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RESUMO

Durante o processo de producéo, alguns alimensnpcer expostos a
agentes quimicos contaminantes, representandoseom & salde humana. Na
aquicultura ha uma grande diversidade de drogasiedelas os anestésicos, que
sdo utilizados para insensibilizar os peixes ezieduestresse animal. Porém, o
processo de anestesia pode proporcionar tracoduagsi contaminando o
pescado. Dessa forma, é necessario o desenvolairdenprotocolos analiticos
gue possibilitem a deteccao rapida, pratica e gaetisses anestésicos no filé do
pescado. As técnicas eletroquimicas representam impartante fonte de
pesquisa, uma vez que oferecem baixo custo, cormibdatade e seletividade,
além de apresentarem a possibilidade de seremptrdadas para sistemas
portateis. Sendo assim, o presente trabalho fdizag@ com o objetivo de
desenvolver uma metodologia para a determinacadrickina em filés de
peixes, por meio das técnicas eletroquimicas. Fadimadas as modalidades
ciclica, varredura linear, pulso diferencial e ondmadrada para o
desenvolvimento da metodologia. A tricaina apresenim comportamento de
oxidacgéo irreversivel, com dois picos andédicos etenzxial de 0,8 V (pico I) e
1,3 V (pico Il). O processo de transferéncia desadsi controlado por difuséo
com ocorréncia de reag¢des quimicas sem complicagidésicas. A melhor
relacdo da intensidade de corrente de pico andgitaygura de pico a meia
alturafoi obtida com a modalidade pulso diferencial. Otadé eletroquimico
desenvolvido apresentou limites de deteccdo de@dl L* e de quantificagéo
de 8,2 pmol [X. Foram realizados dois métodos de extracdo dairteicno filé
de peixe e o método | apresentou maior eficiénc@n recuperagdo de
106,13%.

Palavras-chave: Anestésico. Extracdo. Técnicasogldtmicas. Piscicultura.
Tilapia do Nilo.



ABSTRACT

During the production process, some foods can pesed to chemical
agents contaminants, presenting a risk to humalthhé@ aquaculture there is a
great variety of drugs, among them, anestheticslwaie used to desensitize the
fish and reduce animal stress. However the aneath@ecess can provide
residual traces, contaminating the fish. Thuss iteécessary to develop protocols
that enable the rapid, practical and accurate tieteof these anesthetics in the
fish fillet. Electrochemical techniques represamiraportant source of research,
as they offer low-cost, sensitivity and selectiyityn addition having the
possibility to be transported to portable systeftaus, the goal of the present
work was to develop a methodology for the tricaietermination in fish fillets
by means of electrochemical techniques. For thehodstogy development
were used the cyclic modes, linear sweep, diffe@kpulse and square wave.
The tricaine presented an irreversible oxidatiohaweor with two anodic peak
in potential of 0.8 V (peak I) and 1.3 V (peak The mass transfer process was
controlled by diffusion with occurring chemical otians without complications.
The best ratio of current intensity of the anopéak and peak width at half
height was obtained by differential pulse mode. Etectrochemical method
developed showed a detection limit of 2.7 umdldnd quantification 8.2 pmol
LY. Two methods of tricaine extraction in fish fillaere made, the method |
showed more efficient with recovery of 106.13%.

Keywords: Anesthetic. Extraction. Electrochemicakthniques. Pisciculture.
Nile tilapia.
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1 INTRODUCAO

A seguranca alimentar € um assunto tratado, nalidetda, com
crescentes pesquisas. Isso se deve ao fato degyunes alimentos podem ser
expostos a processos quimicos durante o processamenubsequentemente,
apresentar resquicios, representando risco paade $ilumana. Tais alimentos,
segundo legisla¢des nacionais e internacionaifnda,aalgumas organizacdes,
como a Organizagdo Mundial da Saude (OMS), ndondegmnter vestigios de
gualquer substancia utilizada durante a producdoalitoento, para néo
comprometer a saude humalztes compostos podem deixar tragos residuais
na carne do peixe. Assim, é necessario desenveohgipdologias para a
guantificagdo desses compostos para a andliseuagsidefinindo margens
seguras para 0 consumo humano e aumentando a agiealido pescado
brasileiro para a exportagéao.

A producéo de tilapia no Brasil se estende por tkrritério nacional
e é a espécie mais produzida, alcancandd adsicdo mundial na produgéo de
pescado, havendo a necessidade constante de madmboado manejo aquicola.

Para facilitar o manuseio aquicola da cadeia prnaludo pescado,
frequentemente sédo utilizados compostos quimi@reposacinas, antibiéticos e
anestésicos, com o propoésito de diminuir o estre&seos estimulos dolorosos
a que esses animais estdo expostos. Porém, o stes dempostos pode deixar
tracos residuais na carne do peixe, diminuindoadidpde do alimento.

A analise residual de compostos anestésicos eragpéinma ferramenta
importante para a definicdo de protocolos que emawvoldesde os parametros de
aplicacdo de anestésicos até o abate e 0 processafireal do pescado,
melhorando a qualidade do produto final.

Os anestésicos mais utilizados na aquicultura satricaina, a

benzocaina e o dleo de cravo, e, ainda, ha algelatos da utilizacdo de
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isoeugenol, mentol, quinaldina e metomidato. Aafria (metanosulfonato 3-
aminobenzoato de etila, MS-222), um éster derivdaacido p-aminobenzoico,
foi sintetizada devido a insolubilidade da benzoaai

Usualmente, as técnicas de analises utilizadasteagho de anestésicos
sdo as cromatograficas. As técnicas eletroquimeg@esentam uma alternativa,
uma vez que oferecem alta sensibilidade e selatieidquando comparadas com
as técnicas cromatograficas, além da possibilidiedeerem transportadas para

sistemas portateis e de baixo custo.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Este trabalho foi realizado com o objetivo desenvolver uma

metodologia eletroquimica para a detec¢do e a ifjuapfio do anestésico

tricaina em peixedreochromis niloticus

2.2 Objetivos especificos

a)

b)

d)

estudar o comportamento eletroquimico do anestészaina frente

ao eletrodo de carbono vitreo, analisando os piatientos quais esta
substancia mostra sensibilidade;

desenvolver uma metodologia analitica para a déetagdo do

anestésico tricaina, empregando as técnicas alétnaps nas

modalidades de voltametria de varredura linearsquiferencial e

onda quadrada;

investigar a eficiéncia de recuperacdo da tricghoa meio de

diferentes procedimentos de preparo da amostrapgpreextracdo e
pré-concentracao);

aplicar a metodologia eletroquimica desenvolvida padeterminacéo
e a quantificacdo do anestésico tricaina em filgaibees.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 Seguranca alimentar

O Ministério de Agricultura, Pecuaria e Abastecitner{MAPA)
fiscaliza, investiga e realiza auditorias para gira seguranca e a qualidade
dos alimentos (MINISTERIO DA AGRICULTURA, PECUARIAE
ABASTECIMENTO, 2009). A Lei n® 11.958. de 26/06/20@riou o0 Ministério
da Pesca e Aquicultura (MPA), que passou a temaui@ e responsabilidade
sobre o setor aquicola, utilizando o carimbo dovierde Inspecdo Federal
(SIF) para monitorar a qualidade do pescado (MIMIRID DA
AGRICULTURA, PECUARIA E ABASTECIMENTO, 2009; MINISERIO
DA PESCA E AQUICULTURA, 2012). O produto final deestar isento de
gualquer contaminacéo, garantindo a sua qualidaderfa mesa do consumidor
(SPISSO; NOBREGA; MARQUES, 2009). A Organizacao Miahda Saude
(OMS ou World Health Organization, WHO) monitoraddoo processo de
producdo, garantindo a seguranca alimentar (WORLDEAIHH
ORGANIZATION, 2013).

Este tema tem se tornado fonte de pesquisa cresaent vez que a
salude publica esta diretamente ligada ao consumwrdbr (FOOD AND
AGRICULTURE ORGANIZATION OF UNITED NATIONS, 2013).

3.2 Piscicultura

No Brasil, atualmente, sdo produzidas cerca de hilhbes de
toneladas de peixe, gerando um PIB de cerca de liifides, e o pais ocupa a

192 posi¢cdo mundial de producdo de pescado, cowr pEducéo nos estados
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de Santa Catarina, Pard e Maranhdo (MINISTERIO DES®A E
AQUICULTURA, 2014).

Dentre as espécies produzidas no Brasil é posddathcar a tilapia-do-
nilo (Oreochromis niloticus que tem maior consumo e producao. A tilapia foi
introduzida no pais em 1952, com a espé&crendalli. Este peixe de agua doce
pertence a familia Cichlidae, originaria de rio® dpanham a Africa, a Jordania
e a Palestina, podendo, ainda, se reproduzir & giveoceanos. Sua producao
foi iniciada em meados de 1971, intensificando-seada ano e, em 2011,
atingiu 9.681,6 toneladas (SERVICO BRASILEIRO DE@P AS MICRO E
PEQUENAS EMPRESAS, 2008; MINISTERIO DA PESCA E
AQUICULTURA, 2014).

O conhecimento das cadeias produtivas é imporizant2 a qualidade
das medidas de ordenacédo e manejo. Na cadeia ipeodotpescado € possivel
destacar a aquicultura e a pesca extrativa. A aljuia se caracteriza como o
cultivo de animais aquaticos em ambientes monitmael similares ao seu
habitat natural e a pesca extrativa é caracterizao® a captura desses animais
em seu habitat (MINISTERIO DA AGRICULTURA, PECUARIAE
ABASTECIMENTO, 2009; MINISTERIO DA PESCA E AQUICULORA,
2014).

Assim, a aquicultura é uma atividade marcada pgengo manuseio dos
animais. E evidente que operacfes de transporteagi e coleta de sangue
possam acarretar contaminacdo desses animais pateagquimicos, como
antibidticos, vacinas e anestésicos. Dentre osta@geuimicos, 0s anestésicos
sdo 0s mais utilizados na piscicultura. S&o drogaportantes que
insensibilizam os peixes, minimizando os efeitosodas do estresse imposto
durante o0 manejo dos animais (ACERETE et al., 2664SCH; ANDERSON,
2000; MYLONAS et al., 2005; RUANE; CARBALLO; KOMEN2002; ROSS;
ROSS, 2008; VERA et al., 2010; METTAM et al., 206NEDDON, 2009).
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Diante do manejo aquicola, o uso de anestésicdésrisa importante,
visto que diminui substancialmente as atividadesiolfigicas do peixe,
facilitando o manuseio. Além disso, em pesquisaesntes ha relatos de que os
peixes sentem estimulos dolorosos, devido as lggaedtre as suas atividades
comportamentais e 0s neurotransmissores cerelspiciicos (SNEDDON,
2009; SNEDDON, 2012).

Os anestésicos podem ser administrados por ingadifipando-se o
alimento como condutor de substancias, injecdo,nmEo da aplicacdo direta
ou, ainda, por imersdo em soluc¢des contendo a&sutist sendo este método o
menos eficiente devido a solubilidade de deternmsammpostos (SUN et al.,
2010).

Esses medicamentos foram inicialmente utilizadosbé de 40 anos,
em algumas espécies de peixes. A partir de entdzam-se o melhoramento
destas substancias e métodos mais efetivos paresieasia (HOSKONEN;
PIRHONEN, 2004). Os anestésicos mais utilizadoaqacultura séo tricaina,
benzocaina e Oleo de cravo, e ha relatos, natlitarado uso de outros
compostos, como isoeugenol, mentol, quinaldina midato (KIESSLING et
al.,, 2009; CANADIAN COUNCIL ON ANIMAL CARE, 2011; 0D AND
DRUG ADMINISTRATION, 2005; ZAHL; SAMUELSEN; KIESSING,
2012).

3.4 Anestésicos

Os primeiros relatos do uso da anestesia forarsfeib século XIll,
tendo sido pesquisada por Raimundo Lulio, utilizadter como componente
principal (MASSONE, 2008). Em toda anestesia ocoma sedacao priméaria e,
em seguida, uma diminuicdo progressiva das funcfiEsldgicas. Os
anestésicos locais diminuem os estimulos dolor@swgjanto a anestesia geral
diminui os niveis de consciéncia (WEBER et al., 200EBER et al., 2011).
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Em peixes sdo utilizados anestésicos locais, gistoestes animais tém
respiracdo branquial, a qual possibilita uma raplasorcdo dessas drogas, com
acdo sistémica. Em comparacdo aos mamiferos, Betieaia atua de forma
analoga a anestesia geral. Entretanto, essas dregas rapidamente
metabolizadas, sendo eliminadas do organismo coior melocidade do que a
anestesia geral. Dessa forma, ao definir o tempoadéncia do anestésico, é
possivel determinar niveis seguros para o consumcaine do pescado
(KIESSLING et al., 2009).

A estrutura quimica da molécula de anestésico éposta por uma
funcdo aromatica, uma cadeia intermediéria de éstgura 1a) ou, uma funcéo
amida (Figura 1b) e, ainda, um grupo amina secimdarterciario (ARAUJO;
PAULA; FRACETO, 2008).

O
%
a) R,—NH C
\
O__CH.Q _Rg
X
b) R
1 O\\
C_Rz
NH
CHj

Figura 1 Estruturas quimicas de anestésicos wdgzaa aquicultura contendo
(a) funcéo éster e (b) funcdo amida, em que R1 B®$sd0 grupos
amina
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Outro fator importante e determinante para a eX@xuas atividades
fisiolégicas no organismo animal séo os grupamestoR e/ou R, que podem
conferir carater anfifilico, determinando a soligiwitle do composto.

Entre os anestésicos disponiveis no mercado, évpbsfestacar a
tricaina. Este composto é sollvel em agua e apoopath Food and Drug
Administration (FDA), dos Estados Unidos, paraizdaitdo nas espécies de
peixes que pertencem as familias Ictaluridae, Saittae, Esocidae e Percidae.
Nos dltimos anos, a tricaina vem sendo estudadeekagéio a sua eficiéncia no

pescado e ao seu tempo de caréncia no filé do.peixe

3.4.1 Tricaina

Dentre os anestésicos utilizados na aquiculturassipel destacar a
benzocaina e a tricaina, pela similaridade entaie sstruturas quimicas.

A benzocaina (4-aminobenzoato de etila) tem masskcolar de
165,19 g mol, solubilidade em &gua de 0,4 g (25 °C) e temperatura de fuso
de 89-92 °C. Ja a tricaina (metanosulfonato 3-apeinpoato de etila, MS-222)
tem massa molecular de 261,29 g maolubilidade em agua de 1X1hg L*
(25 °C) e temperatura de fusédo de 149,5 °C.

O precursor da benzocaina (Figura a) e da tricgéina &cido p-
aminobenzoico (Figura 2b). A benzocaina é um asiestdocal insolivel em
agua, 0 que inviabiliza algumas utilizacbes em ma@uoso, porém, é
amplamente utilizada durante alguns procedimentaandcéuticos, no
tratamento veterinario e nos procedimentos voltgolms a salude humana.
Diante da insolubilidade da benzocaina foi necéssardesenvolvimento de
outro composto, sendo a tricaina (Figura 2c), ctian solubilidade em &gua,
amplamente comercializada (STEHLY; MEINERTZ; GINGER, 2000).
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o} <|3| o)

COCH,CHg COH COCH,CHj4
NH,.HSO4;CH,4

NH, NH,

(a) (b) (c

Figura 2 Estruturas quimicas da (a) benzocainéh)dacido p-aminobenzoico e
da (c) tricaina

A tricaina € o Unico anestésico aprovado pela FDA/Epara a
utilizacdo nas espécies de peixes que pertencenfaraias Ictaluridae,
Salmonidae, Esocidae e Percidae (FOOD AND DRUG ARNISTRATION,
2011; FOOD AND DRUG ADMINISTRATION, 2013).

Davis et al. (2008) realizaram estudos sobre aénftia da tricaina na
pele e nas coérneas da tilapia e verificaram quendm este anestésico é
utilizado em pH alcalino, ocasiona danos a estg&odr dos peixes, no entanto,
nao apresentou potencial genotoxico.

Em relacdo aos métodos de extracdo e caracterizigéocaina, €
possivel ressaltar o estudo proposto por SchegeriBergwerff (2007), que
realizaram a determinacdo de residuo anestésid¢dcdéna em filé de peixe,
utilizando cromatografia liquida de alta eficiéna@oplada a um espectrometro
de massas (LC/MS). As extracbes do anestésico fogalizadas utilizando-se
ultrassom com a adicdo de uma mistura de solugipa@metanol. Uma
parcela da amostra foi fortificada com benzocapzali@o interno) e, cerca de
15 minutos depois, colocada em 5 mL de solucdodampetanol (50:50 v/v) e
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levada a um agitador. Apos este procedimento, @texfoi centrifugado e o
sobrenadante foi reservado. Este procedimente#fdizado em triplicata.

Diante dos estudos envolvendo a seguranca alimeatanalise da
tricaina no filé de peixe se torna uma ferramemijaortante para a avaliacdo da
eficiéncia deste anestésico. Atualmente, ndo exigotocolos desenvolvidos
gue determinem limites aceitaveis da presenca destmpostos no filé de

peixe.

3.5 Métodos voltamétricos

A voltametria foi desenvolvida a partir da polaefgr, tendo sido
descoberta em 1922, pelo quimico Jaroslav HeyroEssta técnica faz parte de
um grupo de métodos eletroquimicos nos quais agddagedao realizadas a fim
de obter informacdes a respeito do analito. Temoclumdamento os fendmenos
fisico-quimicos que ocorrem na interface entre pedicie do eletrodo de
trabalho e a solucdo. As medidas sao realizadasnptr da corrente elétrica
resultante entre o eletrodo de trabalho e o eletrakiliar, em funcdo da
diferenca de potencial entre o eletrodo de trabellmeletrodo de referéncia,
gerando um voltamograma no qual a corrente é cerasld proporcional a
concentracdo do analito (HOLLER; SKOOG; CROUCH, 20PACHECO et.
al., 2013).

Na voltametria é possivel obter dois tipos de cwes a faradaica e a
ndo faradéica. Nas correntes faradéicas, ocorretnamsferéncia de elétrons em
um eletrodo, sem impedimento, sendo denominadaegsos faradaicos, pois,
sdo realizados seguindo a lei de Faraday, em queagdo quimica €&
proporcional a corrente. Na corrente ndo faradadiembém chamada de
capacitiva, esta corente ndo é proporcional a cwramgio da amostra e,

portanto, ndo segue A lei estabelecida por Fara8ad.ocorréncia se deve ao
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acumulo de elétrons na superficie do eletrodo, atando a carga da dupla
camada elétrica (HOLLER; SKOOG; CROUCH, 2009; PACKEet al., 2013)

A voltametria é controlada por trés processos alesferéncia de massa
gue sao a migracdo (atracdo ou repulséo entrepésies ibnicas presentes na
solucéo e o eletrodo de trabalho), a conveccao i(nemtacdo das espécies
causada por uma perturbacao no sistema) e a difosAidmentacdo espontanea
da espécie quimica). Em geral, para os procesdt@méiricos, € necessaria a
eliminacdo da migracdo e da convecg¢do, sendo ceppdmprocesso eliminado
por meio da adicdo de eletrélito de suporte cenevezais concentrado que a
amostra e 0 segundo, retirando-se a agitacao, migixa solucdo em repouso.
Dessa forma, o0s processos de transporte de mass® sealizados
exclusivamente por meio da difuséo, salvo casogueo processo é controlado
por adsor¢cdo, sendo este o0 quarto tipo de conttelenassa para sistemas
voltamétricos (BARD; FAULKNER, 2001; WANG, 2006).

Em relacao a instrumentacao, séo utilizados um
potenciostato/galvanostato (Figura 3a), respongaefal aplicacdo do potencial
externo e uma célula eletroquimica de capacidadaved com um sistema de
trés eletrodos (Figura 3b) que sado: trabalho (nal gqu potencial varia
linearmente com o tempo), auxiliar (realiza o tpame de corrente entre o
potenciostato e o eletrodo de trabalho) e refeaéf@n que o potencial ndo se
altera durante o processo eletroquimico). Paraatartrento dos dados, é
utilizado um microcomputador interfaceado por uwgpama especifico para as
analises voltamétricas (Figura 3c) (HOLLER; SKO@ROUCH, 2009).
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Figura 3 Sistema eletroquimico contendo um bipatsteato/galvanostato (a),
célula eletroquimica com arranjo de trés eletrottabalho, auxiliar ou
contra-eletrodo e referéncia (b) e um microcomprtéc)

As técnicas voltamétricas podem ser divididasmadalidades ciclica,
varredura linear, pulso diferencial e onda quadrada

3.5.1 Voltametria ciclica

Esta modalidade permite que o analista adquiraritdgdes qualitativas
sobre a amostra, ou seja, permite analisar asaeagétroquimicas envolvidas
durante a aplicacao do potencial. Ainda é possivleta de mais informacgdes
sobre a amostra, como 0s parametros termodinandiegsrocessos redox, a
cinética de reacbes heterogéneas de transferédeiaslétrons, as reacfes
guimicas acopladas ou os processos adsortivos (WA936; PACHECO et
al., 2013).

Os parametros utilizados como variaveis desta hdadke incluem a
intensidade de corrente de picg),(k velocidade de varredura de potenaigle(
os potenciais de pico {E Com estas variaveis & possivel identificar os
processos eletroquimicos e utiliza-los como cotede diagndsticos de diversos
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processos que ocorrem ha interface eletrodo-sol(Ba&RD; FAULKNER,
2001).

A voltametria ciclica consiste em realizar a vdure linear de potencial
de um eletrodo de trabalho estacionario, utilizandwa forma triangular de
potencial, ou seja, inicialmente, o potencial écaplo com um valor em que
nenhuma reducdo ocorre e, entdo, utilizando-seadagd@o de potencial para
regibes mais negativas, (regifes catddicas) oarreducdo da amostra em
analise. Em seguida, ocorre a varredura em seintiéoso, até o valor inicial do
potencial programado, indo para regides mais pasit{regides anddicas), nas
guais ocorrera a oxidacdo do composto em analigerma de excitacdo pode
ser observada na Figura 4 (WANG, 2006; PACHEC@Igt2013).

= Ciclo 1 ==f= Ciclo 2 =]

E Varredura direta

incia
Varredura reversa

t

Figura 4 Forma triangular de excitacdo, varrederaatencial E com tempo t na
forma de um ciclo em voltametria ciclica

3.5.2 Voltametria de varredura linear

Nesta modalidade, o potencial aplicado varia limegite com o tempo.
Sua forma de excitac@o de sinal é constante erlitealo apenas a velocidade
de varredura como parametro do processo eletrocuiirii forma de excitagcéo

dessa modalidade pode ser observada na Figura BIGV2006; PACHECO et
al., 2013).
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m

Funcdo de excitacdo i Funcdo resposta
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t

Figura 5 Forma linear da aplicacdo do potenciabi tempo t e 0 padrdo de
resposta obtida em voltametria de varredura linear

3.5.3.1 Voltametria de pulso diferencial

Nesta modalidade voltamétrica, pulso diferendiP¥), sdo aplicados
pulsos de amplitude fixos, 0s quais se sobrepdamrma rampa crescente de
potencial aplicado no eletrodo de trabalho (WAN®QP®&. Dessa forma, é
possivel realizar duas medidas da corrente, semqiongira antes da aplicacao
do pulso e a segunda, no final da aplicacdo doopl#sr meio do sistema
operacional que compde a instrumentagcdo analiticarimeira medicdo é
subtraida da segunda, gerando a diferenca entrasntes. Esta, por sua vez, é
construida em funcdo do potencial aplicado. A fordea excitacdo dessa
modalidade estd evidenciada na Figura 6 (KOUNAVHS97; BRETT;
BRETT, 1996).
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Figura 6 Forma de excitacdo em pulso de aplicaggmtencial E em funcao do
tempo t e 0 padrdo de resposta gaussiano em vadiande pulso
diferencial

O voltamograma tem um perfil caracteristico, repntado por uma
gaussiana, em que, ao realizar a medicao de saaéngossivel relaciona-la
diretamente com a concentracdo do analito. Estadaed realizada para a
corre¢do da corrente capacitiva, devido a formaplieacdo do pulso, que faz
com que a corrente capacitiva diminua exponenciaiene a corrente faradaica,
linearmente. Dessa forma, é possivel realizar rairgdicdo da contribuicdo da
corrente residual (PACHECO et al., 2013).

A voltametria de pulso diferencial é extremamentdizada para
experimentos de analises de tracos em amostraqicagae inorganicas
(WANG, 2006).

3.5.3.2 Voltametria de onda quadrada

A voltametria de onda quadrada (SWV) foi desendalvpor Barker e
colaboradores, por volta de 1952. Esta técnicauti® iem muitas semelhancas
com a modalidade pulso diferencial, citada anteremte (BRETT; BRETT,
1996). Nestamodalidade, uma onda quadrada simétrica de amglgalreposta
a uma rampa de potencial na forma de escada, edaracdla pela amplitude,
largura e periodo, é aplicada ao eletrodo de tnabgbOUZA; MACHADO;
AVACA, 2003).
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A corrente é amostrada duas vezes, uma ao finplildo direto e outra
ao final do pulso reverso, em que a direcdo doopélsontraria a dire¢do da
varredura, minimizando a contribuicdo da corremteacitiva sobre a corrente
total medida. O voltamograma resultante consistdifd@enca entre estas duas
correntesversusa rampa de potencial aplicado (PACHECO et al..320Ma
Figura 7 estéo representados a forma de excitag&mdl e o pico resultante do

processo voltamétrico da modalidade onda quadrada.

Resultante

\, direta

X

Corrente

reversa

Tempo Potencial

Figura 7 Forma de excitagdo em pulso de aplicaggmtencial E em fungéo do
tempo t e 0 padrdo de resposta em voltametria die gmadrada

3.6 Andlise residual de anestésicos utilizando mélms eletroanaliticos

As técnicas usualmente utilizadas para a anal@dua de anestésicos
em peixes sao as cromatograficas (STEHLY; MEINERGIYGERICH, 1998;
STEHLY; MEINERTZ; GINGERICH, 2000, STEHLY et al., 995;
MEINERTZ et al.,, 1999; MEINERTZ et al, 2006, KILBE ALLAN;
KEARNY, 2004; MEINERTZ; SCHREIER, 2009, KIESSLING al., 2009;
SCHERPENISSE; BERGWERFF, 2007). Nao foram encoasiada literatura,
trabalhos com o anestésico tricaina utilizand@asitas eletroquimicas, porém,
foram encontrados alguns estudos para a determirgeg&utros anestésicos,

tanto na matriz peixe quanto em outras matrizes.
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Melles et al(2013) estudaram a avaliacdo quimica do metaboldamno
pele de animais, investigando a presenca de eugdrsokugenol, utilizando a
técnica amperométrica, e compararam com a técn@d$E. Foi utilizado
eletrodo de diamante dopado com boro como eletledwabalho e eletrodo de
Pd/H, como eletrodo de referéncia. Os autores mostrap@nos espectros de
massa dos compostos eugenol e isoeugenol sdo giea@s a oxidacao
eletroquimica, formando produtos secundéarios poionda dimetilagdo dos
anestésicos.

A determinagdo de benzocaina e butacaina em Umimaana foi
realizada por Reddy, Balaji e Reddy (2006), por ameia voltametria
redissolucdo anddica na modalidade pulso difererdeste estudo foi utilizado
eletrodo de carbono vitreo modificado com nafiofet(edo de trabalho),
Ag/AgCI (eletrodo de referéncia) e platina (eletralxiliar), e o eletrélito de
suporte usado foi solugéio tamp&o Britton Robins64 énol L, em pH de 1 e
2. A amplitude de pulso otimizada foi de 50 mV;edoeidade de varredura, de
10 mV $' e o potencial e o tempo de acumulacdo, de -0,2 ¥1@ s,
respectivamente. A benzocaina apresentou um paitelecpico em +1,03 V. O
método desenvolvido apresentou limites de deteded®40 x 18 mol L™ e de
quantificacdo de 7,97 x £anol L, com coeficiente de correlacdo de 0,9977. A
recuperacdo do método foi de 97%, demonstrandiciérefia da metodologia
utilizada.

Arteaga et al. (2012) compararam o0s resultados atleidade
antioxidante dos compostos fendlicos timol, 4-hesibrcinol, cinamaldeido,
sesamol, salilaldeido, carvacrol, acido galicojdBédxicumarina e eugenol, por
meio da técnica de voltametria ciclica. Como eliétrode suporte foram
utilizadas as solugdes de &cido acético e acidorios 0,1 mol L e as solugdes
estoque dos compostos fendlicos foram preparadastamol, na concentracao

de 5,00 x 13 mol L. Os eletrodos utilizados foram carbono vitreob@tho),
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Ag/AgCI (referéncia) e fio de platina (auxiliar). fibtencial de pico anddico
para o eugenol foi de 411 mV, em pH 7 e velocidielgarredura de 100 mV s
! Os autores verificaram que existe boa correlagfi@ as técnicas, permitindo
0 uso da voltametria ciclica para a determinacéatidmlade antioxidante.

Para o mentol, Law (1912) investigou a reducdaldeidos e cetonas
em catodo de chumbo. Neste trabalho foi apenasdesada a oxidacdo de
mentol & mentona em solugéo etandlica em meio &eitfidrico e hidroxido de
saédio.

Visto a auséncia de trabalhos para a determindeanicaina residual
em peixes, a presente pesquisa representa umiuomdo para a investigacdo
do comportamento deste composto utilizando técrmitsoquimicas, sendo um

importante instrumento para a quantificacao ers fi& pescado.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Reagentes e solucdes

Todos os reagentes empregados para as analisesdergrau analitico
de pureza (P.A.)). Utilizaram-se tricaina (Sigmasithl, P.A.)) e, como
eletrdlitos suportes, KCI (Merck, 99,5%), LiCl (P,A/etec), NaSO, (Sigma-
Aldrich, P.A.) e tamp&ao Britton-Robinson (B-R). Badas solu¢des, bem como
aquelas utilizadas como eletrélito suporte, forapparadas com agua tipo I. A
solucdo padrao de tricaina e as amostras empregasasexperimentos
voltamétricos foram diluidas com o eletrolito deate apropriado.

As solucBes de eletrdlito de suporte foram preeragn meio aquoso
em uma concentracdo de 0,5 mdl ém agua tipo I. Todas as solucdes foram
preparadas a temperatura ambiente e armazenadzasem de vidro &mbar, a
temperatura de 4 °C.

A solucdo estoque de tricaina foi preparada em nagjooso, na
concentracdo de 1,00 x 1@nol L™ em &gua tipo I, sendo preparada sempre no
mesmo dia de utilizacdo. Para a leitura voltamgtrdicmL da solucdo de tricaina
foi diluido em 25 mL de solucdo de KCI 0,5 mol.L

4.2 Estudos voltamétricos
4.2.1 Comportamento eletroquimico da tricaina por gltametria ciclica
A tricaina foi estudada utilizando-se a técnicavoleametria ciclica em

uma janela de potencial de -1,2 a 2,0v¥Ag|AgCl (KCls). Realizou-se o
estudo de varreduras sucessivas, a fim de averigpercesso que ocorre sobre
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a superficie do eletrodo de trabalho. Para issoanfofeitos 10 ciclos
ininterruptos, sem o polimento manual da superficieletrodo.

Foi realizado o estudo da interferéncia da vebmdde varredura de
potencial no intervalo de 5 a 400 mV, sa fim de verificar o processo de
transferéncia de massa que ocorre na superfiagéetodo.

Realizou-se a variagdo da velocidade de varreciom a limpeza
manual (polimento metalografico com alumina), entsxla velocidade de

varredura analisada.

4.2.2 Estudo do transporte de massa

Este procedimento foi realizado a fim de averigsmro processo de
transferéncia de massa entre a solucdo de trieadreletrodo de trabalho ocorre
por difusdo ou adsorgdo. Para isso, o eletrodoat®lho foi imerso em uma
célula eletroquimica de capacidade de 25 mL, paniitos, contendo solucao
de KCI 0,5 mol [* e adicionou-se 1 mL de solucéo de tricaina (3,85%mol
L. Em seguida, foi realizada uma leitura eletrodeérma modalidade pulso
diferencial.

4.2.3 Otimizacao dos parametros da voltametria deavredura linear

Para otimizar a modalidade voltamétrica varredumaatr (LSV), o
parametro velocidade de varreduwa foi analisado no intervalo de 5 a 500 mV
s™. A velocidade de varredura considerada otimizailaduela que apresentou a
maior intensidade de corrente de pico anodigd €la menor largura de pico a

meia altura (wy).
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4.2.4 Otimizacao dos parametros de pulso diferendia

Para otimizar a modalidade voltamétrica de pulgereincial (DPV), os
pardmetros foram tratados de forma univariada. @@ npetros otimizados
foram: velocidade de varredung (o intervalo de 2 a 300 mV# samplitude de
pulso (A,) no intervalo de 5 a 300 mV* stempo de pulso ftno intervalo de 2 a
70 ms e incremento de varredurg) (ho intervalo de 1 a 50V. Foram
considerados para cada otimizagéo a relacag, den,, sendo desejado para o
primeiro a maior corrente possivel e, para 0 seguadnenor largura possivel.
A otimizacdo foi realizada para ambos os picos dilagdo da tricaina

encontrados na voltametria ciclica.
4.2.5 Otimizacao dos parametros de onda quadrada

Os parametros otimizados da modalidade voltanaétiiconda quadrada
(SWV) foram tratados também de forma univariadap@é&metros otimizados
foram: amplitude de pulso gAno intervalo de 5 a 150 mV* sfrequéncia (f) no
intervalo de 5 a 150 Hz e incremento de varredigjan¢ intervalo de 1 a 20V.
Os dados considerados para cada otimizacdo forasmdqu )., € Wi
apresentassem a maior corrente e menor largurdvpbsgspectivamente. A
otimizacdo foi realizada para ambos os picos dedag@o da tricaina

encontrados na voltametria ciclica.
4.2.6 Estudo de pré-concentracao

Foi realizado um estudo de pré-concentracdo pargraresso
eletroquimico da tricaina. O estudo foi conduzide frma univariada,
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utilizando-se a modalidade pulso diferencial, era qg pardmetros estudados
foram o potencial de depdsitogfEe o tempo de depésitq)(tO E; foi variado

de +1,8V até -1,2V e q ho intervalo de 30 a 240 segundos. Para a otidigac
foram considerados favoraveis @ €0 § que apresentassem maior corrente e
menor largura possivel. A otimizacdo foi realizgima ambos os picos de

oxidacao da tricaina encontrados na voltametriecaic

4.2.7 Curva analitica

A construcdo da curva analitica foi realizada neéacia da matriz filé
de peixe, em eletrélito de suporte KCI 0,5 md| Em concentracdes diferentes
de tricaina (20 a 90 pumol*). Foi utilizada uma regress&o linear, por meio de
uma equacdo de reta para a analise da variagdg,denm funcéo da

concentracao de tricaina.

4.3 Andlise da tricaina em extratos de filé de peix

4.3.1 Reagentes e solu¢bes

Todos os reagentes utilizados para as andlisesn fal@ alto grau
analitico de pureza (P.A.). No presente trabalbbyfilizada tricaina (Sigma-
Aldrich, P.A.) e, como eletrélito de suporte, engme-se KCI (Merck, 99,5%).
As soluc@es foram preparadas com agua tipo |. #céol padrédo de tricaina e as
amostras empregadas nos experimentos voltamétibicam diluidas com o
eletrdlito de suporte apropriado.

As solucBes de eletrdlito de suporte foram preeragn meio aquoso
em uma concentracéo de 0,5 mdlém agua tipo |, & temperatura ambiente. A

solucdo estoque de tricaina foi preparada em nwiosa, & concentragdo de



42

1,00 x 10" mol L™ em &gua tipo |, sendo preparada sempre no mesmedia
utilizacao.

Foram utilizadas duas solugdes extratoras, a panteintendo apenas
acetonitrila (Sigma-Aldrich, Grau HPLC) e a segundma solucdo contendo
metanol (Sigma-Aldrich, Grau HPLC) e solucéo tamitdiivaine (pH 4,4), na
propor¢do de 50:50 v/v. A solucdo tampédo Mclllvafoe preparada com a
adicado de 1,18 g de acido citrico monoidratadonf&ig\ldrich, P.A)) e 1,16 g
de fosfato dissédico dibéasico di-idratado (Sigmdrigh, P.A.), em 100 mL de
agua tipo 1.

4.3.2 Obtencé&o dos extratos

Foram utilizados filés de peixe de tilapia-do-nil@reochromis
niloticus) como matrizes para a amostragem e a quantificdedwicaina, os
quais foram fornecidos pelo Laboratério de Metamb de Peixes,
Departamento de Zootecnia, Setor de Pisciculturémigersidade Federal de
Lavras.

Os filés de peixe foram macerados e testaram-sameiodos adaptados
para a extracdo da tricaina, sendo o primeiro toppor Scherpenisse e
Bergwerff (2007) e o segundo, por Meinertz et 2006; 2009), definidos como
método | e método Il. Assim, para a escolha do deétfoi considerado aquele
gue apresentasse maior sensibilidade na adicaadiaqde tricaina na matriz.

O método | consistiu na utilizacdo de 5 g do filgcarado, colocado em
um recipiente de vidro e adicionou-se sobre offiaL de solucéo de tricaina
(1,00 x 10" mol L"), deixando em repouso por 10 minutos. Em seguida,
adicionaram-se ao filé 5 mL de solucdo extratorantendo 50:50 v/v
metanol:tampéo Mclllvaine pH 4,4) e com o auxil® dim agitador mecanico

(Quimis - 2501) equipado com péas (4 cm didmetrs)e Extrato foi agitado por
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5 minutos e, depois, centrifugado, a 3.400 rpm,5orinutos. O sobrenadante
foi retirado e armazenado em frasco de vidro dralseaservado para a andlise, a
4 °C. Este procedimento foi repetido por mais diexes para assegurar que
toda a solucao de tricaina fosse extraida do dilpaixe.

O método Il foi realizado utilizando-se 5 g de fildacerado,
acondicionado em tubos com volume de 50 mL de furfitico com tampa
rosqueada. Adicionou-se ao filé 1 mL de solucétridaina (1,00 x 176mol L
Y, deixando-se em repouso por 10 minutos. Pardragéo, adicionaram-se aos
filts 5 mL de acetonitrila. Este extrato foi agdagdm um Vortex Mixer
(Vixar®), por 5 minutos e centrifugou-se, a 3.400 rpm, Pominutos. O
sobrenadante foi retirado e armazenado em frase@deambar e reservado, a
4 °C, para a andlise. O procedimento foi repetido rpais duas vezes, para

assegurar que toda a solucao de tricaina fosssdalo filé do peixe.

4.3.3 Analise de interferentes na matriz

Foi estudado o efeito da matriz no extrato dodéépeixe pelos métodos
de extracdo | e Il, com auséncia do anestésicaiac Em uma célula
eletroquimica foram adicionados 25 mL de KCI 0,9 tibe 1 mL do extrato
obtido pelo método |, e realizou-se a medida vodtaice, utilizando-se a
modalidade pulso diferencial. O mesmo procedimeptorealizado para o
extrato obtido pelo método II.

Foi realizado também o estudo da sensibilidade sedetividade dos
métodos de extracdo | e Il na matriz peixe. Fordmi@nados 25 mL de KCI
0,5 mol L* e 1 mL do extrato obtido pelo método | na céllrequimica, e
construiu-se uma curva analitica com a adicdo fdzedites concentracdes de
tricaina (8x10; 9x10% 1x10% 3x10*% 5x10*% 7x10* e 9x10' mol LY. O
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mesmo procedimento foi realizado para o extratédobpelo método Il e as

medidas voltamétricas foram obtidas pela modaligadiso diferencial.
4.2.4 Quantificagdo da tricaina utilizando voltameta de pulso diferencial

Para a quantificacdo da tricaina utilizando voltametria g@elso
diferencial foram utilizados os seguintes paransetro= 50 mV &, A, = 125
mV s?, t, =2 ms edJ= 20 V, em uma janela de potencial de -1,2 a 25V
Ag|AgCI (KClsgy.

4.2.5 Ensaios de recuperacao

Para os ensaios de recuperacao foi realizadaificgyfio de 5 g de filé
de peixe com a adi¢c&o de 200, 300 e 500 uL ddrtadd x 10 mol LY, a qual
foi submetida a extracdo pelos métodos | e Il. Rgnantir a eficiéncia do
método foi necessario que a recuperacdo apresentass relacdo entre a
concentracdo padrdo e a concentracdo fortificadstudBs estatisticos
determinam que a recuperacao é eficiente quandteovalo obtido esta entre
70% a 120%, conforme a Equacéo 1 (HARRIS, 2008).

concentracio medida
-~ X
concentracio esperada

% Recuperacio = 100

(Equacao 1)
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4.3 Instrumentacgao eletroquimica

As medidas voltamétricas foram realizadas utilivase um
bipotenciostato/galvanostato pStat 400 (Metrohms&lab) interfaceado pelo
software DropSens versdo 4.6. Foi utilizada umalaétletroquimica de 100
mL com arranjo de trés eletrodos, sendo um eletdedwabalho, carbono vitreo
com area geométrica de 0,034 cm2, um eletrodoiauxi¢ fio de platina e um
eletrodo de referéncia Ag|AgCl (KGJ. Foi realizado polimento da superficie
do eletrodo antes de cada medida eletroquimicac@ma de 3 minutos, em
feltro metalogréfico, contendo suspenséo de alumoma granulometria de 0,3
um. Antes de cada andlise, foi realizada a remagéoxigénio eletroativo,
dissolvido no eletrélito de suporte, utilizandos@assagem de gas nitrogénio

por 5 minutos.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Estudo do eletrélito de suporte

A funcéo do eletrélito de suporte é evitar quer@@®m processo de
migracdo, ou seja, a formacgdo de um campo elénte a solucéo e o eletrodo
de trabalho. Para isso, durante a andlise volt@magtatiliza-se uma solucéo
ibnica pelo menos cem vezes mais concentrada spieigdo em estudo.

Como eletrélito de suporte foram realizados estuclim o0s reagentes
sulfato de sédio, cloreto de litio, solucdo tampditton-Robinson (pH = 7) e

cloreto de potassio. As respostas voltamétricasmpagkr observadas na Tabela 1.

Tabela 1 Resposta voltamétrica da tricaina emetifes eletrolitos de suporte
Eletrdlito de suporte Resposta voltamétrica

Sulfato de sédio Resposta na oxidacao
Sem resposta na DPV

Cloreto de litio Resposta na oxidacéo
Baixa resposta na DPV

Cloreto de potéassio Resposta na oxidacao

Tampao Britton-Robinson Resposta na oxidagéo

O eletrélito de suporte tampéo Britton-Robinsam @oreto de potassio
apresentaram boa resposta na oxidacdo dos picégcdma, em ambas as
modalidades, CV e DPV. Contudo, a escolha do ditetrde suporte foi em
referéncia aos custos comerciais e a possibiliddeleampliacdo da janela
voltamétrica para a analise de tricaina. Assinpnesente trabalho, foi utilizado

o cloreto de potassio como eletrélito de suporesoncentracdo de 0,5 mot.L
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5.2 Comportamento eletroquimico da tricaina

Foi estudado o comportamento eletroquimico daitri utilizando-se a
modalidade CV sobre o eletrodo de carbono vitreBE)z O composto foi
analisado no intervalo de -1,2 a 2,08 Ag|AgCI (KClsy), em solucdo de
eletrdlito de suporte KCI 0,5 mol'L

Foi utilizado o eletrodo de carbono vitreo (elétrale trabalho), por ser
de baixo custo comercial, e possivel recuperac@uplerficie. Este eletrodo foi
empregado em todas as andlises voltamétricas dentectrabalho.

Na Figura 8 é possivel observar dois picos anédioom potenciais de
0,8 V (pico I) e 1,3 V (pico Il), na de 60 mV 8. Por meio do voltamograma
foi possivel visualizar que ocorrem dois procesdesoxidagdo, ndo sendo

observado nenhum pico na varredura catédica.
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Figura 8 Voltamogramas ciclicos de solucéo de fma43,85 x 18 mol LY
em KCI 0,5 mol [ sobre eletrodo de carbono vitreos 60 mV s

Foi estudada a influéncia de varreduras sucesdivgmtencial durante
10 ciclos ininterruptos, sem a limpeza mecanicaldtrodo de trabalho,\ade
100 mV s,

Na Figura 9 observa-se uma diminuicdo da intedsidia corrente de
ambos os picos a partir do segundo até o décinm aécvarredura. Observa-se
uma queda de 100% de corrente entre a primeirsegunda leitura, para o pico
| e 96% para o pico Il.
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Lpa (HA)

Epa (V)

Figura 9 Voltamogramas ciclicos da solucéo deitricé3,85 x 10 mol L) em
KCI 0,5 mol L'm, durante a varredura sucessiva de potencialntiura
dez ciclosy = 60 mV &

Com este estudo foi possivel salientar a necelsidia limpeza
mecéanica antes de cada leitura voltamétrica, parangr 100% depl Além
disso, esta queda de corrente entre os ciclos d#raogue 0 processo de
transporte de massa é por meio da difusdo e nawcadsque, ao contrario,
haveria um aumento crescente da corrente de pisidalas espécies ibnicas

adsorvidas.
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5.2.1 Influéncia da velocidade de varredura de poteial usando voltametria

ciclica

Com este estudo foi possivel obter informacbesedatdo ao analito,
como seu mecanismo de transporte de massa, mecadsprocesso redox e
reversibilidade do sistema. Na Figura 10 apreseswmnos voltamogramas
obtidos para a analise da tricaina em KCI 0,5 miplem diferentes velocidades

de varreduras para ambos 0s picos.

KCL
5mVs-1
20mVs-1
40 mVs-1
60 mVs-1
80 mVs-1
100 mV s-1
150 mV s-1
200 mV s-1
300 mVs-1
400 mV s-1

150 |

Lpa (A)

1.0 0.5 0.0 05 10 15 2.0
Potential (V)

Epa (V)



51

Figura 10 Voltamogramas da solucdo de tricaina5(38L0° mol L") em

KCI 0,5 mol L' para diferentew (5 a 400 mV 3), utilizando
voltametria ciclica

Foi possivel observar o aumento gaelw, em funcéo da para o pico .
Ja para o pico Il, o comportamento em funcéo fta variavel. Nos Gréficos 1 e 2

observa-se a variagao ¢ad w, em funcéo da do pico | e do pico II.
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Gréfico 1 Variacédo dede w, de uma solugdo de tricaina (3,85 % 1ol LY
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pico |, usando a voltametria ciclica
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Grafico 2 Variacdo dgde wy, de uma solugéo de tricaina (3,85 X 100l L™
em KCI 0,5 mol [, em funcg&o de diferentes(5 a 400 mV $) para o
pico Il, usando a voltametria ciclica

Durante todo o processo de avaliacdo dos parésnetropico |
demonstrou maior estabilidade de corrente que o flico que pode ser
atribuido a estrutura quimica da tricaina (Figucy 2m que 0 grupamento
metanossulfonado ndo se encontra ligado diretamé&ntaolécula, estando
apenas solvatado. Assim, é possivel prever quapkear o potencial externo,
este grupamento sofre uma oxidagéo (pico Il) eestigh temporariamente da
molécula. Extinguindo-se o potencial aplicado, estéa a solvatar a molécula
da tricaina.

Os melhores resultados obtidos para ambos os facoav de 60 mV
s*, por apresentar melhor relagio entrg, & lm,;em fungdo da. Nos Gréficos

3 e 4 estdo demonstradas as relacdes ggmtra\v”z do pico | e do pico Il.

120
100 /
80

60 /
/'\ S

v 1/2 (mV s'l)

Ipa (HA)
N\

12

Grafico 3 Variagdo de,d de uma solugéo de tricaina (3,85 X’ ¥fol L) em
KCI 0,5 mol L*, em funcédo da™? para o pico I, usando voltametria
ciclica
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Grafico 4 Variagio de,d de uma solugdo de tricaina (3,85 X 1ol L") em
KCI 0,5 mol L%, em funcéo da'? para o pico Il, usando voltametria
ciclica

Para o pico | foi possivel observar que, apesanader uma pequena
variagdo nas primeiras l,, tendeu a uma relacgéo linear com'a Para o pico
I ndo foi possivel definir esta relacdo, visto geste se apresentou
completamente instavel.

Considerando que o pico | é o principal do prozesdtamétrico, foi
possivel descrever que o0 processo de transporteadea que ocorre entre a
solucdo e a superficie do eletrodo € o controle difusdo (BARD;
FAULKNER, 2001).

Outro estudo importante foi a relagégamlm) em funcdo dav. Nos
Gréficos 5 e 6 demonstra-se 0 comportamento dg&wlde tricaina (3,85 x £0
mol L™).
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Gréfico 5 Variagio dedv'? de uma solugao de tricaina (3,85 X bl L) em

KCI 0,5 mol L, em funcéo de diferentespara o pico |
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Gréfico 6 Variagdo dedv'? de uma solugao de tricaina (3,85 £ biol L) em

KCI 0,5 mol L, em funcéo de diferentespara o pico Il

Desconsiderando as primeiras velocidades de waggdmbos 0s picos

apresentam uma relacdo que tende a linearidaden&edNicholson e Shain

(1964), para relagdes lineares ge

processo ocorre de forma irreversivel.

1‘2

em funcaov foi possivel salientar que o

Esta infgéoa valida que o

comportamento voltamétrico da tricaina ocorre estegamente por oxidagao,
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com a presenca de dois picos anddicos. Ainda fesigel afirmar que o
processo eletrogquimico irreversivel ocorre por @eag¢ quimicas sem

complicacdes cinéticas, controlado por um procdgasional.

5.2.2 Processo de transporte de massa da tricaina

Adicionalmente, foi realizado um estudo especifigara definir o
processo de transporte de massa que ocorre conicands durante o
experimento voltamétrico. Este estudo foi realizddwido a instabilidade do
pico I, visto que todas as outras informacdes sgradas até o momento
sugerem que o processo de transporte de massa dediorma difusional.

A leitura eletroquimica foi realizada apds 40 niisude imersdo do
eletrodo de carbono vitreo em uma solucao de mdcaia concentracéo de 3,85
x 10° mol L. N&o foi observado pico na varredura anddica,icoahdo que o
processo de transporte de massa ocorre inteirardenterma difusional. Se o
transporte fosse por adsorcdo, os resultados cads seriam completamente
inversos, apresentando picos com intensidade criesde corrente em funcéo
do tempo de imersao do eletrodo de trabalho na&olde tricaina. Na Figura
11 observam-se os voltamogramas obtidos da soldgdtricaina com este
estudo para o pico | e para o pico Il. Na Tabetn@ontra-se um resumo dos

principais parametros voltamétricos analisadogatido CV.
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Leitura Tricaina DPY

Teste Imersao 40 minutos
KCl

Ipa (LA)

-100 |

-10 05 0.0 05 10 15 20
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Figura 11 Voltamogramas iia imvuanuaue DPV para itarde de tricaina

(3,85 x 10° mol L") em KCI 0,5 mol [}, sem o tempo de imers&o e
com 40 minutos de imersao
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Tabela 2 Principais parametros voltamétricos daapdo dos picos | e Il na
modalidade ciclica

Pico v Ep I, |EoEpl ARG
mV s Vv HA mV HA/ mV s/s?

5 0,84 23,82 0,05 10,65
10 0,86 43,55 0,07 13,77
20 0,80 6,638 0,07 1,484
30 0,82 9,257 0,06 1,690
40 0,82 11,52 0,06 1,821

| 50 0,84 14,43 0,07 2,041
60 0,84 18,15 0,07 2,343
70 0,84 20,72 0,07 2,477
80 0,84 20,72 0,06 2,317
90 0,84 25,55 0,06 2,693
100 0,86 30,27 0,08 3,027
150 0,88 42,86 0,08 3,500
200 0,88 55,75 0,08 3,942
250 0,89 66,19 0,08 4,186
300 1,00 76,44 0,08 4,413
400 1,02 103,04 0,09 5,152
5 1,32 18,33 0,05 8,198
10 1,34 24,42 0,06 7,724
20 1,30 7,809 0,05 1,746
30 1,30 9,429 0,05 1,721
40 1,32 12,78 0,06 2,021

I 50 1,32 12,79 0,06 1,809
60 1,32 15,26 0,06 1,970
70 1,32 17,75 0,06 2,121
80 1,32 18,53 0,05 2,072
90 1,32 19,50 0,05 2,056
100 1,33 18,94 0,06 1,894
150 1,34 18,77 0,07 1,532
200 1,35 21,56 0,07 1,524
250 1,36 16,41 0,08 1,038
300 1,36 14,89 0,09 0,859

400 1,36 8,32 0,09 0,416
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E possivel observar, na Tabela 2, que, nas veldesdde varredura de
300 e 400 mV § ocorreu um deslocamento dos potenciais de oxidpe#a
valores mais positivos do pico I. J& para o pigadlo ocorre mudanca nestes
potenciais. Ainda foi possivel observar, para @ pjcuma variacdo na relacao
I/ v * durante as primeiras velocidades de varredurtgbiézando-se
posteriormente com o aumento proporcional & para o pico I, ndo ocorre a
estabilizacdo desta relacdo, mantendo-se variawednte todo o intervalo
analisado. Ainda é possivel salientar uma variatgia0,02 V, que ocorre em
E;-Ep, demonstrando um deslocamento de potenciais a atftaia, ou seja, o
aumento de vy afeta o potencial de oxidag&o do pico | e picaldéislocando-o
para potenciais mais positivos ou mais negatives: e 60 mV 8 ocorre uma
estabilizacdo dos potencias de oxidagéo, além mseqtar boa relacdo dew
permitindo que a tricaina seja analisada em coragidgs mais baixas, sem
deslocamento do potencial ou perda efetivgdé\pesar de maior que 60 mV
s*apresentar valores maiores ggdm conseqiiéncia, apresenta valores maiores
de w..

Esta analise permitiu confirmar a instabilidade oo 1l durante o
processo eletrédico e, conforme ja mencionado ianegnte, isso se deve a
forma estrutural da molécula e ao tipo de ligacdoe grupamento
metanossulfonado. Ainda, ao analisar os dadogo&sivel salientar o processo
de transporte de massa, a irreversibilidade ders&se os mecanismos de reacdo
proposto, ja descritos anteriormente.

5.3 Mecanismo de oxidacgédo da tricaina
Foi proposto um mecanismo de reacdo para o proasssuaxidacdo

irreversivel da tricaina. Inicialmente, foi pos$iggeriguar que o grupamento
metanossulfonado libera um préton ao aplicar o ruidé externo, e este
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interage com o grupamento amina protonando-o, deram pico de oxidagéo
em 1,3 V (pico Il). Simultaneamente, ocorre a Bgéo dos ions cloreto
presentes na dissociacdo do cloreto de potassmmif©ecorre a desprotonacao
deste grupamento amina com a liberacdo de um prgemando um pico de
oxidacdo em 0,8 V (pico Il). Na Figura 12 mostraageroposta do mecanismo
de oxidacdo da tricaina (REDDY; BALAJI; REDDY, 2006.UND;
HAMMERICH, 2001).

T|j T I
I

HsC—CH;—O- ‘@71‘“ ) Ho—ﬁ;—CHg +  KCliag)
. Y 9

HC ﬁ) NH5CI~ C”)
3 —GHz—O—CUNchI st b
'|C|)
l
o
HjCCHgO—ﬂﬁNHQC| ¥ —o—ll,—c:Ha S g
i|)

Figura 12 Mecanismo de oxidac&o de uma solucédagéria 3,85x10 mol L™
em solucdo de KCI 0,5 mol . segundo os resultados experimentais
usando voltametria ciclica
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5.4 Voltametria de varredura linear
5.4.1 Influéncia da velocidade de varredura de poteial da tricaina

Na Figura 13 mostram-se os voltamogramas obtidoa p analise da

soluc&o de tricaina (3,85 x Aol L™) durante a variacio dena modalidade LSV.

K1

5mvs1
20mVs1
40mV sl
S0mVsl
B0 mV sl
BOmV sl
100 mV s
200 mV s-
300 mV s-
400 MV s-
500 mV s-

400 |-

i

Lol L s b

pa (HA)

-10 05 0.0 05 10 15 20

Epa (V)

Figura 13 Voltamogramas da solucdo de tricaina5(38L0° mol L") em

KCI 0,5 mol L* para diferentes (5 a 500 mV 3), utilizando a
modalidade LSV
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Para melhor compreensao dos resultados, foi eddstum grafico da
intensidade deyd e wy,, em fungéo dev para os picos | e Il, conforme os

Gréficos 7 e 8.
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Grafico 7 Variagao dgde wy, de uma solugéo de tricaina (3,85 < 100l L'l)
em KCI 0,5 mol [}, em funcdo da (5 a 500 mV 3), utilizando
LSV, para o pico |
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Gréfico 8 Variacédo dede wi, de uma solucéo de tricaina (3,85 X 1ol LY
em KCI 0,5 mol [}, em funcéio da (5 a 500 mV 3$), utilizando LSV,
para o pico Il
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Para o pico | foi possivel observar qug & w, aumentam
proporcionalmente com, chegando a uma intensidade de corrente maxima de
170 pA. Para o pico Il, o comportamento foi diféeerenquanto yw aumenta
proporcionalmente com, a L,foi até 90 mV § e, a partir de 100 mVsdecaiu.
Ao atingir as velocidades mais altas (300 a 500 si)/ ndo foi possivel
registrar a presenca do pico, sendo o Ultimo siido em 250 mV §
Também se observou um pequeno deslocamento deciabtem funcédo do
aumento da velocidade de varredura. A maior intleils de corrente de pico
obtida foi de 9uA e é importante ressaltar que @stante é, aproximadamente,
19 vezes menor que a corrente obtida para o pico .

Dessa forma, utilizou-se, como critério para aoksc da melhor
velocidade de varredura, aquela que apresentassghar relacéo entrg.le
Wi, OU Seja, maior altura e menor largura. Assimelacidade de 50 mV's
apresentou os melhores resultados, gpoel26 YA e w,de 19 YA, para o pico

| e l,,de 8 A e wpde 17 pA, para o pico Il.
5.5 Voltametria de pulso diferencial
5.5.1 Influéncia da velocidade de varredura

Nesta modalidade voltamétrica foram otimizadosvedocidade de
varreduray), a amplitude de pulso (A o tempo de pulsogfte o incremento de
varredura (J) de forma univariada. Para este estudo, manew@astante
Ajigual a 75mV §, t, igual a 10ms e,ligual a 5mV, A e variou-sev. Na
Figura 14 evidenciam-se 0s voltamogramas obtidosotiaggdo de tricaina (3,85
x 10° mol L") em KCI 0,5 mol L.
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Figura 14 Voltamogramas da solucdo de tricaina5(38L0° mol L") em
KCl 0,5 mol L* para diferente (5 a 300 mV 3), utilizando
voltametria pulso diferencial, Ap = 75 mV, 4, ms e } = 5 mV

A partir dos voltamogramas da Figura 14 foi podsiobservar a
presenca de dois picos anddicos com potenciaixidagdio de 0,8 V (pico I) e
1,3 V (pico ll)vs Ag|AgCI (KCly).

Analisando-se os resultados por meio da compardedg e w, em
funcdo dev foi possivel construir um grafico para ambos osofi como
mostrado nos Graficos 9 e 10.
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Grafico 9 Variagéo dgde wi, de uma solugéo de tricaina (3,85 X hdol L) em
funcdo dav (5 a 300 mV 3), utilizando DPV, para o pico |
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Grafico 10 Variagdo dgde wy, de uma solugéo de tricaina (3,85 < hool L'l)

em funcéo da (5 a 300 mV 3), utilizando DPV, para o pico ||

Para o pico | foi possivel observar qug €& wy, aumentam
proporcionalmente &, porém, ocorrem variagfes dg durante o estudo das
velocidades de varredura mais lentas e mais rapidsariacéo degh maxima
foi de 126 uA e w, foi de 92 pAnav de 200 mV'S

Para o pico Il, o comportamento apresentado figrelite do pico I.

Enquanto w., aumentou proporcionalmente com ao contrario, em yJ
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ocorreram variacdes que podem ser observadas ¢io dUm as primeirasg,
entre 30 e 50mV’% e, ainda, nas finais, ou seja,ph Ndo sofreu influéncia
proporcional ao aumento @e A variagdo degk maxima foi de 6,7 pHA e yy foi
de 15,3 A na de 60 mV &.

Ainda, para ambos os picos foi possivel observar pequeno
deslocamento de potencial,JEm fun¢éo do aumento de

Sendo assim, foram utilizados os valores,ge W, como critério para
a escolha da velocidade de varredura. Foi possévificar quev em 50 mV 8
apresentou os melhores resultados, ganglial a 120 pA e yp igual a 78 pA,
para o pico |. J& para o pico I, Foi 5 HA e wy, foi 17 pA. E importante

destacar que o pico | apresentgPt vezes maior que o pico Il.
5.5.2 Influéncia da amplitude de pulso
Para este estudo, manteve-se constaigaal a 50mV §, t, igual a

10ms e J igual a 5mV e variou-se A Na Figura 15 mostram-se 0s

voltamogramas obtidos.
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Figura 15 Voltamogramas da solucdo de tricaina5(%8L0° mol L") em
KCI 0,5 mol L* para diferentes A(5 a 300 mV S), utilizando
voltametria de pulso diferencial,=50 mV s', t, = 10ms eJ=5
mV

Na Figura 15 foi possivel observar a presencaai® micos anddicos
com potenciais de oxidacdo de 0,8 V (pico 1) e \1,8ico Il) vs Ag|AgCI
(KClsa). Nos Graficos 11 e 12 mostram-sgelw, funcéo da variagéo de,A
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Grafico 11 Variagdo dgde wy, de uma solugéo de tricaina (3,85 % ool L™
em KCI 0,5 mol L', em fung&o da variagdo dg (& a 300 mV 3),
utilizando DPV, para o pico |.
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Grafico 12 Variag&o dgJe wy, de uma solugdo de tricaina (3,85 X 8ol L™)
em KCI 0,5 mol [, em fung&o da variagio de ¢ a 300 mV )
utilizando DPV, para o pico Il

Para ambos os picos foi possivel observar gue v, aumentaram
proporcionalmente com APara pico | ocorreu, emy,Agual a 300mV's, uma

equena diminuicdo de ,,| porém, », continuou a aumentar
p
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proporcionalmente. J4 para o pico Il esta pequanagaio ocorreu nos valores
menores de A

A variacdo de k maxima foi de 151 pA e yy igual a 105 pA, na
amplitude de pulso de 125 mV},spara o pico |. Ja para o pico I, os valores
obtidos foram de 56 LA e 73 UA, respectivamentgmplitude de pulso de 300
mV s™.

Ainda é importante salientar que ocorre um desheceo E, tanto para
A, maxima como minima. Este deslocamento, para an®pgos, foi de +0,1V
vSAQ|AgCI (KClsy).

Dessa forma, foi utilizada, como critério de o#agédo de A a melhor
relacéo entrepd e wy,, e, ainda, observou-se, Aom menor variagdo dey,E
mantendo-se em 0,8 V, para o pico | e 1,3 V, parpico Il. Assim, o
comportamento voltamétrico da tricaina frente dagéo de A apresentou 0s
melhores resultados em 125 m¥, som ha de 151 pA e yy, de 105 pA, para o
pico I. Ja para o pico Il dfoi igual a 17 pHA e vy, de 27 pA.

5.5.3 Influéncia do tempo de pulso
Para este estudo, mantiveram-se constapt@ImV e os parametros

otimizados,v a 50mV & e A, a 125mV 8, variando apenas,.tOs

voltamogramas obtidos para este estudo podem senatalos na Figura 16.
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Figura 16 Voltamogramas da soucao ae tricaina5(38L0° mol L") em

Foi possivel observar a presenca de dois picadi@®com potenciais

L=5mV

KCI 0,5 mol L* para diferentes, {2 a 70 ms), utilizando voltametria
de pulso diferencialy =50 mv' s', A,=125mV &,

de oxidacdo de 0,8 V (pico I) e 1,3 V (pico U3 Ag|AgCl (KCka). Nos
Gréficos 13 e 14 mostram-sgé wi,, em fungéo da variagéo ge t
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Gréfico 13 Variacédo dgde wi, de uma solucéo de tricaina (3,85 % 1ol LY
em KCI 0,5 mol [, em fungdo do,t(2 a 70 ms), utilizando DPV,
para o pico |.
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Grafico 14 Variagdo dgde wy, de uma solugéo de tricaina (3,85 < hool L'l)
em KCI 0,5 mol [}, em fungdo do,t(2 a 70 ms) utilizando DPV,
para o pico Il

Para o pico |, é possivel observar, no Graficaqlig, p, € W, diminuem

proporcionalmente com o aumento glePara o pico Il € possivel observar que
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ocorrem variacdes durante todo o tempo de pulsadadd, porém, segue o
mesmo comportamento do pico |.

Para o pico |, a variagéo dg maxima foi de 391 pA ey foi de 230
HA em } igual a 2 ms. Para o pico Il, os valores obtidoarh de 17 pA e 26
HA, respectivamente, emigual a 10 ms.

Assim, a otimizagé@o do parametgddi realizada utilizando-se a melhor
relacdo de (L, e wy, em fungdo de ,t Foi possivel averiguar que o
comportamento voltamétrico da tricaina frente dagdio do f apresentou os
melhores resultados em 2 ms, cepde 391 pPA e . de 230 pA, para o pico |

e, para o pico Il, 15 pA e 22 PYA, respectivamente.
5.5.4 Influéncia do incremento de varredura
Para este estudo, mantiveram-se constantes@mgtaos otimizados,

a50mV §, A, a 125mV § e , a 2ms, variando apenas Os voltamogramas

obtidos podem ser observados na Figura 17.
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Figura 17 Voltamogramas di. ouiayae we tricaina5(3,8L0° mol L) em

KCI 0,5 mol L* para diferentes, (1 a 50V), utilizando DPW = 50
mvVs', A,=125mVSet=2ms

Foi possivel observar a presenca de dois picadi@®com potenciais
de oxidacéo de 0,8V (pico I) e 1,3V (picovh Ag|AgCI, (KCL,). Nos Graficos

15 e 16 mostram-sg,le Wy,, em fungéo da variagéo de |
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Grafico 16 Variagdo dgde wy, de uma solugéo de tricaina (3,85 < hool L'l)

em KCI 0,5 mol [}, em fungéo deyl(1 a 50 V) utilizando DPV,
para o pico Il

Para o pico I, € W, aumentam proporcionalmente com o aumento de
I, contudo, ao atingip Imaiores que 20 Vpde wy, diminuem. Para o pico |l foi
possivel observar que ocorrem variacdes durantedadtervalo do incremento

de varredura estudado, contudo, durante os poteimitais apresentam maior
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l. EmM consequéncia, 4 nos potenciais seguintes, diminui proporcional ao
aumento dey|

Para o pico |, a variagdo dg maxima foi de 580 pA e de 321 pA,
em |, de 20 V. J& para o pico ll, os valores obtidoarfode 96 pA e 61 PA,
respectivamente, emde 7 V.

Assim, a otimizacdo do pardmetro incremento deedara foi realizada
utilizando-se a melhor relagéo entgg @ wy,, em fungéo de,l Foi possivel
averiguar que o comportamento voltamétrico daitrtcapresentou os melhores
resultados em 20 V, comg.lde 580 pA e . de 321 pA, para o pico | e de
74pA e 51pA, para o pico .

5.5.5 Otimizagao de parametros da voltametria de pso diferencial

Apds a andlise univariada dos parametros estudémiopossivel
otimizar os parametros eletroquimicos utilizandmadalidade DPV. Assinmy
foi mantida em 50 mV'§ A, em 125 mV S, t, em 2 ms eylem 20 V e J, foi
igual a 580 pA e v igual a 321 pA, para o pico | e 74 pA e 51PA,

respectivamente, para o pico |l.
5.6 Voltametria de onda quadrada
5.6.1 Influéncia da amplitude de pulso

Na modalidade de onda quadrada (SWV) foram otideigaa amplitude
de pulso (4), a frequéncia (f) e o incremento de varredugh de forma
univariada. Sendo assim, para o estudo gdofam mantidos constantes os
valores de f eglem 10Hz e 5mV, respectivamente. Na Figura 18 mwsse o0s

voltamogramas obtidos.
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Figura 18 Voltamogramas da solucdo de tricaina5(38L0° mol L") em
KCI 0,5 mol L* para diferentes A(5 a 150 mV $), utilizando
voltametria de onda quadrada, f = 10Hz,& 5mV

Nos voltamogramas foi possivel observar a preselecalois picos
anddicos com potenciais de oxidagdo de 0,8 V (hiow 1,3 V (pico Il)vs
Ag|AgCI (KClsg), com deslocamento dg, ual a +0,1 V em Amenores que
50 mV e maiores que 125 mV, para o pico |. J& pagco Il ndo houve
deslocamento de,E

Os resultados podem ser analisados correlaciongnelov,, em fungéo
de A,, como mostrado nos Graficos 17 e 18.
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Gréfico 17 Variacdo dgde wy, de uma solugéo de tricaina (3,85 % 1ol LY
em KCI 0,5 mol [}, em fungéo de A(5 a 150 mV 3), utilizando
SWV, para o pico |
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Grafico 18 Variagdo dgde wy, de uma solugéo de tricaina (3,85 < hool L'l)
em KCI 0,5 mol [, em fungéo de A(5 a 150 mV 9), utilizando
SWV, para o pico I

Para ambos os picos foi possivel observar gue v, aumentaram
proporcionalmente ao aumento dg Rara o pico |, a variagdo dg indxima é
de 37 YA e w, é 40 pA, em Aigual a 150 mV. Para o pico Il, a variagao
maxima deJ, € de 24 pA e v € de 36 PA, em Agual a 150 mV.
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Dessa forma, observando-se os voltamogramas eb#doainda, o
comportamento da tricaina nos graficos construfiddsitilizada, como critério
de escolha para otimizag&o dg & melhor relagio entrg,le wy.. Foi possivel
otimizar A, em 75 mV, comgl igual a 36 pA e yigual 31 pA, para o pico .
Ja para o pico lly4 foi de 17 pA e w, de 23 pA.

5.6.2 Influéncia da frequéncia

Para este estudo, manteve-se constarem |5 mV e A otimizada em

75mV s' e variou-se a f. Na Figura 19 mostram-se os valtgamas obtidos.

1000

Xa
5 Hz
10Hz
25Hz

50 Hz
75 Hz

Lpa (MA)

400 -

1.0 05 0.0 o5 10 15 20
Epa (V)

Figura 19 Voltamogramas da solucdo de tricaina5(8L0° mol L") em
KCI 0,5 mol L* para diferentes f (5 a 75 Hz), utilizando SWy5|
5mV e A =75mV &
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Nos voltamogramas obtidos foi possivel observaresenca de dois
picos anddicos, com potenciais de oxidacdo de {@cd I) e 1,3 V (pico llvs
Ag|AgCI (KClsa), com deslocamento dg i§ual +0,1 V, em f maior que 25 Hz,
para ambos 0s picos.

Nas frequéncias maiores que 50 Hz ndo foi poss@atizar a analise,
pois ocorreu a sobreposi¢éo dos picos, impossihdid a analise dos dados. Nos

Graficos 19 e 20 mostra-se a relacéo,ge W/, em fungdo da variagdo de f.
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Gréfico 19 Variacdo dgde wy, de uma solugéo de tricaina (3,85 < 1ol LY
em KCI 0,5 mol [}, em funcéo de f (5 a 75 Hz) utilizando SWV,
para o pico |
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Grafico 20 Variagdo dgde wy, de uma solugéo de tricaina (3,85 X ool L™
em KCI 0,5 mol [}, em funcéo de f (5 a 75 Hz), utilizando SWV,
para o pico Il

Para ambos os picos foi possivel observar gue v, aumentaram
proporcionalmente com a f. Para o pico |, a vadadé ), maxima foi de 111
HA e wy, foi de 125 pA em figual a 50 Hz. Ja para o plcod valores obtidos
foram de 25 A e 70 YA, respectivamente, tambérhigoal a 50Hz.

Os melhores resultados apresentados durante odoestio
comportamento voltamétrico da tricaina frente dagdo de f, para ambos os
casos, foi em 50 Hz, por apresentar a melhor relegée |, e w,.

5.6.3 Influéncia do incremento de varredura
Para este estudo, mantiveram-se constantes omgiand otimizados,

A, em 75 mV e f em 50 Hz, variandg. INa Figura 20 mostram-se o0s

voltamogramas obtidos.
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Figura 20 Voltamogramas da Sowyau ue uicaina5(%8.0° mol L) em

KCl 0,5 mol L para diferentes, (1 a 20 V), utilizando SWV, A=
75mV st e f=50Hz

Nos voltamogramas obtidos foi possivel observaresenca de dois
picos anddicos com potenciais de oxidacao de Qcd I) e 1,3 V (pico llvs
Ag|AgCI (KClsy), com deslocamento dg Eual +0,2 V emJacima de 13 V.

Nos Gréficos 21 e 22 mostra-se a rela¢do epire W, em fungéo
de L.
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Grafico 21 Variag&o dgJe wy, de uma solugdo de tricaina (3,85 X 8ol L™)
em KCI 0,5 mol [, em fung&o de,l(1 a 20 V) utilizando SWV,
para o pico |
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Grafico 22 Variagao dgde wy, de uma solugéo de tricaina (3,85 < hiol L )
em KCI 0,5 mol [}, em fung&o de,l(1 a 20 V) utilizando SWV,
para o pico Il

Para ambos 0s picos. B W, aumentaram proporcionalmente com o
aumento deyl Para o pico | foi possivel observar uma variadd@id, € W, em

I, igual a 7 V. lgualmente, para o pico Il ocorreuawariacdo em,lde 13 V.
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Para o pico |, a variagéo dg inaxima foi de 77 pA e yy de 65 pA em
I, igual a 20 V. Para o pico Il, os valores obtidosam de 31 pA e 44 A,
respectivamente, emipual a 15 V.

A otimizacao delfoi realizada utilizando-se a melhor relagéo ehtre
wi, em fungdo de,l Dessa forma, o comportamento voltamétrico daitni
frente a variacdo dg &presentou os melhores resultados em 17 V, goigubl
a 68 YA e wyigual a 56 YA, para o pico | e, para o pico II,|1P8 e 47 UA,

respectivamente.
5.6.4 Otimizagdo de pardmetros da voltametria de ala quadrada

Apds a andlise univariada dos parametros estudémiopossivel
otimizar a modalidade onda quadrada. AssigfohAmantida em 75 mVs fem
10 Hz e 0Jem 17 V. A variacao final dg.lfoi de 68 pHA e w, de 56 PA, para
0 pico |, e 29 uA e 47 YA, para o pico |l.

5.7 Comparacao entre as modalidades voltamétricas

Na Tabela 3 mostram-se as comparacfes dos prisi@peametros das
modalidades LSV, DPV e SWV. E possivel observar gueodalidade DPV
mostrou-se mais sensivel que LSV e SWV, para atifjgagado da tricaina, por
apresentar melhores valores ge |
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Tabela 3 Comparacéo entre as modalidades varrtdesa, pulso diferencial e
onda quadrada

LSV DPV SWV
Pico | Pico | Pico |
lpa 26 pA 580 pA 68 nA
Wi 19 pA 321 pA 56 HA
Pico Il Pico Il Pico Il
lpa 8 HA 74 pA 29 pA
W, 17 pA 51 pA 47pA

Em relacdo a Tabela 3, a modalidade DPV foi 22 vemais sensivel
gue a modalidade LSV e 8,5 vezes mais sensiveh quedalidade SWV, para o
pico |, enquanto, para o pico Il, a modalidade O&\9 vezes mais sensivel que
a LSV e 2,5 vezes mais sensivel que a modalidade. 8&hdo assim, para a
guantificagdo da tricaina, a utilizacdo da DPV spntou-se mais vantajosa que

a utilizacao da LSV e SWV.
5.8 Estudo de pré-concentracdo na modalidade pulsiiferencial

Apés aotimizagdo dos parametros das modalidades voltebagtre
visto que a DPV apresentou maiores valoresféol utilizada esta modalidade
voltameétrica para a quantificacao de tricaina éés file tilapia. Porém, antes da
guantificagdo, foi realizado um estudo de pré-cotraedo, para observar o

comportamento da tricaina mediante o potencialeenpo de depésito.
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5.8.1 Influéncia do potencial de depdsito

Foram utilizados todos os parametros otimizadosiodalidade DPV e
foi fixado, inicialmente, o tempo de depésito ems@gundos e o potencial de
depésito foi variado. Na Figura 21 mostram-se darmgramas obtidos.

&
5
@
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see s
22212

Ipa (LA)

-1.0 -0.5 0.0 05 10 15 2.0

Epa (V)

Figura 21 Voltamogramas da solucdo de tricaina5(38L0° mol L") em
KCl 0,5 mol L! para diferentes §+0,8V a -1,4V), utilizando DPV,
v=50mV$§,A,=125mVd, ,=2mse) =20V

Nos voltamogramas obtidos € possivel observaesepta de dois picos

anddicos com potenciais de oxidagdo de 0,8 V (hiow 1,3 V (pico Il)vs
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Ag|AgCI (KCls), com deslocamento dg, Bual a 0,1 V, entre os potenciais
estudados. Nos Graficos 23 e 24 mostra-se a retiggpe wi,, em fungéo da

variacdo do potencial de deposito.
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Grafico 23 Variag&o degJe wy, de uma solugdo de tricaina (3,85 X 8ol L™)
em KCI 0,5 mol [, em fung&o de F+0,8 V a -1,4 V), utilizando
DPV, para o pico |
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Grafico 24 Variagdo dgde wy, de uma solugéo de tricaina (3,85 % ool L™
em KCI 0,5 mol [!, em fungéo de F+0,8 V a -1,4 V), utilizando
DPV, para o pico Il.
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Para ambos o0s picosp,le W, ndo apresentam comportamento
proporcional, ou seja, foi observada variacdo etogms potenciais de depdsito
estudados.

Para o pico |, a variag@o dg maxima foi de 410 pA e w foi de 226
WA, no potencial de depdsito de 0,6 V. No pica#,valores obtidos foram de
19 pA e 27 YA, respectivamente, no potencial désiapde -1,2 V.

Na otimizagcdo do potencial de depdsito para o destde pré-
concentragéo foi utilizada a melhor relagdo enggee lwy,, em fungéo do
potencial de depdsito e também foi considerado tenp@al de depdsito que
apresentou menor ruido entre as analises. Assimn@ortamento voltamétrico
da tricaina frente a variacdo do potencial de depépresentou os melhores
resultados em -0,6 V, compfgual a 352 pA ey igual a 209 pA, para o pico |

e 18 YA e 19 pA, respectivamente, para o pico |l.
5.8.2 Influéncia do tempo de depésito
Utilizando todos os parametros otimizados na nidddé DPV, o

potencial de depdsito foi fixado em -0,6 V e o tenge depdsito variou. Na
Figura 22 mostram-se os voltamogramas obtidos.
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Tpa (nA)

Epa (V)
Figura 22 Voltamogramas da solucdo de tricaina5(38L0° mol L") em

KCl 0,5 mol L* para diferentes; {30 a 240s), utilizando DP\W, =
50mV s, A =125mV e, t,=2ms,} =20Ve E=-0,6V

Nos voltamogramas obtidos é possivel observaesepca de dois picos
anddicos com potenciais de oxidagcdo 0,8 V (pice I1,3 V (pico Il)vs
Ag|AgCI (KClsa), com deslocamento dg, Bual a +0,1 V, entre os tempos de
deposito estudados. Nos Graficos 25 e 26 mostearskacéo entrgde wy,, em

fungéo da variagéo dg t
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Grafico 25 Variagdo dgde wy, de uma solugéo de tricaina (3,85 % ool L™
em KCI 0,5 mol [}, em func&o dogt(30 a 240s), utilizando DPV,

para o pico |
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Grafico 26 Variagdo dgde wy, de uma solugéo de tricaina (3,85 < hool L'l)
em KCI 0,5 mol [}, em func&o dogt(30 a 240s), utilizando DPV,
para o pico Il

Para ambos os picosg, le wy, ndo apresentaram comportamento
proporcional, ou seja, foi observada uma variagéo tedos os tempos de

depoésito estudados.
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Para o pico |, a variagdo dg axima foi de 352 pA ey de 209 pA,
no tempo de depdsito de 60 segundos. Para o pios Nalores obtidos foram
de 21 pA e 23 PA, respectivamente, no tempo desitepe 120 segundos.

Na otimizacdo do tempo de depdsito no estudo éeqmcentracdo foi
utilizada a melhor relagdo entrg & wy,, em funcéo do tempo de deposito.
Dessa forma, o comportamento voltamétrico da ticdfente a variacdo do
tempo de deposito apresentou os melhores resukadd20 segundos, comy |
de 300 pA e w, de 180 pA, para o pico | e de 21 pA e 23 YA, ret@amente,

para o pico .

5.8.3 Otimizacdo de parametros da pré-concentracdaa tricaina na
modalidade DPV

Apds a andlise univariada dos parametros estudémiopossivel
otimizar e analisar os resultados dos estudos ée&grcentracdo. Assim, o
potencial de depdsito escolhido foi de -0,6 pAteropo de depdsito foi de 120
segundos, comydigual a 300 HA e yp igual a 180 pA, para o pico l e 21 pA e
23 PA, respectivamente, para o pico Il. Na Tabelé gossivel observar a

comparacgéo dgdna presenca e na auséncia da pré-concentragao.
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Tabela 4 Comparacéo dg ha presenca e na auséncia da pré-concentragédo

Sem pré-concentra¢ao Com pré-concentragdo
Pico | Pico |
lpa 580 pA 300 pA
Wip 321 pA 180 pA
Pico Il Pico Il
l pa 74 pA 21 pA
Wy 51 pA 23 pA

Analisando-se os dados da Tabela 3 é possivehafique a pré-
concentracdo nao foi eficiente para a tricainagpwgie, para o pico |, ocorreu
uma queda de 48% no valor ged de 71%, para o pico Il. Para a quantificagéo
da tricaina em filé de peixe, as analises foraiizeetas sem a utilizacao da pré-
concentragao.

5.9 Andlise da tricaina na auséncia de matriz

Para esta analise, foi construida uma curva maalittilizando-se o
eletrdlito de suporte KCI 0,5 mol*Lcom adicbes sucessivas de diferentes
concentrag@es de tricaina, na modalidade pulseedifeal, em que foi mantida
em 50 mV 8, A, em 125 mV §, t, em 2 ms e lem 20 V. Apenas o pico |
apresentou resposta no potencial de 0,8 V, serilitadd para todo o estudo
das concentracdes. Foi possivel verificar que éreies do pico Il se deve ao
fato de este ter menor corrente que o pico |, efide possivel visualiza-lo em
baixas concentracdes. Para a determinacao e afpagdb da tricaina, utilizou-

se regressao linear, por meio da equagéo da retiisando a variagao dg em
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funcdo da concentracdo de tricaina. Na Figura 28ram-se 0s voltamogramas

e a curva analitica obtidos.

30
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20
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T T T T T T T
0,4 0,6 0,8 1,0 1.2 14 1,6

Epa (V)

Figura 23 Voltamogramas de adi¢cdes sucessivas ldedsode tricaina em
diferentes concentracdes (20 a 90 pmd)), Lutilizando DPV,
v=50mV$§,A,=125mV &, t,=2ms,} =20V

A partir da Figura 23 é possivel destacar algwarrpetros analiticos

obtidos com o método eletroquimico, conforme dasoid Tabela 5.

Tabela 5 Parametros analiticos obtidos pela variad# ), em funcdo de
diferentes concentragfes de tricaina na modaliD&édée

Linearidade 20 a 90 umol'L

Equaco da reta o (LA)= 3,26644x10x + 4,80589x10
Coeficiente de correlagéo (R) 0,99934

Limite de detecc&o (LD) 2,7 umol'L

Limite de quantificacédo (LQ) 8,2 pmol'L
CVv 2,67%
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O limite de deteccdo (LD) corresponde a menor tigate do
analito presente em uma amostra detectavel. Foadpl 0 método com base
em parametros da curva analitica (Equagédo Q)LD corresponde a
concentracdo de uma substancia que fornece umigusdla 3 vezes a razao
sfa, em ques € a estimativa do desvio padréo da respostajooatpartir do
coeficiente linear da equaca@me a inclinacdo ou o coeficiente angular da
curva analitica (RIBANI et al., 2004).

5
LD =3x —
a (Equacéo

2)

O limite de quantificagdo (LQ) corresponde a memaantidade do
analito em uma determinada amostra, que pode dSerndeada com
precisdo e exatiddo. OQ corresponde a uma relagdo de 10 vezes a sf&ao
em que s é a estimativa do desvio padréo da resmixtdo pela estimativa
coeficiente linear da equagédme® a inclinagdo ou ocoeficiente angular da
curva analitica (Equacéao 3) (BARROS, 2002).

s
LO =10 x — )
a (Equacéo

3)

5.10 Analise de tricaina nos extratos de filé de pe
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Foi realizada a analise da tricaina nos extratofil@ de tilapia obtidos

pelos dois métodos de extracdo propostos, utilzanchodalidade DPV com as

condicbes otimizadas.

Na Figura 24 mostram-se 0s voltamogramas obtidosalucdo de

eletrdlito de suporte KCI 0,5 mol'Le a solucdo de eletrdlito de suporte

contendo 1 mL do extrato de peixe obtido pelos d@te I, sem a presencga da

tricaina.

1200

1000

400 |-

Ipa (LA)
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Meétodo T
Meétodo II

-1.0 0.5 0.0 0.5 10 1s

Epa (V)

Figura 24 Voltamogramas ww wuruvwe € KCI 0,5 nidlna auséncia e na
presenca de 1 mL do extrato de filé de peixe olgilo métodos | e
II, utilizando DPV,v = 50 mV &, A, = 125 mV &, t, = 2 ms,

l, =20V

Foi possivel observar que nenhum voltamogramasapteu pico, 0 que

evidencia a auséncia de possiveis interferentesapagalizacdo da analise.
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Para observar o comportamento voltamétrico daitré&cna presenca dos
extratos obtidos, foi realizado um estudo de canae@io da tricaina na presenca
dos extratos obtidos pelos métodos | e Il. Nas rBg25 e 26 mostram-se 0s
voltamogramas obtidos.
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Figura 25 Voltamogramas da solucdo de KCI 0,5 nioh& presenca de 1 mL
do extrato de filé de peixe obtido pelo método ) diferentes
concentracdes de tricaina, utlizando DPV, = 50 mV §,
A,=125mV s, t,=2ms,} =20V
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Figura 26 Voltamogramas da solucdo de KCI 0,5 nioha presenca de 1 mL
do extrato de filé de peixe obtido pelo métodoen diferentes

concentracdes de tricaina, utilizando DPV, = 50 mV §&,
A,=125mV s, t,=2ms,} =20V

Foi possivel observar que as curvas apresentamseansensibilidade
que a curva analitica na auséncia da matriz. Paeatoatos utilizando o método

I, o coeficiente de correlagcdo foi de 0,9959 eapas extratos utilizando o
método I, foi de 0,9899.
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5.11 Ensaios de recuperagao

Para os ensaios de recuperacado foi realizada ifickagio no filé de
peixe com a adi¢do de 200 pL, 300 pL e 500 pL idaita (1x1d mol LY,
separadamente. Em seguida, foi realizada a extdsdéiicaina pelos métodos |
e Il. As leituras voltamétricas foram realizadaswadalidade pulso diferencial,
com os parametros fixados enf50 mV §Y), A, (125 mV &), t, (2 ms) e J(20
V). Os resultados obtidos podem ser observadosaheld 6. Todas as medidas

voltamétricas podem ser observadas no Anexo .

Tabela 6 Ensaios de recuperacdo dos métodos @g&xtre 1l da tricaina

Adicionado Adicionado Adicionado %
300 pL 200 pL 500 pL Recuperacéo
Método | 15,42 pA 7,74 uA 24,58 HA 106,13%
Método Il 35,28 pA 21,12 pA 37,95 pA 67,29%

E possivel observar, na Tabela 6, que o métodordsaptou maior
porcentagem de recuperacdo que o método Il, mdstis® mais sensivel e
seletiva a analise do anestésico tricaina. Isse peddevido ao fato de que, no
método |, foi utilizada uma solucdo extratora codte tampao Mclllvaine e
metanol (pH 4,4), o qual mantém a solugdo acida#ppando os grupos amino e
metanosulfonado do anestésico tricaina. E, aireda,fato de o método | utilizar
a trituracdo para o processo de extracdo, aumentasdperficie do contato do
filé de peixe com o anestésico, enquanto no métbddilizou-se apenas

agitacao.
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6 CONCLUSAO

Foi possivel o desenvolvimento de uma metodologara pa
determinacao e a quantificacéo da tricaina endélélapia.

A tricaina apresentou comportamento de oxidagawdrsivel com dois
picos anédicos em 0,8 V (pico |) e 1,3 V (pico .processo de transferéncia
de massa foi controlado por difusdo com ocorrédeiaeacdes quimicas sem
complicacdes cinéticas.

A melhor relacdo depd e wy, foi obtida com a modalidade pulso
diferencial, registrando 5807 e 321pA, respectivamente, para o pico | e, para
0 pico Il, 74pA e 51pA.

O método | apresentou maior eficiéncia na extraigitricaina em filé
de peixe, com recuperacao de 106, 13%.

Para a quantificacéo da tricaina, o método apt@sdimite de detecgéo
de 2,7 umol ! e limite de quantificacdo de 8,2 umot,Lcom coeficiente de

correlacéo de 0,9993.
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Anexo | Valores de corrente para os extratos obtidopartir de extracdo

utilizando Métodos | e Il

Método Quantidade Ipa (LA)

12 Extracao 10,42
Repeticdo 1 5,00

I 300uL Repeti¢céo 2 0,00
Repeticdo 3 0,00
Total extracéo 15,42
12 extracéo 4,18
Repeticdo 1 3,56

I 200uL Repeticdo 2 0,00
Repeticdo 3 0,00
Total extragcdo 7,74
12 extracéo 20,46
Repeticdo 1 4,12

I 500uL Repeticdo 2 0,00
Repeticao 3 0,00
Total extracéo 24,58
12 extracéo 23,29
Repeticdo 1 11,99

Il 300uL Repeticdo 2 0,00
Repeticao 3 0,00
Total extracdo 35,28
12 extracéo 19,12
Repeticdo 1 2,00

Il 200uL Repeti¢céo 2 0,00
Repeticdo 3 0,00
Total extracdo 21,12
12 extracéo 23,87
Repeticdo 1 14,08

Il 500uL Repeticdo 2 0,00
Repeticao 3 0,00
Total extragcdo 37,95




