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RESUMO

Formaldeido ¢ utilizado como desinfetante, fungicida e pesticida na industria alimenticia. No
entanto, alguns cogumelos dentre eles shiitake e shimeji, podem produzir esse aldeido
naturalmente, apresentando niveis de concentracdo de formaldeido entre 21 a 370 pg g .
Segundo a Organizagdo Mundial da Saude (OMS 1996) a dose didria toleravel de formaldeido
¢ 0,15 mg kg' de peso corporal. Varios métodos foram reportados na literatura para
determinacdo de formaldeido em ar, alimentos, dgua e madeira baseado em métodos
colorimétricos, fluorimétricos e cromatograficos. Neste trabalho foram desenvolvidos dois
procedimentos para determinacdo de formaldeido em amostras de cogumelo (shiitake e
shimeji), ambos envolvendo a reag@o da acetilacetona em meio de acetato de amonio (reagente
de Nash, pH 5,5) levando a formagao da 3,5-diacetil-1,4-dihidrolutidina (DDL). Em um
primeiro trabalho foi desenvolvido um sistema de analise em fluxo com multicomutagdo e
detecgcdo espectrofotométrica empregando valvulas solenoide controladas por computador.
Resposta linear foi observada entre 0,2 — 7,0 mg L!, com limite de detec¢io de 0,02 mg L
(99,7% de confiancga), desvio padrdo relativo de 1,08 % (n = 15), frequéncia de amostragem de
17 amostras h'!, consumindo 10,9 mg de acetilacetona e 30 mg de acetato de aménio por
determinagdo. Em um segundo trabalho foi desenvolvido um procedimento eletroanalitico
empregando voltametria de onda quadrada para determinacdo indireta de formaldeido
explorando a formacdo do DDL com eletrodo de carbono vitreo. Resposta linear foi observada
entre 0,4 — 40 mg L', com limite de deteccdo estimado em 0,05 mg L' (99,7% de grau
confianca), desvio padrao relativo de 0,71 % (n=10) consumindo 1,56 mg de acetilacetona e
117 mg de acetato de amodnio por determinagdo. Ambos procedimentos foram aplicados na
determinagdo de formaldeido em amostras de shimeji e shiitake apos destilagdo simples do
analito empregando solugao de &cido fosforico 10%. Os resultados obtidos foram concordantes
entre si, de acordo com o teste-t de Student pareado, em um nivel de confianca de 95%,
indicando exatidao satisfatoria. De uma maneira geral, pode-se afirmar que os procedimentos
desenvolvidos apresentaram caracteristicas que permitem a determinag¢ao de formaldeido em
cogumelos, devido a seletividade e sensibilidade, além de serem procedimentos simples,
rapidos e com redu¢do na quantidade de reagentes e residuos gerados em compara¢ao com 0s

métodos cromatograficos para a determinacgao deste aldeido em amostras de alimentos.

Palavras-chave: Formaldeido, shiitake, shimeji, sistema de andlise em fluxo com

multicomutagdo, voltametria de onda quadrada.
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ABSTRACT

Formaldehyde is employed as a fungicide, pesticide and disinfectant in food production.
However, some types of mushroom, such as shiitake and shimeji, may produce formaldehyde
during their growth. Shiitake mushrooms can have formaldehyde at 21-370 ug g '. A tolerable
daily intake (TDI) of 0.15 mg kg' body weight per day has been set for formaldehyde
consumption by the World Health Organization (WHO 1996). Several methods have been
reported for formaldehyde determination in different samples such as air, food, water and
wood, with different techniques, for example, spectrophotometry, fluorimetry and
chromatography. In this work two procedures for determination of formaldehyde in
mushrooms samples (shiitake and shimeji) were developed, both determination involves the
reaction with acetylacetone in ammonium acetate medium (Nash reagent, pH 5.5) leading to
the formation of 3,5-diacetil-1,4-dihidrolutidin (DDL). Firstly, a multicommuted flow analysis
system with spectrophotometric detection were design using solenoid valves controlled by a
computer. A linear response was observed from 0.2 — 7.0 mg L™!, with a detection limit of 0.02
mg L', (99,7% confidence level) relative standard deviation of 1.08% (n = 15), sampling
frequency of 17 samples h™', consuming 10.9 mg of acetylacetone and 30 mg of ammonium
acetate per determination. Secondly, an electroanalytical procedure was developed using
square wave voltammetry to determine formaldehyde indirectly by exploring the formation of
DDL with glassy carbon electrode. A linear response was observed from 0.4 — 40 mg L'}, with
a detection limit of 0.05 mg L' (99,7% confidence level), relative standard deviation of 0.71%
(n = 10) and consuming 1.56 mg of acetylacetone and 117 mg of ammonium acetate per
determination. Both procedures were applied on the analysis of shiitake and shimeji samples
after formaldehyde steam distillation with 10 % phosphoric acid. No statistical difference was
observed applying the Student t- test paired at 95% of confidence interval for the concentration
results obtained with both developed procedures. The results showed that both procedures were
selectives and sensitives, simple, fast and reduces waste production when compared to

chromatographic procedures that determine this aldehyde in food samples.

Key-words: Formaldehyde, shiitake, shimeji, multicommuted flow analysis system, square

wave voltammetry.
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Capitulo 1: Introducio



1. Introducio
1.1. Formaldeido

Formaldeido, também conhecido como aldeido formico ou metanal (IUPAC), € o
aldeido mais simples encontrado na natureza [1]. Sua féormula estrutural ¢ apresentada na

Figura 1.

Figura 1: Formula estrutural do formaldeido [2].

O
|l

H O H

Este aldeido ndo ¢ facilmente isolado ¢ manipulado em seu estado puro em razao da
elevada reatividade e instabilidade, ¢ entdo encontrado na forma gasosa nas condi¢des normais
de temperatura e pressdo. Por esse motivo ¢ comercializado em solucdo aquosa e denominado
de formol ou formalina. Este reagente possui entre 37% a 40% de formaldeido em presenca de
cerca de 8% a 15% de metanol para evitar a polimerizagdo. Nestas condigdes, esta solugdo ¢
um liquido incolor, de odor cdustico, miscivel com 4gua, etanol e acetona e imiscivel com
cloroformio e éter [3]. A Figura 2 mostra a reacao de equilibrio quimico envolvido na formagao

da formalina.



Figura 2: Reagdo do formaldeido com a agua formando formalina. Adaptado: [4].
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Os pontos de ebulicdo do formaldeido e da formalina sdo respectivamente, -20°C e 98
°C [5,6]. Nota-se o ponto de ebuli¢do da formalina ¢ muito maior do que a do formaldeido
devido as liga¢des de hidrogénio intermoleculares.

O formaldeido ¢ uma das substancias quimicas industrializadas mais abundantes no
mundo, sendo o mais abundante e importante aldeido no meio ambiente. Produzido
industrialmente por meio da oxidacdo catalitica do metanol desde 1889, este aldeido € utilizado
como matéria-prima em varias industrias devido a sua elevada reatividade e baixo custo, sendo
empregado em larga escala na industria téxtil, de papel, adesivos, lubrificantes e resinas. E
também aplicado como fungicida e pesticida na industria alimenticia [6-9].

Outra aplicacdo do formaldeido € sua utilizagdo como desinfetante de ar no cultivo de
cogumelos, apesar de ndo ser aplicado diretamente sobre a plantacdo. Estudos feitos com
cogumelos cultivados organicamente, ou seja, sem a utilizagcdo deste desinfetante concluiram

que o cogumelo shiitake ¢ capaz de produzir naturalmente esse aldeido [10].

1.2. Cogumelos

Os cogumelos passaram a ser utilizados como alimento e medicamento nos anos 600
a.C. na Asia. Os chineses foram os pioneiros no desenvolvimento do cultivo de cogumelos,
sendo o cogumelo shiitake o primeiro a ser produzido utilizando tronco de arvores [11,12].

Com o passar dos anos, o cultivo de cogumelos passou a ser disseminado em varios paises da



América do Norte e Europa [13]. Seu crescimento ocorre em lugares umidos com
decomposicao de matéria organica e sao muito importantes na ciclagem de nutrientes [12]. Sua
producao vem crescendo rapidamente nos ultimos anos, principalmente a partir do ano de 1990

como ¢ mostrado na Figura 3.

Figura 3: Comparacao do crescimento da produ¢cdo mundial de cogumelo (bilhdes de kg) com

o crescimento da populagao mundial (bilhdes) ao longo dos anos. Adaptado: [14].
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A producdo de cogumelos entre os anos 1978 e 2012 aumentou de aproximadamente 1
bilhdo para 27 bilhdes de kg. E um aumento consideravel quando comparado com o
crescimento da populagdo mundial no mesmo periodo. Portanto, o consumo per capita de
cogumelos aumentou a um ritmo relativamente rapido e excede 4 kg por pessoa no ano de
2012, em comparacdo com apenas cerca de 1 kg em 1997. As espécies de cogumelos mais
cultivadas no mundo estdo divididas em 5 principais géneros: 1) Agaricus: Bisporus (paris) e

Brasilensis 2) Pleurotus: possuindo 6 diferentes espécies sendo o Ostreatus (shimeji) o mais



conhecido 3) Lentinula edodes (shiitake) 4) Auricularia 5) Flammulina. A Figura 4 mostra as

porcentagens estimadas de cada género de cogumelo produzidas no mundo em 2010 [14].

Figura 4: Porcentagem estimadas de cada género de cogumelo produzidas no mundo em 2010.

Adaptado: [14].
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Entretanto, considerando a produ¢do mundial de cada cogumelo isolado, os trés mais
produzidos s3o: 1) Agaricus bisporus (paris) 2) Lentinula edodes (shiitake) 3) Pleurotus
ostreatus (shimeji). A Figura 5 mostra as porcentagens de cogumelos produzidas no mundo em

1997 [15].



Figura 5: Producdo mundial de cogumelos em 1997. Adaptado: [15].
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A China ¢ o maior produtor de cogumelos comestiveis no mundo. O governo chinés
tem incentivado cada vez mais os agricultores a mudar sua produ¢do agricola de culturas
tradicionais para culturas com valor agregado para exportagdo [16]. No Brasil a colheita e o
uso de cogumelos eram pratica comum entre os indigenas, no entanto essa pratica foi extinta.
No ano de 1950, imigrantes asidticos trouxeram técnicas de cultivo de cogumelos comestiveis

para o Brasil [17].

1.2.1. Lentinula edodes (Shiitake)

A origem do nome shiitake ¢ devido a utiliza¢ao do tronco da arvore denominada Shii
no cultivo [18]. Considerado um alimento com elevado valor nutritivo, este cogumelo possui
baixo teor de gorduras e carboidratos e quantidades significativas de vitaminas, enzimas e
proteinas [19-21]. Além do valor nutritivo tém sido atribuidas ao shiitake algumas propriedades
medicinais, dentre elas: acao contra infec¢des virdticas, diminuicao do crescimento de tumores

em ratos [22,23] e redugdo no nivel sérico de colesterol [24]. O shiitake é geralmente produzido



em toras de eucalipto (Figura 6), no entanto, outros substratos a base de diferentes residuos
agricolas vém sendo utilizados para melhoramento de colheita e eficiéncia biologica do fungo
[20,25,26]. Este cogumelo faz o uso da lignina, celulose e hemicelulose como fonte de energia
(carbono e nutrientes) e pode ser cultivado em diferentes residuos agricolas, como por exemplo,

em bagaco de cana de acticar.[27,28].

Figura 6: Cultivo do cogumelo shiitake (Lentinula edodes) em troncos de arvore [29].

O ciclo de vida do cogumelo shiitake ¢ mostrado na Figura 7. O cogumelo maduro da
origem aos basididsporos que sdo estruturas reprodutivas. Os basididésporos sdo um pd branco
liberado pelo cogumelo durante a maturagao e podem causar problemas de alergia respiratoria
em algumas pessoas. O micélio primario ¢ formado quando ocorre a germinagdo dos
basidioésporos e tem a metade do nimero de genes do cogumelo. O micélio primario se funde
(plasmogamia) com outro micélio primario para formagdo do micélio secundario, este
apresenta 0 mesmo numero de genes do cogumelo e pode dar origem a novos cogumelos. O

micélio secundario ¢ chamado de indculo ou semente do cogumelo [30].



Figura 7: Ciclo de vida do cogumelo Lentinula edodes (shiitake). Adaptado: [20]
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A producdo do cogumelo shiitake aumentou rapidamente apos o fim da segunda guerra

Mundial (1945) como pode-se observar na Figura 8.

Figura 8: Produ¢ao mundial de shiitake entre os anos 1936 ¢ 1990. Adaptado: [31].

200+
180 |
180
140
120 +
100

@
L]
T

Producgéo de Shiitake
S

(x 1.000 toneladas)

[
o O

1 1 L 1

. L i
1930 1240 (950 960 1970 1980 1990

Ano

O Japao era o maior produtor de shiitake no ano de 1980, mas a partir de 1990, o maior
produtor desse cogumelo passou a ser a China. Entre os anos 1995 e 2000, os cultivadores de

shiitake chineses aumentaram a produgao de aproximadamente 0,5 milhdes de toneladas para
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mais de 2 milhdes de toneladas, um aumento elevado como observa-se na Figura 9. Nota-se
também que no ano de 2012 a China cultivou aproximadamente 90% de todo shiitake
produzido no mundo, este valor foi estimado por Yamanaka [32]. Muitas comunidades na
China foram tiradas da pobreza por causa das oportunidades econdmicas trazidas por causa do

aumento da producao de shiitake [19].

Figura 9: Producao de shiitake Mundial entre os anos 1980 ¢ 2012. Adaptado: [19,32,33].
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Nos ultimos 20 anos, a producdo comercial de shiitake foi iniciada nos Estados Unidos,
Brasil, Australia e na Europa. Esse cogumelo pode ser encontrado no comércio na forma fresca
ou desidratada. Sendo que a forma desidratada geralmente ¢ utilizada como medicamento
fitoterapico [10].

Durante o cultivo desses cogumelos o formaldeido ¢ empregado como desinfetante de
ar, apesar de nado ser aplicado diretamente sobre a plantagdo. Estudos feitos com cogumelos
cultivados organicamente, ou seja, sem a utilizacdo deste desinfetante, concluiram que os
cogumelos shiitake provavelmente produzam o formaldeido naturalmente, a partir de processos
cataliticos consecutivos [10,34,35]. Em um estudo feito pela Agéncia de Normas Alimentares

do Reino Unido (FSA) amostras de Shiitake fresco e desidratado apresentaram niveis de

9



concentragio de formaldeido endégeno entre 100 a 300 ug g '. Esta concentragio refere-se ao
formaldeido livre e ligado que ¢ derivado da quebra de moléculas de cadeia longa por meio da
degradacao térmica, por meio de hidrélise acida e enzimatica que ocorre durante a extragao de

formaldeido [36].

1.2.2. Pleurotus Ostreatus (Shimeji)

O cogumelo Pleurotos Ostreatus ¢ conhecido pelos orientais como hiratake, mas no
restante do mundo é chamado de shimeji. E também chamado de cogumelo ostra, devido a sua
forma. E um dos cogumelos comestiveis mais nutritivos e saborosos [37,38]. Esse cogumelo &
um dos mais cultivados e comercializados do mundo por causa das suas propriedades
nutricionais ¢ efeitos medicinais, tais como: antitumoral, imunomodulatério, antiviral, anti-
inflamatorio dentre outros [39,40]. Este fungo ¢ rico em vitaminas, aminoacidos ¢ minerais
[37,38]. O cultivo de shimeji empregando serragem como substrato iniciou-se no final da
década de 50. No inicio da década de 60 comegou-se a empregar outros substratos como palhas
secas, capim, palha de arroz e palha de trigo para a producdo em escala comercial [37]. A

Figura 10 mostra o cultivo deste cogumelo em potes de serragem como substrato.
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Figura 10: Cultivo do shimeji (Pleurotus Ostreatus) em potes com serragem como substrato

[41].

A produgdo do cogumelo do género Pleurotus aumentou rapidamente no mundo entre
os anos de 1997 e 2010. A China foi o principal responsavel pelo aumento da produgado de 0,8
milhdes de toneladas para 6 milhdes de toneladas aproximadamente, um aumento de 618%. A
China foi responsavel por 85% de todo cultivo desse tipo de cogumelo no ano de 2010, como
mostra a Tabela 1. Cerca de 25% de toda producdo de cogumelo chinés no ano de 2010 foram
de duas espécies de Pleurotus, P. ostreatus (shimeji) e P. cornucopiae. O Japao juntamente
com outros paises asiaticos, como Coreia do Sul, Taiwan, Tailandia, Vietna, e India, sdo outros
grandes produtores dos cogumelos do género Pleurotus. Observa-se um aumento relativamente

alto na produgdo desse tipo de cogumelo nesses paises de acordo com a Tabela 1.
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Tabela 1: Comparacao da producao dos cogumelos Pleurotus spp. em varios paises entre 1997

e 2010 Adaptado: [14,15,32,33,42,43].

Producao em 1997 Producao em 2010
Pais ton (x1000) (%) ton (x1000) (%)
China 760,0 86,8 5391 85,7
Japao 13,3 1,5 39,6 0,6
América do Norte 88,4 10,1 786 12,5
Resto da Asia 1,5 0,2 8,6 0,1
América central e do 0,2 - 1,5 -
Sul
Unido Europeia 6,2 0,7 32,0 0,5
Resto da Europa 5.8 0,7 28,0 0,5
Africa 0,2 - 1,3 -
Total 875,6 100 6288 99,9

1.3. Toxicidade do formaldeido

O maior interesse na determinagao de formaldeido e seus derivados ocorre devido sua
alta reatividade, que resulta na formacdo de poluentes secundarios e também o seu confirmado
efeito toxico para a satide humana. O formaldeido ¢ uma substincia quimica considerada como
potencial agente carcinogénico para seres humanos e animais, segundo a Agéncia Internacional
de Pesquisa em Cancer [44].

A ingestdo de formalina resulta em imediata inflamag¢do das mucosas, garganta e trato

gastrointestinal [45], e eventual ulceracdo e necrose coagulativa do trato gastrointestinal [46] e
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por consequéncia, danos nos rins e colapso do sistema circulatdrio levando a morte. A ingestao
de aproximadamente 30 mL de formalina pode levar a morte em apenas 3 horas, mas a dose
considerada fatal por seres humanos ¢ de aproximadamente 60 mL [46]. Outros efeitos
associados a ingestdo de formalina s3o pneumonia, nefrite € em gestantes, podem induzir o
aborto [47].

E possivel ocorrer exposi¢io oral cronica de formaldeido devido a ingestdo de
alimentos que possuem concentragdes relativamente baixas dessa substancia. Neste sentido,
destacam-se alguns alimentos que contém formaldeido e fazem parte da dieta alimentar
humana, tais como: legumes e frutas entre 3 a 60 mg kg, peixes e carnes entre 1 e
34 mg kg'!, frutos do mar entre 1 e 98 mg kg™! e leite e derivados em torno de 1 mg kg''[48].
A ingestdo cronica entre 22-200 mg dia por 13 semanas ndo apresenta efeitos toxicos em seres
humanos [49] , no entanto, nao existem informag¢des mais detalhadas na literatura a respeito da
ingestdo oral de menores niveis de formaldeido.

A maior parte dos estudos relacionados a toxicidade do formaldeido ¢ por via nasal
(inalagdo), que ¢ provavelmente a maior causa de exposi¢do. Estudos envolvendo formaldeido
relacionados aos efeitos de ingestdo e contato com a pele sdo limitados. Mesmo assim, ¢
importante se preocupar com os niveis didrios toleraveis dessa substincia pois ndo se tem
informagdes das reais consequéncias da exposi¢do por ingestdo. A dose diaria toleravel de
formaldeido estabelecida pela Agéncia de Protecao Ambiental dos Estados Unidos (EPA) ¢ de
0,2 mg kg'!' de peso corporal [50], sendo que para a Organizagdo Mundial da Saade (OMS) a
dose tolerdvel de formaldeido é menor, igual a 0,15 mg kg de peso corporal [51]. A
Organizacdo Mundial da Satde (OMS) através do programa internacional de seguranga
quimica estabeleceu com base em experimentos com animais que a dose toleravel de ingestao
de formaldeido é de 2,6 mg L' [52]. Esse altimo valor é expresso em unidades de mg L' (nfo

em mg kg! por dia), por que os efeitos observados no trato gastrointestinal sdo mais
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provavelmente relacionados a concentracdo de formaldeido consumido, do que sua ingestao

cumulativa [53].

1.4. Métodos analiticos utilizados para quantificacao de formaldeido

Diversos procedimentos para a determinacdo de formaldeido em amostras de
cogumelos estdo relatados na literatura. Estes procedimentos sdo baseados em diferentes
técnicas analiticas, tais como: espectrofotometria [9,49-51], fluorimetria [57,58] e
cromatografia liquida de alta eficiéncia [10,59].

Entre os métodos espectrofotométricos relatados na literatura um dos mais utilizados
para quantificacdo de formaldeido ¢ baseado na reacdo da espécie analitica com 2,4-
pentanodiona (acetilacetona), em meio de acetato de amodnio levando a formagdo do 3,5-
diacetil-1,4-dihidrolutidina (DDL), com méaximo de absor¢ao em 412 nm (Figura 11) [60]. Este
método foi desenvolvido por Nash em 1953 baseando-se no mecanismo da reagao de Hantzsch.
Esta reagdo possui cinética lenta, e seu equilibrio ¢ atingido em pouco mais de uma hora em
temperatura ambiente [60,61]. Dentre as vantagens da determinagao de formaldeido
explorando a formagdo do DDL estd a elevada sensibilidade do método, além de desejavel
seletividade, uma vez que que esta reacdo ¢ especifica para formaldeido [62]. A principal
desvantagem do procedimento € a cinética lenta da formagao do composto mensuravel [60,61].
Desta forma, € necessario um controle rigoroso de tempo e temperatura, quando as medidas

nao sdo realizadas em seu estado de equilibrio.
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Figura 11: Reacdo entre o reagente de Nash e o formaldeido formando o 3,5-diacetil-

1,4dihidrolutidina (DDL). Adaptado: [63].
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Alternativamente o formaldeido pode ser determinando pela sua reagdo com o acido
4,5-diidroxinaftaleno-2,7-dissulfonico (acido cromotropico) gerando um produto violeta com
maximo de absor¢do em 580 nm (Figura 12). Esta reacdo ocorre em meio de acido sulftrico
concentrado e requer aquecimento em temperaturas superiores a 90 °C. Georghiou and Ho
(1989) propuseram o mecanismo da reagdo e afirmaram que o produto da reacdo da Figura 12
¢ o responsavel pela cor violeta observada [64]. No entanto, ¢ importante salientar que esta
reacdo apresenta baixa seletividade, além de empregar reagentes relativamente toxicos e em

concentracoes elevadas.

Figura 12: Reacdo entre formaldeido e acido cromotropico (ACT) em meio fortemente acido.

Adaptado: [64].
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A rodamina B e 6G foram empregados, respectivamente, para determinagdo
espectrofotométrica e fluorimétrica de formaldeido. A utilizagdo da rodamina B proporcionou
o desenvolvimento de um método rapido e sensivel para determinag¢ao de formaldeido. Este
método ¢ baseado no efeito catalitico do formaldeido na oxidag¢ao da rodamina B em meio de
bromato de potassio e acido sulfurico, conforme mostrado na Figura 13 [55]. Para a
determinagdo fluorimétrica utilizou-se a Rodamina 6G por ser mais sensivel do que a

Rodamina B [58]. Porém, ambos métodos apresentam seletividades limitadas.

Figura 13: Reacdo do formaldeido na oxidagdo da rodamina B em meio de bromato de potassio

e acido sulfurico. Adaptado: [55].

2BrO; + 3HCHO — 2Br + 3CO; + 3H:0
BrOs; + 5Br + 6H" — 3Br: + 3H,0
Br; + H2 + RhB;.q (violeta) —> RhB,x (sem coloracio) + 2Br + 2H"

O Cicloexano-1,3-diona ¢ utilizado para formar compostos com fluorescéncia mais
intensa do que a 2,4-pentanodiona (acetilacetona), essa reacdo também ¢ baseada no
mecanismo de reacdo de Hantzsch. No entanto, esta reacdo ndo € seletiva para formaldeido
[57].

O formaldeido pode ser determinado por cromatografia liquida apds derivatizacao
quimica com 2,4-dinitrofenilhidrazina em meio acido. Aldeidos e cetonas reagem com a 2,4-
dinitrofenilhidrazina para formar hidrazonas com coloracdo amarelo avermelhada que
absorvem em um comprimento de onda na faixa de 360 nm, como ¢ apresentado na Figura 14
[65]. Neste caso, o procedimento nao ¢ muito seletivo. O formaldeido pode ser também
determinado por cromatografia liquida apds derivatizacdo quimica com dimedona (5,5-
dimetilcicloexano-1,3-diona) também baseada no mecanismo de reacdo de Hantzsch. No

entanto, nao ¢ seletiva para formaldeido podendo reagir com outros aldeidos [66].
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Figura 14: Reacdo da 2,4-dinitrofenilhidrazina com o grupo carbonila formando hidrazona.

Adaptado: [67].
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Formaldeido também pode ser determinado empregando métodos eletroquimicos,
alguns trabalhos apresentados na literatura relatam a determinacdo de formaldeido por
voltametria ciclica [68], amperometria [69] e por biosensores baseados em células ou enzimas
[70,71], bem como alcool oxidase (AOX) [60-62] e formaldeido desidrogenase (FDH) [74,75],
para quantificagao de formaldeido. A quantificagdo de formaldeido ¢ baseada na oxidagdo
enzimatica do formaldeido pelo FDH levando a formagao de acido formico, provocando a
reducdo de NAD+ para NADH. Entdo o NADH reduzido ¢ oxidado para NAD+ por meio de

uma reagao eletroquimica, como mostra a Figura 15.

Figura 15: A) Reagdo enzimatica e B) Reacgdo eletroquimica. Adaptado: [76].

FDH
A) HCHO + NAD*+ H:0 — ~ HCOOH + NADH + H*

B) NADH — NAD"+ H' +2¢
No entanto, a determinacao de formaldeido explorando a formag¢ao do DDL nao ¢

relatada na literatura para detec¢do eletroquimica.
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1.5. Extracio de formaldeido em cogumelos

O formaldeido end6geno presente nos cogumelos pode ser formado a partir de varios
precursores, dependendo da estratégia de extragdo pode-se quantificar o formaldeido livre e
ligado. Normalmente utiliza-se destilagdo simples para extrair o formaldeido ligado a cadeias
de moléculas grandes utilizando a degradacdo térmica, por meio de hidrélise acida e
enzimdtica. O formaldeido extraido durante a hidrélise acida é provavelmente derivado de
compostos metoxi-oxigénio, enxofre e nitrogénio, que sdao importantes precursores de
formaldeido em sistemas bioldgicos. [77,78]. O acido lintinico gerador da lentionina
(responsavel pelo aroma caracteristico deste cogumelo) ¢ outra potencial fonte de formaldeido.
[78,79].

Na literatura sdo apresentadas diversas alternativas de extracao de formaldeido entre
elas a imersdao em agua [54,56,80] , destilagdo simples [10,55,80] ou sonica¢ao[57-59,80]. Yi
Zhu e colaboradores apresentaram um trabalho na literatura avaliando diferentes métodos de
extragdo de formaldeido em carne defumada, com posterior deteccdo espectrofotométrica
empregando acetilacetona [80]. Trés métodos de extragdo do analito foram avaliados, entre
eles imersao em agua, destilacdo e sonicacdo. Melhores resultados de recuperacao foram
obtidos empregando a destilacao simples com uso de acido fosforico 10%. O acido fosforico
(H3PO4) ¢ provavelmente utilizado para extrair o formaldeido ligado a grupos proteicos

presentes no cogumelo.

1.6. Sistemas de analises por injecio em fluxo (FIA)

Os sistemas de analises por injecdo em fluxo (FIA) foram propostos por Ruzicka e
Hansen em 1975 [81]. Essa técnica foi responsavel pela mecanizacio de processos analiticos e

baseia-se na inser¢do de aliquotas da amostra em solugdo por uma solucdo transportadora em
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um fluxo continuo nao segmentado, sendo que a zona de amostragem sofre dispersao através
do percurso analitico e mistura-se com o reagente e o fluido transportador. A amostra resultante
¢ entdo conduzida até o detector gerando sinais transientes. A quantificacdo do analito ¢
geralmente feita utilizando a altura méxima dos picos. Na Figura 16 ¢ mostrado o perfil do
sinal transiente geralmente obtido em sistemas FIA e também a ilustragao do gradiente de

concentracao durante o percurso analitico

Figura 16: Perfil do sinal transiente geralmente obtido em sistemas de analises de injegao em

fluxo e ilustracdo do gradiente de concentragdo na zona de amostragem.
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Durante o percurso analitico o analito pode sofrer tratamento em linha com a adic¢do de
reagentes, através de colunas contendo reagentes solidos, para separagao ou pré-concentragao.
Estes sistemas possibilitam o emprego de alguns dispositivos para inser¢ao da amostra como o

injetor proporcional, valvulas rotatdrias e valvulas ou minibombas solenoide. A versatilidade

da injecdo em fluxo ficou entdo estabelecida, devido ao fato de executar essas operacdes em
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linha e ndo mais em batelada. Dessa forma, notou-se um aumento da associacao da analise por
injecdo em fluxo com diferentes técnicas.

As principais vantagens e caracteristicas desse sistema sdo: 1) Economia de reagentes,
diminuindo a quantidade de residuos 2) Menor contato do operador com as amostras,
diminuindo assim contaminagdes 3) Aumento da frequéncia analitica 4) Analises quimicas fora
do estado de equilibrio 5) Associagao com diferentes tipos de detectores. Outra caracteristica
importante relacionada aos sistemas FIA ¢ a precisao, devido ao controle do tempo de reacao.

Em 1994, Reis e colaboradores foram pioneiros no emprego de valvulas solenoide para
inserir amostras e reagentes em FIA. Esses dispositivos sdo controlados independentemente
através de um software no computador. O emprego destes dispositivos, como ferramenta para
inser¢do de solugdes, deu origem ao processo de multicomutacgao [82].

Os dispositivos mais utilizados na construgdo de sistemas de andlises em fluxo com
multicomutagao sao as valvulas solenoide, o que permite a comutagao das solugdes em tempos
otimizados pré-estabelecidos. Esse tipo de dispositivo necessita de um sistema de propulsao,
como por exemplo: bomba peristaltica ou seringas ou até mesmo ac¢ao da forga da gravidade.

O mecanismo de funcionamento de valvula solenoide ¢ mostrado da Figura 17. No
modo desativado, uma mola mantém o é&mbolo interno na posicdo inferior, a soluc¢do
movimenta-se entre A e B. No modo ativado, o €mbolo ¢ atraido para cima e a mola € contraida,
a solu¢do movimenta-se entre A e C e a saida B ¢ fechada. A escolha do posicionamento das

solucoes entre A, B e C é de acordo com a necessidade do sistema a ser construido.
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Figura 17: Funcionamento de uma valvula solenoide. I desativada e II ativada. A, B ou C

posigoes para inser¢ao ou saida de solugao.

O uso da multicomutagdo possibilitou a automagao de sistemas de analises em fluxo,
garantindo maior flexibilidade, facilidade e versatilidade na manipulagio de amostras. E
possivel controlar a inser¢do de solugdes no percurso analitico de maneira intercalada
(amostragem binaria), esse tipo de amostragem melhora a homogeneizac¢do do analito com o

reagente na zona de amostragem.

1.7. Técnicas Eletroanaliticas

As técnicas eletroquimicas vém sendo cada vez mais utilizadas em diversas areas do
conhecimento por ser possivel obter informagdes fundamentais sobre as propriedades
intrinsecas das substancias. As aplicagdes mais comuns dessas técnicas sdo: estudos de
processos de reducdo e oxidagdo em diversos meios, mecanismos de transferéncia de elétrons
e protons e estudos de adsor¢do em superficies [83].

E de extrema valia entender como ocorre o transporte de massa do seio da solugio para

o eletrodo. Sendo que esse transporte pode ocorrer de trés maneiras: migragdo, difusdo e
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conveccdo. A migracao ocorre quando existe movimentagdo de espécies i0nicas no meio por
causa da a¢ao de um campo elétrico, a difusao ocorre quando ha uma diferenca de concentragao
da espécie no seio da solucao e na regido proxima ao eletrodo e a convecgao ocorre quando ha
movimentagdo de espécies neutras ou iOnicas por causa da agitagdo mecanica da solugdo ou
em funcao do gradiente de temperatura (normalmente nao gera influéncia).

As técnicas eletroanaliticas sdo relativamente simples e de baixo custo, dessa forma
surgem como uma alternativa para determinagdo de analitos variados. Com o avango da
instrumentagao analitica aumentou-se o uso de técnicas de deteccao eletroquimicas, tais como:
voltametria ciclica, de onda quadrada, pulso diferencial e a amperometria. Algumas dessas
técnicas sao capazes de quantificar analitos com sensibilidade comparavel as técnicas

cromatograficas de separacdo com detec¢do espectrofotométrica [84].

1.7.1. Voltametria ciclica

A voltametria ciclica ¢ utilizada para analise quantitativa ou qualitativa de qualquer
espécie quimica eletroativa, ou seja, que possa ser reduzida ou oxidada eletroquimicamente.
Essa técnica permite o estudo de processos de oxidagdo e redugdo em diversos eletrélitos, bem
como processos de adsor¢ao em materiais diversos.

Para entendimento dos processos que ocorrem no eletrodo, a varredura de potencial ¢
provavelmente a perturbagdo mais utilizada e consiste na aplicagdo de um potencial variavel
no eletrodo de trabalho durante um periodo de tempo. As técnicas de varredura de potencial
sao mais utilizadas com eletrodos estaciondrios mas podem ser também utilizadas em
condi¢des hidrodindmicas. Sdo muito utilizadas para compreender mecanismos de reagdes
eletroquimicas e para identificar espécies contidas na solugcdo e também para andlises de

velocidade de reagao [85].
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E uma técnica bastante utilizada quando se inicia o estudo de um sistema desconhecido.
A partir do tratamento de dados e constru¢cdo do voltamograma, ¢ possivel obter informacgdes
sobre a eletroatividade do analito, fazer estudos de produtos formados na reagao, saber em qual
potencial ocorre os processos de transferéncia de elétrons, fazer estudo da reversibilidade de
reacoes redox e detecgao de intermediarios da reagdao. O voltamograma ¢ construido a partir do
perfil da corrente elétrica em fun¢ao do potencial do registro da corrente elétrica associado a

variacao de potencial, como ¢ mostrado da Figura 18 [84,86,87].

Figura 18: (A) Varredura de potencial vs. tempo (B) Voltamograma da corrente obtida em

funcdo do potencial. Ei: potencial inicial Es: potencial de inversdo Ef: potencial final. Fonte:
[84].
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A voltametria ciclica ndo ¢ comumente utilizada para fins quantitativos. Geralmente

utiliza-se a voltametria de onda quadrada para obter maiores sensibilidades.

1.7.2. Voltametria de onda quadrada

A voltametria de onda quadrada (SWV, do inglés square wave voltammetry) ¢ uma
técnica de pulso que tem como vantagem a grande velocidade e alta sensibilidade, tornando-se
possivel a obtencdo de um voltamograma completo em poucos segundos. Os limites de

detecgdo desta técnica podem ser comparados com os das técnicas espectroscopicas. [88]
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Osteryoung, Turner e Christie, no final da década de 1970, desenvolveram o modelo
atual da voltametria de onda quadrada que realiza medidas de corrente com velocidade de
varredura superior a 100 mV s™'. Além disso, a corrente é amostrada duas vezes, uma no fim
do pulso direto e outra no fim do pulso reverso, ocorrendo uma diminuic¢ao da contribui¢ao da
corrente capacitiva sobre a corrente total lida. Com estd abordagem foi possivel melhorar a

sensibilidade da técnica, ampliando seu campo de aplicagdo [89-91].

Figura 19: Forma da aplicagdo da curva corrente potencial na voltametria de onda quadrada
Adaptado: [90].

Tempo

Na voltametria de onda quadrada a forma da curva corrente-potencial € proveniente da
aplicacdo de potenciais de amplitude (a), que variam de acordo com a escada de potencial de
altura AEs (incremento de potencial) e duracdo de t (periodo), como mostra a Figura 19. A

frequéncia (f) da onda quadrada em Hz ¢ 1/1. [91]
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2. Objetivos

2.1. Objetivos Gerais

O objetivo geral deste trabalho foi o desenvolvimento de procedimentos analiticos para

determinagdo de formaldeido em cogumelos (shiitake e shimeji)

2.2. Objetivos especificos

Sao objetivos especificos deste trabalho

(1): Construcao de sistema de analises em fluxo com multicomutagdo empregando valvulas

solenoide para a determinacdo espectrofotométrica de formaldeido em cogumelos.

(i1) Avaliacdo da extragdo de formaldeido em amostras de shiitake e shimeji.

(i11) Desenvolvimento de um procedimento eletroquimico empregando voltametria de onda

quadrada para determinacao de formaldeido em cogumelos (shiitake e shimeji).

(iv) Comparagdo dos dois procedimentos analiticos propostos para determinagdo de

formaldeido em amostras de cogumelo (shiitake fresco e desidratado e shimeji fresco).
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3. Procedimento Experimental
3.1. Equipamentos e acessorios
3.1.1. Sistemas de analises em fluxo com multicomutac¢ao com deteccao

espectrofotométrica

Uma plataforma de hardware livre (Figura 20) e de placa tnica (Arduino®), conectada
a porta USB 2.0 de um microcomputador (processador Celeron 2.4 Ghz, 256 Mb de memodria
RAM) foi utilizada para o controle dos dispositivos. Um circuito integrado ULN2803 (Figura
20) foi utilizado para a compatibilizagdo da diferenca de potencial (12V) que é a corrente
necessaria para o acionamento das valvulas solenoide, utilizando-se um diodo regulador de
tensdo (Diodo Zener). As varidveis para a rotina da analise desenvolvida em linguagem C++
(com algumas modifica¢des) no software fornecido pelo fabricante da plataforma. O sistema
de andlises por injecdo em fluxo com multicomutacdo foi desenvolvido empregando quatro
valvulas solenoide de trés vias (NResearch, West Caldwell, Nova Jérsei, Estado Unidos), tubos
de polietileno (Ismatec, Alemanha, 1,0 milimetros), confluéncia de acrilico € uma bobina de
reacao de 200 cm (Ismatec, Alemanha, 1,0 milimetros). Uma bomba peristaltica Minipuls TM
3 (Gilson, Villiers Le Bel, Franga) de oito canais e tubos Tygon® foram usados para a
propulsdo das solugdes através do sistema. Para a aquisi¢do dos dados foi utilizado um software
fornecido pelo fabricante do espectrofotdmetro conectado pela porta RS232C.

Medidas espectrofotométricas foram realizadas em um espectrofotometro Femto 600S
(Sao Paulo, Brasil) equipado com uma célula de fluxo (Hellma) volume interno de 80 uL e 10

mm de percurso analitico.
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Figura 20: Esquema do arranjo eletronico para a ativagao das valvulas solenoide.
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O esquema do modulo de andlises de andlises em fluxo para determinacdo de
formaldeido em cogumelos (shiitake e shimeji) ¢ apresentado na Figura 21 e a rotina de
acionamento das valvulas solenoide ¢ apresentado na Tabela 2. O sistema foi construido
empregando 4 valvulas solenoide e a propulsdo dos fluidos foi conduzida por uma bomba
peristiltica posicionada antes das valvulas, a vazdo de 1,7 mL min!. A rotina para a
determinagdo de formaldeido em cogumelos, apresentada na Tabela 2 inicia-se com a inser¢ao
de uma aliquota de amostra no percurso analitico, seguida por uma aliquota do reagente
(reagente de Nash), completando o ciclo de amostragem. A zona de amostra gerada por 7 ciclos
ficou retida no reator A pela implementacdo de uma etapa de parada de fluxo por 60 s. Durante
esta etapa, todas as valvulas do sistema ficaram recirculando as solu¢des. Como a formagao do
produto medido apresenta cinética lenta, o reator foi submetido ao aquecimento constante em
banho termostatizado por 50°C. Por fim, a solu¢do carregadora foi inserida no sistema pelo

acionamento da valvula V3, conduzindo a zona de amostra gerada ao sistema de detecgdo
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espectrofotométrico. A V4 foi acionada somente quando foi necessaria a substituicdo de

amostras e reagentes. Em todos os casos, as medidas foram realizadas em triplicatas.

Figura 21: Sistema de andlises em fluxo com multicomuta¢ao para determinagdo de
formaldeido: Vi — V4 — vélvulas solenoide, Bp — Bomba peristéltica, A: bobina de reacao B:

ponto de confluéncia, D: Detector e W: descarte.

Bp

A 4

Formaldeido

Y

Reagente de Nash

Y

Transportador

Tabela 2: Etapas de operagdo do sistema em linha para determinag¢do de formaldeido pelo

método da acetilacetona com detecgdo espectofotométrica.

Etapa Descricao Vi V2 Vi V4 Tempo (s)
1 Introdugao da amostra* 1 0 0 0 4,0
2 Introdugdo do reagente* 0 1 0 0 1,4
3 Retencao da zona de amostra 0 0 0 0 60
4 Transporte, medida do sinal e limpeza 0 0 1 0 110
5 Substituicdo de amostra 1 0 0 1 10

*7 ciclos de amostragem
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3.1.2. Sistema de deteccio voltamétrica

3.1.2.1. Eletrodos

Medidas voltamétricas foram conduzidas empregando um eletrodo de carbono vitreo
com diametro de 1,5 mm (BASi, West Lafayette, EUA). Antes da realiza¢do das medidas,
voltamogramas ciclicos em eletrdlito suporte (acetato de amonio) foram registrados para o
condicionamento e descontaminacdo do eletrodo. Apos as andlises, a limpeza do eletrodo foi
feita manualmente, com a utilizagdo de alumina e entdo enxaguado com agua deionizada e
posteriormente seco com pano de algodao.

O eletrodo de referéncia (RE) foi obtido pela eletrodeposicao de cloreto de prata (AgCl)
sobre um fio de prata (Ag) de aproximadamente 30,0 mm x 1,0 mm de diametro por meio da
oxidacao, em 0,3 V versus Ag/AgCl, do fio de prata em meio de acido cloridrico (HCI) 0,1 mol
L' durante uma hora. Depois da eletrodeposicdo, o fio de Ag/AgCl foi inserido em uma
ponteira de micropipeta de 100 pL. A extremidade menor desta ponteira foi obstruida com uma
juncao porosa e entao preenchida com uma solugao saturada de KCI e AgCl, construindo entao
um mini referéncia. O eletrodo auxiliar consistiu de um fio de platina (3 cm) inserido em uma

ponteira de micropipeta de 100 pL.

3.1.2.2. Instrumentacao

As medidas eletroquimicas do 3,5-diacetil-1,4-dihidrolutidina (DDL) foram feitas
utilizando um potenciostato (Vertex, Ivium, Holanda) e o software IviumSoft 2.5 para
aquisi¢do e tratamento de dados. Foi utilizado um béquer de 10 mL como célula eletroquimica
e trés eletrodos (trabalho, referéncia e auxiliar mencionados na sec¢do anterior). Um esquema
do sistema eletroquimico empregado para a determinag¢do de formaldeido ¢ apresentado na

Figura 22).
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Figura 22: Esquema do sistema eletroquimico contendo potenciostato, célula eletroquimica e
trés eletrodos (trabalho, referéncia e auxiliar) para medidas da oxida¢ao do DDL utilizando

voltametria de onda quadrada.
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3.2. Reagentes e solucoes

Todas solugdes foram preparadas utilizando reagentes de grau analitico e agua
deionizada (18,2 MQ cm, Gehaka, Sao Paulo, Brasil). Formaldeido 37 % (m/V) e
Acetilacetona 99% (m/V) obtidos da Sigma-Aldrich (Darmstadt, Alemanha), Acetato de
amonio obtido da Panreac (Barcelona, Espanha), lodato de potéssio da Mallinckrodt (St. Louis
Missouri, Estados Unidos), Acido orto fosforico P.A, Acido sulftrico P.A e Todeto de potassio
obtidos da Vetec (Rio de Janeiro Brasil), Tiossulfato de so6dio pentahidratado e Amido obtidos
da LabSynth (Diadema Brasil), Acido acético glacial P.A (HAc) obtido da Proquimios (Rio de

Janeiro Brasil) e lodo micropérolas obtido da Dindmica (Sao Paulo Brasil).
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3.3. Padronizac¢ao da soluciao de formaldeido

Para a padronizagdo da solu¢do de formaldeido, cerca de 2,5 g (2,8 mL) de solucao
concentrada de formaldeido (37%) foi diluida com agua deionizada em um baldo volumétrico
de 1000 mL. Esta solu¢do foi padronizada com solucdo padrao de tiossulfato de sodio
(Na2S203) em concentragdo de aproximadamente 0,1 mol L!, previamente padronizada com
iodato de potassio (KIO3). A padronizacao foi realizada adicionando-se iodeto de potéssio (KI)
em meio acido e utilizou-se a solucdo de amido como indicador do ponto final da titulagao.
Para o calculo da concentracdo de formaldeido foi necessario a titulagdo de um branco, ou seja,
titulou-se nas mesmas condi¢des uma solugao que nao continha formaldeido. Todas as medidas
foram realizadas em triplicata para padronizagdo da solug¢do de formaldeido. Esta solugdo de

formaldeido padronizada pode ser estocada por 6 meses [92].

3.4. Preparo do reagente de Nash

O reagente de Nash foi preparado de duas formas diferentes, sendo que para o
procedimento eletroquimico utilizou-se o reagente conforme encontrado na literatura [60]. No
entanto, para o procedimento com multicomutagdo as concentragdes de acetilacetona, acetato
de amonio e o pH foram otimizadas.

Para a determinagao eletroquimica preparou-se o reagente de Nash da seguinte maneira
diluiu-se aproximadamente 7,5 g de acetato de amoénio em 40 mL de agua deionizada e
adicionou-se 50 pL de acetilacetona e ajustou-se pH para 5,5 com 4cido acético glacial P.A.,
completou-se entdo o volume final para um baldo volumétrico de 50 mL com 4gua deionizada.

Para a determinagdo com sistema em fluxo multicomutado preparou-se o reagente de
Nash da seguinte maneira diluiu-se aproximadamente 5,4 g de acetato de amdnio em 40 mL de

agua deionizada logo apos adicionou-se 2,0 mL de acetilacetona e ajustou-se o pH para 5,5
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com acido acético glacial P.A., completou-se entdo o volume final para um baldo volumétrico

de 50 mL com 4gua deionizada.

3.5. Extracao do formaldeido em amostras de cogumelo

Todas as amostras de cogumelos (shiitake fresco e desidratado e shimeji fresco) foram
compradas em mercado local. As amostras foram trituradas em um liquidificador, e entdo
embaladas e mantidas entre 2 ¢ 4 ° C até andlise. Para o shiitake fresco ou shimeji, 0,5 g de
amostra foi transferido para um baldo de destilagdo e adicionado solug¢dao contendo 3 mL de
H3PO4 10% e 22 mL de 4gua, totalizando 25 mL de solucdo extratora. Para o shiitake
desidratado, 0,1 g de amostra foi transferido para um baldo de destilacdo e adicionado solugao
contendo 3 mL de H3PO4 10 % e 57 mL de agua, totalizando 60 mL de solugdo extratora. A
extragdo de formaldeido a partir da amostra de cogumelos foi baseada trabalho encontrado na
literatura de Yi Zhu et al [80]. As destilagdes simples foram realizadas até que ndo houvesse

mais liquido no baldo de destilagdo, para garantir a extragdo de todo formaldeido da amostra.
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Capitulo 4: Resultados e Discussoes
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4. Resultados e Discussoes

O desenvolvimento deste trabalho foi realizado em duas partes, ambas explorando
determinagdo indireta de formaldeido a partir da formag¢ao do composto 3,5-diacetil-1,4-
dihidrolutidina (DDL). Inicialmente, foi proposto a determinacdo de formaldeido por
espectrofotometria empregando sistemas de analise em fluxo com multicomutagdo. Em uma
segunda etapa, foi proposta a determinagao de formaldeido por determinagdo eletroquimica
empregando voltametria de onda quadrada. Para melhor discussao, os resultados obtidos foram
separados em duas partes. No final desta secdo uma comparagao entre os dois procedimentos

desenvolvidos sera apresentada.

4.1. Desenvolvimento de procedimento analitico empregando sistemas de analise
em fluxo com multicomutac¢ao para a determinacio espectrofotométrica de
formaldeido

Para o desenvolvimento do procedimento empregando sistemas de andlises em fluxo
com multicomutagdo e determinacdo espectrofotométrica, diversos parametros foram
avaliados e otimizados visando obter-se uma condi¢do de compromisso entre sensibilidade,
consumo de reagentes e frequéncia de amostragem. Todas as medidas foram realizadas
monitorando o comprimento de onda de maxima absor¢do do DDL, em 412 nm [93] e medidas
baseadas na altura do pico do sinal transiente.

Considerando a cinética da reacdo para a formag¢do do DDL, que requer mais de uma
hora para atingir o estado de equilibrio [60,61], 0o emprego de sistemas de analise em fluxo com
multicomutagdo se torna uma alternativa ideal para melhorar a precisdo do método. E,
alternativamente diminuir o consumo de reagentes e de residuos gerados, sendo possivel fazer
medidas sem que o estado de equilibrio seja alcangado. Para o desenvolvimento deste

procedimento, os seguintes parametros foram otimizados: volume de amostra e reagente,
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numero de ciclos de amostragem bindria, tempo de parada de fluxo, temperatura do banho

termostatico, concentracdes de reagentes e pH de preparo do reagente.

4.1.1. Estudo do tempo de acionamento da valvula do analito

Os volumes das solugdes inseridas no percurso analitico afetam a sensibilidade do
procedimento analitico. Portanto, ¢ importante otimizar o tempo de acionamento de cada
valvula solenoide considerando o compromisso entre sinal analitico e consumo de reagentes.
Neste estudo, o tempo de acionamento da vélvula da amostra, uma solug¢do de 5 mg L' de
formaldeido foi empregada e o tempo de acionamento foi alterado. Os resultados obtidos estao
apresentados na Figura 23, pode-se observar que o sinal analitico aumentou até 4,0 s. Apos
esse tempo, o sinal analitico diminuiu, devido a diluicdo da zona de amostra e consequente
diminui¢do do sinal analitico. Desta forma, para estudos posteriores, o tempo de acionamento
da valvula para inser¢do de amostra foi fixado em 4,0 segundos. Nestas condi¢des a quantidade
de formaldeido foi igual a 1,32x10”7 mols, e a quantidade de acetilacetona igual a 4,64x10°¢

mols.
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Figura 23: Efeito do tempo de acionamento da valvula 1 contendo o analito. Concentragao de
formaldeido igual a 5 mg L™!, tempo de acionamento da valvula do reagente 1,2 s (acetilacetona
0,0195 mol L' em meio de acetato de amédnio 1,95 mol L}, pH 5,5), 7 de ciclos de amostragem,
temperatura do banho termostatico 50°C, tempo de parada de fluxo de 150 s, vazao da bomba

peristaltica 1,7 mL min’!, tamanho da bobina de reac¢io de 200 cm e A= 412 nm.
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4.1.2. Estudo do tempo de acionamento da valvula do reagente de Nash

O efeito do tempo de acionamento da valvula da reagente de Nash foi otimizado no
intervalo de 0,6 a 2,0 s, fixando 4,0 s o tempo de em que a valvula da amostra contendo 5 mg
L! de formaldeido foi acionada. Os resultados obtidos estdo apresentados na Figura 24. Pode-
se concluir que em tempos superiores a 1,4 s o sinal analitico obtido ¢ maximo e ndo ha
diferencas significativas no sinal analitico obtido para tempos superiores de acionamento da
véalvula do reagente. Nesta condicdo, a quantidade de reagente no meio ja ¢ satisfatoria para
reagir com o formaldeido, portanto o tempo selecionado foi 1,4 segundos para evitar consumo

desnecessario de reagente e diluicdo da zona de amostra. Quando 1,4 s de acionamento da
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valvula do reagente é empregada, cerca de 5,41x10% mols de acetilacetona é inserido no

sistema.

Figura 24: Efeito do tempo de acionamento da valvula 2 contendo o reagente. Demais
parametros iguais ao da Figura 23, alterando somente o parametro otimizado anteriormente 4,0

segundos (tempo de acionamento da valvula 1).
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4.1.3. Numero de ciclos de amostragem binaria

Neste estudo o nimero de ciclos de amostragem foi otimizado no intervalo de 1 a 7
ciclos, mantendo fixo as condi¢des otimizadas anteriormente. O numero de ciclos de
amostragem foi otimizado visando obter-se maior sensibilidade na determinacdo de
formaldeido. Mantendo fixo o comprimento do reator, o efeito do aumento do nimero de ciclos
resultada em menor dispersdao da zona de amostra gerada, e consequentemente, aumento do
sinal analitico. Além disso, quando reagdes que apresentam cinética lenta estdo envolvidas na

formacao de um produto que sera monitorado, o aumento do numero de ciclos de amostragem
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também promove aumento de sensibilidade. Uma vez que em sistemas de analise em fluxo com
multicomutagdo e amostragem bindria, a reagao se inicia ja quando o primeiro ciclo ¢ formado,
aumentando assim o tempo de residéncia da zona de amostra e a taxa de formacgao do produto
formado [94]. Considerando estes aspectos, o numero de ciclos de amostragem foi variado de
1 — 7. Valores maiores foram evitados pois acima de 7 ciclos o volume da zona de amostra
gerado ultrapassou o volume total da bobina (1,57 mL) e parte desta zona de amostra foi gerada

no interior da cela de medida. Os resultados obtidos estdo apresentados na Figura 25.

Figura 25: Efeito do nimero de ciclos de amostragem. Demais pardmetros iguais ao da Figura
24. Alterando somente o parametro otimizado anteriormente 1,4 segundos (tempo de

acionamento da valvula 2).
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Observa-se que a medida que se aumenta o numero de amostragem bindria aumenta o

sinal analitico. Melhores resultados foram obtidos quando 7 ciclos de amostragem foram
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empregados, nestas condigdes, as medidas foram realizadas proximo a situagao de volume

infinito. O volume da zona de amostragem foi igual a 1,07 mL.

4.1.4. Tempo de parada de fluxo

Neste estudo o tempo de parada de fluxo foi otimizado no intervalo de 30 a 150 s,
matendo fixo os demais parametros otimizados.

Pelo fato da reagdo entre o formaldeido e o reagente de Nash possuir cinética lenta foi
necessario implementar uma etapa de parada de fluxo visando o aumento de sensibilidade. O
tempo de parada de fluxo foi avaliado em até 150 s, interrompendo o fluxo das solu¢des no
percurso analitico, confinando a zona de amostra gerada no reator. Os resultados obtidos estao

apresentados na Figura 26.

Figura 26: Efeito do tempo da parada de fluxo. Pardmetros empregados iguais ao da Figura

25.
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Observa-se que a medida que o tempo aumenta hd também um aumento de sinal. Isso
era o efeito esperado por ser uma reagdo de cinética lenta, ou seja, quanto maior o tempo de
parada de fluxo maior sera o desenvolvimento da reagdo, até que se o estado de equilibrio seja
atingido. Considerando os resultados obtidos, em que ¢ preciso encontrar uma relagdao de
compromisso entro sensibilidade e frequéncia analitica, o tempo de parada de fluxo de 60 s foi

fixado para estudos posteriores.

4.1.5. Temperatura de aquecimento

Neste estudo a temperatura de aquecimento foi avaliada nas demais condic¢des
otimizadas, no intervalo de 33 a 70 ° C. No estudo anterior, no qual foi avaliado o tempo de
parada de fluxo, em todo intervalo de tempo avaliado o sinal continuou aumentando, indicando
que a reagdo nao atingiu seu estado de equilibrio. Uma maneira de aumentar a sensibilidade
pelo deslocamento do equilibrio favoravelmente a formagao do produto € inserir uma etapa de
aquecimento. Neste caso, uma etapa de aquecimento foi implementada inserindo a bobina de
reacdo em um banho de aquecimento controlado. Durante a etapa de parada de fluxo ocorre a
transferéncia de calor por inducao do banho termostatizado para a zona de amostra gerada na
bobina de reacao.

Os resultados obtidos estdo apresentados na Figura 27. Pode-se observar que a medida
que a temperatura do banho ¢ aumentada ha também aumento de sinal. Quanto maior a
temperatura maior sera a taxa de formacao do produto. Porém, em temperaturas superiores a
50 °C, foi observado a formagdo de bolhas no sistema, que impossibilitam as medidas

espectrofotométricas. Desta forma, a temperatura foi fixada em 50 °C.
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Figura 27: Efeito da temperatura do banho termostatico. Parametros empregados iguais ao da
Figura 25, alterando somente o parametro otimizado anteriormente 60 segundos (tempo de

parada de fluxo).
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4.1.6. Concentracdes de acetato de amonio, acetilacetona e valor do pH no

reagente de Nash

Ap0s a otimizacao dos parametros fisicos do sistema de anélises em fluxo proposto para
a determinacdo espectrofotométrica de formaldeido, diversos parametros quimicos foram
avaliados, tais como concentragdes de reagentes € pH do meio. Devido a cinética lenta da
reagao de formagao do DDL, o estudo da concentragdo de acetilacetona e acetato de amodnio ¢
muito importante para possivel deslocamento de equilibrio no sentido de formag¢ao do DDL. O
pH do reagente de Nash também ¢ outro parametro importante a ser avaliado, para escolha do
pH o6timo deste sistema em fluxo com multicomutagdo. A concentracdo de acetilacetona foi

avaliada no intervalo de 0,05 a 1,2 mol L', mantendo constante a concentragio de acetato de
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aménio 1,9 mol L' e pH 5,5 (Figura 27). Em todos os casos, os sinais apresentados representam

os valores de absorbancia total sem o desconto dos valores de branco.

Figura 28: Efeito da concentracdo de acetilacetona no reagente de Nash. Parametros

empregados iguais ao da Figura 27.
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Foi observado um aumento do sinal analitico com o aumento da concentragdo de
acetilacetona no meio, o que era esperado pelo deslocamento de equilibrio no sentido de
formacao do DDL. Preocupando-se com a sensibilidade, sinal analitico € menor quantidade de
residuos gerados, foi fixado a concentracdo de acetilacetona de 0,39 mol L!. A concentragio

de acetato de amodnio foi avaliada no intervalo de 0,2 a 3,0 mol L', mantendo constante a

concentracio de acetilacetona 0,39 mol L' e pH 5,5 (Figura 29)
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Figura 29: Efeito da concentracdo de acetato de amonio no reagente de Nash. Parametros
empregados iguais ao da Figura 28, alterando somente a concentracao de acetilacetona presente

no reagente de Nash para 0,39 mol L.

0,9 /t\ I T
s 0,8 -
9
=
«
=
o
=]
w
=
0,7 -
0,6 T T T T T T
0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 25 3,0

Concentracio de acetato de amonio / mol | By

Como a amonia participa do mecanismo da reagdo de Hantzsch observa-se aumento do
sinal analitico conforme aumento da concentragdo de acetato de amonio no meio até a
concentragio de 1,4 mol L™!. O aumento da concentragio de amonia ndo altera a formagio de
DDL pois provavelmente a concentragio maxima de amonia que participa da reacdo ja foi
atingida na concentragio de 1,4 mol L de acetato de amodnio. Preocupando-se com a
sensibilidade, sinal analitico e menor quantidade de residuos gerados foi fixado a concentragao
de acetato de amonio de 1,4 mol L™!. O pH do reagente de Nash foi avaliado no intervalo de
4,7 a 5,8, mantendo constante as concentracdes de acetilacetona 0,39 mol L' e acetato de

amonio 1,4 mol L' (Figura 30).
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Figura 30: Efeito do pH no reagente de Nash. Parametros empregados iguais ao da Figura 29,
alterando somente a concentracdo de acetato de amonio 1,4 mol L! presente no reagente de

Nash.
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O melhor sinal analitico encontrado foi em pH 5,5, conforme encontrado na literatura
pH entre 5,5 e 6,5 [60,95,96]. Isso pode ser explicado devido a protonagdo da amdnia em pH
menores que 5,5, o que diminuiria a quantidade de amonia livre para que a reagdo ocorra. Ja
em pH maiores do que 6,5 a quantidade de OH™ no meio pode competir com a amdnia,
influenciando na reacdo. Em relagdo ao procedimento padrao encontrado na literatura [60,97]
para o reagente Nash pode-se afirmar que: 1) A massa de acetilacetona foi aumentada em 3,5
vezes (3,2 mg para 10,9 mg), para deslocamento do equilibrio no sentido de formagao do DDL.
2) A massa de acetato de amonio foi diminuida em 8 vezes (234mg para 30 mg) 3) O pH foi
semelhante.

Na literatura sdo encontrados trabalhos que apresentam diferentes comprimentos de

onda maximo para absor¢ao do DDL, como por exemplo 412 nm [60] e 415 nm [61]. Para
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confirmacao que o comprimento de onda maximo de 412 nm ¢ o ideal a ser utilizado, obteve-

se o espectro de absorcao do reagente de Nash e do DDL entre os comprimentos de onda 400

a 700 nm, conforme Figura 31.

Figura 31: Espectro de absor¢do do DDL e reagente de Nash. Utilizou-se 4,3 mL de
formaldeido (4 mg L!) e 1,5 mL de reagente de Nash (acetilacetona 0,39 mol L™! em meio de

acetato de amonio 1,4 mol L', pH 5,5) levando a formacio do DDL. Tempo de reagdo: 10

minutos a 80 °C.
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Observa-se que o reagente de Nash apresenta absor¢cao na mesma faixa de comprimento

de onda do DDL. Portanto, para escolha do comprimento de onda 6timo foi descontado o valor
do sinal analitico do reagente de Nash (branco) das medidas do DDL. Desta forma, o

comprimento de onda maximo do produto da reagdo entre formaldeido e o reagente de Nash

foi mantido em 412 nm.
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Um resumo de todos os parametros otimizados e valores selecionados esta apresentado na

Tabela 3.

Tabela 3: Variaveis estudadas ¢ otimizadas do sistema em fluxo com multicomutagao.

Faixa
Variaveis Estudada Valor selecionado
Tempo de acionamento V1 (s) 2,0-6,0 4,0
Tempo de acionamento V2 (s) 0,2-2,0 1,4
Numero de ciclos de amostragem bindria 1-7 7
Tempo de parada de fluxo (s) 30-150 60
Temperatura do banho termostatico (°C) 30-70 50
Concentragio de acetilacetona (mol L) 0,02-1,2 0,39
Concentragio de acetato de amédnio (mol L) 0,2-3,0 1,4
pH 4,7-5,8 55

4.1.7. Caracteristicas analiticas

Apds a otimizagdo dos parametros do sistema em fluxo com multicomutagdo, as
caracteristicas analiticas do procedimento proposto foram estimadas. A resposta foi linear no
intervalo de concentragio entre 0,2 até 7,0 mg L', Os sinais transientes e a curva de calibracio
obtidos pelo método proposto em fluxo otimizado sdo apresentados na Figura 32. A equagao
da reta obtida foi igual a A = 0,124 Crom. + 0,026 com coeficiente de correlagdao de 0,999, em
que A e Crom. s20 a altura de pico para a absorbancia e a concentragao de formaldeido em mg
L', respectivamente. O limite de detecgdo (LD) foi estimado em de 0,02 mg L. O limite de
quantificacio (LQ) foi estimado em 0,06 mg L™!. O desvio padrio relativo (DPR %, n=15) para

uma solugio contendo 4 mg L' de formaldeido foi estimado em 1,08%, com frequéncia de
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amostragem de 17 amostras h™!' (Figura 32). A Tabela 4 apresenta um resumo das caracteristicas

analiticas do sistema em fluxo com multicomutacao desenvolvido.

Figura 32: Sinais transientes obtidos em triplicata em diferentes concentracdes de formaldeido

0—7,0 (mg L") e construgdo da curva analitica a partir das alturas dos picos gerados.
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Tabela 4: Caracteristicas analiticas do sistema em fluxo com multicomutacao.

Caracteristicas Analiticas Valor
Equacdo da reta A =0,124 Cporm. + 0,026
Faixa Linear (mg L) 0,2-7,0
Desvio Padrio Relativo (4,0 mg L'}, n = 15) 1,08%
Limite de detec¢do (mg L) 0,02
Limite de quantificagio (mg L") 0,06
Frequéncia de amostragem (amostras h™!) 17
Consumo de acetilacetona (mg) 10,9
Consumo de acetato de aménio (mg) 30,0

*Limite de detec¢do = (3,0 x desvio padrao do branco) / coeficiente angular da curva

*Limite de quantificacdo = (10 x desvio padrao do branco) / coeficiente angular da curva

4.2. Otimizacao da extracdo das amostras de cogumelo

A otimizagdo utilizando destilagdo simples foi baseada em um trabalho apresentado na
literatura [80], cujo autores avaliaram a extracdo de formaldeido em amostras de carne
defumada. Neste trabalho, empregando 2 g de amostra, melhores resultados foram obtidos
quando as amostras contendo formaldeido foram destiladas durante 50 minutos com 3 mL de
acido fosforico (H3PO4) 10%. Outros métodos de extragdo também foram avaliados como o
uso de banho ultrassonico € o aquecimento da amostra para a extracao do formaldeido em uma
solucdo aquosa, no entanto, a destilacao simples se mostrou como alternativa mais viavel para
a extracao do analito.

Desta forma, o uso da destilacao simples foi avaliado para a extra¢ao de formaldeido
em cogumelos. A massa de amostra, tal como o volume e o tipo de extrator foram avaliados e

os resultados estdo apresentados a seguir. As destilagdes simples foram realizadas até que nao
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houvesse mais liquido no baldo de destilacao, para garantir extracao satisfatoria de formaldeido

das amostras.

4.2.1. Avaliacao da extracao de formaldeido

Com o intuito de confirmar a extracao satisfatoria de formaldeido utilizando destilagao
simples foram feitas extracdes de formaldeido empregando 50 mL de solugdo padrdo de
formaldeido 5 mg L™! utilizando a determinacdo indireta de formaldeido com reagente de Nash
levando a formagao do DDL, as absorbancias de DDL encontradas nas solugdes padroes de
formaldeido destiladas foram comparadas com solugdes padroes de formaldeido nao
destiladas. Os valores de absorbancia encontrados apresentaram resultados de absorbancia
estatisticamente similares, comprovando que a destilagcdo simples ¢ satisfatoria para extracao

de formaldeido.

4.2.2. Avaliacao do efeito da massa de amostra na extracdo de formaldeido em

cogumelos.

Inicialmente a extragdo foi avaliada utilizando destilagdo simples contendo 3 mL de
acido fosforico (H3PO4) 10% e 47 mL de agua destilada. As medidas foram feitas no sistema
em fluxo com multicomutagdo utilizando o método da acetilacetona com deteccao
espectrofotométrica.

Para as amostras de shiitake fresco e shimeji fresco, por possuirem quantidade de
formaldeido mais baixa do que a do shiitake desidratado [10,57,59], foram utilizadas massas
superiores. As amostras foram batidas em um liquidificador industrial antes da pesagem. A
Tabela 5 mostra as diferentes massas utilizadas na otimiza¢ao do shiitake desidratado e fresco

e no shimeji fresco. A destilagao foi realizada até a coleta total da solucao extratora.
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Tabela 5: Avaliagao do efeito da massa de amostra.

Concentracao de

Amostra Massa (g)
formaldeido (ng/g)
0,5 16,15+ 1,07
Shimeji fresco
1,5 9,20+ 0,61
0,5 34,57+ 1,23
Shiitake fresco
1,5 28,34 + 0,88
0,1 437,5+10,1
Shiitake desidratado
0,25 421,6 £ 6,80

Observa-se que para o shimeji fresco e shiitake fresco a massa ideal ¢ 0,5 g por ter
apresentado a maior concentragdo de formaldeido extraida. Provavelmente, 50 mL de solugao
extratora ndo conseguiu extrair todo formaldeido de amostras com massa de 1,5 g. Para o
shiitake desidratado apesar do valor 0,25 g apresentar resultados similares ao de 0,1 g, foi

escolhido a massa de 0,1 g por apresentar menor consumo de amostra.

4.2.3. Avaliacdo da quantidade de solugao extratora na extracao de formaldeido

em cogumelos.

De acordo com o experimento feito anteriormente foi fixado o valor de 0,5 g para
amostras de shiitake e shimeji fresco e 0,1 g para amostras de shiitake desidratado. Como a
quantidade em massa das amostras de shiitake e shimeji fresco foram idénticas optou-se por
otimizar a quantidade de solucdo extratora somente da amostra de shiitake fresco. As amostras
foram destiladas com 3 mL de Acido Fosforico (H;POs) 10 % e variou-se a quantidade de

solucdo extratora final de acordo com a Tabela 6.
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Tabela 6: Média das concentragdes de formaldeido nas amostras de shiitake desidratado e

fresco em diferentes volumes de solugao extratora.

Concentracao de

Amostras Soluc¢ao Final (mL)
formaldeido (ng/g)
50 33,71+ 1,84
Shiitake fresco 25 35,33+ 1,61
10 17,81+ 1,52
80 4682 + 14,2
60 477,7+12,3
Shiitake desidratado
50 435,1 £9.,8
20 2488 +11,8

Observa-se que para o shiitake desidratado a melhor quantidade de solugdo extratora ¢
60 mL por apresentar a maior extragdo de formaldeido, quando comparado com as quantidades
de 50 mL e 80 mL de solugdo extratora. Para o shiitake fresco a melhor quantidade de solugao
extratora ¢ 25 mL por apresentar a maior extragdo de formaldeido, quando comparado com as
quantidades de 10 mL e 50 mL de solugdo extratora.

De acordo com a extragdo proposta neste trabalho utilizando destilagdo simples com
H3PO410%, a concentracdo minima de extracdo de formaldeido para o cogumelo fresco ¢ de 1
ng g e o cogumelo seco é de 12 pg g!' empregando o sistema de anélise em fluxo com

multicomutacgao.
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4.3. Determinacao eletroquimica

4.3.1. Voltametria Ciclica

Um procedimento eletroanalitico simples, preciso, rapido e de custo relativamente
baixo foi desenvolvido para a determinagdo de formaldeido em cogumelos (shiitake e shimeji)
utilizando eletrodo de carbono vitreo. Para determinar um analito por voltametria ciclica ¢
necessario que o analito de interesse seja eletroativo, ou seja, ocorrer a oxidagdo ou redugdo
deste em determinado potencial aplicado. A estratégia eletroquimica de determinagdo de
formaldeido utilizando método da acetilacetona em meio de acetato de amonio € nova, pois a
maioria dos trabalhos eletroanaliticos encontrados na literatura determinam o formaldeido de
forma direta com eletrodos modificados [68,98—103].

Inicialmente, foram obtidos voltamogramas ciclicos de forma independente para
solugdes contendo formaldeido, reagente de Nash e do produto da reagdo, o composto 3,5-
diacetil-1,4-dihidrolutidina (DDL) sobre a superficie do eletrodo de carbono vitreo, pois a
eletroatividade do reagente de Nash e do DDL eram desconhecidas. O eletrdlito suporte
empregado foi o proprio acetato de amonio presente no reagente de Nash.

Observa-se na Figura 33 que o formaldeido ndo ¢ uma molécula eletroativa nas
condig¢des avaliadas, o reagente de Nash apresenta eletroatividade a partir do potencial + 1,0 V

e o DDL apresenta eletroatividade em aproximadamente + 0,8 V.
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Figura 33: Voltamogramas ciclicos do formaldeido, reagente de Nash e formacao do DDL
utilizando 4,2 mL de formaldeido (30 mg L) e 0,8 mL de reagente de Nash (acetilacetona
0,0195 mol L' em meio de acetato de amédnio 1,95 mol L™, pH 5,5) levando a formagio do
DDL. Tempo de reagdao: 10 minutos, temperatura ambiente. Eletrodo de trabalho: Carbono

vitreo. Velocidade de varredura (v): 50 mV s™!. Incremento de potencial (AEs): 5 mV.
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Portanto, ¢ possivel determinar formaldeido indiretamente nas condi¢des avaliadas,
sem a interferéncia dos reagentes empregados na reacdo. Pode-se dizer que o processo ¢
provavelmente irreversivel pois ndo apresenta pico de redug@o no sentido inverso [89].

Na literatura ha divergéncia sobre a necessidade de preparo do reagente de Nash no
mesmo dia da anélise ou no dia anterior a analise [60,61]. Com a finalidade de comprovacao
do ideal preparado deste reagente, foi realizado um estudo para verificar o perfil voltamétrico

do reagente em duas condigdes diferentes, sendo a primeiro preparando o reagente com a
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antecedéncia de 24 horas e o segundo preparando no mesmo dia da medida. O resultado obtido

esta apresentado na Figura 34.

Figura 34: Voltamogramas ciclicos do reagente de Nash e formag¢ao do DDL nas mesmas

condi¢des da Figura 33, alterando somente a concentragdo de formaldeido para 15 mg L.
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O sinal analitico do DDL e do reagente de Nash preparado no dia anterior € no mesmo
dia sdo muito semelhantes, conclui-se que ndo tem diferencga significativa o preparo do reagente
no dia anterior ou no mesmo dia de uso.

Considerando que a cinética da reacao da formacao do DDL ¢ lenta, e que nas condigdes
avaliadas no sistema de analises em fluxo as medidas ndo foram realizadas no estado de
equilibrio, um estudo cinético foi realizado empregando voltametria. Utilizou-se a voltametria

ciclica para estudo cinético da rea¢do. O estudo foi realizado em temperatura ambiente
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variando o tempo de reagdo entre 0 e 250 minutos, sendo que as correntes de pico foram obtidas
dos voltamogramas ciclicos no intervalo de 5 minutos entre 0 ¢ 60 minutos e no intervalo de
10 minutos entre 60 e 250 minutos, apos cada leitura a solucao foi agitada mecanicamente para
renovacao da solugdo presente na interface eletrodo/solucao (Figura 35). Este estudo foi feito
com o objetivo de confirmar que o reagente de Nash estava sendo consumido ¢ o DDL estava

sendo formado.

Figura 35: Estudo cinético da reacdo quimica entre o formaldeido e do reagente de Nash

levando a formag¢ao do DDL, nas mesmas condi¢des da Figura 34.
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Observa-se que a medida que ocorre a reacao entre o formaldeido e o reagente de Nash
ocorre um aumento do sinal analitico do DDL, sendo que o consumo do reagente de Nash
decresce exponencialmente e a formacdo do DDL aumenta sutilmente durante toda reagao.

Conclui-se entdo que mesmo apds 250 minutos a reacao nao atingiu o estado de equilibrio, mas
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medidas feitas ap6s o tempo de 100 minutos até 250 minutos ndo apresentam diferengas
estatisticas no sinal analitico do DDL. Pode-se dizer que o reagente de Nash ¢ provavelmente
adsorvido na superficie do eletrodo.

A influéncia da velocidade de varredura foi analisada no intervalo de 10 a 400 mV s’
com o objetivo de avaliar a natureza do transporte do DDL para o eletrodo (Figura 36).
Observa-se que o aumento da velocidade de varredura provoca um deslocamento do potencial

de pico para regides mais positivas, isto € caracteristico de processos irreversiveis [104].

Figura 36: Voltamogramas ciclicos da reagdo entre o DDL e reagente de Nash em fungdo da
velocidade de varredura nas mesmas condi¢gdes da Figura 33, variando somente as velocidades
de varredura. Sendo 1) 10 mV s7; 2) 20 mV s!; 3) 30 mV s!; 4) 40 mV s71; 5) 50 mV s7!; 6)
60 mV s!; 7) 70 mV s!; 8) 80 mV s 9) 90 mV s 10) 100 mV s 11) 200 mV s712) 300 mV

s113) 400 mV s os valores das velocidades de varredura.
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A linearidade observada entre a variagdo da corrente de pico versus a variagao da
velocidade de varredura no intervalo de 10 a 400 mV s indica que o processo é adsortivo
[104], como mostra a Figura 37. Sendo o valor do coeficiente de correlagao r = 0,998. Quando
a corrente de pico varia linearmente com a variagdo da raiz quadrada da velocidade de
varredura ¢ indicativo que o processo ¢ difusional [104], mas a Figura 38 mostra o contrario.
Um gréfico do logaritmo da area de corrente de pico em funcao do logaritmo da velocidade de

varredura foi obtido e esta apresentado na Figura 39.

Figura 37: Grafico da relagdo entre corrente de pico vs velocidade de varredura.
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Figura 38: Grafico da relagdo entre area de corrente de pico vs. (velocidade de varredura
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Figura 39: Grafico da relagdo entre log da corrente de pico vs. log da velocidade de varredura.
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O grafico da relagdo entre logaritmo da corrente de pico em fun¢do do logaritmo da
velocidade de varredura obtido apresentou comportamento linear (r = 0,988) com inclinagdo
da curva de 0,86, proximo do previsto na literatura (1,0), caracteristico de processos adsortivos
[104].

4.3.2. Voltametria de onda quadrada

Foram feitos experimentos empregando a voltametria de onda quadrada, empregando
as mesmas condi¢des utilizadas na voltametria ciclica. Os voltamogramas de onda quadrada
apresentaram um comportamento semelhante daquele obtido por voltametria ciclica,
apresentando somente o pico de oxidacdo do DDL em torno de +0,8 V vs Ag/AgCl, como

mostra a Figura 40.

Figura 40: Voltamogramas de onda quadrada do formaldeido, reagente de Nash e DDL,
utilizando 4,2 mL de formaldeido (30 mg L) e 0,8 mL de reagente de Nash (acetilacetona
0,0195 mol L' em meio de acetato de aménio 1,95 mol L™, pH 5,5). Tempo de reagio: 10

minutos (temperatura ambiente). Eletrodo de trabalho: Carbono vitreo. AEs: 5 mV, a: 30 mV e

f: 50 Hz.
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Como a reagdo entre o formaldeido e o reagente de Nash formando o DDL possui
cinética lenta foi feito um experimento do tempo de aquecimento utilizando a voltametria de
onda quadrada, com a finalidade de se alcangar o equilibrio quimico da reacdao, melhorando a

precisdao das medidas, os resultados estdo apresentados na Figura 41.

Figura 41: Grafico da relacdo entre area do pico do DDL vs. variagdo do tempo de
aquecimento a 80 °C, nas mesmas condi¢des da Figura 40, alterando apenas a concentragdo de

formaldeido para 12 mg L!. Tempos analisados: 1, 5, 10, 15 e 20 minutos.
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Observa-se que a partir de 10 minutos a formacdo do DDL permanece constante,
indicado que o estado de equilibrio da reagdo foi alcangado. O tempo de aquecimento utilizado
em todos outros experimentos relacionados a voltametria de onda quadrada foi fixado em 10

minutos a 80 °C.

4.3.2.1. Otimizac¢ao dos parametros da voltametria de onda quadrada

Para o desenvolvimento do procedimento eletroanalitico empregando a voltametria de

onda quadrada, diversos parametros que possam influenciar a resposta voltamétrica foram
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avaliados, tais como: frequéncia de aplicagcdo dos pulsos de potencial (), a amplitude de pulsos
de potencial (a) e o incremento de varredura de potencial (AEs).

O primeiro parametro otimizado foi o incremento de varredura de potencial (AEs).
Valores maiores deste parametro podem aumentar o sinal analitico obtido melhorando a
sensibilidade do método mas pode ocasionar alargamento nos picos, € consequentemente, a
resolucao dos voltamogramas pode ser comprometida, diminuindo a sensibilidade da medida.
A variacao do incremento de varredura de potencial (AEs) foi avaliada no intervalo de 1 mV a
10 mV mantendo-se constante a frequéncia de aplicagao de pulso (f) em 50 Hz e a amplitude
de pulso (a) em 30 mV. A Figura 42 apresenta os voltamogramas de onda quadrada obtidos

para a oxida¢ao do DDL em diferentes valores de incremento de varredura de potencial (AEs).

Figura 42: Voltamogramas de onda quadrada obtidos para a oxidacdo do DDL nas
mesmas condi¢des da Figura 40, alterando somente o parametro previamente otimizado na
secdo anterior tempo de reagao 10 minutos a 80 °C, em diferentes valores de incremento de
potencial (AEs). Sendo 1) 1 mV; 2) 2 mV; 3) 3 mV; 4) 4 mV; 5) 5 mV; 6) 6 mV; 7) 7mV,; 8)

8 mV 9) 9 mV 10) 10mV os valores de (AEs).
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Para melhor escolha do valor de AEs, foi construido um gréafico da corrente de pico em
funcdo do incremento de varredura (AEs), como ¢ mostrado na Figura 43. Apesar do valor da
area da corrente de pico ser maior para o0 AEs=9mV, o alargamento dos picos provocou perda
da resolugdo do voltamograma, portanto, o valor de AEs selecionado foi 6 mV por apresentar

melhor resolucdo ¢ melhor sinal analitico.

Figura 43: Grafico da relacdo entre corrente de pico e a variagdo do incremento de potencial

(AEs).
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O segundo parametro otimizado foi a influéncia da variagdo da amplitude de pulsos de
potencial (a) na corrente de pico para oxidagdo do DDL. Este parametro pode avaliar o tipo de
processo redox envolvido. Sendo que em processos reversiveis ou quase reversiveis, o
potencial de pico nao sofre deslocamento com o aumento de amplitude, e, em processos

irreversiveis, ocorre deslocamento do potencial de pico [90]. A Figura 44 mostra os
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voltamogramas de onda quadrada obtidos para oxidacdo do DDL em diferentes aplicagdes de

amplitude de pulso de potencial.

Figura 44: Voltamogramas de onda quadrada obtidos para a oxidacdo do DDL nas mesmas
condig¢oes da Figura 42, alterando somente o parametro previamente otimizado AEs: 6 mV, em
diferentes valores de amplitude de pulso de potencial (a). Sendo 1) 10 mV; 2) 20 mV; 3) 30

mV; 4) 40 mV; 5) 50 mV; 6) 60 mV; 7) 70 mV; 8) 80 mV 9) 90 mV 10) 100 mV os valores de

(a).
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A partir do voltamograma de onda quadrada obtido foi obtido o grafico da relagao entre

corrente de pico e variagdo da amplitude de potencial (a), mostrado na Figura 45.
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Figura 45: Relagado entre corrente de pico e a variagdo da amplitude de potencial (a).
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Nota-se que para valores de amplitude até 50 mV o potencial de pico ¢ mantido linear
e para valores acima deste ocorre deslocamento dos picos para potenciais menos positivos,
confirmando a irreversibilidade do sistema. A corrente de pico aumenta linearmente até¢ 50 mV,
apresentado coeficiente de correlagdo r = 0,980. Para valores de amplitudes maiores, o aumento
nao foi linear como pode ser observado na Figura 45. Portanto, o valor da amplitude de pulso
de potencial 50 mV foi escolhido.

O ultimo parametro otimizado foi a frequéncia de aplicacao de pulsos de potencial (f)
que € um parametro que determina a intensidade dos sinais. No processo de oxidagao do DDL,
a variacdo da frequéncia sobre as quais os pulsos de potenciais foram aplicados provocou
aumento na corrente de pico mas observam-se ruidos nos picos de frequéncia maior que 50 Hz
(Figura 46). Desta forma a frequéncia escolhida foi 50 Hz, pois apresentou melhor sinal

analitico e perfil voltamétrico.
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Figura 46: Voltamogramas de onda quadrada da oxidacao do DDL nas mesmas condigdes da
Figura 44, alterando somente o parametro previamente otimizado a: 50 mV, em diferentes
frequéncias de aplicacao de pulso de potencial (f). Sendo 1) 10 Hz; 2) 20 Hz; 3) 30 Hz; 4) 40

Hz; 5) 50 Hz; 6) 60 Hz; 7) 70 Hz; 8) 80 Hz 9) 90 Hz 10) 100 Hz os valores de f.
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Em sistemas que envolvem processos de adsorc¢ao de espécies eletroativas na superficie
do eletrodo a corrente de pico varia linearmente com a frequéncia de aplicagdo de pulso[90].
De acordo com a Figura 47, observa-se que as correntes de pico sdo proporcionais a frequéncia
de aplicagdo de pulso, apresentando coeficiente de correlacdo r = 0,994. Portanto, o processo

de oxidagdo do DDL envolve adsor¢do significativa de reagente/e ou produto.
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Figura 47: Relagdo entre corrente de pico e a variagdo da frequéncia de aplicagao pulso de

potencial ().
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Figura 48: Relacdo entre corrente de pico e a variagdo da raiz quadrada da frequéncia de

aplicacao pulso de potencial (f).
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Analisando os resultados, observou-se que a relagao entre corrente de pico e frequéncia
apresentou tendéncia linear (Figura 47) diferentemente da relagao entre corrente de pico e raiz
quadrada da frequéncia (Figura 48). Na voltametria de onda quadrada a relagdo linear entre
corrente de pico e frequéncia ¢ um indicativo de processo irreversiveis controlados por
adsor¢do, e uma relagdo linear entre corrente de pico e raiz quadrada da frequéncia ¢ um
indicativo de processos reversiveis controlados por difusdo. Portanto, de acordo com os
resultados obtidos pode-se concluir que o processo ¢ irreversivel e controlado por adsorgao,

apresentando resultados semelhantes aos observados na voltametria ciclica.

4.3.2.2. Caracteristicas Analiticas

Apds a otimizacao dos pardmetros voltamétricos, foi obtida a curva analitica e as
caracteristicas analiticas do procedimento proposto foram estimadas. Para construcio da curva,
utilizou-se o reagente de Nash (acetilacetona 0,0195 mol L' em meio de acetato de aménio
1,95 mol L, pH 5,5), de acordo com os dados apresentados na literatura para determinacgio
espectrofotométricas.[60,61] Observou-se um aumento proporcional da corrente de pico para
valores entre 0,4 até 40 mg L' de formaldeido. Os voltamogramas registrados desta faixa linear

estdo exibidos na Figura 49.
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Figura 49: Voltamogramas de onda quadrada para oxidagao do DDL empregando o eletrodo
de carbono vitreo. Sendo 1) 0; 2) 0.4; 3) 1,0; 4) 5,0; 5) 10; 6) 20; 7) 30; 8) 40 mg L' de
formaldeido e reagente de Nash. Eletrodo de trabalho: Carbono vitreo. AEs = 6 mV; a= 50 m;

e f=50 Hz.
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Com base na média das areas dos picos do DDL, obtidos pela reagdo do formaldeido
em diferentes concentracdes e reagente de Nash, a curva analitica foi construida conforme

demostrado na Figura 50.
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Figura 50: Curva analitica, relagdo entre a area de pico e a variacdo da concentracao de

formaldeido em mg L',
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r

T T T T
0 10 20 30 40

Concentracio de Formaldeido / mg L

A partir dos dados obtidos na construgdo da curva analitica foi determinada a equacao
da reta sendo, Area do pico = 0,257 Crom. - 0,066 € também o coeficiente de correlagdo r =
0,998. Para estimar o desvio padrao relativo foram realizadas 10 leituras sucessivas de uma
solu¢do de formaldeido 10 mg L' como apresentado na Figura 51, e o valor do desvio padrio
relativo em porcentagem foi de 0,71. A Tabela 7 apresenta todas as caracteristicas analiticas
do sistema eletroquimico com voltametria de onda quadrada. O limite de detecg¢dao e
quantificacdo foi calculado conforme Tabela 4, mas utilizou-se o desvio padrao do ponto 0,4

mol L.
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Figura 51: Repetibilidade do método (n=10, 10 mg L!). Voltamogramas de onda quadrada

para oxidacao do DDL nas mesmas condigoes da Figura 49.

20

15 -
3
-

10 4

S I I ] 1 I |
0,0 0,2 0,4 0,6 08 1,0
E/V vs.Ag/AgClg ¢

Tabela 7: Caracteristicas analiticas do método eletroquimico com voltametria de onda

quadrada.

Caracteristicas Analiticas Valor
Equacdo da reta A =0,257 Crorm. - 0,066
Faixa Linear (mg L) 0,4 —40
Desvio Padrio Relativo (10 mg L', n=10) 0,71%
Limite de deteccdo (mg L) 0,05
Limite de quantificagdo (mg L) 0,17
Consumo de acetilacetona (mg) 1,56
Consumo de acetato de amonio (mg) 117
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4.4. Determinacao de formaldeido em amostras de cogumelo empregando os dois

procedimentos propostos

Ap6s a extracdo do formaldeido das amostras reais dos cogumelos shimeji, shiitake
fresco e desidratado utilizando a destilagdo simples em triplicada, conforme procedimento
anteriormente otimizado, as solugdes extraidas foram entdo analisadas. Os resultados obtidos
foram entdo comparados utilizando os dois procedimentos propostos neste trabalho e estdo

apresentados na Tabela 8.

Tabela 8: Comparagdo da determinacdo de formaldeido em amostras de cogumelo
empregando o sistema de analises em fluxo com multicomutacio com detecgdo

espectrofotométrica e a voltametria de onda quadrada em diferentes amostras de cogumelo.

Concentracio de Formaldeido (ng/g)

Amostras
Espectrofotométrico  Eletroquimico Fealculado
Shimeji fresco 29,7+ 1,21 29,7+ 0,67 3,26
Shiitake fresco 36,0 + 0,84 35,7+ 1,99 5,61
Shiitake desidratado 477,7+12,3 493,0 £ 9,05 1,85

Ftabelado = 19 (GL=2, 95% de confianca). *Graus de liberdade (GL)

O teste F indica que as varidncias entre ambos procedimentos propostos sao
semelhantes (Fcalculado < Frabelado). Desta forma, ¢ possivel comparar os dois procedimentos

propostos utilizando o teste t de Student pareado (Tabela 9).
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Tabela 9: Valores do Tcaiculado a partir do teste t de Student pareado em diferentes amostras de

cogumelo.

Amostras T calculado
Shimeji fresco 0,0003
Shiitake fresco 0,24
Shiitake desidratado 1,74

Ttabelado = 2,78 (GL = 4, 95% de confianga). *Graus de liberdade (GL).

Conclui-se que os resultados obtidos para todas as amostras analisadas estdo

concordantes (Tcalculado < Trabelado), atestando a boa exatidao dos procedimentos propostos.

4.5. Teste de adicao e recuperac¢ao de padrao

Para avaliar possiveis efeitos de interferéncia e exatiddo dos métodos, foram realizados
testes de adicao e recuperacao. A Tabela 10 mostra os valores em porcentagem de recuperagao
média (n=3) de adi¢des de 1,0 mg L' e 2,0 mg L' para amostras de shimeji fresco e shiitake
desidratado e fresco utilizando sistemas de analise em fluxo com multicomutagao utilizando o
procedimento espectrofotométrico e utilizando o procedimento voltamétrico.

Os experimentos foram realizados da seguinte maneira, para as amostras de cogumelo
fresco foram utilizadas solucdes extratoras de 25 mL dopadas com 1,0 mg L' e 2,0 mg L de
formaldeido. Para amostras de cogumelo desidratado foram utilizadas solugdes extratoras de

60 mL dopadas com 1,0 mg L' € 2,0 mg L' de formaldeido
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Tabela 10: Teste de adigcdo e recuperagao utilizando o sistema em fluxo com multicomutagao
e o sistema eletroquimico com voltametria de onda quadrada para diferentes amostras de

cogumelo. Média das recuperagdes (n=3) em porcentagem.

Recuperacao (%)

Amostras
Sistema em fluxo Eletroquimico

Shimeji fresco + 1,0 mg L™! 86,7 £ 0,43 86,9 + 0,59

Shimeji fresco + 2,0 mg L™! 86,8 £ 0,61 88,7+ 0,67

Shiitake fresco + 1,0 mg L! 93,8 +0,79 88,9+ 1,02

Shiitake fresco + 2,0 mg L! 90,6 + 0,76 108,2 + 3,21
Shiitake desidratado + 1,0 mg L™! 92,0 +1,90 102+ 4,53
Shiitake desidratado + 2,0 mg L™! 89,2 + 1,51 94,5+ 4,92

Recuperacdes satisfatorias foram obtidas para adigdes de formaldeido, indicando

auséncia de efeitos de matriz.

4.6. Comparacio de diferentes procedimentos para determinacio de formaldeido

em cogumelos

Existem varios métodos analiticos (colorimétricos, fluorimétricos e cromatograficos)

que podem ser empregados para a quantificacdo de formaldeido em cogumelos (Tabela 11).
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Tabela 11: Trabalhos apresentados na literatura relacionados a quantificagdo de formaldeido

em cogumelos (shiitake fresco e desidratado).

Referéncia Técnica Reagentes utilizados Extracao LD
(mg L)
[59] HPLC 2,4-dinitrofenilhidrazina Ultrassom e 0,005

microextragao L-L

[10] UV-Vis/ Acido cromotrépico Destilagao simples -
LC-MS Dimedona com 4cido sulfurico 14
[55] UV-Vis Rodamina B Destilacdo simples 0,003

com acido fosforico

[54] UV-Vis Acetilacetona Imersao 0,8
[56] UV-Vis Acetilacetona Imersao 0,03
[57] Fluorimetria | Cicloexano-1,3-diona Ultrassom 0,00002
[58] Fluorimetria | Rodamina 6G Ultrassom 0,02
Procedimentos | UV-Vis Acetilacetona Destilacao simples 0,02
desenvolvidos | SWV com acido fosforico 0,05

* LD Limite de detecgao

Os reagentes utilizados nos métodos colorimétricos sdo a acetilacetona, o 4cido
cromotropico, € a Rodamina B. O reagente utilizado nos métodos cromatograficos ¢ a 2,4-
dinitrofenilhidrazina. Os reagentes utilizados nos métodos fluorimétricos sdao o Cicloexano-
1,3-diona e a Rodamina 6G. O 4cido cromotrdpico apresenta como desvantagem o uso de
quantidade relativamente elevada de 4cido sulfurico concentrado, solugdo com 72% de acido
sulfurico (H2SO4). Essa quantidade de 4cido sulfirico concentrada ndo se adequa aos principios

da quimica verde que propdem o uso de solugdes mais diluidas de acidos para diminui¢ao da
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quantidade de residuos e consequentemente menor impacto ambiental [105]. Outra
desvantagem desse método ¢ a interferéncia de acetaldeido e o método nao apresenta boa
sensibilidade [106]

Entre os procedimentos colorimétricos relatados na literatura, um dos mais utilizadas
para quantificacdo de formaldeido ¢ o método da acetilacetona. As maiores vantagens do
sistema proposto ¢ a alta seletividade para o formaldeido, sem interferéncia relevante de outros
aldeidos, principalmente acetaldeido. Uma das desvantagens desse método ¢ que a reacao entre
o formaldeido e o reagente de Nash tem cinética lenta [60,61].

Apesar de alguns trabalhos que utilizam a rodamina B e rodamina 6G garantirem que
nao hé interferéncia de outras substancias na determinacao de formaldeido, ¢ possivel encontrar
na literatura artigos utilizando esses compostos para determinacdo de outras substincias,
principalmente nitrito [107]. A desvantagem do uso da rodamina B ¢ a interferéncia de
acetaldeido. A desvantagem do uso da rodamina 6G ¢ a interferéncia de acetaldeido, cloreto e
fosfato. Ambos reagentes utilizam acido sulftirico, geralmente 1 mL de acido sulfurico (H2SO4)
3 mol L' [107].

O Cicloexano-1,3-diona ¢ utilizado para formar compostos com fluorescéncia mais
intensa quando comparado com a acetilacetona. A desvantagem do uso deste reagente ¢ que a
reacdo ndo ¢ seletiva para formaldeido, outros aldeidos tais como acetaldeido, propanaldeido e
n-butiraldeido interferem na reag¢ao [108]

O procedimento em fluxo com multicomutagdo proposto neste trabalho apresenta LD
de 0,02 mg L' e o procedimento eletroquimico proposto neste trabalho apresenta LD de 0,05
mg L', portanto os procedimentos propostos apresentaram detectabilidade semelhantes.
Quando comparados com outros procedimentos propostos na Tabela 11 nota-se que os
procedimentos fluorimétricos e o procedimento cromatografico possuem melhor sensibilidade.

Apesar da fluorimetria possuir a melhor sensibilidade, tém como desvantagens o uso de
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instrumentagdo complexa e de alto custo e também maior efeito de interferentes. O
procedimento cromatografico também possui menor LD, quando comparado com os dois
procedimentos propostos, mas a grande desvantagem do uso da cromatografia liquida ¢ a
grande quantidade de reagentes utilizados, e por consequéncia grande quantidade de residuos
gerados. A interferéncia de outras substancias que possuem grupo carbonila, tais como
acetaldeido e cetona ¢ outra desvantagem. Além disso a cromatografia liquida acoplada ao
espectrometro de massas apresenta um custo elevado.

Nota-se que somente dois trabalhos foram feitos utilizando sistema de analises em fluxo
¢ ambos apresentam maior frequéncia analitica que o método proposto neste trabalho que ¢ de
17 amostras h™! [56,57]. Mas isso pode ser explicado pelo fato do sistema em fluxo com
multicomutagdo proposto neste trabalho ser menos complexo que ambos.

Em relagdo ao tipo de extracdo de formaldeido na amostra de cogumelo, pode-se utilizar
a destilagdo simples com acido sulfurico ou fosfoérico, ultrassom ou ultrassom seguida de
extracdo liquido-liquido e simplesmente imersdo em dgua. Foram feitos estudos iniciais para
possivel utilizagdo do ultrassom como técnica extratora, mas nao foi possivel utiliza-la devido
a coloracdo da solu¢do final que interferia nos resultados de absorbancia detectados no
espectrofotometro. Somente a imersdo da amostra em agua também apresentava coloragdo que
atrapalhava na leitura das amostras. Portanto, ambos os métodos propostos neste trabalho
utilizaram a extragdo com 4cido fosforico 10%, optou-se por utilizar o acido fosforico 10%
baseado no trabalho de Yi Zhu e colaboradores [80].

A Tabela 12 mostra as caracteristicas analiticas do método da acetilacetona em batelada,
sistema em fluxo com multicomutacdo e eletroquimico com voltametria de onda quadrada.
Nota-se que com a utilizagdo do sistema em fluxo multicomutado ¢ possivel diminuir a
quantidade de residuos gerados, ¢ possivel fazer anélises quimicas precisas fora do estado de

equilibrio, bem como diminuir contaminacdes e desperdicio de reagentes e amostras. Em
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relacdo a deteccao eletroquimica com voltametria de onda quadrada nota-se que a faixa linear

¢ mais abrangente quando comparamos com a detec¢ao espectrofotométrica.

Tabela 12: Caracteristicas analiticas dos métodos desenvolvidos € no método em batelada.

Caracteristicas Analiticas Batelada [97] Multicomutacao Eletroquimico
Consumo de amostra 8,6 mL 0,8 mL 43 mL
Consumo de acetilacetona 3,12 mg 10,9 mg 1,56 mg
Consumo de acetato de amonio 234 mg 30 mg 117 mg
Residuo gerado 10 mL 4,2 mL 5mL
Faixa linear — 0,2—-7,0mg L 0,4—-40mg L'
Limite de deteccio 0,02 mg L! 0,02 mg L"! 0,05 mg L"!
Limite de quantificacio 0,06 mg L! 0,06 mg L"! 0,17 mg L"!

4.7. Comparacio de diferentes trabalhos empregando técnicas eletroanaliticas

para determinaciio de formaldeido

Na literatura sdo encontrados diversos trabalhos empregando técnicas eletroanaliticas
para determinac¢do de formaldeido[68,69,98,101-103,110,112]. De acordo com a Tabela 13, os
trabalhos que empregam eletrodos ndo modificados geralmente determinam este analito
indiretamente, diferentemente dos trabalhos que empregam eletrodos modificados que
determinam este analito diretamente.

Em relagdo aos trabalhos que empregam eletrodos ndo modificados, percebe-se que a
utilizagdo do eletrodo de ouro, por apresentar janela de potencial mais ampla do que o eletrodo
de carbono vitreo, possibilitou a determinagdo direta de formaldeido [109]. No entanto, o LD

de 0,39 mg L' do trabalho empregando eletrodo de ouro [109] foi superior ao LD de 0,05 mg
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L' do procedimento desenvolvido. Nota-se que o trabalho utilizando eletrodo de merctrio de
gota estatica utilizando 2,4-dinitrofenilhidrazina [110], além de apresentar LD superior ao do
procedimento desenvolvido tem como desvantagem a utilizagao do eletrodo de mercurio que
ndo é comumente utilizado devido a toxicidade, além da 2,4-dinitrofenilhirazina ndo ser

seletiva para formaldeido. O outro trabalho emprega eletrodo de carbono vitreo e determinacao

indireta utilizando NAD -Hexacianoferrato (ITI) [69], mesmo apresentando LD inferior ao do
procedimento desenvolvido o emprego do biosensor NAD" apresenta algumas desvantagens,
bem como, alto custo, instabilidade, tempo de analise longo e, em alguns casos, ndo apresenta
resultados reprodutiveis [111].

Em relagdo aos trabalhos que empregam eletrodos modificados, percebe-se que todos
os trabalhos fazem determinagao direta de formaldeido[68,98,101-103,112]. A grande maioria
dos trabalhos que empregam eletrodos modificados apresenta LD superior ao do procedimento
desenvolvido [68,98,101,102]. Os trabalhos empregando eletrodo de carbono vitreo com
nanofios de paladio [103] e eletrodo de ouro com NAD * depositado na membrana nafion [112]
apresentaram LD menor que o do procedimento desenvolvido, sendo que apresentam como
desvantagem a necessidade de modifica¢do do eletrodo que eleva o custo do procedimento, o
eletrodo quimicamente modificado apresenta menor tempo de vida 1til, além da desvantagem
descrita no paragrafo anterior sobre o uso de biosensores (NAD™).

O valor de LD do procedimento desenvolvido apresentou resultado melhor que a
maioria dos trabalhos apresentados na Tabela 13, apresentando uma abordagem alternativa
viavel para determinacdo de formaldeido sem a necessidade da etapa de modificagdo do

eletrodo.
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Tabela 13: Trabalhos empregando técnicas eletroanaliticas relacionados a quantificagao de

formaldeido.
Referéncia | Técnica Determinacio Eletrodo LD
-1
(mg L)
[110] Polarografia de onda 2,4-dinitrofenilhidrazina  |Mercurio de gota estatica
0,25
quadrada
[69] Amperometria NAD — Hexacianoferrato (I1I) v 0,01
[109] Amperometria pulsada Direta Ouro 0,39
[101] Cronoamperometria Direta Ouro platinizado 1,50
[98] Voltametria ciclica Direta CV com grafeno e 1,2
nanoparticulas de platina
[102] Amperometria Direta Pasta de carbono com 0,17
nano-zeolito de Niquel
[68] Voltametria ciclica Direta CV com nanocompoésitos| 0,08
de platina, paladio e
grafeno
[112] Voltametria de pulso Direta Ouro com NAD* 0,016
diferencial depositado na membrana
de nafion
[103] Amperometria Direta CV com nanofios de 0,015
paladio
Procedimento| Voltametria de onda quadrada Acetilacetona CvV 0,05
Desenvolvido

* LD Limite de detecgao
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5. Conclusao

Conclui-se que os procedimentos desenvolvidos apresentaram caracteristicas analiticas
similares e permitem a determinacdo de formaldeido em cogumelos, devido a adequada
seletividade e sensibilidade, além de serem procedimentos simples, rapidos e com redugao na
quantidade de reagentes e residuos gerados em comparacdo com os métodos cromatograficos
para a determinacdo deste aldeido em amostras de alimentos. Além disso, este ¢ o primeiro
trabalho que utiliza o método da acetilacetona baseado na reagdo de Hantzsch com detecgdo

voltamétrica.

Para confirmar a exatiddo dos procedimentos desenvolvidos foi feito o teste t pareado
de Student com nivel de confianga de 95%, apds confirmagao feita pelo teste F que os desvios
eram comparaveis entre si. As concentragdes de formaldeido obtidas para todas amostras de
cogumelo foram concordantes entre si, o que confirma a exatiddo e viabilidade dos
procedimentos propostos. Foram feitos estudos de adi¢cdo e recuperagdo e os resultados de
ambos os métodos tiveram recuperagdes satisfatorias para adi¢des de formaldeido,

confirmando a auséncia do efeito de matriz e também boa precisao.
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