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RESUMO

Aminas aromaticas sdo compostos com atividades comprovadamente maléficas aos
seres humanos. Dentre elas, 2-naftilamina (2NAF) € uma das 120 espécies com agao
carcinogénica comprovada, sendo responsavel por casos de cancer de bexiga. Ela
pode ser empregada como precursora na sintese de diversos azo-corantes e teve uso
proibido em diversas partes do mundo. Os métodos cromatograficos acoplados com
espectrometria de massa sdo os mais utilizados no monitoramento destas aminas,
apresentando limites de deteccdo (LOD) na ordem de picogramas. As técnicas
eletroquimicas sdo uma alternativa a estes métodos e possuem como vantagem a
instrumentacdo de menor custo e alta frequéncia analitica, apesar do maior LD. Este
trabalho apresenta um método eletroquimico simples para determinacéo de 2NAF em
perfume por voltametria de pulso diferencial (DPV) empregando um eletrodo de
diamante dopado com boro (BDD) tratado catodicamente. A simples diluicdo da
amostra no eletrolito de suporte foi realizada antes da analise eletroquimica. Uma
solugao de tampédo borato de pH 10,0 contendo 20% (v/v) de etanol forneceu
respostas estaveis de 2NAF sem a passivag¢ao do eletrodo. O tempo de modulagao,
incremento de potencial e a amplitude de modulagcao foram otimizados em 20 ms, 6
mV e 70 mV, respectivamente, atingindo um LD estimado em 4,6 nmol L™ ' com faixa
linear entre 0,5 e 90 ymol L', e DPR < 2,9%. A amostra de perfume analisada
apresentou concentracao de 2NAF abaixo do valor de LD. Os valores de recuperagao
para a amostra enriquecida com 2NAF estavam entre 102 e 104%. O método proposto
€ viavel para ser aplicado para deteccao e quantificagdo de 2NAF em amostras de

perfume com preparo de amostra simples.

Palavras-chave: Amina aromatica; Tratamento eletroquimico; BDD; Corantes;

Voltametria de pulso diferencial.



ABSTRACT

Aromatic amines are compounds with activities that are proven to be harmful to
humans. Among them, 2-naphthylamine (2NAP) is one of the 120 species with proven
carcinogenic action, being responsible for cases of bladder cancer. It may be used as
a precursor in the synthesis of various azo dyes and has been banned in many parts
of the world. The methods of chromatography coupled with mass spectrometry are the
most often used in the monitoring of this amines, showing limit of detection at picogram
levels. Electrochemical techniques are an alternative to these methods and have the
advantage of lower cost instrumentation and high analytical frequency, despite the
higher limit of detection. This work presents a simple electrochemical method for 2NAP
determination in perfume by differential-pulse voltammetry (DPV) employing a boron-
doped diamond (BDD) electrode cathodically treated. Simple dilution of sample in
supporting electrolyte was performed before electrochemical analysis. A borate buffer
solution of pH 10.0 containing 20% (v/v) ethanol provided stable responses of 2NAP
without electrode passivation. Modulation time, potential step and modulation
amplitude were optimized at 20 ms, 6 mV and 70 mV, respectively, which achieved a
limit of detection (LOD) of estimated as 4.6 nmol L™ with a linear range between 0.5
and 90 umol L™", and RSD < 2.9%. The analyzed perfume sample presented 2NAP
concentration below the LOD value. Recovery values for spiked sample with 2NAP
were between 102 and 104%. The proposed method is feasible to be applied for 2NAP

detection and quantification on perfume samples with simple sample preparation.

Keywords: Aromatic amine; Electrochemical treatment; BDD; Dyes;

Differential-pulse voltammetry.
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1. INTRODUCAO
1.1.Considerag¢oes iniciais

Os corantes estdo presentes em nosso cotidiano e sao utilizados em diversas
areas, como na industria téxtil, farmacéutica, alimenticia, cosméticos, entre outras.
Muitos destes corantes possuem aminas aromaticas policiclicas (PAA) como
intermediario da sua produgao. Um dos compostos mais conhecido desta classe € a
2-naftilamina (2NAF), um precursor de corante bastante utilizado na primeira metade
do século XX (OLFERT; FELKNOR; DELCLOS, 2017; ZANONI; YAMANAKA, 2016).

Estudos realizados com PAA evidenciam sua relagdo com o cancer de bexiga,
sendo a unica classe de compostos que esta associagao foi claramente definida
(BOYLAND; DUKES; GROVER, 1963; CARDOSO, 2011; GEORGE; LEE, 2010;
IARC, 2012b). Atualmente, a 2NAF €& um dos carcinogénicos melhor estabelecidos,
classificado como Grupo 1 (cancerigeno a humanos) pela IARC — International Agency
for Research on Cancer.

Por sua identificagdo ser de grande importancia, diversas técnicas tém sido
utilizadas no controle da 2NAF nas mais diversas matrizes, destacam-se: a
espectrofotometria, a cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) ou a
cromatografia gasosa (GC) acopladas com espectrobmetro de massa (MS),
eletroforese capilar e outros (GRIMMER et al., 2000; KLASSEN, 2012; NIOSH, 1994).

Apesar destas técnicas apresentarem bons resultados analiticos, elas
normalmente requerem longas etapas de preparo de amostra e instrumentagdo com
elevado custo de aquisigao. Por outro lado, técnicas voltamétricas tém sido utilizadas
na determinagdo de moléculas organicas por seu baixo custo, rapida analise e
portabilidade — quando comparado as técnicas citadas anteriormente (PECKOVA;
MUSILOVA; BAREK, 2009). Porém, poucos estudos se dedicaram a determinagéo
voltamétrica ou potenciométrica da 2NAF (GEORGE; LEE, 2010; WANG et al., 1996;
ZAVAZALOVA et al., 2013; ZHU; YI; HAN; LIU; et al., 2014; ZIMA; DEJMKOVA;
BAREK, 2007).
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1.2.Corantes

Substancias com propriedade coloriferas sdo usadas desde a antiguidade.
Estes corantes eram derivados de plantas, animais e minerais, e sao chamados de
corantes naturais. Desde 1856, os corantes naturais passaram a ser substituidos por
corantes artificiais, quando William Perkin sintetizou, através da oxidacdo da anilina,
o primeiro corante, chamado de malva ou malveina (CLARK, 2006; ZANONI,
YAMANAKA, 2016).

A preferéncia pelos corantes sintéticos se deve ao seu menor custo de
produgao e ainda possuir propriedades fisicas melhores como maior fixagao, pureza
e variedade de cor. Atualmente, a producao de corantes corresponde a milhdes de
toneladas por ano, movimentando um mercado de cerca de US$ 7,7 bilhdes, em que
China e india s&o responsaveis por aproximadamente 80% dos corantes disponiveis
comercialmente (LIZIER, THIAGO MESCOLOTO, 2009; ZANONI; YAMANAKA,
2016).

A cor é uma caracteristica fisica da matéria, que absorve e reflete radiagao
visivel. A coloragdo de cada corante depende da estrutura quimica e
consequentemente da distribuicdo eletronica deste composto. Considera-se que ha
trés partes funcionais na molécula de corante: o croméforo, que é estrutura
responsavel pela coloragéo e possui absorgdo na regiao do UV e do espectro visivel,
com um ou mais ligagdes insaturadas; o auxocromo, que doa elétrons a estrutura,
deslocando as bandas de absorc¢do; e os antiauxocromos, que sao receptores de
elétrons e também deslocam as bandas de absorgéo. O conjunto destas trés partes é
conhecido como cromogénio (CAMARA, 2017; ZANONI; YAMANAKA, 2016).

Ha diversas formas de classificar um corante, porém a mais indicada é por sua
estrutura. Corantes indigoides, corantes antraquinona e corantes azo, sao exemplos
deste tipo de classificacdo (ZANONI; YAMANAKA, 2016).

1.2.1. Azo corantes

Os corantes azo sao a classe mais importante dos corantes sintéticos,
responsaveis por mais de 65% dos corantes disponiveis comercialmente. Eles sao
usados em tecidos, cosméticos, alimentos, entre outros. Atualmente eles somam mais

de trés mil tipos de corantes. Estes corantes sdo caracterizados pela presenca do
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grupo azo (-N=N-) e geralmente estao ligados a grupos aromaticos como benzeno ou
naftaleno (ZANONI; YAMANAKA, 2016).

A grande vantagem deste grupo se encontra em sua facil sintese via
diazotizagcdo, acompanhado de uma ampla faixa de cores, que podem ser exploradas
pelas industrias, e uma boa resisténcia a a exposicao luminosa. Porém, cada vez mais
a literatura especializada tem mostrado que a degradacao desta classe de corantes
tende a formar diversas aminas aromaticas, como a benzidina, 4-aminobifenil, 2NAF,
entre outras. Muitas destas aminas, com destaque para a 2NAF, sao substancias
conhecidas pela sua agao carcinogénica (KLASSEN, 2012; ZANONI; YAMANAKA,
2016).

Por estes compostos fazerem parte do processo produtivo de alguns destes
corantes, eles também podem estar presentes na forma de impurezas, como residuos
do processo produtivo (KLASSEN, 2012). Por tanto, devido a sua toxicidade, ha uma
tendéncia mundial de evitar o seu uso (ZANONI; YAMANAKA, 2016).

1.2.2. 2-Naftilamina

A 2-naftilamina € uma amina aromatica policiclica e apresenta 2 anéis
aromaticos, conforme a Figura 1, também conhecida como beta-naftiiamina ou 2-
aminonaftaleno. Este composto, segundo IARC, (2012b), ja foi usado como
“‘intermediario na producdo de azo corantes, como antioxidante na producido de

borracha e na producéo de 2-cloronaftaleno”.

Figura 1 — Formula estrutural da 2NAF

NH,

FONTE: Retirado de Chemicalize.org

A 2NAF € um dos intermediarios para a producéo de azo corantes mais antigos,
e foi empregada em larga escala durante o inicio do século XX. Neste periodo, a maior
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exposicao a 2NAF ocorria dentro das fabricas de corantes. Trabalhadores eram
expostos ndo apenas aos corantes resultantes das reag¢des de diazotizagcdo da 2NAF,
mas também por contato direto com este composto (OLFERT; FELKNOR; DELCLOS,
2017). Logo se tornou evidente o aumento nos casos de cancer de bexiga nestes
trabalhadores. Anos depois, diversos estudos indicaram a 2NAF como cancerigena
(BOYLAND; DUKES; GROVER, 1963; IARC, 2012a). Atualmente classificada como
Grupo 1 pela IARC. A fenil-beta-naftilamina tem sido usado como um substituto,
porém, parte deste composto € metabolizado no corpo para 2NAF (IARC, 2012a).

Por vias ndo ocupacionais, a fumacga do cigarro é a principal forma de exposigao
(OLFERT; FELKNOR; DELCLOS, 2017). Estima-se que pessoas que fumam possuem
um risco de duas a quatro vezes maior de desenvolver cancer de bexiga (GRIMMER
et al., 2000; OLFERT; FELKNOR; DELCLOS, 2017). Porém, outras fontes também
sao possiveis, como alimentos, tecidos, combustiveis fésseis, tinta de cabelo, entre
outros (CAMARA, 2017; KLASSEN, 2012; LIZIER, THIAGO MESCOLOTO, 2009;
OLFERT, FELKNOR; DELCLOS, 2017).

A legislacao trabalhista brasileira, por meio da Norma Regulamentadora 15 —
NR 15 — anexo 13, estabelece uma série de limites de exposigcdo a substancias
relacionadas a doengas ocupacionais como silicatos, asbesto, mercurio entre outros.
Porém, ndo ha limites seguros para substancias cancerigenas. A 2NAF é uma das
quatro substancias em que a exposi¢cao ou contato nao € permitido por qualquer via
(SSST, 1978).

A ANVISA, Agencia Nacional de Vigilancia Sanitaria, pela RDC N° 83 de 2016,
dispdes sobre o Regulamento Técnico MERCOSUL sobre lista de substancias que
nao podem ser utilizadas em produtos de higiene pessoal, cosméticos e perfumes e
proibe a utilizacdo de substancias classificadas como categoria 1 pela IARC, entre
elas a 2NAF.

Nos Estados Unidos, a 2NAF é regulamentada pela OSHA — do inglés,
Occupational Safety and Health Administration — e sua exposi¢ao € rigorosamente
controlada. Na Unido Europeia, a sua producgao e uso € proibido desde 1998, na ltalia
desde 1960, no Reino Unido desde 1952 e na Suiga desde 1938 (IARC, 2012a;
OLFERT; FELKNOR; DELCLOS, 2017). No Japéo, a produgéo e uso de corantes
contendo 2NAF é proibido desde 1972 e a incidéncia de cancer de bexiga tém caido
desde entdo (OLFERT; FELKNOR; DELCLOS, 2017).
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1.3. Técnicas de analise aplicadas a determinagcao de aminas aromaticas

Por se tratar de compostos conhecidos pelos seus efeitos carcinogénicos ao
ser humano, diversos estudos se dedicaram a determinacao da 2NAF e/ou outras PAA
nos mais diversos meios. A exposicao via aérea, através da fumacga do cigarro e da
combustdo do diesel, € motivo de grande preocupagdo (OLFERT; FELKNOR;
DELCLOS, 2017).

O NIOSH - National Institute for Occupational Safety — disponibiliza um método
para determinar 2-naftilamina e 1-naftilamina no ar. As amostras de ar passam por um
filtro com sorvente soélido (fibra de vido com silica gel — 100 mg/50 mg). Em seguida,
as amostras adsorvidas sao levadas para um tubo de ensaio, onde receberdao 0,5 mL
do eluente. A amostra preparada sera entdo submetida a analise por GC com detector
de ionizacdo em chama (FID) (NIOSH, 1994).

TOMKINS; HO (1982) propdem a determinagdo de 2NAF e outras PAA em
amostras de combustiveis fosseis. As amostras sdo submetidas a um procedimento
de extracao acida e purificagdo por cromatografia em gel. Em seguida, é realizado a
derivatizacdo das aminas com anidrido ftrifluoroacético e os produtos sé&o
determinados por GC-MS.

G. et al. (2000) realizaram a determinacao de 2NAF e outras PAA em amostras
de urina de 48 pessoas fumantes e ndo fumantes na Alemanha. d7-2-NAF foi utilizado
como padrao interno. As amostras de urina passaram por processos de extragao,
separando as aminas aromaticas, e entdo foram submetidas a acilagdo com
pentafluoropropionil-imidazol (PFPI) e purificagdo por cromatografia em Florisil. As
aminas aciladas e purificadas foram ent&o analisadas por GC-MS.

NIU et al. (2018) analisou amostras de urina de trés voluntarios: dois fumantes
e um nao fumante. A d7-2-NAF também foi usada como padrao interno e a extragéo
das amostras foi realizada por fibra de microextracdo em fase sélida revestida com
uma estrutura organica porosa bidimensional, ndo sendo necessario a etapa de
derivatizagdo. A 1 e 2-naftilamina foram determinadas por GC-MS/MS.

Os azo corantes tém recebido uma atencao especial nos ultimos anos devido
a possibilidade destes corantes formarem aminas aromaticas. O contato do suor da
pele com produtos téxteis tingidos por azo corantes pode ocasionar a quebra redutiva
da ligagdo azo, originando aminas cancerigenas que sao absorvidas pelo corpo
(BRUSCHWEILER; MERLOT, 2017; TANG; LO; KAN, 2018).
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A Unido Europeia classifica a 2NAF e outras 21 aminas aromaticas como
potenciais carcinogénicos e por isto sdo banidos os azo corantes téxteis que, quando
reduzidos, liberam estas aminas em concentragdes maiores que 30 mg/kg (para cada
amina aromatica). O método definido pela diretiva de 2002/61/EC (EN 14362-1 e EN
14362-2) estabelecem que as amostras téxteis devem ser extraidas com um solvente
apropriado em refluxo. O produto desta extragdo é tratado com metanol e tampéo
citrato em um banho ultrassénico. Em seguida, € realizada a clivagem redutiva dos
azo corantes com a presenca de ditionito de sddio e entdo levado a extragao liquido-
liquido utilizando colunas de terra diatomacea. O extrato obtido sera entdo submetido
a analise por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa (GC-MS)
(PICCININI; SENALDI; BURIOVA, 2008).

Técnicas analiticas alternativas também s&do usadas, como cromatografia de
alta eficiéncia com detecgao por ultravioleta (HPLC-UV), espectrometria de massa em
tandem (HPLC-MS/MS) ou detector de arranjo de diodo (HPLC-DAD) (AHLSTROM;
BJORKLUND; MATHIASSON, 2005; ANESE; GIOVANNI; GIUSEPPE, 2014;
KAMPFER et al., 2019; SPARR ESKILSSON; DAVIDSSON; MATHIASSON, 2002;
SUTTHIVAIYAKIT et al., 2005). Formas alternativas a extragao liquido-liquido ja foram
adotadas com sucesso, como a microextracdo em fase solida (SPME), extragao
assistida por micro-ondas (MAE) e a extragdo com fluido supercritico (SFE)
(AHLSTROM; BJORKLUND; MATHIASSON, 2005; CIONI et al., 1999; SPARR
ESKILSSON; DAVIDSSON; MATHIASSON, 2002).

KAMPFER et al. (2019) determinou 58 aminas aromaéticas, dentre elas a 2NAF
e as outras 21 aminas regulamentadas pela legislagdo europeia, em roupas de tecido
téxtil. O tempo de preparo de amostra foi reduzido, eliminando a etapa de extracao
com a coluna de terra diatomacea, através da diluicdo dos extratos apds a clivagem
redutiva e a analise por HPLC-MS/MS.

SANCHEZ et al. (2014) analisou trés amostras de tecido de algoddo e propds
duas diferentes formas de extragéo a diretiva europeia (EN 14362-1 e EN 14362-2): a
microextragao por sorvente empacotado (MEPS) e a extragao liquido-liquido assistida
por salting-out (SALLE). Ambas as extragbes eliminaram a etapa de extragdo com a
coluna de terra diatomacea, sendo que a extragcao por SALLE foi a mais rapida,
levando apenas 7 minutos, contra os 22 minutos despendidos na MEPS. A analise foi
realizada por GC-MS.
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A exposic¢ao as aminas aromaticas também pode se dar pela contaminagao da
biota aquatica através do despejo de residuos industriais, ou pela contaminacao dos
diversos produtos comerciais que utilizam azo corantes em sua composi¢ao, como
tinturas de cabelo, alimentos, tecidos téxteis, couro, entre outros (AHLSTROM;
BJORKLUND; MATHIASSON, 2005; CHEQUER et al., 2011; KAMPFER et al., 2019;
Ll etal., 2010; LIZIER, T. MESCOLOTO; ZANONI, 2012).

Normalmente a determinacdo de aminas aromaticas em amostras ambientais
€ realizada por técnicas cromatograficas associadas a diversas técnicas de deteccgao
como a espectrometria de massa e a detecgdo amperomeétrica (LI etal., 2010; OZKAN
et al., 2019; ZAVAZALOVA et al., 2013; ZHU; YI; HAN; LIU; et al., 2014; ZIMA;
DEJMKOVA; BAREK, 2007). A GC tém sido reportado como a melhor técnica para
determinacao de niveis tragcos de aminas aromaticas em agua. Porém, geralmente &
necessario uma etapa de derivatizagdo para melhorar as condigdes da cromatografia
gasosa, devida a polaridade das aminas (LI et al., 2010).

A eletroforese capilar e a microchip tem se apresentado como uma boa
alternativa as técnicas cromatograficas na determinagcédo de aminas aromaticas, sendo
uma ferramenta rapida e eficiente, e diversos métodos analitico tém sido reportados
(SHIN et al., 2004; SUN et al., 2009; YE; HUANG, 2007).

SHIN et al. (2004) utilizaram a técnica de eletroforese capilar em microchips
(MCE) e detecgao amperométrica por eletrodo de BDD na determinagao de 2NAF e
outras quatro aminas aromaticas. Os resultados foram comparados com eletrodos
convencionais: o eletrodo de carbono vitreo e eletrodo impresso de carbono. Estes
eletrodos apresentaram um alto grau de passivagéo e uma baixa sensibilidade para
cada amina. O BDD obteve um baixo ruido, alta resolugdo de pico com alta
sensibilidade e melhor resisténcia contra passivagao.

Alguns métodos analiticos que utilizam a voltametria dispensam a utilizagdo de
técinas de separagao em amostras de agua de rio (WANG et al., 1996; ZAVAZALOVA
et al., 2015; ZHU; YI; HAN; WANG,; et al., 2014).

WANG et al. (1996) determinaram 2NAF e cinco aminas aromaticas utilizando
redissolugao potenciométrica e empregando eletrodo de pasta de carbono modificado
com DNA. O método foi aplicado com sucesso em amostras de agua de rio e aguas
subterraneas.

ZAVAZALOVA et al. (2015) compararam a performance analitica do eletrodo de

carbono vitreo e do eletrodo de BDD com a do eletrodo de carbono vitreo modificado
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com Nafion na determinacdo da 2-naftilamina e 1-naftilamina. O eletrodo de carbono
vitreo modificado com Nafion apresentou maior sensibilidade e o menor limite de
deteccéo utilizando a técnica de voltametria de pulso diferencial. O método utilizando
este eletrodo foi aplicado em amostras de agua de rio para a determinagao simultanea

de 1 e 2-naftilamina, obtendo resultados analiticos satisfatorios.
1.4.Voltametria

A voltametria constitui um conjunto de técnicas eletroanaliticas, sendo uma
ferramenta analitica poderosa que tém ganhado espago nas mais diversas areas do
conhecimento, como a quimica ambiental, fisico-quimica, bioquimica, medicina, entre
outras (LU et al., 2018; MATEO et al., 2018; MCALLISTER et al., 2019; TABRIZI et al.,
2019).

As técnicas eletroanaliticas se caracterizam por explorar as propriedades
elétricas de um analito, estabelecendo relagcbes entre as medidas elétricas de um
sistema (resisténcia, corrente, potencial, entre outras) e alguns parametros quimicos,
fornecendo informagdes qualitativas, como a termodinédmica de processos redox, e
quantitativas, como a relacdo destes sinais com a concentragao do analito (WANG,
2006).

Na voltametria, a corrente elétrica € medida em funcido de um potencial que
polariza um eletrodo de trabalho. O potencial no eletrodo de trabalho varia de forma
sistematica com o tempo, obedecendo uma fungado pré-determinada, enquanto se
realiza a medida da corrente. A forma que este potencial se comporta e a maneira que
a corrente € medida determinara a técnica voltamétrica usada. (SKOOG; WEST;
HOLLER, 2005).

H4, por tanto, um grande numero de técnicas voltamétricas que exploram as
mais diversas particularidades de um processo de oxidagao e reducgao, a se destacar:
a voltametria ciclica, polarografia, voltametria de onda quadrada e a voltametria de

pulso diferencial.
1.4.1. Voltametria Ciclica

A voltametria ciclica (CV) se destaca por fornecer de forma rapida uma grande
quantidade de informacgdes sobre o sistema em estudo, como a termodinadmica de

processos redox, 0 mecanismo de reacdes heterogéneas de transferéncia de elétrons
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e analises de reagdes eletroquimicas acopladas ou processos de adsorgao. Por esta
razao a CV é a técnica voltamétrica mais usada para se obter informacdes qualitativas,
sendo, geralmente, o primeiro experimento realizado em um estudo eletroanalitico
(BROWNSON; BANKS, 2014; WANG, 2006).

Na CV o potencial € aplicado na forma de um triangulo, produzindo uma
varredura em um sentido direto e depois em um sentido inverso, enquanto a corrente
€ medida, como € mostrado na Figura 2-A. Este processo constitui um ciclo da CV,
ilustrado na Figura 2-B. Em um estudo, pode-se usar meio ciclo, um ciclo inteiro ou
diversos ciclos (WANG, 2006).
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Figura 2 — (A) potencial aplicado em relagao ao tempo durante na voltametria ciclica;
(B) exemplo de um voltamograma ciclico para uma reacao reversivel. Epc € Epa
representam o potencial de pico catdédico e anddico, respectivamente. ipc € ipa
representam a corrente de pico catodica e anddica, respectivamente.

Catiufica

Corrente, wi

A i

e I | ad| | 1
i K .6 0,4 02l 0 02
Patencial, ¥V vy, ESC

Fonte: Retirado de SKOOG; WEST; HOLLER (2005)
Em reacdes reversiveis a 25 °C, o modulo da diferenca do Epa € do Epc dado
pela Equacao 1 (SKOOG; WEST; HOLLER, 2005):

0,0592
n

AEy = |Epq — Epc| = )
Onde:
AEp = diferenca dos potenciais de pico

Epa

potencial de pico anddico
E,. = potencial de pico catodico

n = numero de elétrons envolvidos na reagao
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Embora em velocidades de varredura menores uma reagao possa parecer
reversivel, o aumento dessa velocidade pode levar ao acréscimo dos valores de AEp.
Neste caso a reagdo néo pode ser considerada reversivel (PLETCHER et al., 2010;
SKOOG; WEST; HOLLER, 2005).

A principal caracteristica de um sistema irreversivel € a completa falta de um
pico reverso. No entanto, isto ndo necessariamente implica em um processo de
transferéncia de elétrons irreversivel, mas pode estar relacionado com um processo
de reacao rapida. Outros testes devem ser realizados. Enquanto nos casos reversiveis
o potencial de pico independe da velocidade de varredura, para os casos irreversiveis,
o potencial de pico varia de acordo com o logaritmo da velocidade de varredura
(PLETCHER et al., 2010; SKOOG; WEST; HOLLER, 2005).

1.4.2. Voltametria de Pulso Diferencial

As técnicas de pulso foram responsaveis por uma incontestavel melhoria nos
meétodos voltamétricos, superando os métodos classicos em razdo de sua maior
sensibilidade, conveniéncia e seletividade (SKOOG; WEST; HOLLER, 2005). Nestas
técnicas, pulsos de potenciais sdo aplicados, causando um aumento repentino do
potencial no eletrodo de trabalho. Os pulsos de potencial permitem uma melhor
discriminagao da corrente faradaica da corrente capacitiva. A forma que estes pulsos
sao aplicados e a maneira que a corrente sera medida ira identificar cada técnica (DE
SOUZA; MACHADO; AVACA, 2003; WANG, 2006).

A voltametria de pulso diferencial (DPV) € uma técnica de pulso bastante
sensivel e muito usada para analises quantitativas, sendo bastante util na
determinacado de espécies organicas e inorganicas. Nesta técnica, pulsos de igual
amplitude sao aplicados sobre uma rampa linear de potencial, sendo que a corrente é
lida duas vezes: imediatamente antes da aplicagdo do pulso (S1) e ao final do pulso
(S2), indicado na Figura 3. Estas correntes sdo entdo subtraidas, registrando-se a
diferenga entre elas (DE SOUZA; MACHADO; AVACA, 2003; WANG, 2006).

Na Figura 3 é apresentando a forma que o potencial é aplicado no eletrodo de
trabalho. O tempo de modulagao corresponde a duracdo de um pulso. O tempo de
intervalo equivale ao periodo de aplicagdo do potencial antes do pulso somado ao

tempo de aplicacéo do pulso.
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Figura 3 — Representacdo esquematica da aplicacdo de potencial em fungédo do
tempo na voltametria de pulso diferencial. A corrente € amostrada em S1 e Sz e a
diferenca entre elas é registrada.
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Fonte: Adaptado de METROHM AUTOLAB (2014) e SKOOG; WEST; HOLLER (2005)

A corrente antes do pulso corresponde a corrente capacitiva, que esta
relacionada com a carga da dupla camada e impurezas do sistema, nao ha relagao
com a concentracdo do analito. A corrente apos o pulso corresponde a corrente
faradaica e a capacitiva, sendo que a intensidade da capacitiva diminui mais
rapidamente que a faradaica (ilustrado na Figura 4). Desta forma, quando as duas
correntes sao subtraidas, ha uma compensacéao da corrente capacitiva, valorizando o
sinal da corrente faradaica, que por sua vez €& diretamente proporcional a
concentracéo do analito (BARD; FAULKNER, 2001; BROWNSON; BANKS, 2014).

A Figura 4 apresenta a relagédo da corrente faradaica e a corrente capacitiva em

relagdo ao tempo apds a aplicagcdo de um pulso de potencial.
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Figura 4 — Corrente faradaica e corrente capacitiva apds a aplicagao de um pulso em
relagdo ao tempo

Medida de corrente
H

Corrente
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Fonte: Adaptado de DE SOUZA; MACHADO; AVACA (2003)

Segundo DE SOUZA; MACHADO; AVACA (2003) “a corrente capacitiva &
proporcional a e’RC em que t é o tempo, R a resisténcia da solugdo e C a capacitancia
da dupla camada, e a corrente faradaica é aproximadamente proporcional a t-'2”. O
decaimento da capacitiva € muito mais rapido que a da faradaica, sendo que a
corrente s6 € medida apos este periodo em que a contribuicdo da capacitiva é

minimizada.

1.5.Diamante dopado com boro

O diamante natural € uma gema valiosa e bastante admirada por sua beleza.
Porém, suas propriedades como alta dureza, baixo coeficiente de friccdo, alta
condutividade térmica, bom isolamento elétrico, entre outros, o torna um material

unico, despertando um grande interesse tecnoldgico. Atualmente o diamante é usado
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em diversos setores da industria, porém seu uso s6 se tornou viavel a partir do
desenvolvimento do diamante sintético (MAINWOOD; NEWTON; STONEHAM, 2009).

Em 1952, William Eversole produziu o primeiro diamante sintético pelo método
da deposi¢cdo quimica a partir da fase vapor (CVD — do inglés chemical vapor
deposition). Trés anos depois, em 1955, a General Electric desenvolveu o método de
crescimento a alta pressao e temperatura (HTHP — do inglés high pressure, high
temperature). Nas décadas seguintes, houve um grande esforgo para entender e
melhorar o processo de crescimento do diamante, o que possibilitou a produgao de
filmes de diamantes, nos mais diversos tipos de substrato (DE BARROS et al., 2005).

O método CVD necessita de temperatura proximo a 1270 K e baixas pressoes,
variando de 1.000 a 10.000 Pa. O método HTHP trabalha em condi¢cbes ainda mais
intensas, com temperaturas acima de 1670 K e altas pressdes, em torno de 5 x 10°
Pa. Atualmente o CVD é técnica mais difundida por ser econdmico e permitir a
deposig¢ao em diferentes substratos (DE BARROS et al., 2005; XU et al., 1997).

O processo de CVD ocorre pela introdugdo de uma fase gasosa em um reator,
geralmente metano altamente diluido em hidrogénio. Esta fase gasosa é entao
submetida ao calor em uma regido de ativagéo no qual serdo formados o hidrogénio
atbmico e em seguida o radical metila, considerado o principal precursor do
crescimento de diamante CVD. Estes reagentes chegam ao substrato por difusao,
percorrendo uma distancia previamente definida, onde sera formado o fiime de
diamante policristalino. Os substratos mais usados sdo o silicio, tungsténio,
molibdénio, grafite, entre outros (DE BARROS et al., 2005; ZHOU et al., 1998).

Apesar da técnica de producéo do diamante sintético ter iniciado nos anos 50,
foi apenas nos anos 80 que pesquisadores japoneses e russos iniciaram o uso do
diamante como eletrodo (IWAKI et al., 1983; PELSKOQOV et al., 1987). Desde entéo,
houve um grande avango nesta area, porém foi com o BDD que o uso deste tipo de
eletrodo atingiu grande popularidade (PECKOVA; MUSILOVA; BAREK, 2009).

O filme de BDD foi iniciado em 1992 por Fujishima (PECKOVA; MUSILOVA;
BAREK, 2009). Atualmente diversos estudos tém empregado com sucesso o eletrodo
de BDD no desenvolvimento de métodos eletroquimicos para determinacao de
substancias organicas e inorganicas, aplicado em diferentes amostras (ABDULLAH;
YARDIM; SENTURK, 2018; KOWALCZE; JAKUBOWSKA, 2019; OLIVEIRA, T. D. C.
et al., 2016; OLIVEIRA, T. DA C. et al., 2018; PEREIRA et al., 2016; SILVA, W. et al.,

2017). Este eletrodo se destaca quando comparado aos demais eletrodos a base de
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carbono, apresentando uma ampla janela de potencial (aproximadamente 3V), baixa
capacitancia de dupla camada, baixo ruido, boa condutividade elétrica (PLESKOV,
2000; WANG, 2006).

O diamante ndo € um material que conduz eletricidade, apresentando um band-
gap de 5 eV e resistividade de cerca de 10"® Q.cm (DE BARROS et al., 2005; XU et
al., 1997). No entanto, quando dopado adequadamente, este se torna condutor. O
boro é o principal dopante utilizado por apresentar menor energia de ativagcdo como
transportador de carga (0,37 eV). Esta dopagem é realizada pela introdugédo de um
reagente contendo boro durante a deposi¢ao da fase gasosa, junto com o metano e
hidrogénio. O diborano (B2Hs) € um dos reagentes usados e por ndo apresentar
carbono nem oxigénio em sua composi¢ao, evita a inclusdo de elementos extras no
reator, porém ele € altamente tdxico e explosivo. Alternativamente, sdo usados o
trimetilborato (C3sH9BO3) e o oxido de boro (B203) que ndo s&o toxicos, porém devem
ser solubilizados em acetona ou metanol (DE BARROS et al., 2005).

O nivel de dopagem influencia diretamente na condutividade do filme. Niveis
de dopagens com cerca de 10'® cm-3 atomos apresentam uma condutividade de 10*
Q.cm, enquanto uma dopagem de 10%' cm atomos tera uma condutividade menor
que 0,01 Q.cm (PLESKQV, 2002; WANG, 2006).

A superficie dos filmes de diamante apresenta terminagbes de hidrogénio
devido a atmosfera durante o processo de produc¢do (DE BARROS et al., 2005). Isto
faz com que o eletrodo apresente um carater hidrofébico (KRAFT, 2007). Em 1987,
Pleskov et. al. comprovou que esta superficie pode ser modificada
eletroquimicamente, através de um pré-tratamento. YAGI et al. (1999) demonstrou
que apos o tratamento com plasma de oxigénio, a superficie altamente hidrofébica do
eletrodo se tornou hidrofilica. Este tipo de tratamento, assim como tratamento
eletroquimico anddico, aumentam a razdo atdbmica superficial O/C, aumentando a
presenca de espécies oxigenadas na superficie do eletrodo.

A partir de entéo, diversos estudos tém abordado os efeitos no comportamento
eletroquimico do BDD e as alteracdes em sua superficie. Dentre eles, destacam-se o
tratamento anddico e o catdédico (CARVALHO; AVACA, 2010; DE BARROS et al.,
2005; RANA; BAIG; SALEH, 2019; TERASHIMA et al., 2003).



28

2. OBJETIVO

Os objetivos gerais deste trabalho envolvem desenvolver um método
eletroanalitico simples, rapido e de baixo custo empregando eletrodo de diamante
dopado com boro como eletrodo de trabalho associado a técnica de voltametria de
pulso diferencial para a determinacdo de 2NAF em amostras de perfume.

Objetivos especificos envolvem: (i) o estudo do comportamento eletroquimico
de 2NAF em eletrodo de diamante dopado com boro, (ii) otimizagdo dos parametros
voltamétricos que influenciam seletividade e detectabilidade, (iii) estudo do
comportamento eletroquimico de 2NAF em amostra de perfurme, (iv) quantificacao de

2NAF em amostra de perfume.
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3. PARTE EXPERIMENTAL
3.1. Instrumentagao
3.1.1. Deteccgéo eletroquimica

Nas medidas voltamétricas foi utilizado um potenciostato/galvanostato
MAUTOLAB tipo Il (Eco Chemie, Utrecht, The Netherlands - Metrohm) interfaceado a

um computador e controlado através do software NOVA 1.11.

3.1.2. Eletrodo de trabalho, referéncia e auxiliar

Neste trabalho foi utilizado um sistema de trés eletrodos: auxiliar, referéncia e
de trabalho. Um fio de platina foi usado como eletrodo auxiliar. O eletrodo de referéncia
foi preparado no proéprio laboratério através da eletrodeposicdo de um filme de AgCl
sobre um fio de Ag pela aplicagdo de +0,3 V por uma hora em uma solugéo de HCI
0,1 M, resultando em um eletrodo de Ag/AgCl (KClsat) (PEDROTTI; ANGNES; GUTZ,
1996). Um eletrodo de diamante dopado com boro (BDD) foi usado como eletrodo de
trabalho.

O BDD foi adquirido da NeoCoat SA e é formado por uma base de silicio
quadrada de 0,7 cm de largura. Esta base € coberta por um fino filme de diamante
com dopagem de 7000 a 8000 ppm de boro. A limpeza e/ou ativagédo do eletrodo foi
realizada diariamente, antecedendo as medidas eletroquimicas, e sempre que
necessario o recondicionamento de sua superficie.

Para esta ativacaol/limpeza do eletrodo foram adotados dois processos:
ativacao anddica e ativacao catddica. Na primeira faz-se a aplicacdo de uma corrente
positiva de 0,01 A em tamp3ao Britton-Robinson 0,12 mol.L"" e pH 2,0, enquanto na
segunda é aplicado uma corrente de mesmo moédulo, porém negativa e em solugao
de H2S04 0,1 mol.L". Estes processos s&o similares aos descritos por TERASHIMA
et al. (2003) e SALAZAR-BANDA et al. (2006). Cada procedimento tem duracéo de

aproximadamente 15 minutos.
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3.1.3. Célula eletroquimica

As medidas voltamétricas foram conduzidas em uma célula de polipropileno e
volume final de 10 mL. A célula, com cavidade unica, apresenta uma abertura superior
e um pequeno orificio em sua base inferior. Este orificio € vedado pela insergdo do
eletrodo de trabalho, junto com um “O-ring”, um anel de borracha com abertura de
0,18 cm? (area geométrica do eletrodo). A base do eletrodo de BDD é colocada em
contato com uma placa de metal que por sua vez é ligada aos terminais do
potenciostato. Esta mesma placa é fixada a célula com o auxilio de parafusos, como
representado na Figura 5. Os eletrodos auxiliar e referéncia sao inseridos na célula
por sua abertura superior. Todos os testes foram realizados em temperatura ambiente

e sem a remogao do oxigénio dissolvido.

Figura 5 — (A) esquema de fixagdo da barra de metal, O-ring e BDD; (B) vista frontal
da célula; (C) vista superior da célula com o eletrodo fixado no fundo.

(A) (B) (C)

Fonte: Retirado de SILVA (2017)

Para a agitacdo da solugao foi empregado o médulo de agitagdo da Metrohm,
dotado de um agitador magnético e uma barra magnética, que se comunica com o
potenciostato. O agitador permite que seu acionamento seja manual ou controlado

através do software NOVA 1.11. A velocidade de agitagdo é controlada manualmente.
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3.2. Solugoes, reagentes e preparo de amostras

Todos os reagentes empregados apresentam grau analitico e foram usados
sem purificagao prévia. As solu¢des foram preparadas em agua deionizada, obtida
pelo sistema de purificagdo Direct-Q (Millipore), apresentando resistividade igual ou
superior a 18 MQ cm. A seguir, na Tabela 1, foram listados os reagentes utilizados e

suas respectivas procedéncias e purezas.

Tabela 1 — Reagentes e suas procedéncias

Reagente Procedéncia Pureza
2-Naftilamina Sigma-Aldrich P.A
Acido acético Synth P.A
Acido bérico AppliChem 99,8%

Acido fosférico Synth 85%
Acido sulfarico Vetec 98%
Etanol Alphatec 99,8%
Hidroxido de sodio Panreac 98%
Metanol ISOFAR P.A

Para os estudos em voltametria ciclica, no qual se fez uso de 20% de metanol
para garantir a solubilidade da 2NAF, a solugao estoque deste composto foi preparada
em metanol, com concentracdo de 5,0 mmol.L"'. Nos demais estudos a 2NAF foi
solubilizada em etanol, com concentragdo de 2 mmol.L-'. Em ambos os casos, para o
preparo das solugdes realizou-se a pesagem e em seguida sua dissolugao.

Para avaliar a influéncia do pH, utilizou-se o tampéao Britton-Robinson que foi
preparado pela mistura dos acidos acético, borico e fosforico, cada um na
concentragdo de 0,04 mol.L-! e, pela soma de cada componente, concentracao final
de 0,12 mol.L™". De forma semelhante, o tampao borato foi preparado pela dissolugéo
do acido borico em agua para a obtengéo de uma concentragéo final de 0,1 mol.L™".
O pH de cada tamp3o foi ajustado com NaOH 1,0 mol.L"".

Foi empregado uma amostra de perfume adquirida no comércio local. O
perfume apresenta tonalidade clara, levemente amarela, e sua fragrancia € descrita

pela presenca de tomilho, alecrim e um leve toque floral.



32

Para a analise da amostra foi realizado apenas a sua diluicdo em tamp&o borato
0,1 mol.L"" (pH 10).

3.3. Parametros analiticos empregados
3.3.1. Limite de deteccao

Segundo ANVISA (2003), o “limite de detecc¢ao é a menor quantidade do analito
presente em uma amostra que pode ser detectado, porém n&o necessariamente

quantificado”. O LD é calculado pela equagéao 1:

_3><DPb

— @
Onde:
DPb = desvio padréao do branco (n=10)

b = inclinagao da curva de calibragao

3.3.2. Precisao

A precisao avalia a dispersao dos resultados obtidos em uma série de medidas
para uma mesma amostra, podendo ser expressa como o desvio padrao relativo ou

coeficiente de variagdo (ANVISA, 2003), calculado pela equacgao 2:
DPx
DPR (%) = —— X100 (2)
Onde:

DPx = desvio padrao das concentragdes encontradas

X = média das concentrag¢des encontradas

A precisao foi avaliada pela repetibilidade. Os resultados foram obtidos em um
curto periodo de tempo com o mesmo analista e mesma instrumentagao. Esta foi
verificada no intervalo linear do método, avaliando concentracdes baixa, média e alta,

com no minimo trés réplicas cada (ANVISA, 2003).
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3.3.3. Limite de quantificagao

O limite de quantificagdo € definido por INMETRO (2007) como “a menor
concentrac&o do analito que pode ser determinada com um nivel aceitavel de exatidao
e precisao”, entende-se por exatiddo a concordancia com o valor aceito como
verdadeiro, e como precisdo a avaliagdo da dispersdo dos resultados (INMETRO,

2007). Na equagao 3 € demonstrado o calculo do LQ:

_ 10 x DPb
B b
Onde:

DPb = desvio padrao do branco (n=10)

b = inclinagao da curva de calibragao

3.3.4. Recuperagao

Segundo ANVISA (2003), “a recuperacao mede a eficiéncia do procedimento
de extracdo de um método analitico dentro de um limite de variacdo”. A recuperacgéao
foi estimada pela adigdo de uma quantidade conhecida do analito (spike) e depois
comparada com a quantidade medida pelo método. Este parametro é calculado pela
equacao 4.

G -G

Recuperagido (%) = ( ) x 100 (4)

3

Onde:
C;= concentracdo medida na amostra adicionada

C,= concentragao medida na amostra ndo adicionada

Cs;= concentragdo adicionada
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4. RESULTADOS E DISCUSSOES
4.1. Comportamento eletroquimico da 2NAF em eletrodo de BDD

O comportamento eletroquimico da 2NAF foi investigado por voltametria ciclica
do composto em eletrolito. Utilizou-se o tampao BR 0,12 ymol.L-' em diferentes pHs
(2 a 10). A concentragdo final da solugdo foi de 0,5 mmol.L"'. Para garantir a

solubilidade do composto, foi adicionado 20% de metanol a solugéo.
4.1.1. Ativacao anddica

Nos voltamogramas apresentados na Figura 6, para uma ativacdo anddica do
eletrodo, verifica-se um intenso pico em 0,63 V para pH 10; 0,65 V para pH 6; e 0,81
V para pH 2, correspondente a oxidagcéo da 2NAF. N&o foi observado picos de redugéo
nesta faixa de potencial — ocorrem picos menores de oxidacado e reducdo, porém

distantes da oxidacédo da 2NAF — indicando que este processo nao € reversivel.
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Figura 6 — (A) voltamogramas ciclicos para 0,5 mmol.L-' de 2NAF em pH 2 (—),
pH 6 (—) e pH 10 (—); (B) aproximacao dos voltamogramas na presencga de 2NAF
na regiao de pico do composto em estudo; (C) voltamogramas ciclicos do branco em
pH 2 (—), pH 6 (—) e pH 10 (—); (D) aproximagao dos voltamogramas do branco
na regiao de pico do composto em estudo. Condigbes — velocidade de varredura: 50
mV s'; incremento de potencial: 5 mV; janela de potencial: -0,5 a 1,8 V. Eletrdlito
suporte composto por tampdo BR 0,12 mol.L-" com 20% de metanol. Eletrodo de
trabalho: diamante dopado com boro em ativagao anddica.
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O processo de oxidagao da 2NAF foi proposto por ZHU et al. (2014) baseando-
se nos estudos de detecgdo eletroquimica de PAA realizado por GEORGE; LEE (2010)
e nos estudos de deteccao eletroquimica do nitrobenzeno de MA et al. (2012). No
mecanismo simplificado, Figura 7, a 2NAF perde 2 elétrons e recebe 2 prétons,

formando o 2-naftil-hidroxilamina.

1
1.00
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Figura 7 — Mecanismo simplificado da oxidagao da 2NAF.

NH, NHOH

Fonte: Retirado de ZHU et al. (2014)

Em pH 2, a oxidagdo do composto parece ocorrer em duas etapas, a julgar pela
presenca de dois picos acoplados na regido de oxidagao da 2NAF. Neste pH, ha uma
elevada linha de base, assim como uma maior presencga de picos menores.

Segundo ZAVAZALOVA et al. (2013), a oxidacdo da 2NAF em meio acido
favorece a formacao de outros compostos eletroativos, produtos desta reacéo.
Sugere-se que estes compostos sao dimeros ou polimeros da 2NAF (poliaminas) que
tendem a formar filmes, passivando o eletrodo (ZAVAZALOVA et al., 2013; ZHU; YI;
HAN; LIU; et al., 2014). ZAVAZALOVA et al. (2013) relata que em dez medidas
sucessivas em DPV, a altura do pico diminuiu 80% e o potencial de pico deslocou para
potenciais mais positivos.

Durante medidas sucessivas de voltametria ciclica, verificou-se que ha uma
menor passivagao do eletrodo em meios alcalinos, o que estad de acordo com o que
foi reportado por ZAVAZALOVA et al. (2013).

Em pH 10, meio basico, o voltamograma ciclico, quando comparado ao meio
acido, apresenta um menor ruido, porém a corrente de oxidagao também & menor e
em potenciais mais altos (acima de 1,4 V) ha um subito aumento de corrente. Na
Figura 8 é possivel compreender melhor o comportamento da oxidagado da 2NAF em
ativagcao anddica, relacionando a corrente de oxidagao (Ip) e o potencial de oxidagao
(Ep) com o pH.
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Figura 8 — Relagdo do pH com o Ep e o |, para os voltamogramas ciclicos de 0.5
mmol.L-! de 2-nafitilamina em diferentes pHs. Condigbes — velocidade de varredura:
50 mV s™; incremento de potencial: 5 mV. Eletrolito suporte composto por tampao BR
0,12 mol.L-' (pH 2,0 a 10,0) com 20% de metanol. Eletrodo de trabalho: diamante
dopado com boro em ativagcado anddica.
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O deslocamento do Ep ocorre entre os pH 2 e 4, acompanhado de uma
diminui¢ao da corrente de oxidagcédo. Apos o pH 4 o potencial de pico de oxidagao se
estabiliza, permanecendo praticamente constante. Este comportamento esta
relacionado ao pKa de 4,25 da 2NAF: em pH menores que 4, o atomo de nitrogénio
do grupo amina esta protonado, diminuindo a densidade eletrbnica e assim
dificultando a sua oxidagéo (ZAVAZALOVA et al., 2013).

4.1.2. Ativagao catddica

Os voltamogramas ciclicos em ativagdo catodica foram realizados com os
mesmos parametros da ativacdo anddica. Quando se compara a Figura 6 com a
Figura 9, verifica-se o comportamento em cada pH é relativamente semelhante.
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Figura 9 — (A) voltamogramas ciclicos para 0,5 mmol.L-' de 2NAF em pH 2 (—),
pH 6 (—) e pH 10 (—); (B) aproximagao dos voltamogramas na presenca de 2NAF
na regiao de pico do composto em estudo; (C) voltamogramas ciclicos do branco em
pH 2 (—), pH 6 (—) e pH 10 (—); (D) aproximagao dos voltamogramas do branco
na regiao de pico do composto em estudo. Condigbdes — velocidade de varredura: 50
mV s'; incremento de potencial: 5 mV; janela de potencial: -0,5 a 1,8 V. Eletrdlito
suporte composto por tampdo BR 0,12 mol.L-" com 20% de metanol. Eletrodo de
trabalho: diamante dopado com boro em ativagao catodica.
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Em pH 2 (meio acido), assim como em ativagdo anddica, ha uma maior
ocorréncia de picos menores, relacionados a intermediarios eletroativos. Analisando
o comportamento dos voltamogramas em pH 6 e 10, verifica-se que ha uma
diminui¢ao da linha base e apenas um pico de oxidagao para a 2NAF.

No entanto, quando se compara o Ep € o I com o pH, Figura 10, verifica-se que

ha comportamentos distintos para cada ativacao.
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Figura 10 — Relagdo do pH com o Ep e o |p para os voltamogramas ciclicos de 0.5
mmol.L-! de 2-nafitilamina em diferentes pHs. Condigbes — velocidade de varredura:
50 mV s™; incremento de potencial: 5 mV. Eletrolito suporte composto por tampao BR
0,12 mol.L" (pH 2 a 10) com 20% de metanol. Eletrodo de trabalho: diamante dopado
com boro em ativagao catodica.
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O potencial de oxidagéo € deslocado para potenciais mais negativos com o
aumento do pH, e ao contrario da ativagdo anddica, ndo ha uma mudanca na
tendéncia de queda do Ep apds o pH 4. O I, diminui com 0 aumento do pH e apresenta
valores menores que os encontrados para a ativagao anddica, com excecéo do pH 2.

Durante as medidas voltamétricas, verificou-se que o eletrodo submetido a
ativacao catddica € menos suscetivel a passivagao, e como foi citado anteriormente,
o aumento do pH desfavorece as reagdes de polimerizagcao da 2NAF.

Considerando estes estudos, a condicdo que apresenta melhor resposta
analitica € o pH 6 em ativagdo anddica. No entanto, para que n&o seja necessaria
uma etapa de pré tratamento a cada medida, optou-se pela condicao que fornecesse
menor passivagao do eletrodo: ativagao catdédica e meio alcalino. Por tanto, apesar

deste apresentar a menor corrente de pico, escolheu-se o pH 10 em ativagao catédica.



40

4.2. Otimizagao dos parametros de voltametria de pulso diferencial

Para melhor empregar a voltametria de pulso diferencial, seus parédmetros
devem ser ajustados para garantir que a resposta analitica corresponda as condi¢coes
otimas. Desta forma, foram avaliados: amplitude do pulso, tempo de modulagao e o
incremento de potencial. Na Tabela 2 sdao apresentados os parametros estudados e

selecionados na determinacao da 2NAF.

Tabela 2 — Faixa dos parametros avaliados e selecionados durante a otimizacédo da
técnica de voltametria de pulso diferencial

Parametro Avaliados Selecionado
Amplitude 102100 mV 70 mV
Tempo de Modulagao 10 a50 ms 20 ms
Incremento de potencial 1a10 mV 6 mV

4.2.1. Amplitude do pulso

A amplitude € um importante parametro na voltametria de pulso diferencial, o
seu aumento resulta em uma maior corrente de pico, que por consequéncia melhora
a sensibilidade (ALEIXO, 2003; BARD; FAULKNER, 2001). Na Figura 11 s&o
apresentados os voltamogramas para cada amplitude avaliada, assim como a relagéo

desta com a area do pico.
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Figura 11 — (A) voltamogramas de pulso diferencial obtidos para uma solugao
contendo 15 umol.L-! de 2NAF em diferentes amplitudes e (B) relagdo da amplitude
com a area do pico. Condi¢des — amplitude: 10 a 100 mV; tempo de modulacao: 25
ms; incremento de potencial: 2 mV. Eletrdlito suporte composto por tampao borato 0,1
mol.L-" (pH 10).
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O crescimento diretamente proporcional da area do pico com a amplitude
evidencia que a relacdo citada anteriormente é valida. Este crescimento vem
acompanhado de um alargamento do pico, que diminui a resolugdo da técnica.
Portanto, se faz necessario selecionar a amplitude que oferece uma boa sensibilidade
sem prejudicar a resolugcao (WANG, 2006).

Selecionou-se a amplitude de 70 mV por observar, na Figura 11-B, que a area
do pico cresce na mesma proporcao até este valor. Apds a amplitude de 70 mV, o
ganho de sensibilidade ja ndo é tao significativo e ndo compensa a perda de
resolucgao.

4.2.2. Tempo de modulagao

O tempo de modulagao corresponde ao intervalo da aplicagao de um pulso de
potencial, as medidas de corrente sao feitas imediatamente antes do inicio do pulso e
ao final do pulso. Quanto menor for este tempo, maior serdo as correntes medidas.
Isto ocorre porqué a corrente faradaica e a corrente capacitiva tendem a diminuir com
o tempo, de forma menos e mais rapidamente, respectivamente (BROWNSON;
BANKS, 2014; SKOOG; WEST; HOLLER, 2005).
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Portanto, o tempo de modulagéo deve ser curto, porém, longo o bastante para
que a corrente capacitiva diminua, evidenciando a corrente faradaica (BROWNSON;
BANKS, 2014). Na Figura 12 é apresentado os voltamogramas para cada tempo de

modulagao avaliado e a relacédo deste tempo com a area de pico.

Figura 12 — (A) voltamogramas de pulso diferencial obtidos para uma solugao
contendo 15 ymol.L-1 de 2NAF em diferentes tempos de modulacéo e (B) relagcéo do
tempo de modulagdo com a area do pico. Condi¢gdes — amplitude: 50 mV; tempo de
modulagao: 10 a 50 ms; incremento de potencial: 2 mV. Eletrélito suporte composto
por tampao borato 0,1 mol.L-* (pH 10).
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Na Figura 12-A, o voltamograma correspondente ao tempo de 10 ms apresenta
maior sensibilidade em relacdo aos demais tempos testados. Quando comparado a
area do pico de cada tempo, Figura 12-B, se faz evidente o comportamento
decrescente da curva.

Apesar de ter a maior area do pico, o tempo de 10 ms também possui 0 maior
desvio, demonstrando certa instabilidade no sinal, possivelmente causado pela

corrente capacitiva. Por tanto, escolheu-se o tempo seguinte: 20 ms.
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4.2.3. Incremento de potencial

O incremento de potencial se relaciona com a velocidade de varredura pela

seguinte equacao:

AE,
V=T (5)

A
Onde:

Vv = velocidade de varredura
AE = incremento de potencial

At = intervalo de tempo

Pela equacdo 5, a velocidade de varredura da técnica é diretamente
proporcional ao incremento de potencial. Na Figura 13 s&o apresentados os
voltamogramas para cada incremento de potencial medido e a relacdo deste
incremento com a area do pico obtida.

Figura 13 — (A) voltamogramas de pulso diferencial obtidos para uma solugao
contendo 15 pmol.L-' de 2NAF em diferentes incrementos de potenciais e (B) relagao
do incremento de potencial com a area do pico. Condigdes — amplitude: 50 mV; tempo
de modulagao: 25 ms; incremento de potencial: 1 a 10 mV. Eletrélito suporte composto
por tampao borato 0,1 mol.L-" (pH 10).
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O incremento de potencial foi avaliado de 1 a 10 mV. Como o intervalo de tempo

foi mantido em 100 ms, a velocidade de varredura foi avaliada de 0,01 a 0,1 V/s.
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Observa-se na Figura 13-A que muitos dos voltamogramas ficaram
praticamente sobrepostos, com excegéo dos incrementos de 1 e 2 mV. Na Figura 13-
B é notdrio o crescimento da area de pico até o incremento de 3 mV. Como a area de
pico foi praticamente constante a partir de 3 mV, selecionou-se o incremento de 6 mV

por este apresentar o menor desvio.



45

4.3. Parametros de desempenho

Com os parametros da DPV otimizados, determinou-se a faixa linear e a

repetibilidade do método.
4.3.1. Faixa linear

A concentragdo de 2NAF foi avaliada de 0,5 a 105 ymol.L-'. Na Figura 14 s&o

apresentados os voltamogramas e a relagcédo da area de pico com a concentragao.

Figura 14 — (A) voltamogramas de DPV para concentragdes crescentes de 2NAF (0,5
a 105 ymol.L-"), e (B) relagdo da area do pico com a concentragdo. Condigbes —
amplitude: 70 mV; tempo de modulagdo: 20 ms; incremento de potencial: 6 mV.
Eletrdlito suporte composto por tamp&o borato 0,1 mol.L-* (pH 10).
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A 2NAF apresentou uma boa resposta linear, perdendo sua linearidade apenas
em concentragdes maiores que 90 ymol.L'. A faixa linear foi definida de 0,5 a 90
umol.L-', com o coeficiente de correlagdo linear de 0,999. Para este intervalo, a

seguinte equacao de reta foi obtida:

y = (1,23 x 1072+ 3,29 x 1073) + (6,88 x 1073 + 8,93 x 10~°) X [2NAF] (6)

Utilizando a equacgéo 1 e 3, estimou-se o limite de detecgdo de 11,0 nmol.L" e
o limite de quantificagdo de 36,7 nmol.L-", para um coeficiente angular de 6,88.10° e

desvio padréo do branco de 2,53.10"".
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4.3.2. Repetibilidade

Foram realizadas sucessivas medigdes utilizando o mesmo equipamento com
0 mesmo analista. Os voltamogramas e area de pico de cada medida sdo mostrados
na Figura 15.

Figura 15 — (A) voltamogramas de DPV das dez medidas para cada concentracéo e
(B) relagéo da area de pico de cada medida nas concentragées de 0,5 a 5,0 ymol.L".
Condig¢des — amplitude: 70 mV; tempo de modulagéo: 20 ms; incremento de potencial:
6 mV. Eletrdlito suporte composto por tamp&o borato 0,1 mol.L-" (pH 10).
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Observa-se que os picos de oxidacdo do composto pouco se alteraram com as
medidas sucessivas realizadas e os voltamogramas de cada concentragao, Figura 15-
A, ficaram sobrepostos com o praticamente a mesma altura e mesmo perfil. O desvio
padrao relativo para as concentragdes de 0,5 pymol.L*', 2,0 ymol.L-* e 5,0 ymol.L"
foram de 2,9%, 1,0% e 0,5%, respectivamente.

Verifica-se que as condicdes escolhidas foram suficientes para inviabilizar a
formacdo de dimeros ou polimeros na superficie do eletrodo relatadas por
ZAVAZALOVA et al. (2013), que prejudicam a repetibilidade das medidas.
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4.5. Aplicagdao em amostras
4.5.1. Perfume

As analises de amostras de perfume foram realizadas através da diluigdo direta
da amostra em tampao borato 0,1 mol L' (pH 10) e a concentragdo de 2NAF foi
determinada pelo método de adigdo de padrdo empregando a voltametria de pulso
diferencial nos parametros otimizados.

A amostra de perfume foi diluida cinco vezes e nao apresentou pico de oxidagao
para a 2NAF. Por tanto, a amostra foi dopada (fortificada) com 2,0 umol.L-" de 2NAF
e entdo foram feitas adicdes sucessivas de solugao padrao de 2NAF sobre a amostra

de perfume, como apresentado na Figura 16.

Figura 16 — (A) voltamogramas de DPV para uma amostra de perfume diluida cinco
vezes: (1) amostra de perfume; (2) amostra de perfume dopada; (3) amostra de
perfume dopada + 2,0 umol.L-'; (4) amostra de perfume dopada + 4,0 uymol.L-"; (5)
amostra de perfume dopada + 6,0 pmol.L"". (B) relagdo da area de pico com a
concentracio adicionada e a curva de adi¢cao de padrao. Condigdes — amplitude: 70
mV; tempo de modulagdo: 20 ms; incremento de potencial: 6 mV. Eletrodlito suporte
composto por tampao borato 0,1 mol.L-" (pH 10).
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Quando comparado o voltamograma da Figura 15-A com o da Figura 16-A,
observa-se que na presenca do perfume o pico de oxidacido foi deslocado para
potenciais mais positivos: de 0,54 V para 0,68 V.

A curva de adicdo de padrao apresentou boa correlagao linear (r = 0,998),

porém a recuperacdo média foi de apenas 51,2% da 2NAF adicionada. Esta baixa
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recuperacao pode ter sido causada por efeito de matriz. Para minimizar este efeito, a

amostra foi diluida vinte vezes, Figura 17.

Figura 17 — (A) voltamogramas de DPV para uma amostra de perfume diluida vinte
vezes: (1) amostra de perfume; (2) amostra de perfume dopada; (3) amostra de
perfume dopada + 2,0 umol.L"; (4) amostra de perfume dopada + 4,0 uymol.L™"; (5)
amostra de perfume dopada + 6,0 pmol.L"". (B) relagdo da area de pico com a
concentracéo adicionada e a curva de adi¢cao de padrao. Condi¢cdes — amplitude: 70
mV; tempo de modulagdo: 20 ms; incremento de potencial: 6 mV. Eletrodlito suporte
composto por tampao borato 0,1 mol.L-" (pH 10).
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Com a maior diluicao, o pico de oxidacao volta para valores menos positivos:
0,58 V. Nestas condigbes, a curva de adi¢cao de padrao, descrita pela Equacao 07 e
apresentada na Figura 17-B, continuou apresentando uma boa correlagao linear (r =
0,999) e a recuperagédo média foi significativamente melhorada: 102,9% + 0,6%. Com
base nestes resultados, pode-se afirmar que o método proposto nao possui efeitos

significativos de matriz.

y = (2,05% 1072+ 3,95 x 10™%) + (9,89 x 1073 + 2,31 x 10~%) x [2NAF] (7)

O limite de deteccédo e o limite de quantificagao no perfume foi de 4,60 e 15,3
nmol.L-', respectivamente, para um desvio padrdo do branco de 1,51.10" e
coeficiente angular de 9,89.10°.
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4.6. Comparacgao da proposta com trabalhos similares

Na literatura sdo encontrados diferentes trabalhos voltados a determinagao de
aminas aromaticas, sendo a 2NAF a mais estudada, devido aos seus efeitos
comprovadamente cancerigenos. Os procedimentos apresentados anteriormente sdo
baseados em sua maioria em técnicas de separagdo e eletroanaliticas como
apresentado na Tabela 3. Estas técnicas apresentam vantagens como a possibilidade
de determinacao de diferentes aminas no mesmo procedimento devido a capacidade
de separacgao de técnicas cromatograficas, como GC e HPLC. Adicionalmente a isso,
estas técnicas empregam muitas vezes, sistemas de detecgao altamente sofisticados
como a espectrometria de massas, que aliada a técnicas de preparo de amostra e
pré-concentragao resultam em procedimentos com limites de detecgao extremamente
baixos (NIU et al, 2018; SANCHEZ et al., 2014). Apesar do procedimento
desenvolvido no presente trabalho ndo apresentar limites de deteccdo comparaveis a
estes, a simplicidade do tratamento da amostra (diluigdo) e da instrumentacao
empregada se destacam. Com instrumentagdo e preparo de amostra menos
sofisticados, atingiu-se seletividade e detectabilidade adequados para a aplicagéo do
procedimento desenvolvido em amostras de perfume.

Os procedimentos anteriormente reportados que empregam técnicas
eletroanaliticas como ferramentas na determinagao de 2NAF, recorreram a estratégias
para melhoria de seletividade e detectabilidade, como a modificacao de eletrodos por
diferentes espécies (GEORGE; LEE, 2010; KORGOVA; FERANCOVA, 2002; ZHU; YI;
HAN; LIU; et al., 2014), os quais apresentaram caracteristicas analiticas inferiores ao
procedimento desenvolvido no presente trabalho com o emprego de eletrodo de
diamante dopado com boro.

A precisdo do procedimento desenvolvido se destaca entre os trabalhos
anteriormente reportados, sendo um dos melhores valores, apesar de ndo empregar
etapas de preparo de amostra complexas e a amostra de perfume ser uma matriz de
alta complexidade devido a presenca de diferentes compostos organicos.

Com isso, a presente proposta se mostra uma alternativa simples e precisa no
monitoramento de 2NAF em amostras de perfume e com potencialidades futuras de
estudos em diferentes matrizes, como cosméticos e produtos de higiene pessoal, os
quais devem ser livres da presencga de 2NAF.



Tabela 3 — Métodos analiticos para determinacao de 2NAF.
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Técnica Amostra LOD (nmol L) RSD (%) Comentario Ref.
Fibra de microextracao em fase sdlida
GC-MS/MS Urina 8,3x10° 71 revestida com uma estrutura organica porosa (NIU et al., 2018)
bidimensional
Tintura para Uso de liquido idnico na fase movel para (LIZIER, T.
CLAE-DE 705 - ~ . " MESCOLOTO; ZANONI,
cabelo separagao de 16 aminas aromaticas 2012)
GC/MS Tecidos 5,16 x 10 2 _Extracao assistida por ultrassom e (SANCHEZ et al., 2014)
microextragdo em sorbente empacotado
Voltametria Agua derio 2000 4.4 Uso de eletrodo de carbono vitreo. (ZAVAZQ(I)_1O5\)/A etal,
Eletrodos de pasta de carbono modificados
com q, B, e y ciclodextrinas e eletrodos ( .
, , N - KORGOVA;
Voltametria - 0,2-26 3-5 impressos a base d_e carbo_no modlf_lcado FERANCOVA, 2002)
com [B-ciclodextrina ou ciclodextrina
carboximetilada
Uso de extragao em fase solida prévia a ) )
CLAE-AMP Qoranjce' 60 45 separagao cromatogréfica e detgcgao (ZAVAZALOVA et al.,
alimenticio amperométrica com eletrodo de diamante 2013)
dopado com boro
Uso nanotubos de carbono de paredes
. " multiplas modificados de forma nao (ZHU; YI; HAN; LIU; et
Voltametria Agua 4.5 4,28 covalente com &cido 3,4,9,10- al., 2014)
perilenotetracarboxilico
Potenciometria Agua 1800 9,4 Eletrodo de pasta deDﬁ‘AbO”O modificado por  \yANG et al., 1996)
Voltametria Agua 14 5,0 Uso de nanotubos de carbono de parede  sropGE. [ EE, 2010)
Unica e nanoparticulas de ouro
; Detecgéo eletroquimica com um eletrodo de (ZIMA; DEJMKOVA,;
CLAE-DE Agua 8,8 3.9 pasta de carbono BAREK, 2007)
Voltametria Perfume 4,6 29 Deteccéo direta apos diluicdo da amostra Este trabalho
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5. CONCLUSOES

O procedimento eletroanalitico aqui proposto se mostrou uma alternativa viavel
para a determinagdo de 2NAF e possui vantagens como a facil implementagao,
geracao de baixas quantidades de residuos e requer etapas simples de preparo de
amostras, apenas diluigao.

Os resultados apresentados no presente trabalho evidenciaram a excelente
performance do eletrodo de BDD diante da 2NAF, exibindo uma baixa corrente de
fundo no pH de trabalho. A ativacdo catddica do BDD minimizou os efeitos de
passivagao do eletrodo, apresentando bons resultados em relacdo a sensibilidade e
repetibilidade (DPR < 2,9%). Os estudos na amostra de perfume demonstraram o
baixo efeito de matriz, evidenciado pelos estudos de recuperagdo, os quais
apresentaram valores de recuperagdo proximo a 100%. Estas caracteristicas
analiticas sdo comparaveis ou melhores aos procedimentos ja apresentados na
literatura para a determinacdo de 2NAF, juntamente com as vantagens ja citadas
acima. Apesar da técnica empregada nao possibilitar a determinagao
multicomponente, como as técnicas cromatograficas, o procedimento proposto se
mostrou uma ferramenta util na determinagédo de 2NAF, a qual é a principal amina
aromatica a ser monitorada devido aos seus efeitos maléficos.

Apesar do sucesso na aplicagao da técnica de voltametria de pulso diferencial
com eletrodo de diamante dopado com boro na determinagcdo de 2NAF em amostras
de perfume, estudos futuros podem ampliar a aplicagao a outros tipos de matrizes que
podem conter 2NAF devido ao emprego de azo corantes, como produtos de higiene
pessoal e de limpeza. Os procedimentos resultantes destes estudos podem se tornar
ferramentas praticas no monitoramento de 2NAF nestes produtos, uma vez que o uso
de técnicas complexas de monitoramento limita a fiscalizacdo do uso destas

substancias.
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