—59,2mV pH ' (BARD; FAULKNER, 2001).

O pH do eletrélito também exerce forte influéncia sobre a
corrente de pico anddico (i) do acido tanico, como pode ser observado
na curva b da Figura 45C. Observa-se um comportamento crescente dos
valores de iy, do pH 2,0 até pH 5,0 e em meios com pH acima de 5,0
ocorre um decréscimo consideravel nas respostas de corrente. Sendo
assim, por apresentar os maiores valores de iy, aliados a voltamogramas
com boa defini¢do, os valores de pH 4,0 e 5,0 foram escolhidos para
serem utilizados no estudo seguinte.
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Figura 45. Voltamogramas ciclicos para acido tanico 10,0 pmol L™ sobre o
PEG/CPE em solugdo tamp&o B-R 0,2 mol L™ (A) pH 1,0 a 4,0; (B) pH 5,0 a
8,0, v =50 mV s (C) Respostas de potencial (a) e de corrente (b) de pico de
oxidacdo em funcéo do pH do eletrélito suporte.
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Em seguida, a influéncia da composi¢do do eletrélito suporte
sobre a resposta eletroquimica do &cido tanico também foi estudada.
Para isso utilizou-se trés solugdes diferentes: tampdo B-R
(H3BO3/CH3COOH/H3POy,), tampdo acetato (CH3;COOH/CH3;COONa)
e tampédo Mcllvaine (Na,HPO,/CsHgO-), ambas na concentragdo de 0,2
mol L e com pH ajustado com HCI ou NaOH para os valores de 4,0 e
5,0.

A Figura 46 exibe os voltamogramas obtidos utilizando as
diferentes solugdes tampdo. As informacdes de corrente e de potencial
de pico obtidas a partir de cada uma das curvas foram resumidas na
Tabela 6. Nota-se que os valores de potencial de pico ndo sofrem grande
variacdo em funcdo da natureza do eletrélito. Os valores de corrente de
pico, por sua vez, sdo afetados mais intensamente. Os resultados obtidos
sugerem que dentre os eletrdlitos estudados, o mais indicado é a solucdo
tampdo B-R em pH 5,0, por proporcionar um maior valor de corrente
referente a oxidacdo do &cido tanico (0,940 pA) quando comparado as
demais solugdes testadas. Dessa forma, nos estudos a seguir o eletrolito
usado foi sempre solucéo tampdo B-R em pH 5,0.
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Figura 46. Voltamogramas ciclicos para acido tanico 10,0 pmol L™ sobre o
PEG/CPE em diferentes soluges tamp&o 0,2 mol L™": (a) B-R, (b) acetato e (c)
Mcllvaine ajustados em (A) pH 4,0; (B) pH 5,0, v =50 mV s,
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Tabela 6. Valores de corrente de pico anddico (iy,) e de potencial de pico de
oxidacéo (E,,) em diferentes eletrélitos suporte.

pH Eletrdlito suporte ipal HA Epo/ mV
a) B-R 0,718 0,385

4,0 b) Acetato 0,563 0,390
c) Mc-llvaine 0,513 0,390
a) B-R 0,940 0,325

5,0 b) Acetato 0,606 0,332
c) Mc-llvaine 0,626 0,334
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4.2.3.3 Influéncia da velocidade de varredura

O comportamento eletroquimico do 4acido tanico sobre o
PEG/CPE foi investigado por voltametria ciclica em solucéo tampéo B-
R (pH 5,0) em velocidades de varredura de 10 a 250 mV s *. A Figura
47A exibe os voltamogramas obtidos no intervalo de potencial de 0,0 a
0,8V.

Em todas as andlises obtiveram-se voltamogramas ciclicos com
apenas um sinal de oxidacdo, indicando que a oxidacdo do acido tanico
€ um processo irreversivel em todas as velocidades de varredura
estudadas. Além disso, observa-se que os valores de corrente de pico
aumentam a medida que ocorre um acréscimo na velocidade de
varredura, e nota-se também um leve deslocamento do potencial de pico
de oxidacdo para valores mais positivos, 0 que é um comportamento
tipico de processos irreversiveis. No gréafico da Figura 47B obteve-se a
relacdo logaritmica de i e v, sendo que a equacao de regressdo linear da
reta (log i = 0,965 log v + 1,136) indica que a oxidacdo do acido tanico
é um processo cuja etapa determinante da velocidade é a adsorcao. Isso
significa que a etapa mais lenta de todo o processo de oxidagdo € a
adsorcéo das moléculas de acido tanico sobre a superficie do PEG/CPE.
Isto estd de acordo com dados relatados na literatura para a
determinacdo analitica de &cido tanico usando outros eletrodos
modificados (WAN et al., 2007; VU et al., 2013; VU et al., 2015).
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Figura 47. (A) Voltamogramas ciclicos para acido tanico 10,0 pmol L™ em
solucéo tamp&o B-R 0,2 mol L™ (pH 5,0) (a - h) =10 - 250 mV s*; (B) log i vs.
log v.
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Apl6s observar que a velocidade da reacdo de oxidagdo €
determinada pela etapa de adsorcdo das moléculas no eletrodo, foi
estudada uma etapa de pré-concentracéo, a qual é descrita com maiores
detalhes no item a seguir.

4.2.3.4 Efeito da etapa de pré-concentracao

Com o objetivo de aumentar a sensibilidade do PEG/CPE para a
detecgdo do &cido tanico, avaliou-se a possibilidade de aplicar uma
etapa de pré-concentracdo precedente a medida eletroquimica. Nesta
etapa, o eletrodo é deixado imerso por determinado tempo na solugéo da
célula eletroquimica que contém o eletrolito suporte e o acido tanico. Ao
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longo desse tempo, uma quantidade maior de moléculas de &cido tanico
adsorve na superficie do PEG/CPE e por isso ocorre aumento na
resposta analitica e consequente melhoria na sensibilidade do detector.
A Figura 48A mostra as respostas de corrente de pico de oxidacdo
guando o eletrodo é submetido a diferentes tempos de pré-concentracao
(t,c = 10-120 s). Observa-se uma variagdo crescente nos valores de
corrente em funcdo do tempo até aproximadamente 60 s. Para tempos
maiores que 60 s 0 aumento na resposta ndo é grande o suficiente para
justificar o maior tempo de espera durante essa etapa.

Na Figura 48B séo apresentados 0s voltamogramas ciclicos para
0 4cido tanico 10,0 pmol L * em soluc&o tamp&o B-R 0,2 mol L™ (pH
5,0) sendo que a curva b foi obtida sem pré-concentracdo e a curva c,
apo6s 60 s de pré-concentracdo. Nota-se um aumento grande no sinal
analitico (aproximadamente 2,4 vezes) o que justifica o emprego dessa
etapa antecedente as medidas eletroquimicas.

Avaliou-se ainda a aplicacdo de diferentes valores de potencial
durante a etapa de pré-concentracdo. No entanto, os resultados nédo
foram satisfatorios, pois os valores de corrente foram sempre menores
que os obtidos sem a aplicacdo de potencial (dados ndo mostrados).
Dessa forma, a etapa de pré-concentracdo consistiu apenas em manter o
eletrodo imerso na célula eletroquimica por 60 s, sem aplicagdo de
potencial elétrico. Essa etapa foi empregada anterior a todas as medidas
subsequentes.
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Figura 48. Respostas de corrente de pico anédico em fungdo do tempo de pré-
concentrago; (B) Voltamogramas ciclicos para cido tanico 10,0 pmol L ™" em
solucéo tampéo B-R 0,2 mol L™* (pH 5,0) (a) branco, (b) sem pré-concentragio
e (c) com 60 s de pré-concentragao.
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4.2.4 Escolha e otimizacdo dos parametros da técnica eletroanalitica

Com o objetivo de desenvolver uma metodologia sensivel para a
detecgdo de 4&cido tanico, foram investigadas diferentes técnicas
eletroanaliticas: voltametria de varredura linear (LSV), voltametria de
onda quadrada (SWV) e voltametria de pulso diferencial (DPV). Foi
avaliada a resposta de corrente obtida para a concentracdo de &cido
tanico de 1,0 umol L™* em solucéo tampéo B-R (pH 5,0).

A Figura 49A apresenta os voltamogramas obtidos com as trés
técnicas para uma das replicatas, sendo que em ambas as técnicas foi
usada a mesma velocidade de varredura (100 mV s ). Observa-se



118

claramente que a curva que apresenta um sinal analitico mais intenso é a
obtida por voltametria de pulso diferencial (curva b). Na Figura 49B
podem ser observados os valores médios de corrente de pico para cada
uma das técnicas.

Figura 49. Voltamogramas (a) linear, (b) de pulso diferencial e (c) de onda
quadrada para 4cido tanico 1,0 umol L™, v = 100 mV s, te = 60 s; (B)
Respostas de corrente anddica para o acido tanico usando diferentes técnicas
eletroanaliticas, n = 3.
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Portanto, em busca de propor uma metodologia com maior
sensibilidade analitica, optou-se por utilizar a técnica de DPV para os
estudos de quantificagdo do &cido tanico, os quais sdo descritos mais
detalhadamente nos préximos itens. Assim, fez-se necessario a
otimizacdo dos parametros utilizados na DPV, séo eles: amplitude dos
pulsos de potencial (Epuso), Velocidade de variagdo de potencial (v) e
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tempo de duragdo do pulso (touso). A Otimizacdo desses parametros
garante uma melhor resposta de intensidade de corrente, assim como um
melhor perfil voltamétrico. Estas caracteristicas podem resultar numa
metodologia com maior sensibilidade e seletividade.

As intensidades das correntes de pico sdo dependentes da
amplitude de pulso e do tempo em que o pulso é aplicado. Um aumento
na amplitude pode acarretar tanto 0 aumento da corrente de pico como
também um alargamento deste, o que € indesejavel. Assim, deve haver
um compromisso entre a intensidade de corrente e o perfil voltamétrico
do pico (THOMAS e HENZE, 2001). A Figura 50A mostra 0s
voltamogramas de DPV obtidos empregando diferentes valores de
amplitude de pulso, mantendo fixos a velocidade (v = 30 mV s ™) e o
tempo de pulso (touso = 2 ms). Observa-se um aumento gradativo nos
valores de corrente de pico em fungdo do aumento da amplitude,
conforme indicado na Figura 50B. Por fim, optou-se por usar para a
amplitude o valor de 70 mV, pois este proporciona uma boa intensidade
de corrente aliado a um perfil voltamétrico satisfatorio.
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Figura 50. (A) Voltamogramas de pulso diferencial para &cido tanico 1,0 pmol
L™ em solugdo tampdo B-R 0,2 mol L™ (pH 5,0), (a - j) = Epuiso = 10,0 — 100,0
MV, touso = 2,0 ms, v =30,0 MV s, t,. = 60's; (B) Gréfico de i vs. Epygo, N = 3.
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A velocidade de variacdo do potencial também é um parametro
importante que afeta a resposta eletroquimica. Na DPV esse parametro
normalmente assume valores baixos, se comparada a CV e a SWV, pois
é necessario que a rampa de potencial sofra variac@es drasticas durante o
tempo de aplicacdo do pulso (WANG, 1985). Sendo assim, variou-se a
velocidade de varredura de 10 a 100 mV s *, mantendo fixos os demais
parametros (Epuso = 70,0 mV e tyuo = 2,0 ms). Os voltamogramas
resultantes de uma replicata sdo apresentados na Figura 51A e os valores
médios de corrente de pico em funcdo da velocidade sdo mostrados na
Figura 51B. Nota-se que o sinal mais intenso foi obtido empregando a
velocidade de variacdo de potencial de 50,0 mV st e este, portanto, foi
o valor selecionado.
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Figura 51. (A) Voltamogramas de pulso diferencial para 4cido tanico 1,0 pmol
L' em solucéo tampéo B-R 0,2 mol L™ (pH 5,0), v = 10,0 - 100,0 mV s,
Epuiso= 70,0 MV, tyus0 = 2,0 ms, t,.= 60 s; (B) Gréficode i vs. v, n=3.
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A Figura 52 apresenta 0s resultados para o estudo do tempo de
duracéo do pulso, em que foi mantido Eyus = 70,0 mV e v = 50,0 mV
s'!. Selecionou-se o tempo de 3,0 ms para os estudos posteriores, por
este ter proporcionado a melhor resposta de corrente e também um
6timo perfil voltamétrico.
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Figura 52. (A) Voltamogramas de pulso diferencial para &cido tanico 1,0 pmol
L™ em solugéo tamp&o B-R 0,2 mol L™ (pH 5,0), tos = 1,0 — 10,0 ms, v = 50,0
MV s, Epuso = 70,0 MV, t,, = 60 s; (B) Gréfico de i vs. thyo, N = 3.
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Dessa forma, apOs otimizar os trés parametros da técnica
eletroanalitica, foi investigada a performance analitica do PEG/CPE
para diferentes concentracdes de 4cido tanico. Tal estudo é descrito no
topico a seguir.

4.2.5 Curva de calibracao e caracteristicas analiticas

Empregando as condigBes otimizadas ja descritas, a curva de
calibracdo para o &cido tanico foi construida utilizando a técnica de
DPV. Os parametros da DPV foram os seguintes: Einiciat = 0,0 V; Efinal =
0,8; amplitude de pulso = 0,07 V; tempo de pulso = 3,0 ms; velocidade
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de varredura = 50,0 mV s t,e = 60 s. A Figura 53A exibe os
voltamogramas de uma replicata para diferentes concentrac@es de acido
tanico, nos quais é possivel observar um sinal intenso em 0,34 V. As
correntes de pico para a oxidacdo do acido tanico sobre o PEG/CPE
foram lineares em fungdo da concentracdo de 0,08 a 2,1 pmol L!
(Figura 53B) com a equagdo de regressdo linear dada por: i (nA) = 11,40
[AT] + 1,04 (R* = 0,996) onde i ¢ a corrente de pico resultante em pA e
[AT] ¢ a concentragao de acido tanico em pmol L

O desvio padrdo do coeficiente linear (Sb) e a inclinacdo (B) da
curva de calibragio foram 0,251 pA e 11,40 pA L pmol 7,
respectivamente. Os limites de deteccdo (LD) e de quantificagdo (LQ)
foram calculados de acordo com as equagdes: LD = 3,3 Sh/B e LQ =10
Sb/B. Os valores de LD e LQ obtidos a partir dos dados da curva de
calibracéo foram 72,65 nmol L™ e 220,17 nmol L%, respectivamente.

Para fins de comparagdo, uma curva de calibragdo também foi
construida usando um CPE ndo modificado e empregando as mesmas
condicdes experimentais (Figura 54). Neste caso, a equacdo de regressao
linear obtida foi: i (LA) = 6,68 [AT] + 0,09. Os valores LD e LQ obtidos
foram 161,0 e 488,0 nmol L™, respectivamente. Estes resultados
indicam que o PEG melhorou o desempenho do eletrodo, tornando o
detector mais sensivel e, portanto, mais adequado para a determinagdo
de acido tanico.



124

Figura 53. Voltamogramas de pulso diferencial para diferentes concentracdes
de &cido tanico sobre o PEG/CPE: (a) branco, (b) 0,08, (c) 0,1, (d) 0,3, (e) 0,5,
(f 0,7, (9) 0,9, (h) 1.1, (i) 1,3, () 1.5, (k) 1,7, (I) 1,9 e (M) 2,1 pmol L " em
solucéo tampéo B-R 0,2 mol L™ (pH 5,0); Epuiso = 70,0 mV, toy50 = 3,0 ms, v =
50,0mV's ™, t,c = 60 s; (B) Curva de calibragéo para o &cido tanico (n = 5).
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Figura 54. Voltamogramas de pulso diferencial para diferentes concentracdes
de 4cido tanico sobre o CPE: (a) branco, (b) 0,3, (c) 0,5, (d) 0,7 (e) 0,9, (f) 1,1,
(@) 1,3, (h) 1,5, (i) 1,7, () 1,9 e (k) 2,1 umol L * em solucéo tamp&o B-R 0,2
mol L™ (pH 5,0); Epyiso = 70,0 MV, touse = 3,0 ms, v =500 mV s, t,, = 60 s;
(B) Curva de calibragdo para o &cido tanico (n = 5).
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Todas as caracteristicas analiticas das curvas de calibragdo
usando o0 PEG/CPE e o CPE estdo apresentadas na Tabela 7.
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Tabela 7. Caracteristicas analiticas da curva de calibragdo para &cido tanico
usando o PEG/CPE e o CPE.

Caracteristicas analiticas PEG/CPE CPE
Potencial de pico (V) 0,34 0,34
Faixa linear (umol L) 0,08-2,1 03-21
Coeficiente de determinacéo - R’ 0,996 0,990
Coeficiente angular (LA L mol ™) 11,40 6,68
Desvio padréo coeficiente angular (WA L mol™) 0,207 0,245
Coeficiente linear (LA) 1,04 0,09
Desvio padréo do coeficiente linear (LA) 0,251 0,326
Limite de detecgdo (nmol L™) 72,65 161,0
Limite de quantificacdo (nmol L) 220,17 488,0
Repetibilidade de i (intradia) (%) " 3,18 — 4,56 —
Repetibilidade de i (interdia) (%) " 4,97 -7,12 —
# Desvio padrdo relativo

h=5

Com o objetivo de comparar o desempenho do PEG/CPE, foram
listados na Tabela 8 uma série de trabalhos relatando o desempenho
analitico de EQM aplicados na determinagdo de acido tanico. Observa-
se que a faixa linear obtida com o PEG/CPE é maior quando comparada
a de alguns dos trabalhos reportados na literatura. No entanto, o LD
obtido neste trabalho é um dos maiores ja relatados. Todavia, a maior
simplicidade na preparacdo, 0 baixo custo dos materiais necessarios a
confeccdo e a excelente performance do PEG/CPE na determinacdo de
acido tanico em amostras complexas, como sera descrito no tdpico a
seguir, tornam este eletrodo um dispositivo com enorme potencial para
tal finalidade quando comparado aos demais.
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Tabela 8. Comparacdo do desempenho de diferentes eletrodos para
determinagdo de acido tanico.

Faixa

Eletrodo Técnica linear mlall:)L‘l Referéncia
(umol L™) (M )
a (WAN et
SWCNTSs/GCE DPV 0,05-1,0 0,008 al., 2007)
b (XUetal.,,
PPCPE LSV 0,02-1,0 0,01 2009)
(RAJ;
ITO/MPTS/ . REVIN;
AHMP-AUNPS® Amperometria 2,0-16,0 0,02 JOHN.
2013)
d (YILMAZ
PrTu/GCE DPV 2,0-42,0 0,6 etal., 2016)
NiHCF- (TSAl et
AFCNT/GCE® DPV 10,0-170,0 1,0 al., 2014)
Sensor . . (ZHAO et
microbiano Potenciometria  25,0-1025,0 8,0 al., 1998)
y (VUetal.,
Si-gel/CPE DPV 0,001-1,0 0,0003 2013)

i f (VUetal.,
Pre-PGE DPV 0,005-0,5 0,0015 2015)
PEG-CPE DPV 0,08-2,1 0,072 Este

trabalho.

# SWCNTSs: do inglés: single-wall carbon nanotubes

® PPCPE: do inglés: porous pseudo-carbon paste electrode

¢ ITO/MPTS/AHMP-AUNPs: do inglés: indium tin oxide electrode modified
with (3-mercaptopropyl)trimethoxysilane (MPTS) and 4-amino-6-hydroxy-2-
mercaptopyrimidine capped gold nanoparticles (AHMP-AuNPs)

¢ PrTu: do inglés: 1-benzoyl-3-(pyrrolidine) thiourea

® NiHCF-AFCNT: do inglés: glassy carbon electrode modified with nickel
hexacyanoferrate on amino functionalized carbon nanotubes

"Pre-PGE: do inglés: pretreated pencil graphite electrode

4.2.6 Repetibilidade da resposta eletroanalitica e estabilidade do
eletrodo

A precisdo das medidas analiticas pode ser avaliada por meio de
ensaios de repetibilidade, nos quais se analisa 0 quanto duas ou mais
medidas estdo em concordancia quando estas sdo repetidas em
condices definidas (RIBANI et al., 2004). A repetibilidade da corrente
de oxidacéo para o acido tanico sobre o PEG/CPE foi estimada em trés
niveis de concentracédo, contidas na faixa linear da curva de calibracao,
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sdo eles: 0,3, 1,1 e 1,9 umol L%, Estes trés niveis foram denominados
nivel 1, 2 e 3, respectivamente. O desvio padrdo relativo (DPR) das
correntes de pico das medidas sucessivas realizadas no mesmo dia
usando um unico eletrodo, com a superficie renovada ap6s cada medida,
foi de 4,56%, 3,27% e 3,18% para os niveis 1, 2 e 3, respectivamente.
Para estimar a repetibilidade interdia, foram analisadas as medidas feitas
em cinco dias consecutivos, utilizando o mesmo eletrodo modificado.
Os valores de DPR obtidos nesse estudo para os niveis 1, 2 e 3 foram de
7,12%, 5,07% e 4,97%, respectivamente. Os valores de DPR obtidos
para 0s ensaios intradia e interdia indicam excelente repetibilidade dos
dados fornecidos pelo PEG/CPE.

Para estudar a estabilidade do PEG/CPE, avaliou-se a resposta do
mesmo medindo-se as correntes de pico para a concentragdo de acido
tanico de 1,1 pmol L ' em intervalos de tempo de sete dias, durante um
periodo de novente dias. Neste periodo, a resposta manteve-se superior a
92% da corrente resultante obtida na primeira medida. Ap6s noventa
dias, houve um decréscimo maior que 10% na intensidade da resposta
fornecida pelo eletrodo, indicando a perda da estabilidade. Os resultados
descritos indicam que o dispositivo proposto apresenta uma excelente
repetibilidade e ¢é altamente estdvel, podendo ser utilizado na
determinacdo eletroanalitica de &cido tanico por um longo periodo de
tempo.

4.2.7 Aplicagdo analitica do PEG/CPE em amostras de cervejas

Para avaliar a aplicabilidade do eletrodo proposto, empregou-se o
PEG/CPE na quantificacdo de acido tanico em amostras de cervejas.
Foram analisadas cinco amostras diferentes (numeradas de 1 a 5),
adquiridas no comércio local e usadas sem nenhum tratamento prévio.
Para os estudos de determinacdo da concentragdo de acido tanico foi
utilizado o método de adicdo de padrdo, comumente empregado para
avaliar o efeito de matriz no resultado das analises.

A Figura 55 mostra os voltamogramas de pulso diferencial para
cada uma das amostras. As curvas (a) representam as medidas do branco
(eletrélito suporte), as curvas (b) referem-se a medida das amostras e as
demais curvas (c-f) referem-se as sucessivas adi¢bes de solucdo padréo
de &cido ténico. Todas as amostras exibiram um sinal redox bem
definido proximo a 0,34 V, referente a oxidacdo do acido tanico. As
curvas de adicdo de padrdo foram construidas juntamente com a curva
de calibracdo para o acido tanico e sdo apresentados nos gréficos a
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direita dos voltamogramas de cada amostra. Observou-se que, para todas
as amostras estudadas, o coeficiente angular da curva de adicdo de
padrdo é muito parecido ao coeficiente angular da curva de calibracéo,
indicando que ndo ha influéncia da matriz das amostras sobre a resposta
do &cido tanico. Dessa forma, o 4cido tanico presente nessas amostras
poderia ser quantificado pelo método de calibracdo externa, o qual
também fornece resultados confidveis e demanda um tempo muito
menor nas analises, aumentando assim a frequéncia analitica da
metodologia.

Figura 55. (A, B, C, D e E) Voltamogramas de pulso diferencial para as
amostras 1, 2, 3, 4 e 5, respectivamente. (a) branco, (b) amostras e (c-f)
sucessivas adicOes de solucdo padrdo de acido tanico em solucdo tampdo B-R
0,2 mol L™ (pH 5,0); Epuo = 70,0 MV, tou= 3,0 ms, v =50,0mV s, t,, = 60 s.
A direita, curvas de calibragdo (em preto) e de adicfo de padrdo (em vermelho)
para cada uma das amostras.
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Continuacédo da Figura 55:
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Todas as determinag@es foram realizadas em cinco replicatas (n =

5) e os valores foram convertidos em pg mL ™. As concentracdes médias
de &cido tanico quantificadas em cada amostra, pelo método proposto e
também pelo método comparativo (Folin-Ciocalteu), estdo apresentadas
na Tabela 9. Nota-se bastante similaridade entre os valores obtidos pelos
dois métodos, com erros relativos menores que 7,0%, revelando a
exatidao dos dados fornecidos pelo PEG/CPE.
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O écido tanico é comumente utilizado na preparacao de cervejas
com o objetivo de reduzir o teor proteico através da precipitacdo como
complexos que podem ser retirados através de sedimentacdo ou
filtracdo. Dessa forma, era esperado conseguir efetuar a sua detecgédo nas
amostras comerciais usadas. A resolu¢do RDC n° 40 da ANVISA, de 13
de setembro de 2011, aprova o uso de acido tanico como aditivo na
funcdo de agente de clarificacdo/filtracdo para fabricacdo de bebidas
alcoolicas. A mesma resolucdo prevé um limite de uso quantum satis,
gue é a quantidade suficiente para obter o efeito tecnolégico desejado,
desde que ndo altere a identidade e a genuinidade do produto (ANVISA,
2011). Nenhuma outra legislacdo acerca do limite maximo de &cido
tanico permitido na fabricacdo de cervejas foi encontrada.

Em um dos trabalhos mais recentes acerca da determinacdo de
acido tanico em cervejas comerciais publicados na literatura, Raj e
colaboradores reportaram que as concentragdes encontradas variaram de
13,35 a 13,42 pg mL™* (RAJ; REVIN; JOHN, 2013). Esses valores
servem apenas como uma referéncia para a analise dos resultados
obtidos neste trabalho. No entanto, sabe-se que as concentragbes podem
variar bruscamente de acordo com as amostras testadas.

A precisdo dos dados obtidos usando o PEG/CPE foi avaliada
usando o teste F. Para as cinco amostras, o valor calculado para F foi
menor que o valor de F téorico (6,38) para o nivel de confianca de 95%,
indicando que ndo ha diferenca significativa entre os resultados obtidos
pelos dois métodos.

Tabela 9. Resultados obtidos na determinagdo de &cido tanico em amostras de
cervejas.

Concentracao de acido tanico (ug mL™)

Amostra — OVvis® relat?\gg (%)
1 11,21+ 0,08 10,83 + 0,06 3,51
2 11,72+ 0,09 12,25+ 0,05 4,33
3 8,57 +0,07 9,21+ 0,03 6,94
4 9,36 + 0,06 10,04 + 0,03 6,77
5 9,19 + 0,08 9,46 + 0,04 2,85

* média de 5 replicatas com a mesma amostra.
® Erro relativo = [(método proposto — método comparativo)/método
comparativo] x 100
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A exatiddo dos dados obtidos usando o PEG/CPE para a
determinacdo do é&cido tanico foi analisada de duas formas: por
experimentos de adicdo e recuperagdo e pela comparacdo com 0s
resultados obtidos pelo método comparativo. As recuperagles das
adicOes de padrdo de acido tanico foram realizadas sobre todas as
amostras e variaram do valor minimo de 94,0% até 116,0%, como pode
ser observado nos dados da Tabela 10. Estes valores de recuperagéo séo
aceitaveis, tendo em vista a faixa de concentragdo estudada (umol L ™),
reafirmando assim, o excelente desempenho na aplicacdo do detector
desenvolvido para a quantificagdo de acido tanico em amostras de
cerveja.

Tabela 10. Dados para o estudo de adigdo e recuperacdo de acido tanico em
amostras de cerveja usando o PEG/CPE.

Acido tanico (umol L™)

Amostra . % Recuperagio®
Adicionado Recuperado
1 0,5 0,52 104,0
1,0 1,16 116,0
2 0,5 0,47 94,0
1,0 1,07 107,0
3 0,5 0,49 98,0
1,0 0,98 98,0
4 0,5 0,51 102,0
1,0 0,96 96,0
5 0,5 0,53 106,0
1,0 0,96 96,0

% 9% recuperagéo = (valor recuperado/valor adicionado) x 100.

Também para avaliar a exatiddo dos dados obtidos, as
concentracBes de 4cido tanico determinadas nas amostras usando o
PEG/CPE foram comparadas com os valores obtidos pelo método
colorimétrico de Folin-Ciocalteu. Para tal foi empregado o teste t
pareado. O valor de t téorico foi obtido a partir da tabela de distribuicdo
de Student para (n; + n, — 2) graus de liberdade e nivel de confianca de
95%. O valor de t calculado (1,78) foi menor que o valor de t tedrico,
para o nivel de confianga de 95% (2,306), comprovando que ndo houve
diferenca significativa entre a exatiddo dos dados do método
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espectroscopico e do método eletroanalitico (LEITE, 2002; BRITO et
al., 2003).
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CAPITULO 5. CONSIDERAGOES FINAIS

Neste trabalho, dois novos eletrodos quimicamente modificados
foram preparados, caracterizados e aplicados na determinacdo
eletroanalitica de taninos. Um dos eletrodos propostos foi baseado na
modificacdo de um substrato de carbono vitreo com nanoparticulas de
ouro estabilizadas em carboximetilcelulose (AuNPs-CMC/GCE) e foi
empregado para a quantificacdo de taninos condensados. O segundo, por
sua vez, consistiu na preparacdo de um eletrodo de pasta de carbono
modificado com polietilenoglicol (PEG/CPE) e foi aplicado na
determinacdo de 4&cido ténico (tanino hidrolisavel). Técnicas
microscopicas, espectroscopicas e voltamétricas de caracterizagdo
comprovaram a eficiéncia nas modificagdes, bem como o0 excelente
desempenho dos detectores para serem utilizados em analises
eletroanaliticas.

Tendo em vista a complexidade estrutural e a grande variedade de
taninos, foram selecionados dois compostos modelo, que foram
utilizados como padrdo para o desenvolvimento das metodologias e para
a quantificagdo nas amostras. A catequina foi usada como modelo para
taninos condensados e o0 4acido tanico para taninos hidrolisaveis.
Inicialmente utilizou-se a técnica de voltametria ciclica para avaliar o
comportamento eletroquimico das moléculas sobre os eletrodos e para
otimizar os parametros experimentais das metodologias. Em seguida, foi
selecionada, em cada caso, a técnica voltamétrica de pulso com maior
sensibilidade e entdo, empregando tais técnicas, foram realizadas as
analises quantitativas.

A curva de calibragéo para a catequina foi obtida em solucdo
tampdo fosfato 0,2 mol L~ (pH 2,0) usando a técnica de voltametria de
onda quadrada (f = 80 Hz, a = 100 mV e AEs = 5 mV). A resposta de
corrente de pico em funcdo da concentracdo de catequina foi linear no
intervalo de 0,3 a 10,0 pmol L™*. Os limites de deteccéo e quantificagéo
calculados a partir desta curva foram 0,274 e 0,831 pumol L .

A curva de calibragdo para o cido tanico foi construida a partir
de voltamogramas de pulso diferencial (Epuso = 70,0 mV, touso = 3,0 ms,
v = 50,0 mV s %) em solugdo tampdo B-R 0,2 mol L * (pH 5,0) e
apresentou boa linearidade no intervalo de concentragdo de 0,08 a 2,1
pmol L™, fornecendo limites de deteccdo e quantificacdo de 72,65 e
220,17 nmol L.

Nos dois casos, as modificagcdes realizadas com AuNPs e PEG
proporcionaram aos detectores aumento da sensibilidade na
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determinacdo de catequina e 4cido tanico, respectivamente, em
comparagdo aos substratos sem modificacdo. Quando aplicados na
quantificacdo dos taninos em amostras de extratos vegetais e cervejas,
0s detectores forneceram respostas precisas, exatas e apresentaram boa
estabilidade ao longo das aplicagfes. Além disso, os eletrodos
modificados propostos neste trabalho também apresentaram as seguintes
caracteristicas: facil preparagdo, baixo tempo das analises, auséncia da
necessidade de etapa de purificacdo ou pré-tratamento das amostras,
baixo custo dos equipamentos e boa repetibilidade dos resultados. Todas
essas qualidades tornam o AuNPs-CMC/GCE e o PEG/CPE dispositivos
altamente viaveis para serem aplicados na quantificacdo de taninos
condensados e hidrolisaveis em diferentes amostras, permitindo seu
emprego em analises de controle de qualidade entre outras areas.
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