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Resumo

A modificacao de elétrodos serigrafados de carbono (SPCE) com nanotubos de
carbono (CNT) permitiu aumentar a sensibilidade de detecdo de compostos
fendlicos (CF). Este aumento de sensibilidade esta relacionado com a interacao
dos CF com os grupos funcionais que séo introduzidos nos CNT quando estes
sao tratados, num banho de ultrassons, em metanol/agua.

O sensor desenvolvido foi testado a partir de um conjunto de dez CF com
diferentes estruturas quimicas, nomeadamente polifendis com grupos OH em
posicao orto, para e meta, e monofendis. As misturas preparadas com alguns
destes CF foram caracterizadas com o sensor desenvolvido e os resultados
obtidos foram analisados tanto do ponto de vista qualitativo como quantitativo.
A qualidade dos resultados obtidos com o sensor e método desenvolvidos foi
avaliada a partir dos parametros de desempenho e da comparagdo com 0s
resultados obtidos por outros métodos, nomeadamente pelo método
espetroscopico (medicdo da absorvancia a 280 nm) e pelo método de Folin-
Ciocalteu (F-C). A baixa incerteza de medicdo obtida (11 %) e a elevada
seletividade (nomeadamente no que diz respeito a interferéncia por parte do
acido ascorbico e do dioxido de enxofre) refletem a fiabilidade dos resultados
obtidos com o sensor desenvolvido. Na compara¢do com 0s outros métodos, foi
caracterizada a dispersdo dos dados de sensibilidade relativamente ao universo
de CF selecionado. Este parametro € relevante, no sentido em que uma maior
dispersdo da sensibilidade traduz-se num aumento do peso relativo com que
alguns dos CF contribuem para a medi¢do da concentracéo total. Estes pesos
podem introduzir desvios importantes, particularmente porque 0s componentes
com maior peso ndo sdo 0S que reagem mais extensamente com as espécies

reativas de oxigénio.






Abstract

The modification of screen printed carbon electrodes (SPCE) with carbon
nanotubes (CNT) allowed the detection sensibility of phenolic compounds to
increase. This sensibility increase is related with the interaction of phenolic
compounds with functional groups that are introduced in the CNT when these are
treated, in an ultrasound bath, of methanol/water.

The developed sensor was tested from a set of ten phenolic compounds with
different chemical structures, namely polyphenols with OH groups in orto, para
and meta positions, and monophenols. The prepared mixtures with some of these
phenolic compounds were characterized with the developed sensor and the
results obtained were analyzed both qualitatively and quantitatively.

The quality of the results obtained with the developed sensor and method was
evaluated from the performance parameters and from the comparison with the
results obtained by other methods, namely by the spectroscopy method
(absorbance measurement at 280 nm) and by the Folin-Ciocalteu method. The
low measurement uncertainty obtained (11 %) and the high selectivity (namely in
regarding to the interference by the ascorbic acid and sulfur dioxide) reflect the
reliability of the results obtained with the developed sensor. In comparison with
other methods, the sensibility data dispersion was characterized in connection
with the selected universe of phenolic compounds. This parameter is relevant, in
a sense that a greater dispersion of the sensibility reflects on an increase of the
relative weight with which some of the phenolic compounds contribute for the total
concentration measurement. These weights can introduce important deviations,
particularly because the components with a higher weight are not the ones which

react more extensively with the oxygen reactive species.
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1. Introducao Tedrica
1.1 Objetivo

O principal objetivo do trabalho apresentado foi desenvolver e validar um método
e um sensor, de CF, baseado em elétrodos SPCE modificados CNT tratados
com uma mistura de metanol/agua.

A otimizacdo dos meétodos de modificacdo da superficie do elétrodo e de
medicao, recorrendo a voltametria diferencial por impulsos (DPV), foi realizada
com o objetivo de maximizar a sensibilidade de detecédo dos CF e minimizar a
resposta por parte de compostos eletroativos como o 4cido ascorbico e didxido
de enxofre que sédo interferentes comuns na andlise de vinhos.

A validacdo do método recorreu a analise de um conjunto de CF, isolados e em
misturas, € a uma amostra de vinho de modo a demonstrar o significado das
respostas obtidas relativamente ao teor total de CF, que é um parametro

importante para a caracterizacao de uvas e de vinho.

1.2 Breve introducgao ao vinho

O vinho é uma bebida alcodlica altamente apreciada, versatil e produzida na
Europa ha véarios milhares de anos [1]. Os dados apresentados pela Organizacdo
Internacional da Vinha e do Vinho (OIV) revelam que em Portugal o consumo
meédio é de 51,4 litros de vinho por ano por pessoa [2].

Este produto € obtido a partir da fermentacao alcoodlica do mosto das uvas [1]. A
constituicdo quimica das uvas é suficientemente variada para que a fermentacéo
ocorra sem ser necessario adicionar agucares, acidos, enzimas ou outros tipos
de nutrientes que auxiliam na fermentacéao alcodlica [3]. A fermentacdo do mosto
das uvas é auxiliada por varios tipos de leveduras. Estas encontram-se nas
peliculas das uvas e tém como principal funcédo transformar os acucares,
presentes nas uvas, em etanol, dioxido de carbono e energia (libertada sob a
forma de calor) [1, 3].

Existem cinco tipos diferentes de vinhos, nomeadamente: os vinhos tintos, os
brancos, os roseés, os espumantes e os fortificados também denominados de
licorosos. Os vinhos tintos podem ser obtidos a partir de uvas tintas ou brancas

e tintas. Os vinhos brancos séo obtidos a partir das uvas brancas ou tintas desde



gue as peliculas destas uvas nao figuem em contacto com o mosto. Os vinhos
rosé podem ser produzidos misturando o vinho tinto com o vinho branco ou
diminuindo o tempo de maceracdo (tempo de contacto entre 0 mosto e as
peliculas). Os espumantes sdo vinhos que passam por uma segunda
fermentacdo alcodlica. Esta segunda fermentagdo ocorre num recipiente
fechado, de forma a que diéxido de carbono fique solubilizado no vinho. Nesta
classe de vinhos destaca-se muito o champanhe. Finalmente, os vinhos
fortificados correspondem aos vinhos cuja fermentacgéo alcodlica € interrompida
pela adicdo de aguardente. Podem ser mais ou menos doces, dependendo do
momento em que é feita a interrupcdo da fermentacdo e do tipo de uva que é
utilizada. Nesta ultima classe de vinhos destacam-se 0s seguintes vinhos: vinho
do Porto, vinho da Madeira, Moscatel de Setubal, Xerez e Marsala. A figura 1.1

mostra o aspeto de alguns dos tipos de vinhos referidos anteriormente [4].

Vinho tinto Vinho rosé

—

Vinho branco Espumante

Figura 1.1- Tipos de vinhos.

1.3 Producgao do vinho

O processo utilizado na producéo do vinho é um processo natural e designa-se
por vinificagdo. A vinificacdo, apesar de requerer pouca intervencdo humana,
exige alguns cuidados por parte dos produtores de vinhos. A seguir séo
apresentadas as etapas que constituem o processo de vinificacao.

A colheita é o processo em que a uva é retirada da videira. O momento em que
é realizada esta etapa depende da variedade da uva, das condi¢des climatéricas
e do estado de maturacdo da uva. A maturagdo da uva pode ser dividida em

maturacado tecnoldgica, onde se acompanham os niveis de acucares e acidez, e
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em maturacao fendlica, onde se medem os niveis de polifendis: antocianinas e
taninos principalmente [5]. O estado de maturacdo da uva € um parametro muito
importante, ndo s6 na etapa da colheita como também em toda a vinificacao,
visto que uvas colhidas antecipadamente, ou seja, com baixa maturagéo
originam vinhos acidos, menos alcoodlicos e mais vulneraveis a oxidagdes
indesejaveis. Para evitar a oxidacao das uvas, a colheita geralmente é realizada
em horarios com temperaturas amenas e pode ser feita manualmente ou
mecanicamente [6].

A producdo do mosto é feita a partir do esmagamento das uvas. Estas sé@o
colocadas numa maquina que remove 0s engacos dos bagos e rompe, de forma
delicada, as peliculas das uvas. Como consequéncia, 0 sumo das uvas escorre
sem que as peliculas e grainhas sejam esmagadas [7]. O primeiro sumo obtido
designa-se por mosto-flor e este € utilizado para fazer os vinhos brancos e
espumantes, pois é mais rico em acglcares, mas apresenta uma menor acidez e
um menor teor em polifendis. A producao de vinhos brancos envolve uma etapa
adicional antes da fermentac&o, em que o mosto € prensado de modo a separar
0 sumo das peliculas e grainhas [8].

Como ja foi referido, na etapa da fermentagao alcodlica, as leveduras
consomem o0 acucar natural, produzindo etanol, diéxido de carbono e energia
sob a forma de calor. Os fatores mais importantes nesta etapa séo o tipo de
leveduras, o local e a temperatura de fermentacdo. A atividade das leveduras
depende da temperatura do mosto, sendo necessario uma temperatura superior
a 12 °C para que a fermentacao alcodlica ocorra. A temperatura utilizada na
fermentacao depende do tipo de vinho que se pretende produzir e ndo deve ser
muito alta, pois a temperaturas elevadas as leveduras podem entrar em colapso,
ocorrendo o aparecimento da indesejavel acidez volatil. A temperatura de
fermentacao no vinho tinto deve situar-se entre 25 e 30 °C. Esta temperatura
permite uma elevada extracdo dos CF, fazendo com que o0s vinhos tintos
adquiram mais cor, aroma e estabilidade oxidativa. Ja nos vinhos brancos a
temperatura de fermentacao ocorre entre os 16 e 20 °C, havendo uma menor
extracdo dos CF, mas, ao mesmo tempo, uma maior conservacao dos aromas
[9,10].



Apds a fermentacdo alcodlica, os residuos solidos, a matéria organica, as
bactérias e as leveduras que ficam depositados no fundo do tanque sao
eliminados por filtragao.

O vinho filtrado é, posteriormente, submetido a diversos processos com o
objetivo de o estabilizar do ponto de vista térmico e microbiolégico. O primeiro
processo consiste em diminuir a temperatura do vinho de modo a precipitar 0os
cristais de sais tartaricos de potassio e de célcio que sdo posteriormente
eliminados por filtrag&o. Este processo aumenta a transparéncia e a estabilidade
da cor do vinho. Os vinhos tintos ndo sao submetidos a este tratamento, porque
eles geralmente sdo consumidos a temperatura ambiente e a esta temperatura
nao ocorre a precipitacdo de sais. O processo de elimina¢do dos microrganismos
envolve um aquecimento /pasteurizacdo do vinho. Neste processo, também se
faz a adicdo de didéxido de enxofre na forma de metabissulfito de sodio ou
potassio. Ao aquecer o vinho na presenca de dioxido de enxofre, o excesso de
cobre presente no vinho sofre reducéo e passa para uma forma coloidal, sendo,
posteriormente, eliminado por filtracdo. Para além disso, o diéxido de enxofre
estabiliza as enzimas e leveduras, evitando uma segunda fermentac¢ao do vinho
[9, 11].

A maturacgao e a fermentacdo do vinho sdo geralmente realizadas nos tanques
de aco inoxidavel ou em barris de madeira de carvalho. Quando a fermentacéo
dos vinhos é feita em barris, o vinho torna-se mais macio, claro, menos frutado
e com aromas amadeirados. Os produtores de vinho preferem barris construidos
com o género Quercus. De todas as madeiras de carvalho, as mais utilizadas
sdo o carvalho da América do Norte e o da Europa [12]. A primeira € mais rica
em compostos volateis como, por exemplo, vanilina e lactonas, enquanto o
carvalho da Europa possui maior teor de CF [13]. Os barris de madeira de
carvalho possibilitam maior exposi¢cdo do vinho ao oxigénio, enquanto que o0s
tanques de aco, cada vezes mais utilizados, limitam a exposi¢cao do vinho ao
oxigénio. A maturagdo dos vinhos brancos é feita, na maioria dos casos, em
tanque de aco para manter os aromas e frescura que lhes séo caracteristicos.
Nos vinhos tintos, os barris de carvalho s&o os mais usados, acrescentando aos
vinhos novos aromas, sabores e tornando-0s mais macios. Atualmente, é muito

comum os produtores realizarem a maturacao do vinho em tanques de aco, para



limitar a exposi¢cdo ao oxigénio, mas na presenca de blocos de madeira de
carvalho para que o vinho adquira novos aromas e CF [14].

O engarrafamento é a Ultima etapa do processo de vinificagcdo. O vinho é
engarrafado e colocado em repouso até ser comercializado. Este repouso é
muito importante e imprescindivel para todos os vinhos. Os vinhos podem ficar
em repouso durante dias, semanas, meses ou até mesmo durante muitos anos,
mas o tempo de repouso depende da estabilidade oxidativa dos vinhos e esta,

por sua vez, esta relacionada com o tipo e a concentragédo de CF.

1.4 Compostos fendlicos das uvas e dos vinhos

Os CF sdo metabolitos secundarios produzidos por plantas. Estes compostos
apresentam um ou mais grupos hidroxilos ligados a um anel aromatico [15]. A
presenca de CF esta diretamente relacionada com a qualidade dos vinhos,
sendo responsaveis pela cor, corpo, adstringéncia e estabilidade oxidativa dos
vinhos. A sintese enziméatica destas substancias ocorre nas células das uvas,
estando dependente das condicdbes ambientais em que ocorre 0
desenvolvimento dos bagos (uvas) [16].

Os CF estédo divididos em dois grandes grupos: compostos flavondides e nao

flavondides. O esquema 1.1 apresenta a classificacdo dos varios CF.

Acidos
hidroxibenzoicos

MNao Acidos
Flavonoides fendlicos

A r

Acidos
—_—————— hidroxicindmicos
Flavondis ’
Puolifendis

J—
*{ Flavonoides '7

,

Flavandis

Antocianinas

Taninos

il

Esquema 1.1- Classificagdo dos varios compostos polifendlicos.



O grupo dos compostos nao flavonoides é constituido por um Gnico subgrupo:
os acidos fendlicos. Este subgrupo € constituido pelos CF que sao derivados do
acido benzoico e do acido cinamico. A figura 1.2 apresenta as estruturas

quimicas do &cido benzoico e do &cido cinamico.

OH

OH

Figura 1.2- Estrutura quimica do acido benzoico (esquerda) e do acido cinamico (direita).

Os acidos cafeico (AC), ferulico (AF) e p-cumérico (ACUM) sdo exemplos de
acidos hidroxicinamicos (derivados do acido cinamico). Como exemplos de
acidos hidroxibenzoicos (derivados do acido benzoico) podem referir-se os
acidos galico (AG), 3,4-dihidroxibenzoico (3,4AHB), 2,5-dihidroxibenzoico
(2,5AHB), 2,4-dihidroxibenzoico (2,4AHB) e o acido 3-hidroxibenzoico (3AHB).
O grupo dos compostos flavonoides é o grupo mais complexo de polifendis, pois
€ constituido por quatro subgrupos, nomeadamente, os flavonadis, flavandis,
antocianinas e taninos. A catequina (CAT) e o &cido tanico (AT) sdo exemplos
de flavondides que pertencem aos subgrupos flavandis e taninos,
respetivamente [17].

Os CF distribuem-se de modo desigual pelas diversas partes da uva. O esquema
1.2 apresenta a distribuicdo dos varios tipos de CF na uva [16].

Uva
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Esquema 1.2- Distribuicdo dos varios tipos de compostos fendlicos na uva.



1.4.1 Compostos fendlicos nao flavonodides

Os CF da familia dos néo flavonoides estdo amplamente presentes no reino
vegetal. Estes compostos raramente estao presentes nas plantas na forma livre,
pois encontram-se ligados, por ligacbes do tipo éster, éter ou acetal, a
componentes estruturais das plantas (celulose ou proteinas), a outros CF
(flavonoides, por exemplo) ou a outros tipos de moléculas (acUcares ou acidos

organicos).
1.4.1.1 Acidos hidroxibenzoicos

Os &cidos hidroxibenzoicos mais importantes nos vinhos sdo o acido vanilico,
siringico, salicilico e 0 AG. Os primeiros acidos encontram-se ligados as paredes
celulares das células vegetais e 0 AG esta presente na forma de ésteres de
flavandis. Os acidos hidroxibenzoicos presentes nos vinhos em menores
quantidades sao os acidos 3,4AHB, 2,5AHB e o 3AHB. Estes &cidos, que se
encontram nas uvas na forma de ésteres, sofrem uma hidrélise lenta durante a
producdo e conservacao do vinho e, apesar de estarem presentes nos vinhos
em menores quantidades, sdo também muito importantes, uma vez que sao

considerados excelentes antioxidantes [18, 19].
1.4.1.2 Acidos hidroxicinadmicos

Os &acidos hidroxicinAmicos s@o os principais CF dos vinhos brancos, pois
encontram-se principalmente nos vacuolos das células das peliculas e das
polpas das uvas. Estes compostos encontram-se combinados com o acido
tartarico na forma de monoésteres e desempenham um papel muito importante
no aroma e no sabor dos vinhos brancos [16]. Os mais importantes sédo o AF,
AC e ACUM. Na polpa da uva predomina o acido cafeico, enquanto na pelicula
da uva predomina o acido p-cumarico [20]. A oxidagdo enzimatica destes

compostos é responsavel pelo acastanhamento do mosto e do vinho [20].

1.4.2 Compostos fenodlicos flavondides

Os CF da familia dos flavonéides sdo compostos cuja estrutura basica consiste

em dois anéis aromaticos ligados por um anel de pirano. Estes compostos estao



divididos de acordo com o grau de oxidagao do anel de pirano e sao os principais
responsaveis pela estrutura (corpo) e cor dos vinhos. Encontram-se presentes
nas grainhas, polpas e nas peliculas das uvas e 0s mais importantes sao as
antocianinas, os flavano-3-ol e as proantocianidinas. Os flavondides podem
encontrar-se no estado livre ou polimerizados com outros flavondides, acucares

ou néo flavondides [21, 22]
1.4.2.1 Flavonoéis

Os flavonodis sdo CF caracterizados por apresentarem uma insaturacao no anel
de pirano e um grupo hidroxilo na posicao 3 desse anel. A figura 1.3 mostra a

estrutura basica dos flavonaois.

Figura 1.3- Estrutura basica dos flavondéis.

Os compostos quempferol, quercetina e miricetina sdo exemplos de flavonais.
Estes polifendis encontram-se apenas nas peliculas das uvas. Para além de
desempenharem um papel muito importante na evolugéo da cor dos vinhos tintos
(untamente com as antocianinas) protegem as uvas contra a radiacao
ultravioleta [22 - 24]

1.4.2.2 Flavanois

No grupo dos flavanois é possivel destacar os compostos 3-flavandis e as
proantocianidinas. Os 3-flavanois séo caracterizados por apresentarem um anel
de pirano saturado e os principais compostos desta classe sédo a CAT e a

epicatequina. A figura 1.4 mostra a estrutura quimica da CAT.

CL
HO O _‘\\\ OH

OH

Figura 1.4- Estrutura quimica da catequina.
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Estes compostos, ao contrario dos restantes polifendis, encontram-se nas uvas
no estado livre, sendo que a CAT esta presente em maiores quantidades
relativamente a epicatequina [25].

Relativamente as proantocianidinas, as suas unidades fundamentais sdo as
moléculas de 3-flavanois: CAT e epicatequina. As proantocianidinas podem
surgir na forma de dimeros, trimeros, oligdbmeros ou de polimeros e as mais
importantes sdo as procianidinas, ou seja, oligdbmeros ou polimeros de CAT e
epicatequinas. As procianidinas localizam-se principalmente nas partes solidas
das uvas, como nas peliculas [20, 22].

Os vinhos tintos tém teores mais elevados de procianidinas em relacdo aos
vinhos brancos, pois na produc¢éo do vinho tinto o tempo de maceracao € maior
e, COmo consequéncia, ocorre uma extracdo mais extensa destes compostos
[26].

1.4.2.3 Antocianinas

As antocianinas sdo polifendis que estdo presentes apenas nas uvas tintas.
Estas representam uma parte muito importante dos flavondides, pois estao
relacionadas com a cor dos vinhos tintos e encontram-se nas trés ou quatro
primeiras camadas da hipoderme da uva (pelicula) [27, 28].

Em termos estruturais, as antocianinas séo glicésidos, ou seja, compostos que
apresentam um acucar (geralmente o monossacarideo glicose) ligado a uma
CAT, por exemplo [1]. As antocianinas mais abundantes nas uvas da Vittis
Vinifera sdo a 3-G-cianidina, 3-G-delfinidina, 3-G-peonidina, 3-G-petunidina e 3-
G-malvidina, sendo esta ultima a mais abundante nas uvas [16]. A figura 1.5
mostra a estrutura da 3-G-cianidina. A cor das antocianinas varia de acordo com
a estrutura quimica e as condig¢des fisico-quimicas do meio. Por exemplo, as
antocianinas apresentam cor rosa quando tém grupos hidroxilo e cor azul quando

estes grupos sao substituidos por grupos metoxilo [29, 30].

OH

OH
®
HO o} O
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F OH
0 0
OH HO OH

HO

Figura 1.5- Estrutura quimica da 3-G-cianidina.
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1.4.2.4 Taninos

Os taninos sédo CF que tém capacidade para se combinarem com as proteinas
e outros tipos de polimeros como, por exemplo, os polissacarideos. Estes
compostos, assim como as proantocianidinas, sdo responsaveis pela sensacao
de adstringéncia dos vinhos, que é a perda da lubrificacdo da saliva devido a
precipitacdo das proteinas [20]. Os taninos também influenciam a cor e outras
caracteristicas organoléticas dos vinhos. Estes compostos podem ser
hidrolisaveis ou condensados. Os taninos hidrolisaveis sdo originados pela
ligacdo entre um acucar (glicose, por exemplo) e varias moléculas de um CF nao
flavonoide como, por exemplo, o AG. Estes tipos de taninos ndo estao presentes
nas uvas e surgem nos vinhos durante o seu armazenamento, pois estdo
presentes na madeira de carvalho que constitui os barris de madeira. Por outro
lado, os taninos condensados estdo presentes naturalmente nas uvas e nos
vinhos e sédo formados por moléculas flavondides. Esta ultima classe de taninos

esta presente principalmente nas grainhas das uvas [1].

1.5 Importancia dos compostos fendlicos na

saude

Os CF desempenham fungbes muito importantes nos seres Vivos,
particularmente nos seres humanos. Estes compostos, como apresentam
excelentes capacidades antioxidantes, inibem a proliferacédo de radicais livres no
corpo humano e apresentam uma acgao benéfica em doencas como a diabetes,
varios tipos de cancros e nas doengas cardiovasculares. Relativamente a estas
ltimas, estudos revelam que os consumidores regulares e moderados de vinho
tinto estdo em 20 — 30 % menos predispostos a doencas cardiovasculares [31].
Por estes motivos, os CF tém vindo a despertar elevado interesse em varias
areas da ciéncia (por exemplo, na medicina e na quimica), cujos objetivos
passam pelo desenvolvimento de métodos e sensores que sejam capazes de
guantificar estes compostos numa grande variedade de alimentos.

Os polifendis com maior atividade antioxidante sdo a CAT, epicatequina, acidos
AC, protocatequico, siringico e AF, resveratrol, quempferol, quercetina e
miricetina. O conceito de capacidade antioxidante associado a presenca de CF
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depende ndo s6 da sua natureza, como também da concentracdo em que estes
compostos se encontram. Esta concentracdo, no caso dos vinhos, é influenciada
por varios fatores, nomeadamente: variedade, maturacdo e saude da uva, tipo
de solo, condi¢cbes atmosféricas, técnicas agrondmicas e técnicas utilizadas na

vinificagéo [32].

1.6 Métodos de quantificacao de compostos

fenodlicos

O desenvolvimento de métodos para quantificar CF € um grande desafio para a
quimica. A publicacdo de trabalhos de investigacdo relacionados com o
desenvolvimento, otimizacdo e validacdo de metodologias analiticas para a
determinacdo destes compostos representa uma constante na éarea da
investigagdo. Atualmente, os métodos 6ticos na zona do Ultravioleta e visivel
(UV/Vis) sdo os mais utilizados, uma vez que estes sdo conhecidos pela sua
simplicidade, baixo preco e rapidez de analise. No entanto, a utilizacdo de
métodos cromatograficos, como cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC),
e eletroquimicos, como a voltametria ciclica (CV), tém vindo a merecer destaque

nos ultimos tempos e a assumir uma boa posicdo neste dominio [22, 33, 34].

1.6.1 Métodos oticos

O método de Folin-Ciocalteu (F-C) é um método o6tico caracterizado por ser um
meétodo simples, rapido e barato na quantificacdo do teor total de CF. Este
método é muito utilizado para determinar o teor total destes compostos numa
grande variedade de matrizes, incluindo os vinhos [34].

O método baseia-se na oxidagdo dos CF pelo reagente de F-C, que é uma
mistura de fosfomolibdato e fosfotungstato. A forma reduzida do reagente de F-
C apresenta uma cor azul. A determinacdo da concentracdo de CF é feita a partir
da intensidade desta cor, que € uma medida da extenséo da reacao de oxidacéo-
reducdo. Esta reacdo ocorre num meio alcalino de modo a favorecer a
desprotonacdo dos grupos hidroxilo que acompanha a cedéncia dos eletrdes
[35, 36]. A principal desvantagem deste método de quantificacdo de CF é a baixa

seletividade, sendo o acido ascorbico, o didxido de enxofre e os acgucares
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redutores os principais interferentes. Estas espécies, naturalmente presentes
nos vinhos (e.g. acucares redutores, acido ascorbico, aminas aromaticas e
proteinas) ou adicionadas pelos produtores (e.g. diéxido de enxofre), reagem de
forma idéntica aos CF levando a uma sobrestimacgé&o do teor total CF [37 - 40].
A medicao da absorvancia no comprimento de onda de 280 nm também é muito
utilizada para determinar o teor total de CF. Este método € ainda mais simples
que o F-C, uma vez que a amostra em analise apenas necessita de ser diluida
sem qualquer outro tipo de preparacéo.

A absorcéo de radiacao resulta no facto de os CF apresentarem ligacbes duplas
conjugadas e atomos de oxigénio que absorvem na regido do ultravioleta. Esta
caracteristica ndo esta diretamente relacionada com as propriedades redutoras
dos CF. Assim, verifica-se a interferéncia por parte de um elevado nimero de
compostos, destacando-se os &cidos ascOrbico e sorbico que sdo aditivos
utilizados como conservantes [30, 41].

Alguns métodos espetrofotométricos foram desenvolvidos para fazer a
determinacdo de CF especificos. Por exemplo, para a determinacdo dos
flavonoides foi desenvolvido um método que tem como principio a formacgéo de
um complexo aluminio-flavondide. Neste método, uma solucdo de cloreto de
aluminio (AICI3) é adicionado a amostra, ocorrendo a formacao de um complexo
que apresenta um maximo de absorvancia entre os 405 — 430 nm. Com o
objetivo de melhorar os parametros de desempenho deste método, foi efetuada
uma nitracdo dos flavonodides, em meio acido. No entanto, a principal limitacao
deste método € ndo permitir determinar todos os tipos de flavondides [42, 43].
Para quantificar as antocianinas o método mais simples é a medicdo da
absorvancia no intervalo de comprimentos de onda de 490 — 550 nm. Apesar
deste método ser simples, existem outros compostos, presentes ha amostra, que
também absorvem nesta gama de comprimentos de onda, originando, assim,
determinacdes incorretas do teor de antocianinas [44].

A quantificagcéo de proantocianidinas pode ser realizada com o método 6tico que
utiliza o reagente de vanilina. Neste método, as proantocianidinas reagem com
este reagente, obtendo-se um complexo de cor vermelha [45]. Outros métodos
também podem ser utilizados para fazer a quantificacdo destes polifendis como
o0 método de Harbertson, que se baseia na precipitacdo das proantocianidinas
na presenca de albumina de soro bovino (BSA), e o método butanol-HCI,
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baseado na clivagem das liga¢@es interflavandides presentes nas estruturas das
proantocianidinas [46 - 48].

Como ja foi referido anteriormente, os métodos 6ticos de quantificacdo de
polifendis sdo métodos simples, rdpidos e econdbmicos, mas apresentam Varias
limitacdes, sendo a falta de seletividade a principal limitacdo destes métodos
para a determinacédo do teor total de CF [33, 34]. Observa-se que devido a sua

baixa seletividade, estes métodos tendem a sobrestimar o teor de CF [49].

1.6.2 Cromatografia liquida de alta eficiéncia

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) é considerada a principal
técnica de separacdo e quantificacdo de compostos, incluindo os CF. As
condi¢cdes experimentais utilizadas nesta técnica, para esta quantificacdo,
envolvem a utilizacdo de uma coluna de fase reversa, uma fase movel
constituida por dois solventes (agua acidificada e um solvente organico) e um
detetor de UV/Vis ou de diodos, sendo este ultimo detetor o mais utilizado na
andlise de CF [50].

Os CF podem ser identificados, apdés a sua separacdo, utilizando um
espetrometro de massa acoplado ao sistema de HPLC. Assim é possivel
separar, quantificar e identificar os CF que estdo presentes na amostra
analisada, uma vez que a espetrometria de massa é uma técnica de analise
estrutural.

As fontes de ionizacdo mais utilizadas na andlise de CF sédo a ElectroSpray
lonization (ESI), a Matrix Assisted Laser Desorption lonization (MALDI) e a
Atmospheric Pressure Chemical lonization (APCI). Por outro lado, os detetores
mais utilizados sdo os que trabalham em modo negativo como, por exemplo, o
qguadrupolo simples, o triplo quadrupolo, o ion trap e o time-of-flight [33].

A analise de polifenois por HPLC apresenta diversas vantagens face aos outros
meétodos que sao utilizados para o0 mesmo objetivo e representa a técnica de
eleicdo na andlise qualitativa e quantitativa de CF. No entanto, os elevados
custos deste equipamento, principalmente quando esta acoplado a um
espetrometro de massa, o tempo de analise e a preparacdo da amostra

dificultam a sua utilizacdo em analises de rotina.

15



1.6.3 Métodos eletroquimicos

O baixo custo e portabilidade do equipamento tornam os métodos eletroquimicos
particularmente adequados ao desenvolvimento de metodologias baseadas em
sensores. A determinacdo do teor total de CF em alimentos e bebidas, por
meétodos eletroquimicos, tem vindo a merecer a atencdo por parte dos
investigadores ao longo dos ultimos anos. As voltametrias ciclica (CV) e
diferencial por impulsos (DPV) sdo técnicas bastantes utilizadas para a
determinacao do teor total de CF em amostras naturais, como vinhos [51]. A
menor disseminacdo destes métodos esta relacionada com o0s requisitos
necessarios para a montagem das células eletroquimicas e sua operacgao, que
requerem operadores com alguma especializa¢do na area.

Os primeiros estudos realizados neste ambito utilizaram o elétrodo de carbono
vitreo (GCE). Os trabalhos reportados com este elétrodo indicam que este tem
capacidade de distinguir parcialmente os CF com elevada atividade antioxidante
(que sao os polifendis com grupos OH em posicdes orto e para) dos polifendis
com baixa atividade antioxidante (que sdo os CF com grupos OH em posicdo
meta ou com apenas um unico grupo OH), através do potencial de oxidacao
destas familias de CF [52]. As oxidacdes do acido ascoérbico e do diéxido de
enxofre afetam a seletividade do GCE [53]. Também é muito comum a superficie
deste elétrodo sofrer passivacao originada pela formacéo de um filme resultante
da oxidacédo de alguns CF, presentes nos vinhos, tais como os flavano-3-ol ou
antocianinas [54]. Esta passivagéo traduz-se na diminuigdo da intensidade de
corrente associada a oxidacéo dos restantes CF. Em alternativa, a utilizacdo de
elétrodos de pasta de carbono (CPE) apresenta vantagens no que diz respeito a
renovacdo da superficie do elétrodo de trabalho que é facilmente realizavel,
utilizando uma folha de papel [55].

A possibilidade de desenvolver sistemas de elétrodos integrados descartaveis
permitiu ultrapassar alguns dos inconvenientes usualmente associados a estes
métodos, como a necessidade de polir a superficie do elétrodo de trabalho e o
acondicionamento do elétrodo de referéncia, indispensaveis para a realizacédo
da experiéncia. Os elétrodos produzidos em série incorporando o conjunto dos
trés elétrodos, como os elétrodos serigrafados, sdo um exemplo destes sistemas

gue ja se encontram no mercado [56]. Os elétrodos serigrafados de carbono
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(SPCE) na sua forma original, quando utilizados na andlise de vinhos,
apresentam problemas relacionados com a falta de reprodutibilidade e
seletividade. Enquanto que a baixa reprodutibilidade esta associada a formacéo
de uma camada de passivacdo, a baixa seletividade relaciona-se com a
presenca de espécies oxidaveis na janela de potencial onde se detetam os CF.
A modificacao da superficie dos elétrodos de carbono tem sido realizada com o
objetivo de contornar os problemas referidos anteriormente.

A incorporagdo de enzimas na superficie dos elétrodos constitui uma das
estratégias utilizadas para aumentar a seletividade da detecao eletroquimica de
CF. A enzima utilizada pode ser uma oxidase, cuja funcéo € oxidar os CF com a
reducdo do oxigénio a agua, ou uma peroxidase, que reduz o peréxido de
hidrogénio a 4gua enquanto os CF sofrem oxidacéo [54].

Biossensores construidos a partir de um elétrodo de platina modificado com
membranas de polietersulfona contendo na sua matriz a enzima oxidase lacase
[57] e a partir do elétrodo de GCE modificado com uma camada de
nanoparticulas de ouro contendo a enzima tirosinase [54] sdo exemplos que se
encontram descritos na literatura para a analise de vinhos.

Através da modificacdo de um SPE com as duas enzimas, referidas
anteriormente e imobilizadas por reticulacdo quimica, foi desenvolvido um novo
biossensor que possibilita a medi¢céo de todos os CF em oposi¢ao ao biossensor
baseado na lacase acima referido [58, 59].

A utilizacao do elétrodo vitreo de 6xido de estanho dopado com indio (ITO) para
fazer a imobilizacdo da enzima tirosinase em CNT também foi testada [60]. A
imobilizacdo de enzimas em CNT apresenta como principal vantagem aumentar
a quantidade de enzima no biossensor, com 0 consequente aumento da
sensibilidade.

A utilizacdo da peroxidase do rabano (HRP) imobilizada tanto em elétrodos de
ouro [61] como em CPE [62] também se encontra descrita no desenvolvimento
de biossensores. Neste tipo de biossensores os CF sé&o detetados a partir da sua
reacdo na reducdo de HRP, que por sua vez catalisa a decomposicao do
peréxido de hidrogénio em agua.

Os biossensores, apesar de serem muito seletivos, apresentam algumas
limitacdes relacionadas essencialmente com a reduzida estabilidade do material

biologico, que restringe ndo sO as condigcbes de utilizacdo como as de

17



armazenamento. Para além do reduzido tempo de vida destes dispositivos, 0s
custos de producao sdo normalmente elevados.

A utilizacdo de elementos de reconhecimento sintéticos em sensores
eletroquimicos para fazer a determinacdo de CF permite ultrapassar algumas
das limitagOes dos biossensores. A modificacdo do GCE com CNT e do CPE
modificado com CNT e membranas de polivinilpirrolidona (PVP) séo exemplos
de sensores que utilizam elementos de reconhecimento sintéticos [49, 51, 63].
No caso do GCE, os CNT foram imobilizados em polimeros como o nafion e a
polietilamina [49]. Neste estudo verificou-se que o GCE modificado com CNT
apresentava maior sensibilidade relativamente ao GCE, quando utilizado sem
qualquer modificacdo, e que o valor mais alto de sensibilidade de detecédo era
obtido para a polietilamina. A modificacdo do GCE com Fe203 e 6xido de grafeno
depositados sobre uma camada de quitosano também permitiu aumentar a
sensibilidade do GCE [64]. Foram também utilizados outros tipos de elementos
de reconhecimento sintéticos, para além dos apresentados anteriormente, como,
por exemplo, um filme formado na superficie do elétrodo de trabalho através a
oxidacdo do AC [65] e a utilizacdo de um polimero condutor poli(3,4-
etilenodioxitiofeno) (PEDOT) [66, 67]. O PEDOT permitiu aumentar a
sensibilidade de detecéo devido a adsorcao dos CF, como o AC, neste material
[68].
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Capitulo 2- Parte Experimental






2. Materiais e Métodos

2.1 Reagentes e solugoes
Todos os reagentes utilizados neste trabalho sdo de grau analitico. A tabela 2.1

apresenta a marca e estrutura quimica dos CF que foram analisados.

Tabela 2.1- Compostos fendlicos analisados.

Composto fenodlico Marca Estrutura
O OH
Acido Galico )
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(AG) HO OH
OH
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As solucgdes padrédo dos CF foram preparadas em uma solugéo de acido tartarico
32,0 mM (Merck) pH 3,20. O pH desta soluc¢éao foi ajustado com uma solucéo de
hidroxido de sodio 1,0 M preparada a partir do hidréxido de sddio sélido (Eka
chemicals). No acerto do pH utilizou-se um medidor de pH da Cyberscan 510
pH, usando um elétrodo de vidro combinado da Hanna Instruments.

O carbonato de sédio e o reagente de F-C utilizados foram obtidos na Sigma.

O metabissulfito de sédio e o acido ascorbico foram obtidos comercialmente da
Sigma e da Aldrich, respetivamente.

A solugéo tampéo de fosfato 0,15 M (pH 7,40), utilizada para o acondicionamento
e a ativacdo do sensor SPCE modificado com CNT (CNT@SPCE), foi preparada
a partir do fosfato de potassio monobasico (Fisher Scientific) e do fosfato de
potéssio dibasico (Fisher Scientific).

Todas as solu¢des foram preparadas usando agua ultrapura obtida a partir de
um sistema Millli-Q Simplicity 185 (Millipore).

No anexo 1 encontram-se apresentados os dados relativos a preparacdo de

todas as solucdes.

Solugdes da amostra de vinho tinto

Para a validacdo dos resultados obtidos numa matriz natural de vinho foi usado
uma amostra adquirida comercialmente de vinho tinto Pegdes 2016.

Nos ensaios eletroquimicos a amostra foi diluida em acido tartarico 32,0 mM, pH
3,20, nos seguintes fatores de diluicdo: 1:25 (para estudos com o SPCE) e 1:200
(para estudos com o CNT@SPCE).

Nos ensaios espetroscopicos na zona do UV/Vis a amostra foi diluida em acido
tartarico 32,0 mM, pH 3,20, no fator de diluicdo 1:100.

Nos ensaios do método de F-C a amostra de vinho tinto foi diluida em agua

ultrapura no fator de diluigéo 1:280.

Suspensoes de nanotubos de carbono 1 mg/mL

As suspensfes de CNT de parede multipla (Nanocyl — NC7000™) foram

preparadas usando metanol (Panreac) ou acetona (Panreac), misturando 10 mg
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de CNT (previamente funcionalizados) com 10 mL de uma solugédo de
metanol/agua (1:1) ou de acetona/agua (1:1). Posteriormente, estas misturas
foram tratadas com uma sonda ultrassénica UP100H da Hielscher (100 W de

poténcia maxima, 60 % de amplitude e 0,9 de ciclo) durante 30 minutos.

2.2 Equipamentos e métodos

2.2.1 Ensaios eletroquimicos

A técnica de CV fornece informacdo que pode ser usada no estudo de
mecanismos das reacdes eletroquimicas. Esta envolve o registo de um sinal de
corrente elétrica gerada num elétrodo de trabalho que surge como resposta a
uma perturbacao na forma de um potencial aplicado a um elétrodo, denominado
elétrodo de trabalho. Nesta técnica o potencial aplicado é variado linearmente
com o tempo. A corrente registada em funcéo do potencial aplicado ao elétrodo
de trabalho € denominada de voltamograma ciclico. Esta corrente resulta de
processos faradaicos (associados a transferéncia de carga que resulta de
reacfes de oxidacdo-reducdo) e de uma componente capacitiva (devida a
separacédo de cargas na interface do elétrodo-solucéao). O voltamograma ciclico
tracado no eletrélito suporte (branco), na auséncia de processos faradaicos,
apresenta uma forma “retangular’ resultado dos fluxos de carga, corrente
capacitiva, nos varrimentos anddico e catodico que sao independentes do
potencial aplicado [69, 70].

Todos os voltamogramas de CV apresentados neste trabalho foram obtidos com
a velocidade de varrimento 100 mV/s, exceto os tracados no estudo do efeito da
velocidade de varrimento para a caracterizacdo do processo limitante associado
a transferéncia eletrénica (difusdo ou adsor¢éo). A figura 2.1 apresenta um perfil
de potencial aplicado ao elétrodo de trabalho e uma resposta tipica da técnica
de CV.

A técnica de DPV envolve a aplicacdo de um perfil de potencial ao elétrodo de
trabalho na forma de impulsos. Os voltamogramas obtidos a partir desta técnica
correspondem a diferenca entre as correntes medidas no final do impulso e antes

de aplicar o impulso em fun¢ao do potencial.
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Intensidade de corrente

Tempo Potencial

Figura 2.1- Perfil de potencial aplicado ao elétrodo de trabalho (esquerda) e resposta tipica da voltametria

ciclica (direita).

Como a medicdo da corrente € feita no final do impulso, situacdo na qual a
corrente capacitiva € muito baixa (pois esta diminui exponencialmente com o
tempo apés a aplicacdo do impulso de potencial) o sinal obtido é constituido
essencialmente pela componente faradaica. Os sinais obtidos apresentam uma
forma proxima a um pico gaussiano, facilitando a sua medicdo. Por estes
motivos, a técnica de DPV apresenta limites de detecdo mais baixos que a CV
[69, 70]. A figura 2.2 apresenta o perfil de potencial aplicado ao elétrodo de
trabalho e a resposta obtida na voltametria de DPV. Na figura 2.2 observa-se
que a amplitude do impulso de potencial € dada por AEp= Eb — Ea, 0 incremento
de potencial € AEs= Ec — Eae o0 sinal medido, Al = Ib — |3, corresponde a diferenca
das intensidades de corrente medidas no final do impulso (b) e no inicio do
impulso (a).

No presente trabalho, a voltametria de DPV foi utilizada no método de
qguantificacdo de CF. Todos os voltamogramas de DPV apresentados neste
trabalho foram obtidos nas seguintes condi¢cdes experimentais: 100 mV de
amplitude e 5 mV de incremento de potencial.

Todos os ensaios eletroquimicos foram realizados num potenciéstato Autolab
PGSTAT 30 (Ecochemie) controlado pelo software “General Purpose
Electrochemical System” verséo 4.9.

As células eletroquimicas utilizadas estdo apresentadas na figura 2.3.
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Figura 2.2- Perfil de potencial aplicado ao elétrodo de trabalho e resposta obtida na voltametria de DPV.

Elétrodo de trabalho de Elétrodo auxiliar de
carbono 4

Figura 2.3- Células eletroquimicas: A) Convencional, com elétrodo auxiliar (esquerda, fio de platina),
elétrodo de referéncia (centro, Ag/AgCl, 3 M) e elétrodo de trabalho de carbono vitreo, GCE (direita, 3 mm
de didmetro, CHI Intruments); B) Miniaturizada, com elétrodos serigrafados SPCE (Dropsens, ref 110) com

elétrodos de trabalho (4 mm de diametro) e auxiliar de carbono e com pseudo-elétrodo referéncia de prata.
O GCE (da célula convencional) e o elétrodo de trabalho do SPCE foram

utilizados na sua forma original e também apds serem modificados por drop-

casting com a suspensao de CNT 1 mg/mL.

Ensaios eletroquimicos com o GCE

Antes de cada utilizacdo, a superficie do elétrodo GCE ndo modificado foi polida
com alumina (Tonarde 2; 0,05 um) numa camurca [71]. De seguida, o elétrodo
foi enxaguado com agua ultrapura e seco com papel absorvente. Este processo

de limpeza foi igualmente utilizado antes da modificagdo do GCE.
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A deposicdo dos CNT sobre a superficie do GCE fez-se colocando 5,0 pL de
suspensao de CNT 1 mg/mL por drop-casting (Figura 2.4A). A evaporacao do
solvente foi efetuada utilizando a radiacdo proveniente de uma lampada de
incandescéncia de luz branca.

Os voltamogramas de CV e DPV foram registados usando um volume de solucao

de cerca de 10 mL.

Figura 2.4- Modificagdo dos elétrodos de trabalho por drop-casting com a suspensdo de CNT 1 mg/mL:
(A) GCE; (B) SPCE.

Enquanto com o GCE, os voltamogramas foram registados imediatamente apés
colocar o elétrodo em contacto com a solucdo do analito, com o0 GCE modificado
com CNT (CNT@GCE) o registo dos voltamogramas foi efetuado na sequéncia
de um passo de adsorcédo (etapa 1) sujeitando o elétrodo a um potencial de 0 V
(versus Ag/AgCl, 3 M), durante 90 s, com agitacdo magnética (450 rpm). Apos a
adsorcdo o elétrodo foi retirado da solucdo a analisar, enxaguado com agua
ultrapura e a agua foi removida com um papel absorvente (etapa 2). Os
voltamogramas foram registados apos mergulhar o elétrodo na solucdo de
eletrdlito (acido tartarico 32,0 mM, pH 3,20). No final do registo do voltamograma,
todos os passos referidos anteriormente foram repetidos, incluindo a limpeza e

modificacdo do GCE, para as proximas medi¢des.
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Estudos eletroquimicos realizados com o SPCE
Os voltamogramas de CV e DPV obtidos com o SPCE ndo modificado foram
registados colocando 75 uL (gota) de solugdo de modo a cobrir os 3 elétrodos,

como se mostra a figura 2.5.

A B

®

S

Figura 2.5- Imagem do SPCE: A) sem solugéo; B) com 75 pL de solugéo de analito.

Apéds a medicdo (na solugéo do proprio analito), o SPCE foi bem enxaguado com
agua ultrapura para efetuar as préximas medicoes.

Por outro lado, com o CNT@SPCE, modificado com 7,5 uL de suspensao de
CNT 1 mg/mL por drop-casting (figura 2.4B), foi replicado o procedimento
composto pelas 3 etapas atras descritas usando um volume de 75 uL de cada

uma das solucdes (analito e eletrélito). A adsorcéo foi realizada sem agitacao.

Limpeza da superficie dos sensores CNT@GCE e CNT@SPCE

A possibilidade de reutilizacdo dos sensores preparados por modificacdo com
CNT foi testada. Na figura 2.6A esta representada a intensidade de corrente de
pico medida em voltamogramas de DPV registados sequencialmente num
CNT@SPCE apos a adsorcdo de CAT a partir de 75 pL de solucdo 3,0 uM,
durante 90 s a 0 V. Como se pode verificar a intensidade de corrente de pico
medida continua a ser comparavel a registada no primeiro voltamograma de
DPV, indicando que o polifenol ainda se encontrava adsorvido na superficie do
sensor. De modo a remover o polifenol adsorvido foram testados diferentes
procedimentos que combinavam a aplicagdo de perturbacdes eletroquimicas a
solugdes de limpeza com diferente composicao.

A combinagcdo que mostrou maior eficiéncia resultou da aplicagcdo de uma
perturbacdo do potencial correspondente a 4 varrimentos de CV (de0alV,v=

100 mV/s) em contacto com uma solugao tampéao de fosfato 0,15 M, pH 7,40,
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mudando a solucdo entre cada varrimento. Como se pode verificar na figura
2.6B, este tratamento de limpeza é bastante eficiente, permitindo diminuir a
resposta da CAT, que é um analito que fica fortemente adsorvido a superficie

nos CNT, e, portanto, eliminar aparentemente a CAT da superficie do sensor.
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N2 de DPV sem lavagens N2 de DPV apds cada lavagem

Figura 2.6- Efeito da lavagem do CNT@SPCE nas respostas da CAT em fungdo do n° de varrimentos de

DPV. A) sem lavagem; B) com lavagem com a solu¢éo tampéo de fosfato 0,15 M pH 7,40.

2.2.2 Método espetroscopico

A radiacdo na regido do UV/Vis possui energia suficiente para que os fotdes
possam interagir com os eletrdes da molécula, provocando a excitacdo dos
mesmos para orbitais de energia superiores. Nesta técnica € representada a
absorvancia medida em funcédo do comprimento de onda da radiacao.

Segundo a lei de Beer — Lamber, a absorvancia medida num dado comprimento
de onda, é proporcional a absortividade molar, a distancia percorrida pelo feixe
de radiacao através da amostra (percurso 6tico) e a concentracdo da espécie
que absorve a radiacdo. Esta técnica, ao contrario das restantes técnicas
utilizadas neste trabalho para fazer a determinagdo de CF em vinhos, é uma
técnica de analise ndo destrutiva [72].

Todos o0s estudos espetroscopicos no UV/Vis foram realizados num
espetrofotdmetro da Shimadzu UV/3101 PC controlado pelo software UV probe
2.34 version. Os espetros de UV/Vis dos CF e da amostra de vinho tinto foram
tracados em acido tartarico 32,0 mM, pH 3,20, no intervalo de comprimentos de

onda 235 — 380 nm, com uma célula de quartzo e com um percurso otico de 1,0
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cm. Neste intervalo de comprimentos de onda os CF (anel aromatico e &tomos
de oxigénio) apresentam uma absorvancia resultante de transi¢gdes -1 e n- TT*.
Todos os espetros tracados apresentam como branco a solugcdo de acido
tartarico 32,0 mM, pH 3,20.

2.2.3 Método de Folin-Ciocalteu

O método de F-C envolve uma reacdo de oxidag¢ao-reducao entre o reagente de
F-C e um composto que sofre oxidagédo, como, por exemplo, um CF.

Neste método a absorvancia do reagente de F-C reduzido é medida no
comprimento de onda 765 nm apos a reacao com o agente redutor (CF). A figura

2.7 mostra a cor do reagente de F-C antes e ap0s a reacdo com um CF (AG).

Antes da Reagdo Apos a Reacao

Figura 2.7- Cor do reagente de F-C antes e apés a rea¢do com AG.

Embora a reacdo que envolve o reagente de F-C ndo seja completamente
conhecida, pressupde-se que ocorre a reducdo dos &acidos fosfotingstico
(HsPW12040) e fosfomolibdico (HsPM012040) a 6xido de tungsténio (WsO23) e a
oxido de molibdénio (MosO23). Como consequéncia destas reducdes, o reagente
de F-C muda de cor, passando de amarelo a azul [35, 73].

Os estudos efetuados com o reagente de F-C foram realizados seguindo as
seguintes etapas.

Etapa 1- A 10 mL de agua ultrapura adicionou-se 200 pL de solucéo padréo de
CF e 200 uL de reagente de F-C (para os ensaios realizados com o AT utilizou-
se 50 uL em vez de 200 uL). Posteriormente agitou-se, durante 20 segundos, e

colocou-se em repouso no escuro durante 5 minutos.
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Etapa 2- Ap6s os 5 minutos adicionou-se 4 mL da solugcdo de carbonato de
sodio, agitou-se durante mais 20 segundos e colocou-se novamente em repouso
no escuro durante 10 minutos.

Etapa 3- No final dos 10 minutos, mediu-se a absorvancia da solugao, a 765 nm,
numa célula de quartzo com 1,0 cm de percurso 6tico, no espetrofotometro da
Spectronic 20 Genesys™.

Nestes estudos o branco utilizado para medir as absorvancias, foi feito em agua
ultrapura, contendo o reagente de F-C e carbonato de sédio nas mesmas
guantidades em que se fez os ensaios com 0os CF e amostra de vinho tinto.

2.2.4 Espetroscopia de infravermelho

A espetroscopia de infravermelho (1V), utilizada neste trabalho para analisar os
grupos funcionais presentes nos CNT, € uma técnica que envolve a absorcéo de
radiacdo na regido compreendida entre os comprimentos de onda de 2500 a
5000 nm (IV médio). Esta radiacdo promove as transicdes entre niveis
vibracionais sendo utilizada, principalmente na identificacdo de grupos
funcionais. Nesta técnica é representada a absorvancia ou a transmitancia (mais
comum) em funcdo do numero de onda da radiacao.

No modo de refletancia total atenuada (ATR) o feixe de radiacdo IV incide no
cristal e sofre refragcéo no interior do cristal antes de atingir a amostra. A reflexado
do feixe sera total quando o angulo de incidéncia for maior do que o angulo
critico. Nessas condicdes, parte do feixe no limite do cristal penetrard na amostra
a uma profundidade de poucos micrometros sob a forma de “onda evanescente”,
como mostra figura 2.8.

A intensidade desta onda evanescente ira diminuir exponencialmente com a
distancia a superficie do cristal, devido a absorcéo da radiacéo IV por parte da
amostra. A profundidade de penetracdo do feixe de radiacdo IV depende do
angulo de incidéncia do feixe, do indice de refragéo e da amostra a analisar [72].
A espetroscopia de IV foi utilizada na caracterizagdo dos CNT provenientes da
suspensdao metanol/agua (1:1) usando um espetrofotometro Iraffinity-1S da
Shimadzu que se baseia na refletancia total atenuada.

Os CNT previamente secos foram diretamente depositados sobre um cristal de
diamante. O espetro foi obtido aplicando a transformada de Fourier ao

interferograma.
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ATR crystal

Figura 2.8- Penetragdo do feixe de radiagéo IV na amostra sob a forma de “onda evanescente”.

2.2.5 Termogravimetria

A termogravimetria (TGA) € uma técnica de analise térmica que envolve o
aguecimento (ou arrefecimento) de um material na presenca de uma atmosfera
inerte (ou oxidante). Durante o aquecimento o material em estudo pode sofrer
uma variagdo de massa que esta relacionada com processos fisicos ou quimicos
como, por exemplo, evaporacgdes, sublimacgdes, decomposicdes, oxidacdes (na
presenca de oxigénio) e adsorcdes ou dessorcOes de gas. Esta variacdo de
massa, originada pela rutura ou formacao de ligacbes quimicas €, muitas vezes,
utilizada para fazer analises quantitativas [74].

Nesta técnica de analise é representada a percentagem de massa do material
em estudo em funcédo da temperatura de aquecimento, obtendo-se uma curva
de TGA. A curva de TGA dos CNT da suspenséao (1 mg/mL) em metanol/agua
(1:1) foi tracada num analisador termogravimétrico modulado Q5 (TA
instruments). Estes nanomateriais previamente secos numa pistola de secagem
sob vacuo a temperatura de 150 °C e depositados sem qualquer preparacéo
prévia num cadinho de platina, foram aquecidos desde a temperatura ambiente
até 800 °C, com a velocidade de varrimento de 10 °C/min e na presenca de um
fluxo constante (60 mL/min) de nitrogénio.

2.3 Tratamento dos resultados

As incertezas da concentracao das solucdes padréo dos CF foram determinadas
atraves da abordagem passo a passo. As incertezas dos parametros das curvas

de calibracdo dos CF, obtidas por DPV e com o sensor CNT@SPCE, foram
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determinadas a partir dos desvios padréo e considerando o valor de t-student
para 95 % de probabilidade.

O limite de quantificacdo do método utilizando o sensor CNT@SPCE para os CF
analisados neste trabalho foi estimado com base no padrdo de concentragcéo
mais baixa das curvas de calibragéo e este valor foi validado para cada CF.

A incerteza de medicdo do método eletroquimico baseado no sensor
CNT@SPCE foi determinada a partir dos resultados obtidos na validacéo deste
método. Na estimativa da incerteza associada a precisdo utilizaram-se 0s
resultados obtidos na amostra de vinho tinto. A estimativa da incerteza associada
ao bias foi efetuada com base nos ensaios de recuperacao realizados também

com uma amostra de vinho tinto.
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3. Utilizacao de nanotubos de carbono na

determinacao eletroquimica de polifenois

Nesta seccdo sdo apresentados os resultados obtidos com o GCE e com um
SPCE, modificados com nanotubos de carbono (CNT). A presenca dos CNT é
avaliada considerando a resposta eletroquimica de um polifenol modelo, o AG.
Foram estudados os efeitos das variaveis experimentais relacionadas com a

constituicdo do sensor eletroquimico e com 0 modo de operacéo.

3.1 Elétrodo de carbono vitreo modificado com

CNT funcionalizados

A resposta voltamétrica do GCE foi caracterizada numa solucédo de AG por CV
e DPV. Na figura 3.1 sdo comparadas as respostas voltamétricas do GCE
usando solu¢bes de AG de duas concentracfes, 450 e 900 uM, em acido

tartarico (32,0 mM, pH 3,20) como eletrdlito suporte.

A 5 24 -
16 -
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8
T 1 0 =
0 0,5 1 1,5 0 0,5 1 1,5

Figura 3.1- Voltamogramas de CV (v=100 mV/s) (A) e de DPV (E,=100 mV e AEs=5 mV) (B) obtidos com
GCE em solugdes 0,450 e 0,900 uM de AG em acido tartarico (32,0 mM a pH 3,20).

Os voltamogramas obtidos através das duas técnicas apresentam dois picos de
oxidacdo, indicando que a oxidagdo do AG no GCE ocorre através de um
mecanismo que compreende dois processos de transferéncia de carga. Este

resultado esta de acordo com os descritos na literatura [71]. A posi¢ao dos picos

35



€ semelhante apesar da diferenca entre as bases de tempo em que séo
registados os voltamogramas pelas duas técnicas, 100 mV/s e 10 mV/s por CV
e por DPV, respetivamente.

Os voltamogramas de CV apresentam picos largos e ndo simétricos,
caracteristicos de um processo controlado por difusdo. Por outro lado, os
voltamogramas de DPV apresentam picos bem definidos e simétricos
caracteristicos desta técnica [70] que permite definir com facilidade a linha de
base mesmo para concentracbes muito reduzidas, facilitando a leitura da
intensidade de corrente de pico.

A resposta voltamétrica de solu¢cdes de AG usando o CNT@GCE encontra-se
apresentada na figura 3.2. Estes voltamogramas foram obtidos nas mesmas
condi¢cOes experimentais, mas com concentracdes de AG trezentas vezes mais
diluidas do que as apresentadas na figura 3.1.

Esta resposta voltamétrica foi registada na solucao contendo apenas o eletrdlito
suporte (acido tartarico 32,0 mM a pH 3,20) apds o passo de adsor¢cdo numa
solugdo de AG, controlando o potencial de adsorcgéo, 0 V, durante 90 s com
agitacdo magnética da solucdo a 450 rpm, de acordo com o descrito no

procedimento experimental, seccéo 2.2.1.
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Figura 3.2- Voltamogramas de CV (A) e DPV (B) obtidos com CNT@GCE a partir de solu¢des de AG (1,5
e 3,0 uM), seguindo o procedimento de medigdo descrito na secgéo 2.2.1.

A presenca dos CNT na superficie do GCE leva a um aumento significativo da
contribuicdo da corrente capacitiva. Este efeito so € visivel nos voltamogramas

obtidos por CV e caracteriza-se por uma diferenca elevada entre os valores de
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intensidade de corrente obtidos nos varrimentos anodico e catddico, nos
potenciais em que ndo ocorrem processos faradaicos. Esta caracteristica
decorre do maior afastamento de cargas na interface na presenca dos CNT.

No intervalo de potenciais entre 0 e 1 V, os voltamogramas de CV e DPV
apresentam um unico pico de oxidacdo do AG. Este facto indica que o
mecanismo de oxidacdo do AG é diferente quando este se encontra adsorvido
na superficie dos CNT e pode ser explicado considerando que o AG podera
ceder os dois eletrdes num Unico passo considerando que o produto formado
devera adquirir uma estabilidade adicional pelo facto de se manter ligado a
superficie dos CNT. Uma hipotese alternativa pode ser a da oxidacdo envolver
unicamente a perda de um eletrdo e um protao ficando o produto formado ligado
a superficie dos CNT, estabilizado de tal forma que ndo sofre um posterior
processo de oxidagao.

O pico observado no voltamograma de CV é simétrico, caracteristico de um
processo controlado por adsorcéao.

A alteracdo do mecanismo com que ocorre 0 processo de oxidagdo do AG,
associado a presenca dos CNT, tem influéncia ao nivel da sensibilidade das
respostas nas duas técnicas voltamétricas utilizadas. Os valores obtidos para a
sensibilidade (correspondente a razdo entre o sinal obtido e a concentracdo da
solucéao) encontram-se apresentados na tabela 3.1 juntamente com os obtidos
nos mesmos elétrodos na auséncia dos CNT. Esta tabela apresenta também os
fatores de amplificacdo do sinal associados ao efeito da presenca de CNT. Este
parametro corresponde a razao entre as sensibilidades (declives) obtidas com o
elétrodo modificado com CNT e ndo modificado.

A analise da tabela 3.1 permite concluir que a sensibilidade da determinacao do
AG por DPV é amplificada pela presenca dos CNT cerca de 2,4 vezes
relativamente a obtida quando é utilizada a técnica de CV.

Tabela 3.1- Comparacéo entre os valores da sensibilidade e da amplificagdo das medi¢cbes efetuadas em
solugdes de AG usando CNT@GCE relativamente ao GCE n&do modificado.

Técnica cv DPV
Sensibilidade GCE (A/M) 9,01 x 103 1,02 x 102

Sensibilidade CNT@GCE (A/M) 1,46 3,50

Amplificagao 146 350
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3.2 SPCE modificado com CNT funcionalizados

Na figura 3.3 sdo comparadas as respostas voltamétricas obtidas por CV e por
DPV usando um SPCE em solugdes 60,0 e 120,0 uM de AG.

8 1 12 -
A B
5 - 8 4
< <
=4 =4
= =
2 4 -
-1 4 T T T T 1 0 A
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 0 0,2 0,4 0,6
E/V (Ag pseudo referéncia) E/V (Ag pseudo referéncia)

Figura 3.3- Voltamogramas de CV (A) e DPV (B) obtidos em solucdes de AG (60,0 e 120,0 uM) com
SPCE.

Os voltamogramas do AG obtidos com o SPCE sédo semelhantes aos obtidos
com o GCE, apresentando dois picos de oxidacdo. Nos voltamogramas obtidos
por CV 0s picos séao tipicos de um processo de oxidacéo controlado por difuséo,
com uma forma larga e assimétrica.

A figura 3.4 mostra a resposta voltamétrica do CNT@SPCE em duas solucdes
de AG. Estas solugdes sdo dez vezes mais diluidas do que na figura 3.3. A
resposta voltamétrica foi obtida seguindo o procedimento descrito na secao
2.2.1, em que o registo do voltamograma é feito na solucéo de eletrdlito, apds a
adsorcao do AG. Foi ainda registado o voltamograma na mesma solu¢do em que
foi realizada a etapa da adsorcdo para comparacdo. A utilizacdo deste
procedimento tem como principal vantagem aumentar o tempo de uso do sensor.
Estudos realizados evidenciaram que a durabilidade do CNT@SPCE tende a
diminuir com o nimero de lavagens e com as mudancas de solucdo para fazer
o tracado do voltamograma, apos a etapa da adsorcgéao.

Os voltamogramos obtidos com o CNT@SPCE apresentam um perfil
semelhante ao dos obtidos com o0 CNT@GCE. Para ambos 0s sensores e
técnicas voltamétricas, estes sdo caracterizados por apresentarem um unico
pico de oxidac&o do AG no intervalo entre 0 e 1 V. Este pico é originado apenas
pelas moléculas de AG adsorvidas ao sensor durante a etapa da adsor¢ao.
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Figura 3.4- Voltamogramas de CV (A) e DPV (B) obtidos apds a adsorgdo de AG em solugdes 6,0 e 12,0

MM, seguindo o procedimento de medicao descrito na secdo 2.2.1.

Esta afirmacdo decorre de um estudo em que se verificou que a resposta do
sensor registada a partir de solucdo de AG era idéntica a obtida numa solucéo
do eletrdlito suporte, quando antes de cada um dos registos era realizada a etapa
em que a adsorcdo do AG era promovida mantendo constantes as condi¢des
relativas ao potencial aplicado ao elétrodo e ao transporte de massa da solucao
(figura 3.5). Os voltamogramas na figura 3.5 registados na solucdo de amostra
e na solucdo de eletrélito suporte nao apresentam diferencas significativas em
termos de intensidade de corrente.

6 -
4 - =S0lu¢do de AG
< .
g. === E|etrélito suporte
2 -
0 I I
0,0 0,2 0,4

E/V (Ag pseudo referéncia)

Figura 3.5- Voltamogramas de DPV obtidos com CNT@SPCE numa solu¢éo de AG 3,0 uM e na solugéo
do eletrdlito suporte, apds a adsor¢éo na solugcdo de AG. A adsorgéo foi realizada durante 90 s, aplicando

um potencial de 0 V versus o pseudo elétrodo de referéncia.
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Figura 3.6- Voltamogramas de CV obtidos numa solugéo de AG, tracados a diferentes velocidades de
varrimento, com SPCE (A) e CNT@SPCE (C). Representa¢éo da varia¢do da intensidade de corrente

com a velocidade de varrimento.

Foi ainda realizado o estudo do efeito da velocidade de varrimento por CV para
averiguar a natureza do processo de oxidacao. Na figura 3.6 estdo apresentados
os voltamogramas de CV obtidos com SPCE e CNT@SPCE, produzidos a partir
de uma solucao de AG a diferentes velocidades de varrimento. Com o SPCE os
voltamogramas foram registados diretamente da solucéo de AG. A realizacdo da
etapa de adsorcdo nao produziu alteracdes apreciaveis na resposta do SPCE,
pelo que esta nao foi efetuada com este elétrodo.

A intensidade de corrente de pico (lp) medida a partir dos voltamogramas de CV
obtidos com o SPCE (1° pico) varia linearmente com a raiz quadrada da
velocidade de varrimento (v¥?) (r=0,996). Este resultado demonstra que no

SPCE, o processo de oxidacdo do AG é controlado por difusdo. Relativamente
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ao CNT@SPCE obteve-se uma correlacao linear (r=0,996) da I, em fungao da
velocidade de varrimento, indicando que o processo é controlado por adsorcao.
As intensidades de corrente geradas pela oxidacao do AG no CNT@SPCE foram
significativamente superiores as obtidas no SPCE. Este facto resultou numa
superior sensibilidade de medi¢cédo e em limites de detecdo mais baixos. O efeito
da presenca dos CNT foi quantificado a partir do incremento da sensibilidade,
agui denominado por amplificacao.

A tabela 3.2 apresenta a comparacdo entre os valores da amplificacdo da
sensibilidade das medi¢cOes efetuadas em solugdes de AG usando CNT@SPCE

relativamente ao SPCE nao modificado.

Tabela 3.2- Comparagéo entre os valores da sensibilidade e da amplificagdo das medi¢des efetuadas em
solugdes de AG usando CNT@SPCE relativamente ao SPCE ndo modificado.

Técnica cv DPV
Sensibilidade SPCE (A/M) 0,0451 0,0522

Sensibilidade CNT@SPCE (A/M) 0,868 1,49

Amplificagao 19,2 28,8

Os valores relativos a amplificacdo de sinal com o SPCE (cerca de 19 e de 29,
por CV e DPV, respetivamente) sdo bastante inferiores aos obtidos com o
elétrodo GCE (cerca de 145 e de 350, por CV e DPV, respetivamente). Esta
diferenca devera estar relacionada com as condicBes experimentais em que a
etapa da adsorcao € realizada. A célula eletroquimica usada com o GCE permite
usar um maior volume da solucdo e condicBes de transporte de massa mais
eficientes, utilizando agitacdo. Estas condicbes promovem a acumulacdo de
quantidades superiores de AG na superficie dos CNT imobilizados no GCE

relativamente ao SPCE.

3.3 Otimizacao da resposta do sensor CNT@SPCE

Ainda que menos sensivel, o CNT@SPCE apresenta uma enorme

potencialidade para ser utilizado em analises de rotina por utilizadores nao
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especializados. Assim, foi feito um esforgo no sentido de melhorar a resposta do
sensor construido a partir do SPCE.

As variaveis experimentais analisadas na otimizacéo foram as que condicionam
a resposta do CNT@SPCE, nomeadamente: tempo de adsorcéo, potencial de
adsorcdo, massa de CNT (utilizada na modificacdo do sensor SPCE) e o
solvente utilizado na suspenséo de CNT.

O processo de otimizacao foi realizado com o padréo de referéncia AG através
da resposta por DPV, mantendo constantes as condi¢cdes experimentais em que

foram realizados os anteriores estudos voltamétricos.

3.3.1 Parametros de adsorgao

A figura 3.7 apresenta a Ip obtida a partir de uma solucéao 6,0 uM de AG por DPV
com o sensor CNT@SPCE, em funcdo do tempo de adsorcdo, mantendo o
potencial de adsorcéo a 0 V. Esta figura revela que o sinal tende a aumentar com
o tempo de adsorcdo. O tempo de 90 s, apesar de ndo corresponder ao maior
valor de I, do AG, foi escolhido como o tempo de adsorcao, pois ndo sendo
excessivamente elevado ndo compromete significativamente a eficiéncia do

método.
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Figura 3.7— Efeito do tempo de adsorcéo na intensidade do sinal obtido por DPV, Eads= 0 V, [AG] = 6,0
UM.

A tabela 3.3 apresenta o efeito da utilizacdo de potencial de adsorcéo durante o
contacto com uma solucéao contendo AG, numa etapa que antecede o registo do
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sinal eletroquimico por DPV numa solucdo de eletrélito suporte, com o sensor
CNT@SPCE.

Tabela 3.3- Efeito do potencial de adsorc¢éo na intensidade do sinal obtido por DPV, [AG] = 9,0 uM, tempo
de adsorcao de 90 s com o CNT@SPCE.

Potencial de adsorgao Ip lnA
Circuito aberto 6,1
oV 15,6

De acordo com a tabela 3.3, observa-se que o controlo do potencial na etapa de
adsorcao influencia determinantemente a resposta obtida com o CNT@SPCE.
Considerando a mesma solucéo de AG, a resposta obtida € muito mais elevada
(15,6 pA) quando a adsorgéo do AG é realizada com um potencial constante de
0 V do que a obtida quando a adsor¢do € feita em circuito aberto. A diferenca
observada poderé estar relacionada com a reducéo dos grupos funcionais que
sdo introduzidos nos CNT durante a producdo da suspensdao destes
nanomateriais com a mistura de solventes agua/metanol (1:1). Quando a
adsorcdo do AG nos CNT depositados na superficie do SPCE, é efetuada com
o potencial constante de 0 V, os grupos OH, provenientes das moléculas de
metanol e introduzidos nos defeitos intrinsecos dos CNT, sofrem oxidacdo a um
potencial muito inferior a 0 V (pois encontram-se numa estrutura eletronica
altamente deslocalizada) interagindo com os grupos funcionais do AG através
do estabelecimento de ligagBes de hidrogénio. Por outro lado, na auséncia de
potencial de adsorcéo, os grupos OH presentes nos CNT, encontram-se na sua
forma reduzida n&o interagindo com o AG. Nesta situacdo, a interacdo €
associada apenas a pouca funcionalizacdo que os CNT apresentam na sua
forma original. Esta diferenca poderéa estar também relacionada com o facto das
moléculas de AG serem atraidas, por interacdes electroestaticas, para a
superficie do elétrodo de trabalho quando este se encontra (polarizado) com um
potencial constante (0 V). Nesta situacéo, a distancia entre o analito e 0s grupos
funcionais sera menor, permitindo o estabelecimento de ligacédo de hidrogénio e

uma maior concentracdo de analito na superficie do sensor que é traduzida num
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sinal mais elevado face ao sinal que se obtém quando n&o h& aplicacdo de

potencial na etapa da adsorcao.

3.3.2 Solvente usado na suspensao dos CNT e massa de
CNT

O efeito do solvente usado na preparacédo das suspensdes de CNT foi testado
usando duas misturas: agua/acetona (1:1) e dgua/metanol (1:1). Os resultados
relativos a sensibilidade da determinag¢do do AG com o CNT@SPCE encontram-

se apresentados na figura 3.8.

Sensibilidade / A/M!

Agua:Acetona Agua:Metanol

Figura 3.8— Efeito do solvente das suspensfes de CNT na resposta do CNT@SPCE em solugfes de AG.

Apesar de a sensibilidade obtida para a suspensdo de CNT preparada em
agua/metanol ser maior, verificou-se que as sensibilidades ndo séao
significativamente diferentes (avaliado pelo teste de t). O efeito associado a esta
variavel é complexo pois podera ser devido a diferentes fatores. A viscosidade e
a polaridade dos solventes poderé&o influenciar a sua capacidade para dispersar
os CNT, afetando a eficiéncia da sua distribuicdo a superficie do sensor. Por
outro lado, da interacdo com o solvente podera verificar-se a funcionalizacao dos
CNT por ligacdo destas moléculas aos defeitos intrinsecos dos CNT. Esta
funcionalizagdo por sua vez ird determinar ndo s6 a forma como estes se
organizam na superficie do elétrodo, mas também como estes interagem com as
moléculas dos polifendis.

O efeito da quantidade de CNT na suspensao foi também avaliado. Esta variavel

podera afetar a extensdo com que ocorre a interagdo com os polifendis. Para o
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estudo do efeito da massa de CNT foram modificados varios SPCE com
diferentes massas de uma suspensao de CNT de concentracdo 1 mg/mL em
agua/metanol. A resposta do CNT@SPCE, correspondente a Ip obtida num
ensaio por DPV a partir de uma solucéo 3,0 uM de AG esta apresentada na figura

3.9.
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Figura 3.9 — Efeito da massa de CNT depositada no elétrodo de trabalho do SPCE na resposta do
CNT@SPCE obtida num ensaio de DPV numa solugéo 3,0 uM de AG.

A Ip tende a aumentar com a massa de CNT depositada por drop-casting, até
um valor de cerca de 15 ug. Como foi sempre usado a mesma suspensao de
CNT, o aumento da massa de CNT corresponde a um aumento do volume da
suspensao depositado. A colocacao de volumes de suspensao superiores a 7,5
UL é bastante dificil devido a reduzida &rea do elétrodo de trabalho e a
necessidade de confinar a suspensao a esta zona. Deste modo, optou-se por
usar uma massa de 7,5 pg de CNT apesar desta ndo corresponder a situacdo

Otima para a resposta do sensor.

3.4 Grupos funcionais envolvidos na etapa do

reconhecimento de polifendis

Em trabalhos anteriores realizados no nosso laboratério verificou-se que a
presenca de grupos funcionais contendo oxigénio pode contribuir para aumentar
a sensibilidade da detecdo de moléculas contendo fendis na sua estrutura. Este
efeito foi verificado na detecdo de dopamina em SPCE tratados a elevada
temperatura [75], com elétrodos modificados com CNT funcionalizados por
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tratamento com &cido nitrico [76] e com fragmentos carbonaceos obtidos a partir
de CNT [77]. Estes grupos funcionais podem estabelecer ligacdes de hidrogénio
com os grupos funcionais dos polifendis. No sentido de esclarecer acerca da
importancia dos grupos carboxilico na adsor¢cdo dos polifendis aos CNT,
realizou-se uma experiéncia em que o0 passo de adsor¢cdo do &cido 2,5-
dihidroxibenzadico, 2,5AHB, foi efetuado a partir de duas solu¢cdes com diferente
pH, 7,40 e 3,20, sendo a oxidacdo das moléculas adsorvidas posteriormente
realizada numa solucao tampdo de acido tartarico pH 3,20. A figura 3.10 mostra
os voltamogramas de CV obtidos com o CNT@SPCE relativos a oxidagéo do
2,5AHB, comparativamente a oxidacdo da hidroquinona, HQ, cuja adsorcao foi
realizada a pH 3,20 e o registo do voltamograma foi efetuado também na solucao
do eletrdlito suporte. A HQ é uma molécula semelhante ao 2,5AHB diferindo pela
auséncia do grupo carboxilico.

Nas condi¢cdes experimentais em que o grupo carboxilico do 2,5AHB esta
protonado, obtidas a pH 3,20, as intensidades de corrente sdo mais elevadas
que as obtidas a pH 7,40 quando o grupo carboxilico se encontra desprotonado.
Para além disso, a Ip obtida pela oxida¢do do 2,5AHB, apés a adsor¢ao a pH
7,40, € comparavel a obtida para a HQ apos a sua adsorcdo a pH 3,20, como

mostra a figura 3.10.
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Figura 3.10— Voltamogramas de CV obtidos na solucdo do eletrélito suporte (acido tartarico 32,0 mM a pH
3,20) com o CNT@SPCE, apés adsorcao de HQ e 2,5AHB (120,0 uM) a pH 3,20 (acido tartarico) e do
2,5AHB a pH 7,40 (tampéao fosfato).
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A igualdade entre as intensidades de corrente de pico sugere que 0 grau de

cobertura da superficie por estas moléculas € semelhante, considerando que o

mecanismo de oxidacdo de ambas as moléculas envolve o0 mesmo numero de

eletrbes com a formacao de uma para-quinona, de acordo com a equagao 3.1.
n?F2v At

Ip =— 1
p 4RT 3

Na equacéao 3.1 n é o numero de eletrdes envolvido no processo de transferéncia
eletronica, F € a constante de Faraday, v € a velocidade de varrimento, A é a
area do elétrodo de trabalho, 7, € o grau de cobertura da superficie do elétrodo,
R é a constante de gases e T a temperatura.

Estes resultados mostram que o grupo carboxilico do 2,5AHB esta envolvido no
processo de adsorcdo quando este se encontra na forma protonada. Nesta
situacao, o 2,5AHB adsorve em maior extensao que a HQ, obtendo-se valores
de Ip superiores. A interligacdo entre a extensdo da adsorcdo e o grau de
protonacédo do grupo carboxilico podera indicar que os atomos de oxigénio dos
CNT envolvidos no processo de adsorcdo ndo estdo ligados a um atomo de
hidrogénio. Assim, nos CNT, a ligacdo de hidrogénio sé é efetiva com grupos
funcionais presentes nos CF que possuam um atomo de hidrogénio ligado a um
atomo eletronegativo, tal como nas funcdes de acido carboxilico (COOH) e fenol
(OH).

Esta observacédo indica a presenca de grupos carbonilo na superficie dos CNT.
A existéncia destes grupos podera estar relacionada com a oxidacao
eletroquimica de grupos OH que foram introduzidos nos defeitos intrinsecos dos
CNT, através das moléculas de 4gua e metanol no seu tratamento com ultra-
sons. Como estes grupos se encontram ligados a uma estrutura macromolecular
de carbono sp2 altamente deslocalizada, a sua oxidacdo podera ocorrer a
potenciais inferiores ao potencial em que € realizada a adsor¢cdo dos CF, ja
referido anteriormente.

A figura 3.11 apresenta o espetro de IV com a transformada de Fourier (FTIR)
dos CNT da suspensdo agua/metanol (1:1) e dos CNT na sua forma original,
denominados de pristinos. De acordo com esta figura, os espetros de FTIR dos
CNT pristinos e provenientes da suspensdo agua/metanol sdo semelhantes.

Deste modo néo é possivel através desta técnica, identificar funcionalizagao
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associada ao tratamento dos CNT com &gua/metanol. Estes espetros sdo
semelhantes aos apresentados na caracterizacdo de CNT, quer pristinos, quer
funcionalizados por oxidacdo com acido nitrico [78]. Pode entdo concluir-se que

as bandas que surgem nos espetros de FTIR sdo caracteristicas dos CNT.

4000 3000 2000 1000 0
Nuimero de onda/cm™

Figura 3.11- Espetros de FTIR dos CNT da suspensao agua/metanol (laranja) e dos CTN originais (azul).

A figura 3.12 mostra uma curva de TGA obtida com os CNT provenientes da
suspensao em agua/metanol (1 mg/mL), apds a sua secagem prévia (descrita
na secdo 2.2.5). Esta curva foi tragada, entre a temperatura ambiente até 800
°C, com uma velocidade de varrimento de 10 °C/min, na presenca de um fluxo
constante, 60 mL/min, de nitrogénio.

De acordo com a figura 3.12, a perda de massa dos CNT, num total de 5,4 %,
comeca a ser significativa a partir dos 200 °C e devera corresponder a libertacéo
de grupos funcionais ligados covalentemente na superficie dos CNT. O facto
desta perda de massa ser pequena demonstra que o grau de funcionalizacéo &
baixo. Ainda que reduzido, esta perda de massa é superior a obtida com os
correspondentes CNT pristinos, cujo valor de perda de massa é de 1,3 % [77].
Dadas as diferencas entre as perdas de massa e as temperaturas a que estas
tém lugar, pode concluir-se que os CNT submetidos ao tratamento por ultra-sons
na presenca de agua/metanol sdo sujeitos a um processo de funcionalizacao

efetiva que condiciona o seu desempenho em termos eletroquimicos.
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Figura 3.12- Curva de TGA dos CNT da suspensdo em agua/metanol (1 mg/mL).
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4. Caracterizacao da resposta do sensor de
polifendis baseado em CNT relativamente a

polifendis com diferentes estruturas

Nesta seccdo sdo apresentados os resultados relativos a caracterizacdo do
sensor de polifendis, constituido por um SPCE modificado com CNT
funcionalizados, CNT@SPCE, com diferentes polifendis. Como a resposta
eletroquimica deste sensor esta associada a oxidagao dos polifendis adsorvidos
nos CNT, a sensibilidade da detecdo depende tanto da extensdo da adsorcao
como do mecanismo de oxidacdo. Assim, foi selecionado um conjunto de CF
com diferentes estruturas, incluindo diferente nimero de grupos OH ligados ao
anel aromético e em diferentes posicdes relativas (orto, meta ou para). A
resposta eletroquimica do sensor de polifendis é analisada em solucdes
contendo cada um dos polifendis isolados e em misturas de polifendis. A
informacdo contida nos voltamogramas obtidos com o CNT@SPCE é
comparada com a obtida no SPCE nao modificado.

4.1 Caracterizacao de compostos fendlicos por
CV e DPV

As figuras 4.1 e 4.2 mostram 0s voltamogramas de um conjunto de polifendis
com caracteristicas estruturais diferentes obtidos com um SPCE e o sensor de
polifendis CNT@SPCE por CV e DPV, respetivamente. Os voltamogramas
obtidos com o SPCE foram registados diretamente a partir de um volume de 75
pL de solucéo que foram colocados sobre a superficie do conjunto de 3 elétrodos
impressos. Com o CNT@SPCE, os voltamogramas foram registados numa
sequéncia de dois passos, como se descreve na secao experimental 2.2.1. No
primeiro passo € realizada a adsorcao, a potencial controlado (Eq«=0 V vs elétrodo
de pseudo referéncia) durante 90 s.

Os voltamogramas de CV obtidos com o SPCE apresentam picos largos e ndo
simétricos, indicando que neste sensor o processo de oxidacdo dos CF é

controlado por difusdo. Por outro lado, os voltamogramas de CV do sensor
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CNT@SPCE, apresentando picos simétricos, indicam que os CF se adsorvem
na superficie dos CNT depositados no elétrodo de trabalho do SPCE.

O grau de simetria dos picos relativos ao ACUM e ao 2,4AHB é menor devido a
estes picos surgirem junto ao limite de oxidacdo da janela de potenciais
disponiveis.

Todos os voltamogramas de CV dos CF obtidos com o SPCE apresentam
apenas um pico de oxidacdo, com a excecdo do AG e da catequina (CAT) que
apresentam dois picos. No sensor CNT@SPCE verifica-se 0 mesmo
comportamento, com excecao do AG que apresenta um Unico pico de oxidagéo.
A ocorréncia do pico de reducédo, sO se verifica para os polifendis com grupos
hidroxilo em posicfes orto ou para, nomeadamente para o AC, 2,5AHB e a CAT.
Este pico esté relacionado com a reducdo das quinonas (orto ou para) que sao
formadas através da oxidacdo do polifenol. Os polifendis com grupos hidroxilo
em posicdo meta, tal como os fendis com um Unico grupo hidroxilo sofrem
oxidacdo eletroquimica a potenciais mais elevados e ndo apresentam pico
inverso, devido a ndo haver formacao das quinonas pela oxidacao destes CF.
O AG apresenta grupos hidroxilo em posi¢cdes adjacentes (orto), sendo oxidado
a potenciais relativamente baixos, préximos dos obtidos para os polifenéis com
grupos hidroxilo em posicdes orto ou para. O facto de a transferéncia de carga
ocorrer em dois processos separados, no caso do SPCE, podera ser justificado
com a estabilizacdo do intermediario gerado apds a transferéncia de 1 eletréo,

como se encontra ilustrado na figura 4.3 [79].

Figura 4.3— Representacédo hipotética da estrutura do intermediario da reacéo de oxidagéo do AG.
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Figura 4.1- Voltamogramas de CV de diferentes polifendis (120,0 uM) obtidos com SPCE e CNT@SPCE (eixo vertical: I/pA; eixo horizontal: E/V vs pseudo referéncia).
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O radical formado apds a transferéncia do primeiro eletréo é estabilizado por um
efeito eletronico dador exercido pelos dois grupos hidroxilos fendlicos adjacentes
e pela formacédo de duas ligacdes de hidrogénio. Estes dois fendmenos opdem-
se ao efeito eletrénico retirador exercido pelo grupo carboxilico, estabilizando,
desta forma, o radical formado durante a oxidacéo do AG.

O facto de este ndo apresentar pico inverso indica que a quinona formada pela
oxidacdo nao é reduzida na janela de potenciais experimentalmente acessivel
ou alternativamente podera considerar-se que a oxidacdo do AG nédo leva a
formacao de uma quinona estavel.

A resposta obtida, por DPV e CV, com o CNT@SPCE é semelhante a do SPCE,
no que diz respeito a posicdo relativa dos picos de oxidacao e a existéncia de
um pico inverso, com a excegdo do AG. A alteracéo do perfil voltamétrico do AG
sugere que o0 seu mecanismo de oxidacéo é influenciado pela presenca dos CNT
na superficie do SPCE. Com o SPCE a ocorréncia de dois picos de oxidacao
(envolvendo a perda sequencial de leletrdo e 1H* em cada processo) relaciona-
se com o facto produto formado no primeiro processo (figura 4.3) € mais dificil
de oxidar que o préprio AG. Usando o CNT@SPCE, a oxidacao do AG origina
um unico pico voltamétrico. O facto do catido radicalar se encontrar adsorvido na
superficie dos CNT pode conferir-lhe uma maior estabilidade e simultaneamente
favorecer a formacdo de dimeros por combinagdo entre catibes radicalares
adsorvidos em posicdes adjacentes.

As Ip obtidas com o0 CNT@SPCE s&o muito superiores as relativas ao SPCE.
Este resultado esta diretamente relacionado com a facto desta resposta resultar
da oxidacdo de espécies adsorvidas nos CNT imobilizados na superficie do
SPCE, de acordo com os resultados apresentados na seccdo 3. Nestas
circunstancias as Ip sao controladas pelo grau de cobertura da superficie do
elétrodo pela espécie ativa, 0 que resulta em respostas mais sensiveis do que
as controladas pelo transporte de massa (difuséo).

As tabelas 4.1 e 4.2 apresentam dados relativos a caracterizacao eletroquimica
de polifendis por DPV com o sensor CNT@SPCE. Os dados de sensibilidade e
da gama de trabalho foram obtidos através de curvas de calibracdo que se
encontram apresentadas no anexo 2. Para efeitos de comparagéo, sdo também
apresentados os dados dos voltamogramas registados no SPCE n&o modificado.

Os dados de sensibilidade reportados para o sensor utilizado na sua forma
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original (SPCE) foram calculados através da razdo entre a Ip e a concentracao
de uma solucéo padrao.

De acordo com os dados das tabelas 4.1 e 4.2 é possivel concluir que o0s
polifendis que sofrem oxidag&o a potenciais mais baixos, nomeadamente o AG,
CAT, 2,5AHB, AC, 3,4AHB e o 4cido tanico, AT, sdo 0s que apresentam grupos
hidroxilos fendlicos em posicéo orto ou para.

O menor potencial de oxidacdo é uma caracteristica das espécies com superior
atividade antioxidante. O facto de serem facilmente oxidados do ponto de vista
termodinamico, permite que em sistemas naturais estas espécies reajam mais
extensamente com as espécies reativas de oxigénio associadas a degradacao
oxidativa, prevenindo, assim, a oxidacdo de outras moléculas presentes no
sistema natural como, por exemplo, no vinho [38, 80].

Os CF que apresentam apenas um grupo hidroxilo, ou grupos hidroxilo fendlicos
em posicdo meta, como o AF, AC, 3AHB, 2,4AHB e a m-CAT sdo compostos
cuja oxidacao ocorre a potenciais mais elevado, estando por isso associados a
uma menor atividade antioxidante.

Os potenciais de oxidacdo obtidos com o CNT@SPCE apresentam algumas
diferencas relativamente aos obtidos com o SPCE. Este facto pode ter diversas
origens. O elétrodo utilizado como referéncia € uma pseudo referéncia, podendo
verificar-se a alteragdo do seu potencial com a composi¢ao da solucdo. Este
efeito é particularmente significativo devido as medicdes com o SPCE serem
efetuadas na solucdo a analisar, enquanto com o CNT@SPCE a medicéo €&
efetuada na solucao de eletrélito apds o passo da adsorcéo.

Por outro lado, a cinética de transferéncia eletronica devera ser afetada pela
presenca dos CNT na superficie do elétrodo, alterando eventualmente os
potenciais de pico. A modificacdo da superficie com os CNT podera ter
contribuido para facilitar a transferéncia eletronica de todos 0s processos,
eliminando esta contribuicdo no valor de Ep, aproximando estes valores entre si
(tabela 4.1 e 4.2).

A sensibilidade da determinacéo, dos diferentes CF, por DPV obtida com o
CNT@SPCE é significativamente superior a obtida com o SPCE. Para todos os
compostos verifica-se um aumento de sensibilidade quando é utilizado o sensor
CNT@SPCE, sendo este aumento mais acentuado para oS compostos que
apresentam grupos OH em posic¢des orto e para (figura 4.4).
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Tabela 4.1- Caracterizacgao eletroquimica dos polifen6is com grupos OH em posigdes orto e para por DPV com o sensor CNT@SPCE e SPCE (para referéncia).

CNT@SPE SPCE
Composto Eo1 Gama de
fenglico Ep2 Ep—Epp2 Sensibilidade trabalho Ep1 Ep—Epp2 Sensibilidade
(v) (v) (A/M) (A/M) (V) V) (A/M)
AG 0,105 0,068 1,49+0,13 1,5-12,0 0,056 0,087 0,0522
- - - - 0,619 0,112 =

0,142

CAT 0,122 0,073 3,330+0,017 0,75-4,5 0,132 0,098

0,430 0,068 - - 0,483 0,107
2,5AHB 0,141 0,073 2,15+0,36 3,0-12,0 0,083 0,082 0,118
ACAF 0,156 0,073 5,60+ 0,44 0,75-6,0 0,098 0,082 0,212
AT 0,190 0,151 4,83+0,39 1,5-6,0 0,138 0,181 0,131
3,4AHB 0,220 0,078 4,13 +0,70 0,75-4,5 0,273 0,103 0,0578

Tabela 4.2- Caracterizacao eletroquimica dos compostos fendlicos com grupos OH em posi¢cdes meta ou com apenas um Unico grupo OH (mono fenéis) com o sensor CNT@SPCE e SPCE.

CNT@SPE SPCE
Composto Gama de
fenglico Ep—Ep2 Sensibilidade  trabalho Ep1 E,—Epp2 Sensibilidade
Ep1 (V) (V) (A/M) (A/M) (V) (V) (A/M)
AF 0,320 0,112 0,433+0,021 3,0-24,0 0,303 0,146 0,0695
ACUM 0,480 0,063 0,165+0,012 6,0-48,0 0,493 0,112 0,0579
3AHB 0,620 0,078 0,212+0,013 6,0-48,0 0,664 0,107 0,125

2,4AHB 0,654 0,073 0,264 +0,028 3,0-24,0 0,679 0,112 0,200
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Figura 4.4- Comparacgéo das sensibilidades do SPCE e CNT@SPCE, determinadas por DPV, para os

diferentes compostos fendlicos (orto e para, monofendis e meta).

Pode-se, entdo, concluir que o CNT@SPCE produz Ip mais elevadas na detecdo
de polifendis que apresentam uma atividade antioxidante mais elevada
(polifendis que se oxidam a potenciais mais baixos) do que os polifenéis que
apresentam menor atividade antioxidante. Por exemplo, a sensibilidade deste
sensor em relacdo ao ACUM (composto que ndo forma a quinona) é cerca de
0,16 A/M, enquanto a sensibilidade do mesmo sensor em relacdo ao AC
(composto fendlico que forma a quinona) € 5,58 A/M, determinada, também, por
DPV.

4.2 Analise de misturas de polifendis

A andlise de misturas de polifendis pode ser efetuada do ponto de vista
qualitativo ou quantitativo. Do ponto de vista qualitativo, € considerada a
possibilidade de detetar a presenca de diferentes compostos, enquanto que em
termos quantitativos € discutida a aditividade dos sinais relativos aos
componentes presentes na mistura. Nas figuras 4.5 e 4.6 comparam-se as
respostas voltamétricas, por DPV, de duas misturas de polifendis (A e B)
utilizando um SPCE e um CNT@SPCE, respetivamente.

As figuras 4.5A e 4.6A apresentam voltamogramas relativos aos CF com grupos
OH em posic¢des orto (AG, AC e CAT), meta (CAT) e para (2,5AHB) nos anéis

aromaticos.
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Figura 4.5— Voltamogramas de DPV, obtidos com um SPCE, de misturas de polifendis: A) contendo
grupos OH em posi¢des orto ou para (30 uM de AG e de 2,5AHB, 15 puM de AC), contendo grupos OH em
posicao orto e meta (30 uM de CAT); B) contendo grupos OH em posi¢Bes orto e meta (30 pM de AG e
CAT) e um monofenol (60 uM de ACUM).
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Figura 4.6- Voltamogramas de DPV, obtidos com um CNT@SPCE, de misturas de polifendis: A) contendo
grupos OH em posicéo orto ou para (3,0 pM de AG, CAT, A2,5dHB e de AC) e meta (3,0 uM de CAT); B)
contendo grupos OH em posi¢éo orto (3,0 uM de AG e CAT) e um monofenol (6,0 uM de ACUM).

Com o SPCE 0 AG e a CAT apresentam dois picos de oxidacdo em oposi¢céo ao
AC e ao 2,5AHB que s6 apresentam um. O voltamograma da mistura A
(contendo AG, AC, CAT e 2,5AHB) apresenta dois picos. O primeiro tem
contribuicdo de todas as espécies presentes que sao facilmente oxidaveis. SO
algumas das espécies contribuem para o segundo pico, nomeadamente o AG e
a CAT. Com o CNT@SPCE s0 € visivel um pico para cada um dos polifenois
analisados isoladamente. Apesar da CAT apresentar um anel aromatico com
grupos OH em posicédo meta, nao € visivel um pico a valores de potencial mais

elevados que possa ser atribuido a oxidac&o destes grupos. O voltamograma da
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mistura A, com um unico pico a 0,161 V, é resultado da contribui¢cdo de todos os
compostos.

As figuras 4.5B e 4.6B apresentam voltamogramas relativos aos AG, CAT e
ACUM. O primeiro composto apresenta grupos OH nas posi¢des orto; o segundo
apresenta grupos OH em posicdo orto e meta; enquanto que o ultimo é um
monofenol. Com o SPCE os polifendis AG e CAT apresentam dois picos de
oxidacdo, o primeiro a cerca de 0,1 V e o segundo a cerca de 0,45 V. O ACUM
apresenta um Unico pico de oxidag&o que coincide com o segundo pico do AG e
da CAT. O voltamograma da mistura B (AG, CAT e ACUM) apresenta dois picos.
Enquanto para o primeiro pico contribuem exclusivamente as espécies
facilmente oxidaveis, AG e CAT, para o segundo pico observa-se a contribuicao
de todos os compostos. Com o0 CNT@SPCE cada um dos CF apresenta um
Unico pico enquanto que a mistura B apresenta dois picos. Os picos do AG e da
CAT ocorrem a aproximadamente a 0,1 V enquanto o do ACUM ocorre a cerca
de 0,5 V. As espécies AG e CAT (que possuem grupos OH facilmente oxidaveis)
contribuem para o primeiro pico da mistura, a cerca de 0,1 V, enquanto que o
ACUM (que é mais dificilmente oxidavel) contribui unicamente para o segundo
pico, a cerca de 0,5 V.

A andlise quantitativa das duas misturas (A e B), com ambos o0s sensores, foi
efetuada a partir dos valores de Ip obtidos para os compostos isolados e para as
misturas. A tabela 4.3 apresenta os desvios relativos entre os valores medidos
de Ip dos voltamogramas das misturas e os valores de Ip calculados a partir da
soma dos valores de Ip medidos para cada CF isoladamente. Os valores de Ip
dos compostos medidos isoladamente, bem como das misturas, encontram-se

no anexo 3.

Tabela 4.3- Diferencga relativa entre as Ip medidos dos voltamogramas das misturas e as Ip calculadas a

partir da soma dos valores de Ip medidos para cada CF isoladamente.

Desvio relativo (%)

CNT@SPCE SPCE
Pico 1 Pico 2 Picol Pico 2
Mistura A 6 - 30 49
Mistura B 9 5 4 33
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Relativamente aos resultados obtidos com o SPCE, a Ip do 1° pico obtida na
mistura A é 30 % inferior ao correspondente a soma das Ip individuais. No que
diz respeito ao 2° pico, a Ip obtida na mesma mistura € 49 % inferior a soma dos
Ip individuais. Na mistura B, verifica-se uma diferenca de 4 % para a Ip do 1° pico
e 33 % para a Ip do 2° pico, sendo que os valores de Ip obtidos nesta mistura
sdo também inferiores aos obtidos pelo somatério das Ip individuais dos
compostos. Ja com o CNT@SPCE as diferencas calculadas sdo muito menores.
Na mistura A, a Ip do Unico pico observado é 6 % superior & soma das Ip
individuais. Na mistura B, observa-se uma diferenca de 9 % para a Ip do 1° pico
e 5 % para a Ip do 2° pico, sendo os valores de Ip da mistura também superiores
aos obtidos pelo somatorio das Ip individuais dos compostos.

A diferenca destes resultados, quando se faz a analise das misturas A e B com
os sensores SPCE e CNT@SPCE, representa uma consequéncia direta da
maior proximidade entre os valores de Ep, como mostra a figura 4.7, e da menor

largura dos picos (tabela 4.1 e 4.2) obtidos com o sensor CNT@SPCE.

0,3 - 0,8 -
0,6 -
>0,2 e I
>
o S04 -
w w
0,1 -
1 | .
0 - o -
AG CAT 2,5AHB AC AT 3,4AHB ACUM  3AHB  2,4AHB

Figura 4.7- Comparagéo dos valores de Ep dos compostos fendlicos estudados obtidos com SPCE e
. As regibes sombreadas correspondem aos intervalos de confianga obtidos do Ep, para
cada sensor, a partir do valor médio e do desvio padréo.

Para além da aditividade dos sinais ser verificada em maior extensdo com o
CNT@SPCE, a informacgédo contida em cada um dos picos, nas misturas, €
superior. A partir do primeiro pico € possivel quantificar os CF com grupos OH
em posicéo orto e para, enquanto que através do segundo pico guantificam-se
0S compostos com grupos OH em posicdo meta ou compostos com um Unico

grupo fenalico.
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Os grupos OH em posi¢cdo meta relativos a CAT ndo foram detetados nesta
experiéncia devido a menor sensibilidade com que sdo detetados os processos
de oxidacdo relativos a compostos com grupos OH nesta posi¢do. Na figura 4.8
estdo apresentados voltamogramas de DPV obtidos em diferentes
concentragdes de CAT com o sensor CNT@SPCE. De acordo com a figura 4.8,
a presenca do 2° pico s6 se faz sentir para concentracdes iguais ou superiores
a 6 UM, enquanto o 1°, correspondente a oxidacdo dos grupos OH em posicéo

orto, é detetado para solucées de 0,75 uM.

40 A

0 - T
0 0,2 0,4 0,6
E/V (Ag pseudo referéncia)

Figura 4.8- Efeito da concentragéo (0,75, 1,5 e 6,0 uM) no sinal, obtido por DPV com o CNT@SPCE,

relativo aos grupos OH em posi¢do meta da CAT.

Para além dos compostos com grupos OH em posicdo meta, os monofendis
também apresentam uma sensibilidade mais reduzida relativamente aos
compostos com grupos OH em posi¢des orto ou para.

A sensibilidade relativa a detecao de monofenois e polifenois com grupos OH em
posicdo meta pode ser melhorada alterando as condi¢cdes em que € realizada a
etapa de adsorcdo, nomeadamente aumentando o tempo de adsorcao.

Na figura 4.9 encontra-se ilustrado o efeito do tempo de adsorcéo na resposta
de DPV obtida numa solugcédo equimolar de ACUM e AG (2,50 uM). A adsorcéo
foi realizada ao potencial de 0,400 V e o voltamograma foi registado entre 0,400
e 0,700 V. Com um aumento do tempo de adsorgéo entre 45 e 550 s, verificou-
se um incremento de 22 vezes na sensibilidade do ACUM que variou entre 0,02
A/M e 0,40 A/M.
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Figura 4.9- Efeito do tempo de adsor¢do na resposta de DPV numa soluc¢édo equimolar de AG e ACUM
(2,50 uM).
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5. Validacao do sensor e método de analise

de compostos fendlicos

Na presente seccdo, sdo apresentados resultados relativos a validacdo do
sensor de polifendis, cuja constituicdo e modo de operacdo foram otimizados
(seccao 3) e testado com diferentes CF, individualmente e em misturas (secc¢éo
4). A validacdo foi realizada considerando resultados obtidos por DPV em
solucdes padrao de um CF modelo (AG) e solu¢cbes de uma amostra de vinho
tinto. O desempenho do sensor e do método foi avaliado a partir da gama de
trabalho, sensibilidade, limite de quantificacéo, preciséo, justeza, seletividade e
incerteza de medicdo. Os resultados obtidos com este sensor foram comparados
com os dos métodos utilizados na determinacao do teor total de CF em amostras
naturais, nomeadamente a medicado de absorvancia a 280 nm e o método de
Folin-Ciocalteu.

5.1 Analise com o sensor CNT@SPCE

A andlise de uma amostra de vinho tinto (Pegdes 2016) foi efetuada com o
sensor CNT@SPCE na solucdo de eletrélito suporte ap6s uma etapa de
adsorcao dos CF, ao potencial de 0 V. Para efeito de comparacdo a mesma
amostra de vinho tinto (diluida 1:25) foi analisada com o SPCE. A figura 5.1
apresenta o voltamograma de DPV obtido com o sensor SPCE. Neste
voltamograma, com baixa resolucdo, é observada a presenca de trés picos
parcialmente sobrepostos. Os dois primeiros picos localizados na regido de
potenciais inferiores a 0,3 V, deveréo corresponder aos polifenéis com grupos
OH em posicao orto e para (tabela 4.1) enquanto o ultimo pico que se localiza a
potenciais mais elevados (superiores 0,3 V), devera corresponder aos CF com
um unico grupo OH ou com grupos OH em posicdo meta (tabela 4.2). A
quantificacdo de cada um dos dois grupos e do teor total de CF com o SPCE é
feita por interpolagao das Ip (Ip1+ Ip2 para o primeiro grupo e Ips para o segundo
grupo) numa curva de calibracéo de AG, obtida por DPV (anexo 4). Os resultados
obtidos estédo apresentados na tabela 5.1. A razdo entre as concentracdes dos
CF que se oxidam a potenciais inferiores a 0,3 V e 0s que se oxidam a potenciais

superiores a 0,3V é de 4:5.
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Dada a baixa seletividade do SPCE, estes resultados dever&o estar afetados
pela presenca de interferentes relevantes na matriz do vinho como, por exemplo,
0 acido ascorbico e o didéxido de enxofre. Assim, a justeza deste método esta
diretamente relacionada com a concentragdo em que estes interferentes se
encontram na amostra.

A figura 5.2 mostra os voltamogramas de DPV registados com 0 sensor
CNT@SPCE, numa solucéo de amostra de vinho tinto (Pegdes 2016), obtidos

em diferentes condi¢bes experimentais.
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Figura 5.1- Voltamogramas obtidos com SPCE numa amostra de vinho tinto diluida 1:25 na solucéo de

eletrdlito suporte (4cido tartarico 32 mM a pH 3,20) por DPV (Ep=100 mV e AEs= 5 mV).
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Figura 5.2— Voltamogramas obtidos com CNT@SPCE numa amostra de vinho tinto diluida no eletrélito
suporte por DPV nas mesmas condi¢des experimentais da figura 5.1. A) Amostra diluida 1:200; adsorgao
de 90 s ao potencial de 0 V. B) Amostra diluida 1:50; adsorgao de 550 s ao potencial de 0 V.

Os voltamogramas obtidos com o sensor CNT@SPCE nas soluc¢des de amostra
de vinho tinto apresentam um pico mais intenso a um potencial proximo de 0,1
V que é atribuido aos polifendis com grupos OH em posicao orto e para. Os dois

picos de menor intensidade aos potenciais 0,4 e 0,6 V estéo associados aos CF
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com um unico grupo OH ou grupos OH na posi¢cao meta. Os dois picos menos
intensos sdo dificilmente visualizados quando os ensaios sao realizados na
solucéo diluida 1:200 e tempo de adsorcdo de 90 s (figura 5.2A). Assim, a
quantificacdo relativa aos CF cuja resposta ocorre na gama de potenciais
superiores a 0,3 V foi efetuada a partir de medicdes realizadas em solucdes
diluidas 1:50 e tempos de adsorcdo de 550 s (figura 5.2B). Relativamente ao
primeiro pico utilizou-se o AG como padrdo, uma vez que a sensibilidade com
que este é detetado é comparavel a sensibilidade da detecdo dos polifenois com
grupos OH em posicdes orto e para (tabela 4.1). Por interpolacéo do valor de Ip1
na curva de calibracdo do AG (figura 5.3) obteve-se um valor de 1,17 mM eq AG
para a concentracao total de polifendis com maior atividade antioxidante.

Para a quantificacdo dos restantes CF foi utilizado como padrdao o ACUM que
apresenta uma sensibilidade de detecdo da mesma ordem de grandeza dos
compostos com um unico OH ou com grupos OH em posicdo meta (tabela 4.2).
Esta quantificacao foi efetuada a partir da comparacao do valor de Ip2 + Ips com
o medido a partir de uma solucéo padrao 2,50 uM (anexo 5) de ACUM, tendo-se
estimado 0,47 mM eq de ACUM. Na tabela 5.1 apresenta-se a concentracdo de
compostos fendlicos total (CFT) calculada a partir da soma dos CF com Ep<0,3
V e com Ep>0,3 V.

A estimativa da razdo entre as concentragcdes dos CF que se oxidam a potenciais

inferiores a 0,3 V e 0s que se oxidam a potenciais superiores a 0,3V é de 5:2.

Tabela 5.1- Concentracdes parciais e total de CF obtidos com CNT@SPCE e SPCE. Concentracdo

relativa dos CF facilmente oxidaveis (Ep < 0,3 V) face aos restantes CF.

[CFlep<o3v [CFlep>o0.3 [CFep <03 v] [CFT]

(mM) v(mM) [CFEp> 03] (mM)

CNT@SPCE 1,17 0,47 2,50 1,59

SPCE 0,87 1,04 0,80 1,96
Desvio (%) -26 121 -68 23

A discrepancia observada entre os valores obtidos com SPCE relativamente aos
do CNT@SPCE, tanto em termos da concentragao dos CF com Ep > 0,3V e

total de CF, como da abundancia relativa dos dois grupos de compostos, devera
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estar associada a menor seletividade do SPCE e a possivel interferéncia do SO-.
Esta espécie que é oxidada no SPCE a potenciais superiores a 0,3 V, é
correntemente adicionada aos vinhos de modo a aumentar a sua estabilidade.
Em oposicdo, esta espécie ndo constitui um interferente quando é utilizado o

CNT@SPCE, como € demonstrado na secgéo 5.2.

5.2 Parametros de desempenho do sensor
CNT@SPCE

Os parametros de desempenho do sensor CNT@SPCE foram estimados com o
objetivo de caracterizar o método desenvolvido e avaliar a qualidade dos
resultados obtidos em solu¢cdes de um CF modelo, AG, e em uma amostra
natural, nomeadamente vinho tinto. A partir da curva de calibragéo, figura 5.3,
obtida com o sensor CNT@SPCE por DPV, foi realizada a caracterizacdo da
gama de trabalho, linearidade, sensibilidade e limite de quantificacdo. A
incerteza de medicdo foi estimada a partir da combinacdo das incertezas
associadas a preciséo e a justeza. A precisao foi quantificada a partir de ensaios
de repetibilidade e precisdo intermédia. A justeza foi calculada com base em
ensaios de recuperacdo. No estudo da seletividade foram considerados o &cido
ascorbico, o diéxido de enxofre e o etanol que séo interferentes relevantes para

0s vinhos.

5.2.1 Gama de trabalho, linearidade, sensibilidade e
limite de quantificacao

A partir de solugdes com diferentes concentragbes de AG foram tragados
voltamogramas de DPV nas mesmas condicbes experimentais em que foi
caracterizada a amostra de vinho para a quantificacdo dos CF com Ep < 0,3V
(figura 5.2A). Por representacédo Ip em funcdo da concentracéo foi tragcada uma

curva de calibracdo, apresentada na figura 5.3. No anexo 6 encontram-se 0s

dados utilizados para fazer o tragado desta curva de calibracéo.
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[AG] /uM

Figura 5.3- Curva de calibracdo da intensidade de corrente de pico do AG obtida por DPV com o sensor
CNT@SPCE.

A tabela 5.2 apresenta os parametros da curva de calibragédo da figura 5.3. As
incertezas associadas ao declive e a ordenada na origem foram determinadas
multiplicando os desvios padrdes obtidos pelo parametro t de Student (N=3,P=95
%). No anexo 7 estdo apresentados os desvios padrdes e no anexo 8 encontra-

se as equacdes utilizadas.

Tabela 5.2- Parametros da curva de calibragdo do AG, obtida por DPV com o sensor CNT@SPCE.

Declive Ordenada na Svix Coeficiente de
(A/M) origem (pnA) (nA) correlagao (r)
1,49 + 0,13 0,19 + 0,83 0,40 0,999

A qualidade dos resultados obtidos, avaliada tanto por inspecao visual da reta
de calibracdo como pelos valores reportados na tabela 5.2, é elevada, uma vez
gue a ordenada na origem engloba o ponto (0, 0) e o declive apresenta um erro
relativo baixo (8 %).

Verifica-se que a gama de trabalho é linear no intervalo de concentracdo de 1,5
— 12,0 uM. Esta concluséao resulta da aplicacéo do teste de homogeneidade das
variancias para 95 % (PG=10,3 < Ftabelado=15,44) e do valor do coeficiente de
correlacdo, que é superior ao valor recomendado de 0,995 [81]. No anexo 9
encontram-se apresentados os dados utilizados para validar a gama de trabalho

utilizada.
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A partir da curva de calibracdo define-se a sensibilidade obtida com o sensor
CNT@SPCE, relativamente ao AG, como 1,49 + 0,13 A/M.

O erro relativo e o coeficiente de variacao obtido para o padrdo de AG mais
diluido usado para a definicdo da curva de calibracéo (9 % e 2 %) sdo baixos (<

10 %), permitindo definir como limite de quantificacdo 1,50 uM.

5.2.2 Incerteza de medicao

A incerteza de medicéo foi estimada a partir dos resultados obtidos no estudo da
precisdo e justeza do método. Assim, fez-se a determinagcdo das incertezas
associadas a preciséo intralaboratorial e a justeza [82]. No anexo 10 estédo

apresentadas as expressoes utilizadas.
5.2.2.1 Precisao

A preciséao foi caracterizada em condi¢des de repetibilidade (diferentes solucdes
analisadas no mesmo dia) e em condicfes de precisdo intermédia (sensores e
solucdes diferentes). A figura 5.4 mostra os resultados obtidos para dois
sensores CNT@SPCE diferentes, preparados no mesmo dia. No anexo 11 estao
apresentados dados obtidos neste estudo.
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Figura 5.4— Intensidade de corrente de pico dos voltamogramas de DPV obtidos com dois sensores
CNT@SPCE na solugéo do eletrélito suporte, apds a etapa de adsor¢éo numa solugdo de amostra de
vinho tinto (diluida 1:200).

O desvio padrao da repetibilidade e da precisao intermédia, determinados com
a ferramenta estatistica ANOVA, séo de 0,43 e 0,47 A, respetivamente. A partir

destes resultados determinaram-se os coeficientes de repetibilidade e preciséo
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intermédia (ambos de 5 %). Os limites de repetibilidade e precisdo intermédia,
(calculados a partir do produto de cada um dos desvios padrdes por 2,8) sao de
1,8 e 2,0 pA, respetivamente. Em termos de concentragdo o limite de
repetibilidade é de 1,2 uM e o limite de preciséo intermédia € de 1,3 uM.

Com base nos valores da repetibilidade e da precisdo intermédia pode-se
concluir que ndo ha variagbes significativas quando se utilizam sensores
diferentes, modificados com a mesma suspensdo de CNT no mesmo dia.

Foi obtido um valor de 4 % para a incerteza associada a precisao
intralaboratorial, determinada a partir do estudo da precisdo com resultados de
dois sensores numa amostra de vinho tinto e CNT@SPCE (tabela A7 do anexo
9).

5.2.2.2 Justeza

A justeza foi avaliada através da realizac@o de ensaios de recuperacédo. Para tal
utilizou-se uma amostra de vinho tinto diluida e fortificou-se essa amostra de
vinho com uma solucdo padrdo de AG. Na tabela 5.3 estdo apresentados os

resultados obtidos nos dois ensaios de recuperacéo.

Tabela 5.3— Intensidade de pico dos voltamogramas de DPV obtidos em solucdes de AG (fortificacéo),
amostra de vinho tinto (diluida 1:200 na solugdo de eletrélito suporte) e amostra de vinho tinto fortificada
(diluida 1:200 na solugéo de eletrélito suporte e fortificada em AG 3,0 uM) com CNT@SPCE, apés a

etapa de adsorgéo realizada durante 90 s ao potencial constante de 0 V.

Ip/ pA Ensaio1 Ensaio 2
Amostra 11,07 10,93
Amostra fortificada 13,76 12,86
Fortificagcao 2,47 2,47
Taxa de recuperacao (%) 98 104

A taxa de recuperacdo média obtida com a amostra de vinho tinto € 101 +4 % e
a incerteza associada a justeza é 4 %. Estes valores indicam que os resultados
obtidos com o sensor CNT@SPCE séo justos [83].
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5.2.2.3 Incertezas combinada e expandida

Com base nos resultados obtidos no estudo da preciséo e justeza, conclui-se
que a incerteza combinada é de 6 % e a incerteza expandida da medicéo
(utilizando um fator de expansédo 2) é de 11 %. Este valor mostra que as

medicdes efetuadas podem ser consideradas de elevado grau de confianca.

5.2.3 Seletividade

Os potenciais interferentes da determinacdo de CF em amostras de vinho séo o
etanol, acido ascoérbico e dioxido de enxofre. Apesar do etanol ndo ser
eletroativo, pode competir com o analito na etapa de adsorgdo por possuir um
grupo OH. O dioxido de enxofre e o0 acido ascorbico sédo adicionados aos vinhos
com o objetivo de aumentar a sua estabilidade oxidativa, uma vez que estes
compostos, assim como os CF, apresentam atividade antioxidante e

conservante.
5.2.3.1 Etanol

A figura 5.5 mostra a Ip dos voltamogramas de DPV obtidos em soluc¢bes 7,5 uM
de AG, na presenca de diferentes concentracdes de etanol. Na escolha do
intervalo de concentracéo do etanol (de 0 a 3 %) considerou-se o teor de etanol

meédio dos vinhos (12 %) e diluicbes da amostra compreendidos entre 1:200 e

1:4.
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Figura 5.5— Efeito do etanol na intensidade de pico dos voltamogramas de DPV obtidos em solu¢fes de

AG de concentragdo 7,5 uM, com diferentes percentagens de etanol, com o CNT@SPCE.
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Como as diferencas entre as Ip obtidas nas solu¢gdes de AG sé&o inferiores ao
limite de repetibilidade (1,8 pA) pode concluir-se que o sinal deste polifenol ndo
vem afetado pela presenca do etanol neste intervalo concentracao.

Este resultado pode significar que a molécula de etanol podera ndo adsorver nos
locais ativos dos CNT ou, caso adsorva, a sua adsorcao devera ser mais fraca

do que a dos CF, ndo diminuindo a extensdo com que estes se adsorvem.
5.2.3.2 Acido ascérbico

A figura 5.6 compara os voltamogramas de DPV registados com o CNT@SPCE
diretamente a partir de uma solugéo 0,80 mM (este valor de concentragédo tem
em conta a concentracdo maxima de acido ascorbico permitida nos vinhos) de
acido ascorbico e na solucéo do eletrdlito suporte, apés uma etapa de adsorcéo
na solucdo 0,80 mM de &cido ascérbico, seguindo um procedimento idéntico ao
utilizado na andlise da amostra de vinho. Para efeitos de comparacao, esta
também apresentado o voltamograma obtido com SPCE na mesma solu¢éo de
acido ascorbico.

Apesar do acido ascorbico ser eletroativo e por isso apresentar resposta quando
0 voltamograma é registado com o sensor diretamente em contacto com a
solucéo, esta espécie ndo € adsorvida nos CNT. Como o sinal do acido ascorbico
nao é observado quando a medicao é realizada recorrendo a etapa de adsor¢ao
e registando o sinal na solucao de eletrdlito, pode-se afirmar que esta espécie

nao constitui um interferente no método de analise de CF com este sensor.
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Figura 5.6- Voltamogramas de DPV de uma solugdo 0,80 mM de acido ascérbico obtidos com: A)
CNT@SPCE (medicéo na solugdo de acido ascérbico e medicéo da solucéo de eletrdlito suporte, apos

etapa de adsor¢do na solucéo de acido ascérbico) e B) SPCE.
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5.2.3.3 Dioxido de enxofre

A figura 5.7 ilustra os voltamogramas de DPV obtidos com CNT@SPCE
diretamente na solucdo 0,80 mM de dioxido de enxofre e na solugdo do eletrdlito
suporte, apos uma etapa de adsorcao na solucdo de dioxido de enxofre 0,80 mM,
seguindo um procedimento idéntico ao utilizado na analise da amostra de vinho.
O voltamograma de DPV obtido com o SPCE na mesma solucdo esta
apresentado na figura 5.7B, para efeitos de comparacao.

Com ambos os sensores € possivel registar um sinal relativo a oxidacao do SOz,
apesar das caracteristicas do sinal, em termos de posicéo e intensidade, serem
bastantes diferentes. De acordo com estes resultados, é previsivel que o SOz
interfira diretamente no sinal registado do SPCE, afetando a quantificacdo dos

polifendis cujo Ep € superior a 0,3 V.
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Figura 5.7— Voltamogramas de DPV de uma solu¢éo 0,80 mM de SO:2 obtidos com: A) CNT@SPCE
(medicéo na solucdo de SO2 e medicdo da solucdo de eletrdlito suporte, apés etapa de adsorgdo na
solugdo de SO2) e B) SPCE.

No caso do sensor CNT@SPCE, este sinal € apenas visivel quando o
voltamograma é registado diretamente na solugdo de SO2. No entanto, quando
a medicdo € realizada através do procedimento semelhante ao utilizado na
analise da amostra de vinho, efetuando uma etapa de adsorcdo previamente ao
registo do voltamograma na solugéo de eletrdlito, o sinal desta espécie néo e
observado. Este resultado mostra que o SO2 ndo tem capacidade de se adsorver

na superficie do sensor.

74



Foi analisada a interferéncia do SOz no sinal de uma amostra de vinho (figura
5.8) a partir da variacédo da Ip dos voltamogramas de DPV obtidos com o sensor
CNT@SPCE em solucbes de uma amostra de vinho tinto (diluida 1:200),
contendo diferentes concentragbes de SO:2 (a escolha do intervalo de
concentracdo do SOz, de 0 a 90 uM, considerou a concentracdo maxima

permitida de SO2 nos vinhos).
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Figura 5.8— Efeito do SOz na intensidade de corrente de pico dos voltamogramas de DPV obtidos em
solu¢des de uma amostra de vinho tinto diluida 1:200 (na solucdo de eletrélito suporte), com o sensor
CNT@SPCE.

As diferencas entre as Ip obtidas nas solu¢des contendo concentracdes variaveis
de diéxido de enxofre estdo contidas no intervalo determinado para o limite de
repetibilidade (1,8 pA).

5.3 Comparacao com outros métodos

Os métodos 6ticos sao os mais utilizados para determinar o teor total de CF em
amostras naturais, dada a elevada simplicidade e rapidez que os caracterizam.
Para efeitos de validacao, os resultados do CNT@SPCE foram comparados com
os obtidos a partir dos métodos espetroscopico UV/Vis (absorvancia a 280 nm)
e Folin-Ciocalteu.

5.3.1 Método espetroscépico

A determinacéo de CF em vinhos é muitas vezes realizada recorrendo ao método
espetroscopico (UV/Vis), avaliando a absorvancia da amostra no comprimento

de onda de 280 nm. A seguir sdo apresentados os resultados obtidos na
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caracterizagcdo espetroscopica de um conjunto de CF e de uma amostra de vinho

tinto.

5.3.1.1 Compostos fendlicos modelo

Todos os CF absorvem radiacéo na regido do espetro do ultra-violeta devido a
presenca de ligacdes duplas conjugadas e de oxigénio. Apesar dos diferentes
CF apresentarem maximos de absor¢cdo em comprimentos de onda distintos, a
medicdo de absorvancia a 280 nm esta indicada para a quantificacdo total destes
compostos.

Na figura 5.9 apresentam-se os espetros de UV/Vis dos CF utilizados neste
estudo.

A partir da figura 5.9 é possivel observar que as caracteristicas dos espetros do
conjunto dos CF analisados sdo muito dispares. Estes compostos podem
apresentar um ou dois maximos de absorvancia e coeficientes de absortividade
molar muito diferentes no comprimento de onda de 280 nm (variando entre 4,3 X
10%2e 819 x 102cm™*M1). Verifica-se também que a posicéo e nlimero de grupos
hidroxilos fendlicos influenciam fortemente as propriedades espetroscopicas
UV/Vis dos CF.
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Figura 5.9- Espetros UV/Vis dos vérios CF estudados: A) derivados do &cido benzoico e B) trés 4cidos
hidroxicindmicos, um tanino (AT) e um flavonoide (CAT). A concentracdo de CF utilizada para tragar o
espetro de UV/Vis foi de 30,0 uM, a excegao do AT que foi de 10,0 uM.

As caracteristicas dos espetros, nomeadamente o comprimento de onda e a
absortividade molar relacionam-se com a estabilidade da espécie no estado
excitado relativamente ao seu estado fundamental e com a probabilidade de
ocorréncia da transicdo eletronica. A informac&o contida no espetro ndo é

relevante no que diz respeito ao seu desempenho em reagdes de oxidacgéo-
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reducdo. O ACUM, que é oxidado a potencias moderadamente elevados e cuja
a extensdo com gue se oxida é relativamente baixa por ndo formar a quinona, €
um dos compostos que apresenta uma maior absortividade molar a 280 nm. Em
contrapartida o AC, 2,5AHB, 2,3AHB e a CAT, que se oxidam extensamente a
potenciais baixos (formando quinonas), apresentam baixas absortividades
molares a 280 nm.

Na tabela 5.4 apresentam-se os resultados obtidos da anélise dos diversos CF
selecionados neste estudo. As concentracdes das solucdes de cada um dos CF
foi ajustada de modo a que a absorvancia medida fosse inferior a 1. Os valores
de sensibilidade foram estimados a partir da razao entre a absorvancia (280 nm)
e a concentracdo considerando uma solucdo padrao para cada um dos CF e 2
solugdes no caso do AG. A incerteza associada a sensibilidade de detecao do
AG corresponde a razéo entre o desvio padrdo e o valor do declive da curva de
calibracdo de AG, tracada a partir de duas solucdes padrdo de AG (anexo 12).
Em termos percentuais a incerteza relativa é cerca de 8 %. Este valor pode ser
considerado como um valor de referéncia para a incerteza associada as

sensibilidades de detec&o dos restantes CF.

Tabela 5.4-Caracterizacéo espetroscopica dos diferentes polifendis no comprimento de onda de 280 nm,

Polifenol Concentragao Absorvancia Sensibilidade
(uM) (102 cm M)
ACUM 30,0 0,526 175
3AHB 30,0 0,035 12
2,4AHB 30,0 0,127 42,3
AF 30,0 0,254 84,7
2,5AHB 30,0 0,013 4.3
AT 10,0 0,819 819
CAT 30,0 0,115 38,3
2,3AHB 30,0 0,138 46,0
AC 30,0 0,234 78,0
AG 20.0 0,209 95,2 + 8%
30,0 0,281
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A figura 5.10 apresenta a comparacdo entre os resultados obtidos com o
CNT@SPCE e os obtidos com o método espetroscopico (UV/Vis) relativamente

aos varios CF estudados.
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Figura 5.10- Comparacao entre as sensibilidades obtidas com o0 CNT@SPCE e as obtidas com o método

espetroscopico relativamente aos varios CF estudados (orto e para, monofendis e meta).

As barras representadas a azul no grafico da figura 5.10 correspondem as
sensibilidades de detecdo dos diferentes CF com o sensor CNT@SPCE,
enguanto as barras a laranja representam as sensibilidades por espetroscopia
de UV/Vis.

A sensibilidade relativa (razéo entre a sensibilidade de um CF e a sensibilidade
do padréo utilizado como referéncia) corresponde ao peso com que cada um dos
CF numa mistura contribui para o sinal resultante.

Quando se verifica uma grande dispersao entre os valores das sensibilidades
dos diferentes componentes da mistura, a concentracao total estimada vem
afetada de um desvio significativo face a soma algébrica das concentracfes e a
natureza do padrdo utilizado na analise determina significativamente os
resultados obtidos.

A sensibilidade da detecéo eletroquimica dos compostos com grupos OH em
posi¢des orto e para é comparavel. A maior discrepancia observada verifica-se
entre AG e o AC, cuja sensibilidade é 3,8 vezes superior ao primeiro. O valor
meédio da sensibilidade € de 3,59 A/M, com um coeficiente de variacéo de 44 %
considerando o universo constituido pelos seis polifenois analisados (AG, CAT,
2,5AHB, AC, AT, 3,4AHB).
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Relativamente ao conjunto de CF com grupos OH em posi¢cdo meta ou com um
anico grupo OH, verifica-se uma dispersdo semelhante em que o AF tem uma
sensibilidade 2,6 vezes superior ao ACUM (que € detetado com menor
sensibilidade). O valor médio da sensibilidade é de 0,269 A/M, com um
coeficiente de variacéo de 44 % (idéntico ao observado para os polifendis orto e
para) considerando o universo constituido pelos quatro CF analisados (AF,
ACUM, 3AHB e 2,4AHB).

O método espetroscopico (UV/Vis) apresenta uma maior assimetria entre 0s
valores de sensibilidade dos diferentes CF. O valor médio da sensibilidade é de
139 x 102 cm-'M1, com um coeficiente de variacdo de 175 % considerando o
universo constituido pelos dez CF analisados. Este coeficiente é cerca de 4

vezes superior ao calculado para o CNT@SPCE.
5.3.1.2 Amostra de vinho tinto

A amostra de vinho tinto analisada com o sensor CNT@SPCE (seccédo 5.1) foi
também analisada pelo método espetroscopico (UV/Vis) para comparar 0S
resultados obtidos por estes métodos relativamente a uma amostra natural. A
concentracéo total de CF determinada pelo método espetroscopico UV/Vis foi de
3,80 mM eq AG, enguanto a determinada pelo sensor de polifendis foi de 1,59
mM CFT. Esta diferenca deverd estar relacionada com o facto de os dois
métodos apresentarem pesos diferentes para os distintos componentes da
amostra. No caso do UV/Vis este efeito € particularmente importante (como foi

verificado para o conjunto dos dez CF analisados).

5.3.2 Método de Folin-Ciocalteu

Tal como foi referido na introducdo, o método mais utilizado para avaliar o teor
total de CF, em vinhos e noutros tipos de amostras naturais, € o método de F-C.
A seguir sdo apresentados os resultados obtidos na caracterizacdo de um

conjunto de CF e de uma amostra de vinho tinto, pelo método de F-C.

5.3.2.1 Compostos fendélicos modelo

Na tabela 5.5 estdo apresentados os resultados obtidos na analise de um

conjunto de CF.
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Tabela 5.5— Absorvéancia, a 765 nm, das solu¢Bes de CF pelo ensaio de Folin-Ciocalteu. Os valores de

sensibilidade foram obtidos a partir de uma solu¢éo padrao.

. Concentraciao Absorvancia Sensibilidade
Polifenol
(MM) (102 cm™ M)
ACUM 21,0 0,202 96,2
3AHB 43,0 0,316 73,5
2,4AHB 43,0 0,374 87,0
AF 21,0 0,213 101
2,5AHB 43,0 0,496 115
AT 11,0 0,408 370
CAT 43,0 0,801 186
2,3AHB 43,0 0,623 145
AC 21,0 0,296 141
11,0 0,150
AG 21,0 0,300 125+ %
43,0 0,538

As concentracfes das solucdes de cada um dos CF foi ajustada de forma a que
a absorvancia medida ap0s a rea¢do com o reagente de F-C fosse inferior a 1.
Os valores de sensibilidade foram estimados a partir da razdo entre a
absorvancia (765 nm) e a concentracéo considerando uma solucéo padréao para
cada um dos CF e 3 solugbes no caso do AG. A incerteza associada a
sensibilidade relativa ao AG corresponde a razdo entre o desvio padrdo e o
declive da curva de calibracdo de AG, tracada a partir de trés solugcdes padréao
de AG (anexo 13). Em termos percentuais a incerteza relativa € cerca de 5 %.
Este valor pode ser considerado como um valor de referéncia para a incerteza
associada as sensibilidades dos restantes CF. A figura 5.11 apresenta a
comparacao entre os resultados obtidos com o CNT@SPCE e os obtidos com o
meétodo de F-C relativamente aos varios CF estudados. As barras representadas
a azul no grafico da figura 5.11 correspondem as sensibilidades de detecdo dos
diferentes CF com o sensor CNT@SPCE, enquanto as barras a vermelho

representam as sensibilidades de dete¢éo determinadas pelo método de F-C.
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Relativamente ao método de Folin-Ciocalteu, observa-se que o valor médio da
sensibilidade é de 143 x 102 cm™'M1, com um coeficiente de variacdo de 60 %

considerando o universo constituido pelos 10 CF analisados.
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Figura 5.11- Comparacao entre as sensibilidades obtidas com o CNT@SPCE e as obtidas com o método

de Folin-Ciocalteu relativamente aos varios CF estudados (orto e para, monofenois e meta).

5.3.2.2 Amostra de vinho tinto

Para efeitos de comparacédo, a amostra de vinho tinto utilizada neste trabalho foi
também analisada pelo método de F-C, uma vez que este método é muito
utilizado na analise do teor total de CF em vinhos. A concentracao total de CF
determinada pelo método de F-C foi de 7,40 mM eq AG, enquanto a determinada
pelo sensor CNT@SPCE foi de 1,59 mM CFT. A diferenca observada pode ser
justificada com os diferentes pesos que os dois métodos atribuem a cada um dos
componentes da amostra. Para além deste efeito ha ainda que considerar a
baixa seletividade do método de F-C. A presenca de interferentes, tais como
acucares redutores, acido ascorbico, proteinas e SO2 podem também justificar

esta diferenca.
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6. Consideracoes finais

A utilizacdo de CNT na determinacéo eletroquimica de CF revelou-se muito
eficiente, uma vez que os elétrodos modificados com este tipo de nanomateriais
(CNT@GCE e CNT@SPCE) apresentam, para o CF modelo acido galico (AG)
sensibilidades que sdo muito superiores as obtidas quando os elétrodos GCE e
SPCE sao usados na sua forma original (1,5 e 3,5 A/M para o CNT@GCE, e 0,9
e 1,5 A/M parao CNT@SPCE, em CV e DPV, respetivamente). A caracterizacao
da resposta dos elétrodos modificados com CNT por voltametria de CV e DPV
indica que nestes sensores 0 processo de oxidacdo do AG é controlado por
adsorcao.

Apesar do sensor CNT@GCE ter-se relevado o sistema eletroquimico mais
sensivel, optou-se por otimizar a construcéo e operacdo do sensor CNT@SPCE,
pois este, por ser um sistema compacto, tem uma utilizacdo mais simplificada,
sendo adequado para operadores nao especializados. As variaveis
experimentais otimizadas foram os parametros de adsorcao (potencial e tempo),
0 solvente e a massa da suspensao (utilizada na modificagéo do SPCE).

Os CNT tratados com a mistura metanol/agua apresentaram um grau de
funcionalizac&o na ordem dos 5 % (estimativa obtida através da perda de massa
por TGA). Por FTIR-ATR nao foi possivel identificar a natureza dos grupos
funcionais introduzidos. Os resultados obtidos indicam que a adsor¢cdo dos CF
devera resultar de interac6es do tipo pontes de hidrogénio. Para além dos grupos
hidroxilos fendlicos, os grupos hidroxilos dos acidos carboxilicos poderéo
contribuir para a adsorcdo quando estes se encontram na sua forma protonada.
O sensor CNT@SPCE também foi utilizado para caracterizar outros CF, para
além do AG. Este sensor apresenta capacidade para detetar os diferentes tipos
de CF, nomeadamente polifendis com grupos OH em posic¢des orto, para, meta
e monofendis. Os polifenéis que formam quinonas através da oxidacdo
eletroquimica (que sdo 0os compostos que apresentam grupos OH em posicao
orto e para) sao detetados com maior sensibilidade. Estas familias de
compostos, que sao oxidadas a potenciais relativamente baixos, sdo as que
apresentam maior atividade antioxidante. A sensibilidade deste sensor € cerca
de uma ordem de grandeza superior relativamente as restantes classes de

compostos. Alargando o tempo de adsorcao é possivel aumentar a sensibilidade
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da detecdo. No estudo realizado com o ACUM obteve-se um incremento de 22
vezes na sensibilidade de detecdo do ACUM quando se aumentou do tempo de
adsorcao de 45 para 550 s.

O sensor de polifenéis CNT@SPCE apresenta melhores resultados no que diz
respeito & analise de misturas de CF, relativamente ao SPCE ndo modificado.
Em termos qualitativos, o aparecimento de dois picos € sempre indicativo da
presenca de CF pertencentes a mais do que uma familia. Do ponto de visto da
andlise quantitativa de misturas, verificou-se que o sinal obtido numa mistura de
polifendis apresentou um erro relativo médio inferior a 7 %, enquanto no SPCE
este erro apresenta um valor médio de 30 %. Este resultado decorre diretamente
de os picos voltamétricos serem mais estreitos e situados em posicées mais
proximas (no caso dos polifendis orto e para) quando se utiliza o sensor de
polifendis. Outro fator que contribui para este resultado relaciona-se com a
menor reprodutibilidade do SPCE associada a passivacéao parcial do elétrodo de
trabalho.

Com o objetivo de validar o método desenvolvido e o sensor de polifendis foi feita
a andlise de uma amostra de vinho tinto e a comparacao com outros métodos
usados correntemente na determinacao do teor total de CF.

A elevada sensibilidade do sensor CNT@SPCE permite analisar solu¢des de
amostra de vinho tinto muito diluidas (> 50 vezes), minimizando o efeito de
matriz. O &cido ascorbico e o didxido de enxofre, dois interferentes relevantes
nos vinhos, ndo foram detetados com o método desenvolvido. Este resultado
diferencia 0 meétodo desenvolvido relativamente aos restantes meétodos
eletroquimicos que medem estes interferentes com sensibilidades préximas das
obtidas para os CF.

Os resultados obtidos com o sensor CNT@SPCE foram caracterizados a partir
dos parametros de desempenho do método. Com base na estimativa da precisédo
intralaboratorial (coeficiente de variacdo de 5 %) e da justeza avaliada através
de ensaios de recuperacéao (taxa de recuperacao média 101 %) foi estimada uma
incerteza de medicdo de 11 %. Estes resultados demonstram a elevada
fiabilidade do método.

Os resultados do sensor CNT@SPCE foram comparados com os obtidos através
de métodos comuns, como o0 metodo espetroscopico UV/Vis e o método de F-C,
recorrendo ao CF modelo AG e a uma amostra de vinho tinto.
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Os resultados obtidos permitiram concluir que a sensibilidade com que séo
detetados os varios CF é diferente. A concentracao total de CF, estimada com
base num sinal que resulta da contribuicdo de varios compostos, depende das
concentracdes e das sensibilidades de dete¢do de cada um dos componentes.
Como as sensibilidades sédo diferentes, a contribuicdo de cada composto é
associada a um fator de ponderacéo diferente. A diferenca entre os varios fatores
de ponderacéao pode originar afastamentos significativos entre a concentracao
estimada e real. Este efeito € tanto mais significativo quanto maior a disperséo
dos valores de sensibilidade.

No universo de dez CF analisados a disperséo obtida foi de 60 % e 175 % para
0 ensaio de F-C e para o método espetroscopico baseado na medicdo a 280 nm,
respetivamente. O método desenvolvido apresenta um valor de disperséo de 44
%, quer para 0s compostos com maior atividade antioxidante (Ep < 0,3V), quer
para os de menor atividade antioxidante (Ep > 0,3V). Este efeito, em conjunto
com os interferentes, pode estar na origem dos desvios observados entre 0s
resultados obtidos para uma amostra de vinho tinto com o sensor CNT@SPCE
(1,59 mM CFT) relativamente ao obtido para o F-C (7,40 mM eq AG) e para o
espetroscopico (3,80 mM eq AG).
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Anexo 1

Preparagao de solugoes

A preparacao das solucdes padrao de CF utilizadas neste trabalho, foi efetuada
por pesagem dos sélidos. A tabela Al apresenta os dados utilizados na
preparacao destas solugdes. A incerteza de cada concentragédo apresentada foi

determinada pela abordagem passo a passo.

Tabela Al- Massas dos compostos fenélicos e volumes dos balGes volumétricos usados na preparagao

das solugbes padrao de compostos fendlicos.

Composto Massa Volume Concentragao
fendlico (9) (mL) (mM)

AG 0,0126 25,00 2,963 + 0,024
ACUM 0,0123 25,00 2,999 + 0,026
AF 0,0148 50,00 1,524 + 0,011
AC 0,0135 50,00 1,499 + 0,012
3,4AHB 0,0119 25,00 3,089 + 0,027
2,5AHB 0,0121 25,00 3,140 + 0,027
2,4AHB 0,0120 25,00 3,114 + 0,027
3AHB 0,0103 25,00 2,983 + 0,030
HQ 0,0167 50,00 3,034 + 0,019
CAT 0,0217 25,00 2,990 + 0,016

AT 0,1275 25,00 2,9979 + 0,0083

Solugao de acido tartarico 32,0 mM pH 3,20

A solucédo de acido tartarico 32,0 mM com pH 3,20 foi usada como eletrolito
suporte nos estudos eletroquimicos. Para a sua preparacédo diluiu-se cerca de
4,952 g de acido tartarico em 1 L de agua ultrapura (baldo volumétrico). O pH
desta solucgao foi ajustado com uma solugéo de NaOH 1,0 M (2,00 g de NaOH
em 50 mL de agua ultrapura).



Solugao tampao de fosfato 0,15 M pH 7,40

Pesou-se cerca de 10,30 g de fosfato de potassio dibasico e 10,72 g de fosfato
de potassio monobasico e diluiu-se em 1 L de agua ultra-pura (balédo
volumétrico). Posteriormente o pH desta solugéo foi ajustado com a solucéo de
NaOH 1,0 M.

Solugao de acido ascérbico 0,90 mM
Diluiu-se 0,0156 g de acido ascorbico em 100 mL de solucédo de &cido tartarico
32,0 mM, pH 3,20 (baldo volumétrico).

Solugao de metabissulfito de sédio 0,80 mM
Uma massa de 0,077 g de metabissulfito de sddio foi diluida em 500 mL de
solucéo de &cido tartarico 32,0 mM, pH 3,20 (baldo volumétrico).

Solugéao de carbonato de sédio 7 % (w/v)
Diluiu-se cerca de 7,00 g de carbonato de sédio e em 100 mL de &gua ultrapura

(baldo volumétrico).

Anexo 2

Curvas de calibragao dos compostos fendlicos determinadas por DPV com
CNT@SPCE
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Figura Al- Curvas de calibracdo dos compostos fenélicos determinadas por DPV com
CNT@SPCE.



Tabela A2- Parametros das retas de calibracdo apresentadas na figura Al.

Declive Ordenada na LQ Gama de trabalho
Polifenol . r
(A/M) origem (pA) (uM) (M)
ACUM 0,165+0,012 -0,16 +0,29 0,998 6,0 6,0 — 48,0
3AHB 0,212 £ 0,013 0,10+0,32 0,9993 6,0 6,0 — 48,0
2,4AHB 0,264 + 0,028 0,11+ 0,41 0,998 6,0 6,0 — 24,0
AF 0,433 £ 0,021 0,00+0,25 0,9997 3,0 3,0-24,0
2,5AHB 2,15+ 0,36 0,6+25 0,998 3,0 3,0-12,0
AT 4,83 +0,39 0,6+1,2 0,9990 1,5 1,5-12,0
CAT 3,330+0,017 -0,27+£0,37 0,9994 0,75 0,75-45
3,4AHB 4,13+0,70 0,5+2,0 0,997 1,5 1,5-4,5
AC 5,60 + 0,44 -04+1,5 0,9995 0,75 0,75-6,0
AG 1,49+ 0,13 0,19 £ 0,83 0,999 1,5 1,5-12,0
Anexo 3
Analise de misturas de compostos fendlicos
Tabela A3.1- Dados obtidos na analise da mistura A com SPCE e CNT@SPCE.
[CF]/uM
SPCE/CNT@SPCE SPCE (uA) CNT@SPCE (unA)
Picol Pico2 Pico 1
AG 30,0/3,0 36 0,65 2,8
AC 15,0/3,0 2,0 ; 10
CAT 30,0/3,0 49 21 7.1
2,5AHB 30,0/3,0 6,2 ; 46
Mistura A B 12 1,7 26
Tabela A3.2- Dados obtidos na andlise da mistura B com SPCE e CNT@SPCE.
[CF]/uM
SPCE/CNT@SPCE SPCE (nA) CNT@SPCE (pA)
Pico 1 Pico 2 Pico 1 Pico 2
AG 30,0/3,0 3,6 0,65 3,4 -
CAT 30,0/3,0 3,2 2,3 10,0 -
ACUM 60,0/ 6,0 - 2,2 - 1,1

Mistura B - 6,5 3,8 15 1,1




Anexo 4
Curva de calibragao do AG obtida por DPV com SPCE
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Figura A2- Curva de calibracéo do AG obtida por DPV com SPCE: Ip (1A) = 0,0456 [AG] (uM) — 0,0849; r
=0,999.

Anexo 5
Curva de calibragdo do ACUM obtida por DPV com CNT@SPCE com

adsorcao realizada a 0 V durante 550 s
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Figura A3- Curva de calibracdo do ACUM obtida por DPV com CNT@SPCE: Ip (pA) = 0,291 [ACUM] (uM)
+0,121; r=0,997.



Anexo 6

Dados utilizados para tragar a curva de calibragcao do AG obtida por DPV
com CNT@SPCE

Tabela A4- Dados utilizados para fazer o tragado da curva de calibracdo do AG obtida por DPV com o
sensor CNT@SPCE.

Ip/pA
[AG]/pM Réplica1 Réplica2 M(::ﬂal Desvio padrao / yA % Erro relativo
1,5 2,629 2,633 2,631 0,003 0
3,0 4,235 4,445 4,34 0,15 3
6,0 9,688 9,621 9,788 0,047 1
12,0 17,91 17,92 17,915 0,007 0

Anexo 7

Desvios padroes dos parametros da curva de calibragao do AG obtida por
DPV com CNT@SPCE

Tabela A5- Desvios padrdes dos parametros da curva de calibragdo do AG e incerteza associada
considerando o valor de t de student 3,18 (N=3; P= 95 %).

S ts
Declive /| AIM 0,042 0,13
Orc.ienada na 0.26 0.83
origem / pA
Anexo 8

Expressoes utilizadas nos calculos dos desvios padrao dos parametros da

curva de calibracao

Liyi-yi)? - Al
Syix= lnT (desvio padrao dos residuos)

_ Sy/x . ~ .
Sph= e (desvio padrao do declive) A2
L xi2
Sa = Syix Xixi (desvio padrao da ordenada na origem) A3

n Yi(xi—x)?

Vi



Anexo 9

Validacao da gama de trabalho da curva de calibragcao do AG obtida por
DPV com CNT@SPCE

Tabela A6- Analise da homogeneidade das variancias do padrao de AG mais diluido e mais concentrado

para validar a gama de trabalho.

Ip/pA
[AG]/pM Réplical Réplica2 Réplica3 Réplica4 Média Desvio padrao
1,5 2,629 2,633 2,720 2,929 2,73 0,14
12,0 17,91 17,92 20,31 20,51 19,2 1,4

O valor de Ftabelado para uma distribuicdo two tailed correspondente a 3 graus de
liberdade para o numerador e denominador e para 95 % de probabilidade é
15,44.

As réplicas sublinhadas foram obtidas num dia diferente relativamente as
réplicas que ndo estdo destacadas. A suspensao de CNT, em agua/metanol (1:1
e 1 mg/mL), o sensor CNT@SPCE e a solugao stock de AG foram diferentes,
com o objetivo de fazer um estudo mais complexo da precisdo intermédia.
Observou-se que as variacdes obtidas sao inferiores ao limite da precisdo

intermédia obtido (2,0 uM), indicando que este método € muito preciso.

Anexo 10

Expressoes utilizadas nos calculos da incerteza de medi¢gdo do método

Incerteza da precisao intermédia (ug,,)

Upyw= Sgw (desvio padrédo obtido experimentalmente com a amostra) A4

Incerteza da justeza (uy)
i2
brms = / 2% (raiz quadrada média dos desvios dos ensaios de recuperagdo)  AD

Uadd = 4/ u]z, + u?,,. (Incerteza da concentracéo de analito adicionada) A6

Up =/ Dims + Uy AT
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Anexo 11

Estudo da precisao

Tabela A7- Dados obtidos no estudo da precisdo caracterizada em condi¢Bes de repetibilidade (mesmo

sensor, mas diferentes solugdes) e em condi¢des de preciséo intermédia (diferentes sensores CNT@SPCE

e solucgdes).
Ip (MA) / [PF] (mM eq AG)
CNT@SPCE 1 13,45/9,014 13,77 /9,228 13,69/9,174
CNT@SPCE 2 13,86 /9,288 14,68 /9,838 14,43 /9,670
Anexo 12

Curva de calibragao do AG obtida por UV/Vis (280 nm)
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Figura A4- Curva de calibracdo do AG obtida por UV/Vis: Azgo = 0,0095 [AG] (uM) + 0,0046; r = 0,996.

Anexo 13
Curva de calibracao do AG obtida pelo método de Folin-Ciocalteu
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Figura A5- Curva de calibracdo do AG obtida pelo método de Folin-Ciocalteu: A7es = 0,0125 [AG] (uM) +
0,0124; r =0,998.
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