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RESUMO GERAL

Este trabalho teve como objetivo determinar a acrilamida em alimentos
pelas técnicas voltamétricas e por espectrometria de infravermelho por
transformada de Fourier (FTIR). Para as técnicas voltamétricas foram
desenvolvidos dois métodos usando a voltametria de onda quadrada para a
quantificacdo de acrilamida. Foram otimizados 0s seguintes parametros:
frequéncia, amplitude e incremento de varredura. No primeiro método
voltamétrico foi utilizado um eletrodo de carbono vitreo, tendo como eletrélito
de suporte o tetrafluoroborato tetrabutilaménio (TBATFB) 0,1 mol L™ em
dimetilformamida (DMF), e sua curva analitica apresentou intervalo linear entre
100 e 600 pg L™ com coeficiente de correlagdo R? = 0,993. No segundo método
voltamétrico foi usado um eletrodo de carbono vitreo modificado com um filme
de mercurio, tendo como eletrélito de suporte uma solucdo aquosa de KCI 0,1
mol L™ e sua curva analitica apresentou intervalo linear 80 a 800 ug L™ com
coeficiente de correlacdo R® = 0,997. Os dois métodos foram aplicados com
sucesso para a quantificagdo de acrilamida em amostras de batatas “palha”,
chips, biscoito e torradas, sem qualquer efeito de interferéncia dos metais
alcalinos. A técnica FTIR foi utilizada na identificacdo de acrilamida sélida com
KBr e acrilamida com acetonitrila. A acrilamida foi identificada em 14 amostras
sOlidas de alimentos. Esta técnica se mostrou promissora para a identificacdo, e
posteriormente, quantificacdo de acrilamida em alimentos.

Palavras-chave: Acrilamida. Alimentos. VVoltametria. FTIR.



GENERAL ABSTRACT

This study aimed to determine the acrylamide in foods by voltammetric
techniques and spectrometry infrared Fourier transform (FTIR). For the
voltammetric technique were developed two methods using the square wave
voltammetry to realize the quantification of acrylamide. The frequency,
amplitude and scan increment parameters were optimized. In the first one was
used a glassy carbon electrode and the tetrabutylammonium tetrafluoroborate
(TBATFB) 0.1 mol L™ in dimethylformamide (DMF) was used as a supporting
electrolyte. The calibration curve was linear behavior in range of 100 to 600 pg
L ** with the correlation coefficient R* = 0.993. In the second one, has been used
a glassy carbon electrode modified with a mercury film, and the supported
electrolyte was used KCI 0.1 mol L™. The calibration curve was linear range of
80 to 800 pg L™ with a correlation coefficient R? = 0.997. In the both methods
have been applied successfully for the quantification of AA in samples like
potatoes "straw", chip, crisp biscuit without any interference effect of the alkali
metals. In the FTIR method was used to identify the solid acrylamide and
acrylamide with acetonitrile. The acrylamide was detected in 14 samples of solid
food. This technique showed promise for identification and further quantitation
of acrylamide in foods.

Keywords: Acrylamide. Food. Voltammetry. FTIR.



LISTA DE FIGURAS

PRIMEIRA PARTE

Figura 1 Estrutura molecular da acrilamida.............cccccooviviiiiiiiiiiiiicin 16

Figura 2 Diagrama mostrando a transformacdo da acrilamida no éxido
glicidamida catalisada por CYP2EL.........cccccooiiiiiiiiiiieicnc e 20

Figura 3 Mecanismo proposto para a formagdo de acrilamida como uma
reacdo secundaria da reagdo de Maillard ...............cccoevveviicieeiieennen, 22

Figura 4 Mecanismo hipotético de formacdo de acrilamida a partir de um

aminoacido € UM HPIdIO .....eveeiiiieiiee e 23

SEGUNDA PARTE - ARTIGOS

ARTIGO 1
Figura 1 Estrutura molecular da acrilamida............c.ccoooveviviiiic i 42
Figura 2 Avaliacdo do solvente (A) e tempo (B) de extracdo da AA............... 49

Figura 3 Voltamogramas ciclicos registrados em DMF/TBATFB 0,1 M na
(...) auséncia e na (__) presenca de 1 mmol L™ (71,08 mgL™) de
acrilamida sob eletrodo de carbono vitreo (v =60 mV s?) ............... 50
Figura 4 Mecanismo proposto para a reducdo da acrilamida em eletrodo
de carbono vitreo vs. AQ/AGCT .......ooiiviiii e 51
Figura5 Voltamogramas de comparacao da solucdo de acrilamida entre as
tECNICAS SWV € DPV ..ot 52
Figura 6 Curva analitica obtida para acrilamida em DMF (A). Valores de

I, obtidos a partir dos voltamogramas apresentados (B) ................... 54



ARTIGO 2

Figura 1

Figura 2

Figura 3

Figura 4

Figura 5

Figura 6

Figura 7

Efeito do eletrélito de suporte na corrente de pico de 1 mg L™ de
AA. KOH (A), NaNO; (B), KNO; (C), HCI (D), LiCl (E),
TBATFB (F), NaCl (G) & KCI (H) ...vovveveeeeeeeeeeeeeeee e,
Efeito da concentracdo de KCI na corrente de pico de 1 mg L™ de

Voltamogramas ciclicos registrados KCI 0,1 M na (...) auséncia e
na (_) presenca de 1 mmol L™ (71,08 mgL™) de acrilamida sob

eletrodo de carbono vitreo modificado com filme de mercurio (v

Voltamogramas de comparacdo entre as técnicas SWV e DPV
para uma solucdo de AA2 mg L™ em0,1 mol L de KClI.............
Mecanismo proposto para a reducéo da acrilamida em eletrodo
de carbono vitreo vs. AQ/AGCT .......ooovviiiie
Curva analitica obtida para acrilamida em KCI (A). Valores de I,
obtidos a partir dos voltamogramas apresentados em B..................
Curvas analiticas obtidas para AA em diferentes amostras, com f
= 100 hz, AE = 100 mV e AEs = 15 mV em KCI 0,1 molL™.

Padrao (m), amostra 1 (e), amostra 2 (¢) e amostra 3(V¥) ...............

ARTIGO 3

Figura 1
Figura 2

Espectros A (AA sélida), B (ACN) e C (AAem ACN)........ccue.e..e.
Espectros de IR-FT de AA padrdo (AAp) e amostras de batatas
Chips € “Palha’ .......cooiiiiiiiii



LISTA DE TABELAS

SEGUNDA PARTE - ARTIGOS

ARTIGO 1

Tabela 1

Tabela 2

Tabela 3
Tabela 4

ARTIGO 2

Tabela 1

Tabela 2

Tabela 3

Tabela 4

ARTIGO 3

Tabela 1

Avaliagdo dos parametros para determinacdo de acrilamida em
S0lucdo de TBATFB/DMF ........ccoiiviiiieiiie e 52

Resultados experimentais da regressao linear e testes analiticos

da curva analitica utilizando a técnica SWV ..........cccceevvvvevinnennen. 55
Influéncia de interferentes no valor deipda AA........ccovvvevieenne. 56
Concentracdo de aa em batatas e biSCOito ..........ccccevvvevieiiinenne, 58

Avaliacdo dos parametros para determinacdo de acrilamida em
SOIUGAOD A8 KCL ..t 77
Resultados experimentais da regressao linear e testes analiticos
da curva analitica utilizando a técnica SWV .........ccccoevvvvivinnennn. 81
Resultados de regressdo linear das curvas analiticas da aa,
obtidos para padrdo e amostras, utilizando o eletrodo de
carbono vitreo modificado com EFHG ..........c.ccovviiiiiiiie i, 84

Concentracdo de aa em biscoitos e torrada.............cccceevveeeiiveennnn 85

Metodologias analiticas relevantes para determinacdo de AA ....... 96



21
2.2
2.3
2.4
2.5
2.6
2.7

2.1
2.2
2.3
2.4

3.1
3.2
3.2.1
3.2.2
3.3
3.4
3.4.1
3.4.2
3.4.3

SUMARIO

PRIMEIRA PARTE

INTRODUGAO..........cooiieiteeeieeee ettt
REFERENCIAL TEORICO.......cccoivivivieeeeeeeeeee e,
Historia da acrilamida ...........cccccoeiiiiiiiiie e
Acrilamida em alimentos ..........cccoeiieiiie i
Aspectos toxicoldgicos da acrilamida.............ccceevvevieiiieiieiieceee,
Formacéo da acrilamida nos alimentos ............cccooevvieiienieineennnnnn,
Métodos analiticos para determinacéo de acrilamida......................
Determinacao de acrilamida por métodos voltamétricos.................
Determinacao de acrilamida por métodos espectroscopicos de
infravermelho por transformada de Fourrier (FTIR) ......c.cceeueeee.
REFERENCIAS ........ooviiiieieeeeee et
SEGUNDA PARTE - ARTIGOS........ccoieeeee e,
ARTIGO 1 Desenvolvimento de uma metodologia eletroquimica
para determinacéo de acrilamida em alimentos............c..ccccveevvvennne
INTRODUGAO........ooiiitieeeeseeeie ettt
EXPERIMENTAL ..ottt
REAGEINTES ...ttt e e
Medidas VOITAMELIICAS ........cocvveriiiiiiiieiie e
Deteccao voltamétrica da acrilamida..........c..ccccoeeveieeiine e,
Preparo das amMOSTIaS. ........coveiieieiieie e e ee e ee e eneas
RESULTADOS ...ttt
Solvente e tempo de eXtraCa0 .........ccecvvvieiieeiiie e
Caracterizacao voltamétrica da acrilamida .............cccccooeevieeiinnnns
Comportamento voltamétrico da acrilamida no modo reducéo ......
Mecanismo de reducdo da acrilamida .............ccceeeviiiiieeciie e,
CondicBes eXPEriMmENTAIS........cceeiiveeiiiee e re e e
Anélise do desempenho do MEtodo .........cccovvveviviiiiec e
CUrVa aNAHITICA .....oovveiiiciie e
Estudo da especificidade ..........cccoceeviviiiiic i
ANALISE dAS AMOSTIAS .....veevieiiieiiieitie et
CONCLUSAO ..ottt
REFERENCIAS ..ottt
ARTIGO 2 Desenvolvimento de uma metodologia eletroquimica
para determinacdo de acrilamida em alimentos usando um
eletrodo de carbono vitreo modificado com filme de mercdrio .......
INTRODUGAO........ooiiiirieeseeeeeseseetese st ensis s,
EXPERIMENTAL ..ottt
T2 0 [T L ERR R SRRPR



2.2
2.3
2.4
2.5

3.1
3.2
3.2.1
3.3
3.3.1
3.4
34.1
3.4.2
3.4.3

2.1
2.2
2.3

3.1

Medidas VOItAMELIICAS .........ccveiieiiieiie e 70
Preparo do eletrodo modificado com filme de mercurio - EFHg.... 71

Deteccdo voltamétrica da acrilamida...........ccccceviveiieiie e, 71
Preparo das amOSTIaS. ........c.uuiieiiiiiieiie e 72
RESULTADOS ...ttt 73
Eletrolito de SUPOITE ........ooviiiiiiee s 73
Caracterizacdo voltamétrica da acrilamida ..............cccccoeevieinnennen. 75
Comportamento voltamétrico da acrilamida no modo redugo ..... 75
CondigOes EXPErIMENTAIS........ccuveieiiiieieeiie e 77
Mecanismo de reducdo da acrilamida ...........ccceevvveevieeiiiee e, 78
Andalise do desempenho do MEtOdo ...........cccveevvveiieiie e, 80
CUrva analitiCa.........ccoveiieiie et 80
Estudo da especificidade ............cccovviiiiiiieiicic 82
ANALISE dAS AMOSEIAS ......veeiiiiiictiee it 84
CONCLUSAO ..ottt 86
REFERENCIAS ........ooviiiieiieeieee et 88
ARTIGO 3 Estudo da aplicabilidade da FTIR no modo ATR na

identificacdo de acrilamida em alimentos..........cccccccevviieiiieccien, 92
INTRODUGAO........cooieiieeeeeieteeece ettt 94
EXPERIMENTAL ..ottt 98
Reagentes e método de eXtragao .......cccccvveeiiveeviiieesie e 98
Espectroscopia de infravermelho...........c..ccccccoviiiiie v, 98
Anélise das amostras por FTIR .........ccccovivi i 99
RESULTADOS E DISCUSSAO .......coviiiiieiiieieieeeieissiese e, 100
Analise QUAlItALIVA.........ccoveiiiiiieic e 100
CONCLUSAO ..ottt 104
REFERENCIAS ......cooiiiiiiieie e 106

ANEXOS ... 109



15

PRIMEIRA PARTE

1 INTRODUCAO

O consumo de alimentos processados é alto, principalmente devido as
facilidades de preparo, ou por poderem ser consumidos imediatamente. Para que
se tenha um consumo seguro de alimentos processados, faz-se necessario o
controle de qualidade destes. A qualidade do alimento processado vai desde o
aspecto visual, sensorial e também a presenca de contaminantes.

A acrilamida (AA) é um monbmero usado na produgdo de
poliacrilamida desde a década de 50. As poliacrilamidas sdo utilizadas nas
industrias de papel, téxteis e na construcdo de tineis. Na construgdo de um tlnel
na Suécia houve um vazamento de &gua e este foi selado com poliacrilamida. O
excesso de poliacrilamida foi parar na dgua do vazamento chegando entdo nos
rios e solo da regido, provocando a morte de peixes e animais, além de
contaminar plantagoes.

Hoje se sabe que a principal via de formacdo da acrilamida em alimentos
é reacdo um aminoacido (principalmente asparagina) reagente com a carbonila
de um aclcar redutor. Esta reacdo acontece quando alimentos ricos em
carboidratos sdo submetidos a temperaturas superiores a 120°C.

Portanto, faz-se necessario o aprofundamento dos conhecimentos guanto
a formacgdo da acrilamida em alimentos, sua toxicidade, formas de reduzir e

também determinacdo da AA.
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2 REFERENCIAL TEORICO
2.1 Histéria da acrilamida

A acrilamida € um mondémero sélido branco, inodoro, solivel em &gua,
metanol, etanol, acetona, acetato de etila e insollivel em benzeno e heptano.
Também é conhecida como prop-2-enamida (C3HsNO), possui massa molecular
71 g mol™, e sua estrutura molecular esta representada na Figura 1. A alta
solubilidade em &gua desta molécula esta atribuida a presenca da funcdo amida

polar, e sua capacidade de polimerizacdo é devido ao grupo vinil.

T

Figural Estrutura molecular da acrilamida

Desde a década de 50, a acrilamida vem sendo produzida
comercialmente pela inddstria a partir da hidratagdo da acrilonitrila. Esta reacdo
leva a formacdo de poliacrilamidas, que sdo usadas na producdo de géis para
eletroforese e para clarificar e purificar 4gua potavel e esgoto. A acrilamida
também € usada na construcdo de fundacdes para barragens e taneis (WORLD
HEALTH ORGANIZATION - WHO, 2002a).

A acrilamida tornou-se um problema em 1997, ap6s um grave
vazamento de agua durante a construgdo de um tanel para ferrovia na Suécia.
Para conter esse vazamento testaram-se varios selantes, sem sucesso. Optou-se

entdo pelo gel selante composto de acrilamida e metilacrilamida, identificado
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como rhoca-gil, Rhone-Poulenc (ERIKSSON, 2005; HAGMAR et al., 2001;
REYNOLDS, 2002).

Entre agosto e setembro de 1997 usou-se 1400 toneladas do gel selante
contendo acrilamida. Apos este periodo, observou-se a morte de varios peixes e
outros animais proximos ao local da construcdo. O vazamento de uma grande
quantidade de acrilamida e metilacrilamida ndo polimerizado, durante o
procedimento de selagem das paredes do tlnel para 0 meio ambiente pode ter
sido a causa. Ap0s analises do sangue de varios trabalhadores da construcdo do
tanel, verificou-se a presenca de doses elevadas de acrilamida. Como
consequéncia da contaminacdo ambiental, autoridades suecas determinaram a
destruicdo de produtos alimentares locais e o abatimento do gado. A construcédo
do tanel foi interrompida apds os incidentes e retomada em 2004 (ERIKSSON,
2005; REYNOLDS, 2002).

2.2 Acrilamida em alimentos

Segundo Arisseto e Toledo (2006) a acrilamida em alimentos foi
descoberta por pesquisadores da Universidade de Estocolmo. O primeiro 6rgdo a
fazer um estudo sobre a determinacao de acrilamida em produtos disponiveis no
mercado, confirmando sua presenca em diferentes niveis, em muitos alimentos
processados termicamente, foi a Agéncia Nacional de Alimentos da Suécia.

Apls esta descoberta, varios paises confirmaram a presenca de
acrilamida em alimentos. As pesquisas mostraram que produtos a base de batata,
como batatas fritas e batatas chips, torradas, biscoitos, cereais matinais e café,
apresentaram os maiores teores de acrilamida. Isso significa que alimentos ricos
em carboidratos quando submetidos a temperaturas superiores a 120°C,
apresentavam altos niveis de acrilamida. Por outro lado, alimentos que ndo eram

assados ou fritos durante seu processamento ou preparacao, e alimentos ricos em
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proteinas, ndo apresentavam niveis significativos de acrilamida, e tampouco a
presenca do contaminante foi detectada em alimentos crus ou cozidos em agua
(ARISSETO; TOLEDO, 2006).

Os aminodcidos livres (principalmente asparagina), agtcares redutores e
condicBes de processamento como: a temperatura, a umidade, o tempo de
cozimento, sdo fatores que afetam a formacdo da acrilamida. Os produtos a base
de batata e de panificacdo representam cerca de 50% e 20% da exposicédo
humana a acrilamida, respectivamente (ERIKSSON, 2005; KERAMAT et al.,
2011).

Ha varios estudos com o objetivo de reduzir o teor de acrilamida em
diversos tipos de alimentos. Casado, Sanches e Montafio (2010) estudaram o
efeito de diversos aditivos (compostos contendo enxofre, sais, aminoacidos,
antioxidantes e varios produtos naturais, como orégano, alecrim e alho) no teor
de acrilamida e na qualidade sensorial de azeitonas pretas maduras. As azeitonas
foram tratadas com estes aditivos antes da esterilizacdo. O alho e a arginina
apresentaram uma reducdo no teor de acrilamida, mas comprometeram a
qualidade sensorial. O bissulfito de sddio apresentou uma reducdo significativa
no teor de acrilamida, sem comprometer a qualidade sensorial. No entanto, na
Espanha, onde foi realizado este trabalho, o bissulfito de sddio é proibido para
azeitonas de mesa, mas a quantidade adicionada foi inferior a permitida para
alimentos secos, como damasco, uva e péssego.

Arruda (2008) desenvolveu um método capaz de reduzir a quantidade de
asparagina (percursor da acrilamida) em alimentos processados termicamente. O
método desenvolvido prop6e um contato do alimento a base de batata, contendo
asparagina com uma solugdo para lixiviamento, para extrair a asparagina. Apos
este processo o alimento apresentou niveis mais baixos de acrilamida do que um

produto a base de batata ndo-lixiviado e termicamente processado.
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Outra forma de reduzir o teor de acrilamida em alimentos processados
termicamente é utilizar espécies de vegetais que contenham menor quantidade
do aminoacido asparagina, principal responsavel pela formacdo de acrilamida
(KERAMAT et al., 2011).

2.3 Aspectos toxicoldgicos da acrilamida

Em estudos com animais, verificou-se que a acrilamida é rapidamente
absorvida por todas as vias de exposicao, sendo mais rapida por via oral. Apds a
exposicdo, a acrilamida e a glicidamida sdo metabolizadas e distribuidas por
todos os tecidos do corpo (WHO, 2002b).

A acrilamida produz efeitos téxicos agudos apenas por doses orais
superiores a 100 mg kg™ de peso corporal, e doses letais sdo geralmente
superiores a 150 mg kg™ de peso corporal. Esta é metabolizada ao epdxido
glicidamida por meio de uma reacdo catalisada pela enzima CYP2E1 (Figura 2),
tendo como caminho alternativo a conjugacdo com a glutationa. A acrilamida e
seus metabolicos sdo rapidamente eliminados pela urina. A biodisponibilidade
absoluta da acrilamida varia de 23 — 48% em roedores para uma dose de 0,1 mg
kg™ peso corporal administrada na dieta por um periodo de 30 minutos (WHO,
2005).



20

8]
CH, CH C NH,
Acrilamida
8]
/
CH, \ o A wi, Glicidamida

Figura2 Diagrama mostrando a transformacdo da acrilamida no Oxido
glicidamida catalisada por CYP2E1

Fonte: (BESARATINIA; PFEIFER, 2007).

Estudos realizados com varias espécies animais tém mostrado que a
acrilamida possui acdes toxicas, principalmente no sistema nervoso (WHO,
2005). Os sintomas gerados sao considerados leves (irritacdo nos olhos e sistema
respiratorio, dorméncias nas maos e pés) e reversiveis apds 18 meses de
tratamento (HAGMAR et al.,, 2001), mas, segundo Zhu et al. (2008), a
neurotoxidade da acrilamida necessita de maior investigacéo.

Um estudo realizado em um hospital do norte da Italia, com 326
pacientes com cancer de pancreas e 652 pessoas de controle, ndo encontrou
relagdo entre acrilamida na dieta e cancer pancreatico, no entanto, 0s
pesquisadores indicam novas pesquisas antes de chegar a uma conclusdo
definitiva (PELUCHI et al., 2011).

Desde 2007, a Autoridade Europeia para a Seguranca dos Alimentos

(EFSA), tem recomendado a seus Estados-Membros o monitoramento dos niveis
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de acrilamida em alimentos, e seus resultados devem ser enviados para a
comissdo para a avaliacdo. Os resultados obtidos até 2012 mostram que sdo
necessarias novas medidas de gestdo de riscos para reduzir ainda mais a
presenca de acrilamida nos alimentos. Em junho de 2015 a EFSA ira divulgar
um relatério com recomendacdes preliminares sobre a investigacdo futura sobre
a acrilamida envolvendo seres humanos, e também os métodos de detecgdo e
avaliacdo de risco de mutacdo de células germinativas. Atividade de coleta de
dados também pode ser melhorada, principalmente para fornecer uma indicacao
mais precisa dos niveis de acrilamida nos alimentos produzidos e consumidos
em casa (EUROPEAN FOOD SAFETY AUTHORITY - EFSA, 2014).

2.4 Formagcéo da acrilamida nos alimentos

Ap0s a descoberta da ocorréncia de acrilamida em alimentos ricos em
carboidratos, e processados termicamente, pesquisadores do mundo inteiro
comecaram a investigar quais seriam 0s seus precursores e seu mecanismo de
formacdo, sugerindo que a acrilamida é formada durante a reacdo de Maillard
(FRIEDMAN, 2005).

A acrilamida é formada basicamente pelo aminoacido asparagina e
acUcares redutores (glicose, frutose), dependendo das condicdes de
armazenamento, temperatura de cozimento, e concentragdo dos precursores no
alimento (ARISSETO; TOLEDO, 2006; KERAMAT et al.,, 2011; VINCI;
MESTDAGH; MEULENAER, 2012).

Segundo levantamento realizado por Vinci, Mestdagh e Meulenaer
(2012), o principal mecanismo de formagdo da acrilamida envolve a reagdo de
um composto de carbonila (o - hidroxicarbonil) com a asparagina, levando a

formagdo de n-glicosil e a uma base de schiff descarboxilado. Durante esta
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reacdo ha formacdo de diversos intermediarios altamente reativos, levando a

formacéo da acrilamida (Figura 3).
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Figura3 Mecanismo proposto para a formacdo de acrilamida como uma
reacdo secundaria da reagdo de Maillard

Fonte: (VINCI; MESTDAGH; MEULENAER, 2012).

Yasuhana et al. (2003) sugerem que a acrilamida pode ser formada a
partir de aminoécidos e lipidios (Figura 4). Quando um lipidio é submetido a

altas temperaturas levam a formacdo de acroleina, que é facilmente oxidado,
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formando o &cido acrilico. Este pode reagir com o amoniaco, produzido a partir

da asparagina, para formar a acrilamida.
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Figura4 Mecanismo hipotético de formacdo de acrilamida a partir de um
aminoacido e um lipidio

Fonte: (YASUHARA et al., 2003).

Claus et al. (2006) propGem que acrilamida pode ser formada a partir da
pirélise em proteina de glaten. Neste estudo, os autores removeram a asparagina
e 0s agUcares redutores, concentrando entdo, o gluten. Apos este procedimento o
glaten foi seco e submetido a uma variagdo de temperatura de 160 a 240°C em

um intervalo de 8 a 12 minutos, e posteriormente analisados em um
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cromatografo liquido com detector espectrdbmetro de massa (LC/MS),

encontrando uma quantidade significativa de acrilamida.

2.5 Métodos analiticos para determinacédo de acrilamida

Em 2002, na Suécia, foram relatados niveis elevados de acrilamida em
alimentos ricos em carboidratos e processados termicamente a temperatura
superior a 120°C. Com isso, houve um namero significativo de publicacdes
cientificas, porém, poucos trabalhos relatavam técnicas para a determinacao
desta substancia. A cromatografia liquida de alta eficiéncia com detector de
ultravioleta (CLAE/UV) e o método aplicado para determinacdo de acrilamida
eram 0s propostos por diretrizes internacionais como 1SO 17025 e CEN
(ANESE; SUMAN; NICOLI, 2009; ERICKISON, 2003 apud WENZL; DE LA
CALLE; ANKLAM, 2003; VAINIO, 2003; VALENZUELA; RONCO, 2007).

Desde entdo, tém surgido varias metodologias para a determinacdo de
acrilamida. A maioria das metodologias disponiveis para determinacdo de
acrilamida em alimentos envolvem as técnicas cromatograficas em fase liquida e
gasosa, e técnicas de extracao.

Nielsen et al. (2006) utilizaram a técnica de cromatografia liquida de alta
eficiéncia, acoplado a um espectrémetro de massa em tandem (HPLC/MS-MS),
para determinacdo de acrilamida e seus percussores, asparagina, glicose,
sacarose e frutose em pdo. Os melhores resultados foram encontrados para a
acrilamida e seu principal percursor, a asparagina. As recuperacdes para a
acrilamida e asparagina foram 93 a 112% e 97 a 101%, respectivamente, com
limites de deteccdo de 13 mg kg™ e 2 mg kg™, respectivamente.

Outro trabalho utilizando a mesma técnica foi desenvolvido por
Bermudo et al. (2006) para determinacgdo de acrilamida em churros, batata frita,

biscoitos e pdes. O método obteve uma média de 85% de recuperagao, limites de
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deteccdo de 250 pg g™ para curva padrdo e 45 ng g™ para a curva construida na
presenca de uma matriz (pdo), com precisdo de 3,3 e 8%, respectivamente.

Backe, Yingling e Johnson (2014) realizaram a determinagdo da
acrilamida em A&gua de abastecimento usando cromatografia liquida e
espectrometria de massas. A acrilamida foi extraida de bebidas aquosas por meio
de uma troca de solventes. Em uma aliquota da amostra foram feitas duas
adicOes de acetonitrila, e apdés cada adicdo, o volume foi reduzido. Por fim,
adicionou-se diclorometano e realizou-se a injecdo no cromatégrafo. As
amostras foram analisadas diretamente utilizando um volume de injegdo (750
uL). O limite de deteccdo do método foi de 2,4 ng L™ e de quantificacéo foi de
17 ng L. A porcentagem de recuperacio da acrilamida ficou de 95,0 £ 2,8% e 0
efeito de matriz foi de 12,0 + 2,2% em &gua de rio.

Para a determinagdo de acrilamida em diversos alimentos, Hoenicke et
al. (2004) utilizaram HPLC/MS-MS e cromatografia gasosa acoplada
espectrometria de massa em tandem (CG/MS-MS). O primeiro método permitiu
uma anélise de até 60 amostras por dia, de alimentos a base de batata, cereais,
péo e café torrado. O segundo método possuiu uma preparacdo mais complicada
e demorada, mas permitiu a analise em amostras dificeis como cacau, café
soluvel, malte e melaco. O limite de quantificacdo e deteccdo para HPLC/MS-
MS foi de 30 pg kg™ e 10 pg kg™, respectivamente, e para CG/MS-MS foram de
5ug kg™t e 1,5 pg kg, respectivamente.

Zhang et al. (2005) determinaram acrilamida em cereais de arroz
infantil, usando a cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a um
espectrometro de massa em tandem de alta resolucdo, e ionizacdo por
electrospray (LC-(ESI)MS/MS). A fase mével utilizada neste trabalho foi uma
solucdo aquosa contendo 10% de &cido férmico e 0,1% de metanol. Os
resultados obtidos para determinagédo de acrilamida se mostraram de acordo com

o0 determinado pelo Comité Cientifico da Toxicidade Ecotoxicidade e do
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Ambiente (CSTEE) da Unido Europeia, em 2001. Os autores usaram dois
intervalos lineares de concentracdo de 0,1 a 5 ng mL™ e 5 a 200 ng mL™ com
coeficientes de correlacédo linear variando de 0,9929 a 0,9992. O uso de dois
intervalos é justificado pelo fato da faixa de 0,1 a 200 ng mL™ ser grande para a
quantificacdo em matrizes alimentares que possuem nivel residual de acrilamida.

Acrilamida foi determinada em amostras de batata e produtos a base de
cereais, por Govaert et al. (2006) HPLC/MS. Para as analises, 0s autores usaram
uma coluna de fase reversa e ds-acrilamida como padréo interno, obtendo-se 10
ug kg™ e 20 pg kg™ como limites de detecgéo e quantificacdo, respectivamente.
A faixa linear estudada foi de 0 a 1000 ug kg', com um coeficiente de
correlacdo linear de 0,9995 e recuperacéo de 100 a 115%. Segundo os autores, 0
método proposto pode ser usado com sucesso para analise de rotina de
acrilamida em batatas e produtos a base de cereais.

Aguas et al. (2006) desenvolveram uma metodologia para a
determinacdo de acrilamida em amostras de café e cacau por diluicdo isotdpica.
Os pesquisadores utilizaram padréo interno *Cs-acrilamida e um equipamento
HPLC/MS. A curva analitica foi linear no intervalo de 0,2 a 2,5 ng mL™ com
coeficiente de correlagdo linear de 0,9999. Este método apresentou duas
caracteristicas importantes: a precisdo e a capacidade de concentrar acrilamida,
pois esta foi detectada em niveis de pelo menos 12,3 mg kg™ de amostra de café
ou cacau.

Um estudo realizado com 111 amostras divididas em 19 categorias de
produtos comercializados no Brasil encontrou concentracdo de acrilamida
variando de 20 a 2528 pg kg™. A técnica utilizada neste estudo foi a HPLC/MS.
Os limites de detecgéo e quantificagdo encontrados foram 10 pg kg™ e 20 pg kg
! respectivamente, com recuperagao variando de 100 a 115% (ARISSETO et al.,
2007).
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Albishriet e EI-Hady (2014) desenvolveram um método utilizando um
liquido i6nico “eco-friendly” com ultrassom para a extragdo seletiva e
determinacdo por HPLC de acrilamida, em amostras de paes e batatas chips. A
presenca de sais fosfatos na fase polar (fase mdvel) reduz a interagdo da
acrilamida com a fase ndo polar (fase estacionaria). Os autores sugerem gue isso
ocorre por uma ligacdo de hidrogénio entre o grupo NH, da acrilamida com o
grupo fosfato. Assim, com o método proposto, foi possivel determinar
acrilamida em amostras de alimentos. Os extratos das amostras de batata frita
foram obtidos pela imersdo das amostras em 1-butil-3-metilimidazélio brometo
(1,5 mol L) por 30 min. Para as amostras de p&o foi realizado o mesmo
procedimento, porém, com um tempo de 60 min. Em seguida, a acrilamida foi
separada por HPLC usando uma coluna Cis (Luna), fluxo de 0,5 mL min™,
temperatura de 25°C, fase movel foi 100% de agua ultrapura, o detector utilizado
foi UV no comprimento de onda de 250 nm e o tempo de corrida foi de 12 min.
A extracdo mostrou-se eficiente e com uma boa repetibilidade, apresentando um
desvio-padréo de 4.5%. O limite de deteccéo foi de 25 ng mL™ e o limite de
quantificacio foi de 80 ng mL™. Os testes de recuperacéo ficaram entre 90,6% e
109,8%. Desta forma, os autores concluiram que o método proposto foi eficiente
para a extracdo e a determinacdo de acrilamida.

Para determinacdo de acrilamida em améndoas (Prunusdulcis) Zhang et
al. (2011) utilizaram a técnica LC-ESI-MS/MS. Neste estudo os autores levaram
em consideracdo variedade das améndoas, o tempo e condigbes de
armazenagem, temperatura de torrefagdo, ano e local de colheita. Eles
verificaram que a variedade, safra, local e ano de colheita, ndo influenciaram
significativamente no teor de acrilamida. Em relagdo a temperaturas de
torrefagdo superiores a 182°C, houve um aumento do teor de acrilamida, porém,
em temperaturas abaixo de 146°C os teores de acrilamida encontrados foram

inferiores a 200ugL™.



28

Liu et al. (2014) realizaram a determinagdo em alimentos termicamente
processados utilizando a técnica por fluorescéncia. Para a determinacdo de
acrilamida, o composto foi degradado através da reacdo de Hofmann gerando o
vinil amina e a leitura realizada em 480 nm. A faixa linear de determinacéo para
as concentracdes de acrilamida foi de 0.05 até 20 ug mL™, com coeficiente de
correlagio R? = 0,9935. O limite de deteccfo da acrilamida foi de 0,015 pg mL™
e a porcentagem de recuperacdo para amostras de alimentos foi de 66,0 a
110,6%.

Segundo Viswanathan, Radecka e Radecki (2009), a pesquisa voltada
para a analise de alimentos ¢ muito importante, devido a expansdo do comércio
de alimentos, a maior mobilidade, e ao aumento da populacdo. Com isso, 0
controle de qualidade dos alimentos é essencial para a protecdo dos
consumidores e indUstria alimentar.

As técnicas de separacdo como HPLC, GC e eletroforese capilar séo as
mais tradicionais na determinacdo de acrilamida em alimentos. No entanto, 0s
biossensores eletroquimicos sdo promissores na analise de acrilamida em
alimentos, pois, ndo necessitam de equipamentos sofisticados, e ainda podem ser
miniaturizados. Além disso, suas analises sdo rapidas e simples, possuem alta
sensibilidade e seletividade (ORACZ; NEBESNY; ZELEWICZ, 2011).

2.6 Determinacao de acrilamida por métodos voltamétricos

Niaz et al. (2008) determinaram acrilamida em solucdo aquosa em pH
neutro usando polarografia de pulso diferencial. A faixa de potencial estudada
foi de -1,60 a -1,97 V, tendo como eletrélito de suporte o LiCl 0,5 mol L™ A
corrente de pico foi linear na faixa de concentracdo de 0,2 a 20 mg L™ com
coeficiente de correlacdo linear igual a 0,9998. O limite de detec¢do foi de 27 g

L™, apresentando boa reprodutibilidade com RSD de 0,3 % (n = 16). O método
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foi aplicado com sucesso para a quantificagdo de acrilamida em amostras de
agua, sem qualquer efeito de interferéncia de metais alcalinos.

Vesela e Sucman (2013a) realizaram a determinacdo de acrilamida em
racOes para cdo e gato, utilizando a voltametria de redissolucdo adsortiva. Foram
analisados cinco diferentes tipos de racdo para céo, e trés tipos de racdo para
gato. Para a extracdo foi utilizado um aparelho de ultrassom, e para as analises
voltamétricas foi utilizado um eletrodo de gota de mercurio, como eletrodo de
trabalho, Ag/AgCIl (KClsy) como eletrodo de referéncia e um eletrodo de
carbono vitreo como eletrodo auxiliar. Utilizou-se ainda, uma solucéo de tampéo
de amonia como eletrolito de suporte. Foi possivel detectar uma variacdo de
concentracdo de acrilamida nas amostras secas de ra¢des, a qual a racdo para cdo
apresentou cerca de 106 a 358 pg kg™ e a racdo de gato apresentou cerca de 66 a
269 ug kg™, A precisdo da anélise expressa em forma de desvio padréo variou
entre 0.6 — 1,7%.

Em outro trabalho, Vesela e Sucman (2013b) determinaram a presenca
de acrilamida em alimentos, utilizando voltametria de redissolucdo adsortiva. O
Ni?* foi adicionado & solucdo formando um complexo com a acrilamida, sendo
este complexo eletroativo podendo entdo ser determinado por voltametria. Os
experimentos foram conduzidos em uma solucdo tampéao de amdnia com o pH =
9,5. A concentracdo ideal de Ni%* foi de 500 pmol L™. Os melhores resultados
para o preparo da amostra, foi utilizando uma mistura de etanol e agua em uma
propor¢cdo de 1:2 com o pH = 1,4. A acrilamida foi extraida utilizando um
equipamento de ultrassom e em seguida centrifugada. Para os experimentos
voltamétricos utilizou-se um eletrodo gotejante de mercirio como eletrodo de
trabalho, Ag/AgCI (KCls,) como eletrodo de referéncia, e eletrodo de carbono
vitreo como eletrodo auxiliar. Os voltamogramas foram obtidos com potencial
de deposito (Eq) = -0,72 V e potencial final (Ef) = 0,05 V, velocidade (v) = 5

mV s*, tempo de depdsito (t) = 300 s, corrente de pulso = 50 mV. Foram
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analisadas amostras de pédo torrado, migalhas, pées assados, biscoitos e batatas
chips, a qual a porcentagem de recuperacgéo de acrilamida por meio do complexo
acrilamida/Ni®* chegou préximo de 100%. Desta forma a utilizagdo da
voltametria de redissolugdo adsortiva, mostrou-se eficiente para a determinacao
de acrilamida.

Para a determinacdo de acrilamida em batata frita, Zargar, Sahraie e
Khoshnam (2009) usaram a voltametria de onda quadrada com eletrodo de
mercdrio em solu¢do aquosa. Os pesquisadores adicionaram cobalto (I1) a
solucdo de acrilamida, formando assim, um complexo, e este apresentou um pico
catalitico em -1,35 V, que foi proporcional a concentracdo da acrilamida. A
curva analitica mostrou-se linear na faixa de concentragdo de 200 a 800 pg L™
com coeficiente de regresséo de 0,9989. O limite de deteccéo foi de 3,52 pg L™.
Este método ndo foi sensivel a presenca de altas concentracdes de cations de
metais alcalinos, especialmente Na®, que geralmente esta presente em grandes
quantidades em amostras reais. Este método foi comparado com a técnica HPLC
acoplado ao detector UV-Vis, e seus resultados foram equivalentes, com erro
relativo variando de 1,5 a 4,25 %.

Gonzélez-Fuentes et al. (2014) realizaram a analise eletroquimica de
acrilamida utilizando um eletrodo impresso carboxilado com camada simples de
nanotubo de carbono (COOH-SWCNT-SPEs). Para as analises voltamétricas
ciclicas foi utilizado um potenciostato-galvanostato Epsilon BASi. Eletrodos
impressos comerciais modificados com carboxilas funcionalizadas e camadas
simples de nanotubo de carbono (COOH-SWCNT-SPEs, tipo: 110-SWCNT,
DropSens, Oviedo, Spain), como eletrodo de trabalho, um fio de carbono, como
contra-eletrodo, e prata, como quasi-referéncia. O sinal de reducéo da acrilamida
foi proporcional & concentracio a baixos valores (abaixo de 300 mmol L™), e foi
observado que a sensibilidade ocorreu devido a adsor¢do da acrilamida sobre

COOH-SWCNT-SPEs, que foi demonstrada utilizando a resposta eletroquimica
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do complexo [Fe(CN)6]® e [Fe(CN)6]* e espectroscopia de Raman. O limite de
deteccdo foi de 0,03 mmol L™ e o limite de quantificacdo foi de 0,04 mmol L™
em batata frita. Também foi comparado utilizando-se 0 método de quantificagcdo
pela técnica HPLC, e ambas apresentaram valores similares.

Stobiecka, Radecka e Radecki (2007) determinaram acrilamida em
batata frita usando um eletrodo de pasta de carbono modificado com
hemoglobina (Hb-Fe(l11)). A interagdo da acrilamida com a hemoglobina pode
ser observada pela diminuicdo da corrente de pico do processo de redugdo do
Hb-Fe*/Fe* Hb. O limite de deteccdo encontrado foi de 1,2 x 10™ mol L™. Os
autores deste estudo sugerem que a diminuicdo da corrente de pico pode ser
tratada como um sinal analitico.

Para determinacdo de acido acrilico (produto da hidrélise da acrilamida)
em solucdo aguosa, Krajewska, Smet e Radecka (2009) utilizaram um eletrodo
de ouro modificado com monocamadas de moléculas de tetralactamas e seu
percussor ativo. O presente eletrodo mostrou-se promissor para a determinacao
de 4cido acrilico, usando as técnicas de voltametria de onda quadrada (SWV),
voltametria ciclica e espectroscopia de impedancia faradaica.

Sun et al. (2013) realizaram o desenvolvimento de um novo sensor
eletroquimico utilizando células de feocromocitoma e a sua avaliagcdo em relacao
acitotoxidade da acrilamida. Em seu trabalho foi monitorado o efeito téxico da
acrilamida em células de feocromocitoma. A superficie do eletrodo foi
modificada com nanoparticulas de ouro, e reduzida eletroquimicamente com
Oxido de grafeno. Foi utilizada voltametria ciclica, espectroscopia de impedancia
e voltametria de pulso diferencial, para caracterizar o eletrodo modificado. O
sensor desenvolvido apresentou boa correlacdo logaritmica com o valores de
células, variando de 1,6 x 10* a 1,6 x 10’ células por mL™ com valor de desvio
padrdo de 1,68%. Os valores obtidos com a voltametria de pulso diferencial

diminuiram com a concentragdo de acrilamida em uma faixa de 0,1 — 5 mmol L*
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com limite de deteccdo 0,04 mmol L™ O sensor provou ser uma ferramenta
importante para a sondagem da toxicidade de células, e um assistente no
desenvolvimento de rotulagem, simples, rapido e um método imediato de

deteccéo.

Um eletrodo de vidro (ITO) modificado com hemoglobina e
nanoparticulas de ouro foi estudado por Garabagiu e Mihailescu (2011) para
determinacdo amperométrica de acrilamida, por meio de um mediador redox o
ferrocianeto de potassio. O sinal analitico neste caso foi dado pela reducdo da
corrente de pico do ferrocianeto de potassio provocado pela passivacdo da
superficie do eletrodo pelo analito. A faixa linear encontrada foi de 4 x 10 ®a 1
x 10 ®° mol L™ com coeficiente de correlacdo linear de 0,9994, tendo como limite
de detecgdo 4 x 10® mol L™. O eletrodo modificado mostrou-se promissor para
determinacdo de acrilamida em diversos tipos de alimentos.

A descricdo sobre as teécnicas eletroanaliticas nas modalidades
voltamétricas, ciclica, pulso diferencial, e onda quadrada, estdo relatadas no
anexo |. Nesta descricdo sdo explicados brevemente, o principio de cada

modalidade voltamétrica e o sinal de excitagdo.

2.7 Determinacdo de acrilamida por métodos espectroscépicos de

infravermelho por transformada de Fourrier (FTIR)

A espectroscopia de infravermelho é muito utilizada na caracterizacao
de compostos orgénicos, e também do grau de polimerizacdo de diversos
mondmeros, como a acrilamida. Exemplos de polimeros derivados de acrilamida
que foram caracterizados pela técnica espectroscopia de infravermelho: poli
(acrilamida-g-6xido de propileno) (SADICOFF; BRANDAO; LUCAS, 2001),
poliacrilamida-co-metilcelulose (ALVES et al., 2011) e poliacrilamida (WANG;
DU; YU, 2013).
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Pedreschi, Segtnan e Knutsen (2010) fizeram o monitoramento on-line
de gordura, matéria seca e acrilamida em batatas fritas, usando interactancia
infravermelho proximo (NIR) e de imagem reflectancia visuais. Eles analisaram
60 amostras e suas médias VIS e espectros NIR foram modelados contra valores
de referéncia, usando minimos quadrados parciais de regressdo. Os valores
encontrados para gordura e matéria seca foram 0,99 e 0,86% (m/m),
respectivamente, sendo que a correlacdo dos valores previstos, e valores de
referéncia encontrados para gordura e matéria seca foram 0,99% e 0,97%,
respectivamente. Para a acrilamida a correlacdo entre os valores previstos e 0s
valores de referéncia foi de 0,83, indicando que o sistema pode ser usado para
separar amostras com teores muito elevados de acrilamida e com média de
baixos teores.

Ayvaz et al. (2013) estudaram a possibilidade do uso da
microespectroscopia infravermelho médio (IRMS) como um método rapido para
a deteccdo da acrilamida em batatas fritas. Inicialmente, a acrilamida foi
quantificada por LC-MS / MS, e os mesmos extratos foram usados no IRMS
com e sem limpeza com SPE. Os coeficientes de correlacdo variaram de 0,91 a
0,92 para as amostras

A FTIR tem sido muito utilizada na monitoracdo da polimerizacdo da
acrilamida, mas ndo se tem relatos de mais trabalhos referentes a determinacao
de acrilamida utilizando esta técnica.

No anexo |l esta descrito um breve relato sobre a técnica FTIR.
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RESUMO

O eletrodo de carbono vitreo (GCE) foi utilizado para
determinacdo de acrilamida (AA), através de um método simples e
sensivel. Em uma solucdo de tetrafluoroborato de tetrabutilaménio
(TBATFB) 0,1 mol L™ em dimetilformamida (DMF), a AA apresentou
um pico catodico bem definido a -2,3 V para uma faixa de potencial de -1
a-2,7 V. A técnica utilizada para a quantificacdo da AA foi a voltametria
de onda quadrada (SWV), e em condicGes otimizadas a corrente de pico
apresentou-se linear em toda a faixa de concentragdo de 100 a 600 pg L™
com coeficiente de correlacdo R? = 0,993. O método mostrou boa
repetibilidade com RSD de 2,23% (n = 12). O limite de deteccdo (LD) e 0
de quantificacdo (LQ) foi de 27,47 e 98,22 pg L™, respectivamente. O
método foi aplicado com sucesso para a quantificacdo de AA em amostras
de batatas “palha”, chips e biscoito, sem qualquer efeito de interferéncia
dos metais alcalinos.

Palavras-chave: Batata. Biscoitos. Voltametria de onda quadrada.
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1 INTRODUCAO

A acrilamida também conhecida como prop-2-enamida é um
monbémero sélido branco, inodoro, solivel em &gua, metanol, etanol,
acetona, acetato de etila, e insolivel em benzeno e heptano (Figura 1). A
alta solubilidade em &gua ¢ atribuida a presenca da funcdo amida polar, e
sua capacidade de polimerizagdo é por causa do grupo vinil.

T

Figura 1 Estrutura molecular da acrilamida

A acrilamida tornou-se destaque no cenario mundial ap6s o
vazamento de agua durante a constru¢do de um tunel para ferrovia na
Suécia, sendo necessario a utilizacdo da acrilamida como selante para
conter o vazamento. No entanto, parte da acrilamida escoou juntamente
com a agua do vazamento chegando aos rios da regido (PAIVIO;
WALLENTINUS, 2001). Nesta ocasido, o nivel de acrilamida encontrado
no sangue de pessoas que ndo tiveram exposicao direta foi elevado,
gerando uma grande preocupacdo (HAGMAR et al., 2001). Desde entéo,
iniciou-se uma série de pesquisas para deteccdo e formas de controle na
formacdo da acrilamida em alimentos.

Em 1994, a acrilamida foi classificada como possivel carcin6geno
humano (INTERNATIONAL AGENCY FOR RESEARCH ON

CANCER - IARC, 1994), e em estudos com animais verificou-se que a
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acrilamida é rapidamente absorvida por todas as vias de exposi¢do, sendo
mais rapida por via oral. Ap0s a exposicdo a acrilamida e & glicidamida,
estas sdo metabolizadas e distribuidas por todos os tecidos do corpo
(WORLD HEALTH ORGANIZATION - WHO, 2002).

Segundo Bergark (1997) as fontes de exposicdo de acrilamida
conhecidas antes do vazamento eram agua, cosméticos e fumaca de
cigarro, mas estes eram considerados insignificantes para explicar os
niveis de adutos de acrilamida encontrados em individuos ndo expostos,
sugerindo que haveria uma nova fonte de exposicdo. A ocorréncia de
acrilamida na fumaca de cigarro poderia indicar que esta substancia era
formada durante combustdo incompleta ou aquecimento de matéria
organica.

A acrilamida também é formada a partir de alimentos ricos em
carboidratos, principalmente o aminodcido asparagina, quando
submetidos a altas temperaturas. Vivanti, Finotti e Friedman (2006)
estudaram o teor de asparagina e agucares redutores em nove espécies de
batatas comercializadas na Italia, e 22 espécies comercializadas nos
Estados Unidos. Os teores de asparagina encontrados variaram de 1,17 a
57,65 mmol kg™.

A acrilamida tem sido estudada em diversas matrizes: batata frita
(GONZALEZ-FUENTES et al., 2014; KRAJEWSKA; RADECKI;
RADECKA, 2008; LAUZURICA; FAYOS, 2007; MICHALAK;
GUJSKA; KLEPACKA, 2011; MORALES et al., 2014; STOBIECKA,;
RADECKA; RADECKI, 2007; ZARGAR; SAHRAIE; KHOSHNAM,
2009), agua (BACKE; YINGLING; JOHNSON, 2014; NIAZ et al.,
2008), azeitonas maduras (CASADO; SANCHES; MONTANO, 2010),
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améndoas (ZHANG et al., 2011), Sangue (VIKSTROM et al., 2011),
biscoito (ISLEROGLU et al., 2012; LU; ZHENG, 2012), café (ALVES et
al., 2010; ANESE et al., 2014; PASTORIZA; RUFIAN-HENARES;
MORALES, 2012), batatas e cereais (ZHANG et al., 2007a), café e cacau
(AGUAS et al., 2006), omelete e bolo (ZHANG et al., 2007b), ragéo para
cdes e gatos (VESELA; SUCMAN, 2013), pées e batatas (ALBISHRI;
EL-HADY, 2014), batata, frango e pédes (LIU et al., 2014), Biscoito
(ISLEROGLU et al., 2012), matrizes bioldgicas (KIM et al., 2015).

No Brasil Arisseto e Toledo (2008) fizeram uma estimativa da
ingestdo de acrilamida usando dados fornecidos pela Pesquisa de
Orcamentos Familiares (POF), que foi conduzida pelo Instituto Brasileiro
de Geografia e Estatistica (IBGE), de julho de 2002 a junho de 2003.
Com os dados fornecidos pela pesquisa fez-se entdo uma estimativa de
ingestdo de acrilamida expressos em kg per capta diaria. Os pesquisadores
fizeram analises dos principais alimentos adquiridos pelos consumidores.
Os valores médio de ingestdo de acrilamida para médios e grandes
consumidores foram estimados em 0,14 e 042 pg kg*/pc/dia,
respectivamente. O principal responsavel pela exposicéo de acrilamida foi
a batata frita, seguida do café, farinha de mandioca torrada, biscoito
salgado e pdo francés.

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) com diversos
detectores é a técnica mais comumente utilizada para a determinacdo de
acrilamida nas mais variadas matrizes. No entanto, outras técnicas tém
sido cada vez mais aplicadas para esse fim, como a cromatografia gasosa

(GC), fluorescéncia e os métodos eletroquimicos.
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Métodos eletroquimicos permitem a analise direta em diversas
amostras, e na maioria dos casos nao € necessario um pré-tratamento da
mesma, apenas uma extracdo simples. Além disso, 0s métodos
eletroanaliticos permitem analise de materiais coloridos ou particulas
solidas dispersos na solugdo. Na anélise de acrilamida em alimentos, os
métodos eletroanaliticos ja foram aplicados utilizando eletrodo de
mercario (NIAZ et al., 2008; ZARGAR; SAHRAIE; KHOSHNAM,
2009) ou biosensores (STOBIECKA; RADECKA; RADECKI, 2007).
Neste contexto, este trabalho propde o desenvolvimento de um método
voltamétrico para determinacdo de acrilamida em batatas palha, usando
eletrodo de carbono vitreo.
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2 EXPERIMENTAL
2.1 Reagentes

Todos os reagentes quimicos eram de grau analitico e foram
utilizados sem purificacdo adicional. Foram preparadas solugdes estoque
(1000 mg L™) de acrilamida (Sigma 99%) aquosa e em dimetilformamida
(Synth 99,8%). As diluicdes foram feitas por meio da transferéncia de
aliquotas quantitativas da solugdo estoque para um baldo volumétrico de
10,0 mL, e completando-se o volume.

Os reagentes utilizados para as solugdes de eletrélitos de suporte
usadas foram os seguintes: NaOH (99,0%) e KCI (97,0%) adquiridos da
Synth (Brasil); KOH (85,0%), LiCl (99,0%), CrCl; (97,0%), KNO3
(99,0%), NH4CI (99,5%), HCI (36,5%) e HNO3 (65%), adquiridos da
Vetec (Brasil); solucdo tampdo carbonato (pH 10) e tetrabutilaménio
tetrafluoroborato (TBATFB) com pureza de 95,0%, adquiridos da Acros
Organics (Bélgica).

2.2 Medidas voltamétricas

As medidas voltamétricas foram realizadas em um equipamento
potenciostato N Autolab PGSTAT 128 (Eco-Chemie, Utrecht, Holanda),
(Eco-Chemie, Utrecht, Paises Baixos) em interface com um
microcomputador. O General Purpose Electrochemical System (GPES)
software (Versao 4.9) foi usado para a aquisicdo de dados. BF4 0,1 mol L

! (10,0 mL) foi usado como eletrdlito de suporte. Foram usados os
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eletrodos de carbono vitreo (GCE), com é&rea geométrica de 0,071 cm?
(trabalho), um fio de Pt (indicador) e AQ|AgCl (KCls:) (referéncia).
Todos os eletrodos foram adquiridos da Metrohm (Suica). Antes de cada
medicdo voltamétrica, a superficie do eletrodo de GCE foi polida com
alumina, 0,3 e 0,05 mmol L™ (Buehler - EUA) sobre uma almofada de
polimento alumina (Buehler - USA) por alguns minutos, e em seguida,
lavada com &gua purificada.

2.3 Detecgéo voltamétrica da acrilamida

As voltametrias de pulso diferencial (DPV) e onda quadrada
(SWV) foram aplicadas para a determinagdo de acrilamida. Os
parametros voltamétricos para DPV (amplitude, velocidade e tempo de
pulso), e SWV (amplitude, frequéncia e incremento de varredura), foram
otimizados, e a curva analitica foi construida por adi¢do de aliquotas de
acrilamida na célula eletroquimica, contendo a solucdo de eletrdlito de
suporte, para se obter as concentraces que variam 100 a 600 pug L™ A
curva analitica foi obtida por meio de regresséo linear dados de ajuste dos
minimos quadrados, tracando o pico de corrente versus a concentracao de
acrilamida. Ao estudar a precisdo (reprodutibilidade e repetibilidade) do
método eletroanalitico e verificar a interferentes, foram realizados
experimentos de recuperacdo utilizando amostras comerciais de batatas

“palha” e biscoitos brasileiros.
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2.4 Preparo das amostras

As amostras de batatas palha, chips e biscoito foram adquiridas no
comércio local, e cada amostra foi macerada com almofariz, empregando-
se um pistilo, e armazenada em frasco. Pesou-se cerca de 0,7 g desta
amostra em um tubo de ensaio, e posteriormente, adicionou-se 7 mL de
solvente (DMF, acetonitrila e metanol), deixando no ultrassom por 5, 10,
15 e 20 minutos. Em seguida, centrifugou-se por 10 minutos a uma
rotacdo de 4000 rpm. ApoOs a centrifugacdo, o sobrenadante foi
desengordurado com hexano, e a fase polar foi coletada e analisada no

sistema voltamétrico.
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3 RESULTADOS

3.1 Solvente e tempo de extragdo

Avaliou-se 0 solvente de extragdo e tempo de agitacdo no
ultrassom das amostras de batatas “palha” e chips, € biscoito, de forma
univariada. A extracdo foi estudada com os solventes ACN, DMF e
MeOH com um tempo de agitacdo fixado em 15 minutos, cujos resultados
séo apresentados nas Figuras 2A e 2B. Os solventes que apresentaram as
maiores correntes de pico (Ip) foram a ACN e o DMF, sendo o DMF
escolhido como solvente extrator da AA, por ser 0 meio de trabalho. Os
tempos de agitacdo no ultrassom estudados foram 5, 10, 15 e 20 minutos

para o solvente DMF. O tempo escolhido foi de 10 minutos.
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Figura 2 Avaliacdo do solvente (A) e tempo (B) de extracdo da AA
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3.2 Caracterizacao voltamétrica da acrilamida
3.2.1 Comportamento voltamétrico da acrilamida no modo reducgéo

O comportamento voltamétrico da AA foi investigado em eletrodo
de carbono vitreo, por meio da reducdo eletroquimica, em meio
DMF/TBATFB 0,1 mol L™. Foi estudado o intervalo de potenciais de -1 a
-3 V, verificando-se a presenca de um pico catddico referente a reducao
do composto (Ep = -2,3 V vs Ag|AgCl, KCI 3 mol L™) e auséncia de pico
anodico na varredura reversa de potencial em velocidade de 60 mV s™,

conforme mostrado na Figura 3.

1/ uA

2,5 2,0 1,5 1,0
E/V vs Ag|AgCl, KCI 3 M
Figura 3 Voltamogramas ciclicos registrados em DMF/TBATFB 0,1 M

na (...) auséncia e na (__) presenca de 1 mmol L™ (71,08 mgL™)
de acrilamida sob eletrodo de carbono vitreo (v = 60 mV s™)
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3.2.2 Mecanismo de reducéo da acrilamida

Niaz et al. (2008) propds o mecanismo de redugdo da acrilamida
em meio aquoso, usando um eletrodo de mercdrio (Figura 4). A
acrilamida perde dois elétrons formando um dianion, que é estabilizado
por préton, gerando apenas uma onda catodica. A forma ceto é favorecida
em relacdo a forma enol (menos estavel) Este mecanismo sugere um

equilibrio entre a acrilamida e a propanamida.

o) o
HZC\/H\ H C"L\/k 2¢ +2H
NH, 2 NH, — >
Acrilamida

HO (|)
Hsc\)\ \/k
————> HC
NH, 3 NH;

Enol Propanamida

Figura 4 Mecanismo proposto para a reducdo da acrilamida em eletrodo
de carbono vitreo vs. Ag/AgCI

3.3 Condices experimentais

Para o estudo das melhores condicBes experimentais das técnicas
SWV) e DPV utilizou-se uma solucéo de AA 2 mg L™ em 0,1 mmol L™
de TFBTBA/DMF. Para a técnica de SWV avaliou-se 0s parametros:

amplitude (AE), frequéncia (f) e incremento de varredura (AEs), e para a
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técnica de DPV avaliou-se os pardmetros: amplitude (AE), velocidade (v)

e tempo de pulso (tp) (Tabela 1).

Tabela 1 Avaliagcdo dos parametros para determinagdo de acrilamida em
solugéo de TBATFB/DMF

Voltametria de onda quadrada Voltametria de pulso diferencial

Parametro Intervalo Melhor Parametro Intervalo Melhor

sinal sinal
AE (mV)  5-150 50 AE (mV)  5-150 90
f (Hz) 8 - 150 20 v (mvs™) 2-40 5
AEs (mV) 1-25 1 tp (ms) 2-100 10

A Figura 5 apresenta os voltamogramas de SWV e DPV com os

melhores valores de cada parametro.

20
154
10 4

04
-5 -
-10 4
-15 4
-20 4
-25 4
-30 4
-35 4

I/ uA

404 —— DPV

45 1 —— SW\

_50 T T T T T T T T T T
-2,8 -2,6 2,4 -2,2 -2,0 -1,8 -1,6 -1,4 -1,2 -1,0

E /V vs Ag|AgCI (KCI 3M)

Figura5 Voltamogramas de comparacdo da solucdo de acrilamida entre
as técnicas SWV e DPV
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Verifica-se na Tabela 1 e na Figura 5, que as técnicas DPV e SWV
podem ser usadas na identificacdo e posterior quantificagdo de acrilamida
em DMF. No entanto, optou-se pela SWV para a quantificagdo da
acrilamida, pois esta técnica apresentou melhores resultados

experimentais durante o estudo dos parametros.
3.4 Analise do desempenho do método
3.4.1 Curva analitica

A curva analitica para a técnica SWV (Figura 6) foi construida no
intervalo de concentragdo de 100 a 600 pg L™ em uma solucdo de 0,1
mmol L™ de TBATFB em DMF. Os pontos de |, equivalem a média de
trés medidas realizadas com um mesmo eletrodo, ap6s a renovacao
mecanica por meio do polimento do eletrodo com alumina, antes de cada

medida.



54

100 200 300 400 500 600

[AA]/pg L™

Figura 6 Curva analitica obtida para acrilamida em DMF (A). Valores de
I, obtidos a partir dos voltamogramas apresentados (B)

O limite de deteccdo (LD) é a menor concentracdo da substancia
analisada que pode ser detectada, e o limite de quantificacdo (LQ) é a
menor concentracdo da substancia analisada que pode ser quantificada.
Ambas foram calculadas de acordo com as recomendacfes da IUPAC,
conforme a equacdes (1) e (I1), respectivamente (RIBANI et al., 2004;
VALDERRAMA; BRAGA,; POPPI, 2009).

_3,3xSD Q) Lo = 10xSD (In

LD
B B
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Em que SD equivale ao desvio padrdo da média do sinal de 12
medidas do branco no potencial de pico (Ep) de reducéo da acrilamida, e

0 B o coeficiente angular da curva analitica.

Na Tabela 2 estdo apresentados a equacdo da reta referente a curva
analitica, o coeficiente de correlacdo linear, o limite de deteccdo e a

quantificacéo e a sensibilidade da acrilamida.

Tabela 2 Resultados experimentais da regressao linear e testes analiticos
da curva analitica utilizando a técnica SWV

Equacéo da reta Ip (UA) = -2,06521 + 0,02149 [AA] (ug L™)
R? 0,993
LD (ug L™ 29,47
LQ (ug L™ 98,22
n=12

O LD encontrado esta de acordo com outros autores como Niaz et
al. (2008) e Vesela e Sucman (2013), que encontraram um LD de 13,92 e
27 pgL®, respectivamente. O primeiro utilizou a voltametria de
redissolucdo adsortiva, e o0 segundo a polarografia de pulso diferencial.

Para a avaliacdo da repetibilidade do metodo proposto, avaliou-se
12 medidas sucessivas em SWV de 1 mg L * de AA em 0,1 mM de
TBATFB/DMF, obtendo uma média de 18 + 0,4 pg L™ e RSD de 2,23%.
Avaliou-se também a precisdo intermediaria a partir de 12 medidas
realizadas em 4 dias diferentes em SWV de 1 mg L * de AA em 0,1 mM
de TBATFB/DMF tendo como média 17 + 0,52 pug L™ e RSD de 3,13 %.
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3.4.2 Estudo da especificidade

A especificidade do método proposto foi verificada por meio do
estudo de possiveis interferentes como Ca®* e K*, que estdo presentes na
cultura da batata, e o0 Na* é adicionado ap6s o processamento da batata.
Analisou-se uma solucdo de 200 pgL™ de AA em 0,1 mmol L™ de
TBATFB/DMF contendo diferentes concentragcfes de cada interferente. O
efeito de cada interferente no sinal analitico da AA esta ilustrado na
Tabela 3, demonstrando que todos os valores obtidos séo inferiores a 5%.
Verifica-se que ao aumentar a concentragdo dos cations ha uma mudanca
maior no valor de Ip da AA. No entanto, 0 método proposto mostrou-se
eficaz na determinacéo de baixas concentracfes do analito na presenca de
concentragdes elevadas dos interferentes, principalmente o Na*, que esta
presente em altas concentragdes, em amostras reais de batatas palha e

chips.

Tabela 3 Influéncia de interferentes no valor de Ip da AA

Interferente Concentragdo dos Mudanca de Ip da %
interferentes (mgL™) AA (LA)
ca™ 0,1 0,021 0,98
0,2 0,048 2,43
5 -0,082 3,83
Na* 0,1 -0,025 1,17
0,2 0,011 0,51
5 -0,097 4,53
K* 0,1 -0,053 2,48
0,2 -0,029 1,36

5 -0,061 2,94
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3.4.3 Analise das amostras

A fim de avaliar a aplicabilidade do método proposto analisou-se a
presenca de AA em amostras de batatas frita e chips, e biscoito,
adquiridos no comércio local. A concentracdo de AA em cada amostra foi
determinada pelo método de adicdo de padrdo e esta apresentado na
Tabela 4. Adicionou-se as amostras concentracdes conhecidas de AA, e
fez-se entdo, sucessivas adi¢fes de AA, obtendo assim, o valor de
recuperacdo de cada amostra (Tabela 4). As recuperacfes variaram de
94,2 a 104,8% para as amostras de batatas palha, de 94,7 a 106,2% para
as amostras de batata chips, e de 105,2 a 108,3% para as amostras de
biscoito. Os valores apresentados na Tabela 4 apresentaram valores de
RSD inferiores a 5%. As recuperacdes encontradas mostraram-se
satisfatorias, tanto para as amostras de batata, quanto para a amostra de

biscoito, evidenciando assim, a precisdo do método.



Tabela 4 Concentracdo de AA em batatas e biscoito

58

Adicionado (ug L™)

Detectado (ug L™

Recuperacao (%)

Batata palha
Amostra 1

Amostra 2

Batata Chips
Amostra 3

Biscoito
Amostra 4

100
300
600

100
300
600

100
300
600

100
300
600

192,9
297,7
491,1
818,1
569,3
663,5
871,3
1180,6

442,4
548,6
755,4

1010,7

104,8
213,1
420,3
739,0

104,8
99,4
103,0
94,2
100,7
101,9

106,2
104,3
94,7

108,3
105,2
105,7
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4 CONCLUSAO

A metodologia desenvolvida para determinacéo de AA em solucéo
de TBATFB/DMF, mostrou-se rapida e precisa, oferecendo boa
sensibilidade e seletividade. A faixa linear alcancada por este método foi
de 100 a 600 pg L™, obtendo-se um LD e LQ 29,47 e 98,22 ug L™,
respectivamente. Os ions interferentes ndo comprometeram a
determinacdo de AA quando o método de adicdo de padrdo foi
empregado. O método proposto apresentou boa reprodutibilidade e
repetibilidade, envolvendo aparelhos simples e de baixo custo. Além
disso, os resultados obtidos durante a anélise de AA em amostras de
batatas e biscoito, demostraram potencial de aplicabilidade do método em

amostras reais.
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DEVELOPMENT OF ELECTROCHEMICAL METHOD FOR
THE DETERMINATION OF ACRYLAMIDE IN FOOD

ABSTRACT

The glassy carbon electrode (GCE) was used for determination of
Acrylamide (AA) by a simple and sensitive method. In a solution of
tetrabutylammonium tetrafluoroborate (TBATFB) 0.1 mol L™ prepared in
dimethylformamide (DMF) the AA was presented a defined cathodic
peak in -2.3 V in the potencial range of -1 to -2.7 V. The technique was
used for the quantification of AA was the square wave voltammetry
(SWV) and optimized conditions. The peak current was linear in the
concentration range of 100 pg L™ to 600 pg L™ with correlation
coefficient of R2 = 0.993. The method showed a great reproducibility
with RSD 2.23% (n = 12). The limit of detection (LD) and quantitation
(LOQ) was 27.47 and 98.22 pg L™, respectively. The method was
successfully applied for the quantification of AA in potato samples,
"flash" chip, chips and cookies without any interference effect of the
alkali metals.

Keywords: Potato. Cookies. SWV.
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RESUMO

Um novo método voltamétrico através da modificacdo do eletrodo
de carbono vitreo (GCE) com filme de mercurio foi estudado para a
determinacdo de Acrilamida (AA) em solucdo aquosa. A acrilamida
apresentou um pico catddico bem definido em -2,3 V. Apds o estudo de
eletrolitos de suporte, a AA apresentou a melhor resposta na presenca
KCl 0,1 mol L™ A corrente de pico mostrou-se linear na faixa de
concentracdo de 80 a 800 pg L™ com coeficiente de correlacdo R2 =
0,997, apds as condicBes experimentais serem estudadas para a
voltametria de onda quadrada (SWV). O limite de deteccdo e
quantificacdo encontrado foi de 24,4 e 81,3 pg L™, respectivamente. O
método foi aplicado na quantificagdo de AA em amostras de biscoitos e
torradas, e os resultados obtidos demonstraram potencial de aplicabilidade
do método em amostras reais.

Palavras-chave: Biscoitos. Torrada. VVoltametria de onda quadrada.
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1 INTRODUCAO

Desde a década de 50, a acrilamida vem sendo produzida
comercialmente pela inddstria, a partir da hidratacdo da acrilonitrila. Esta
reacdo leva a formacédo de poliacrilamidas, que sdo usadas na producéo de
géis para eletroforese e para clarificar e purificar 4gua potavel e esgoto. A
acrilamida também ¢ usada na construcdo de fundac@es para barragens e
tineis (WORLD HEALTH ORGANIZATION - WHO, 2002).

A acrilamida pode ser formada naturalmente quando alimentos
ricos em carboidratos sdo submetidos a elevadas temperaturas, sendo sua
principal via de formagéo a reagdo da carbonila de um agucar redutor com
um aminoacido livre, principalmente asparagina. Os produtos a base de
batata e de panificacdo representam cerca de 50% e 20% da exposicéo
humana a acrilamida, respectivamente (ERIKSSON, 2005; KERAMAT
et al., 2011; VINCI; MESTDAGH; MEULENAER, 2012).

A International Agency for Research on Cancer - IARC (1994)
classificou a acrilamida como possivel carcinégeno humano. Estudos com
animais mostraram que a acrilamida é rapidamente absorvida por todas as
vias de exposicdo, sendo mais rapida por via oral. ApOs a exposicdo a
acrilamida, esta é oxidada por citocromo P450, formando a glicidamida,
gue por sua vez, assume o potencial genotoxido. Ha indicios de que a
glicidamida forma adutos estaveis com o DNA, podendo enfim,
desencadear a iniciacdo do processo mutagénico e cancerigeno. A
acrilamida e a glicidamida podem se ligar a hemoglobina e enzimas, e

assim, ser distribuidas por todos os tecidos do corpo (CAPUANO;
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FOGLIANO, 2011; DOERGE et al., 2005; ERKEKOGLU; BAYDAR,
2014; WHO, 2002).

As técnicas analiticas mais utilizadas para determinacdo de
acrilamida sdo cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC), e
cromatografia gasosa (GC). Albishri e El-Hady (2014) determinaram
acrilamida em bata frita e pdo por HPLC acoplado a um detector UV
obtendo um limite de deteccdo (LD) de 25 pg L-1. A cromatografia
liguida de interacdo hidrofilica (HILC) foi usada para determinar
acrilamida em agua por Backe, Yingling e Johnson (2014) alcangando um
LD de 2,4 pg L-1. Michalak, Gujska e Klepacka (2013) tiveram um LD
de 10 pg kg-1 na determinagdo de acrilamida em comida de bebé por
HPLC acoplado ao detector de arranjos diodos (DAD) com fase reversa
(RP). A espectrometria de massa (MS) acoplada ao HPLC no modo MS-
MS foi usado para determinacdo de acrilamida em plasma e urina por
Kim et al. (2015), em pao por Nielsen et al. (2006) obtendo um LD de 13
Hgkg-1, em cacau e comida de bebé por Hoenicke et al. (2004) com LD
de 10 pg kg-1, Arisseto et al. (2007) com LD de 10 pgkg-1. A acrilamida
e seus percussores foram determinados por Liu et al. (2013) em batata
frita, frango frito e biscoito, utilizando HPLC/MS-MS com LD para a
Acrilamida de 10 pg kg-1. Omar, lbrahim e Elbashir (2014) tiveram um
LD de 9,3 ugkg-1 na determinacdo de acrilamida em batata e berigela
fritas, e grdo de bico por GC/MS-MS. A acrilamida foi determinada em
cacau e comida de bebé por Hoenicke et al. (2004) através da GC/MS-
MS, alcangando um LD de 1,5 pg kg-1.

Outras técnicas também tém sido estudadas para a determinacéo

de acrilamida, como a fluorescéncia (FLD), que foi utilizada por Liu et al.
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(2014), obtendo um LD de 0,015 mgL-1. A polarografia foi aplicada para
determinar acrilamida por Niaz et al. (2008), Vesela e Sucman (2013) e
Zargar, Sahraie e Khoshnam (2009); com LD de 3,52 pg L-1, 27 pg L-1 e
12 pg kg-1, respectivamente. Stobiecka, Radecka e Radecki (2007)
determinaram acrilamida por voltametria de onda quadrada (SWV) com
LD de 0,12 nmol L-1.

As técnicas eletroquimicas tém se mostrado muito versateis na
determinagdo de acrilamida em diversas matrizes, pois, permite uma
analise rapida, precisa, e em loco, e ainda podendo ter sua sensibilidade e
seletividade aumentada através da modificacdo quimica dos eletrodos.
Diante disso, este trabalho tem como objetivo propor um método
voltamétrico quantitativo para determinacdo de acrilamida em alimentos,

usando eletrodo de carbono vitreo modificado com filme de mercurio.
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2 EXPERIMENTAL
2.1 Reagentes

Todos os reagentes quimicos eram de grau analitico e foram
utilizados sem purificacdo adicional. Foram preparadas solugcfes estoque
(1000 mg L™) de acrilamida (Sigma 99%) aquosa e em dimetilformamida
(Synth 99,8%). As diluicdes foram feitas por meio da transferéncia de
aliquotas quantitativas da solugdo estoque para um baldo volumétrico de
10,0 mL e completando-se 0 volume.

As soluces de eletrolitos de suporte foram preparadas utilizando-
se 0s seguintes reagentes: NaOH (99,0%) e KCI (97,0%) adquiridos da
Synth (Brasil); KOH (85,0%), LiCl (99,0%), CrCl; (97,0%), KNO3
(99,0%), NH4CI (99,5%), HCI (36,5%) e HNO3 (65%) adquiridos da
Vetec (Brasil); solucdo tampéao carbonato (pH 10), dimetilformamida e
tetrabutilaménio tetrafluoroborato (TBATFB) com pureza de 95,0%

adquiridos da Acros Organics (Bélgica).
2.2 Medidas voltamétricas

As medidas voltamétricas foram realizadas em um equipamento
potenciostato N Autolab PGSTAT 128 (Eco-Chemie, Utrecht, Holanda),
(Eco-Chemie, Utrecht, Paises Baixos) em interface com um
microcomputador. O software General Purpose Electrochemical System
(GPES) (Versao 4.9) foi usado para a aquisicdo de dados. Foram usados

os eletrodos de carbono vitreo (GCE) modificado com filme de mercurio
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(Hg), com &rea geométrica de 0,0314 cm’ (trabalho), um fio de Pt
(auxiliar) e Ag|AgCl (KClsy) (referéncia). Todos os eletrodos foram
adquiridos da Metrohm (Suica). A superficie do eletrodo foi renovada a
cada aproximadamente 30 medidas, e a cada 5 medidas, o eletrodo foi

lavado com agua.
2.3 Preparo do eletrodo modificado com filme de mercurio - EFHg

O EFHg foi preparado a partir de uma modificacdo da
metodologia descrita por Oliveira et al. (2004). A deposicado
eletroquimica do filme de mercurio foi realizada adicionando-se 500 pL
de solucdo padrdo de Hg(I1) 0,1 mol L™ diluida a um volume final de 10
mL de solucéo de LiCl 0,1 mol L™. Apés a desaeracdo da solugdo com N
durante 15 minutos para remoc¢do do oxigénio molecular, aplicou-se um
potencial de -0,9 V por 20 minutos ao EFHg. Apos formacao do filme, o
eletrodo foi lavado com é&gua deionizada e deixado em solucdo do

eletrolito de suporte, até a realizacdo das medidas eletroquimicas.
2.4 Deteccdo voltamétrica da acrilamida

A voltametria de pulso diferencial (DPV) e onda quadrada (SWV)
foram aplicadas para a acrilamida como métodos de deteccdo. Os
parametros voltamétricos foram otimizados, e a curva analitica foi
construida por adicdo de aliquotas de acrilamida na célula contendo a
solucdo de eletrdlito de suporte, para obter as concentracdes que variam

80 - 800 ug L™. A curva analitica foi obtida através de regressdo linear,
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dados de ajuste minimos quadrados, tracando um gréfico de corrente de
pico versus a concentracdo de acrilamida. Ao estudar a precisao
(reprodutibilidade e repetibilidade) dos métodos eletroanaliticos e
verificar a interferentes, foram realizados experimentos de recuperagéo

utilizando-se amostras comerciais de biscoitos e torradas.

2.5 Preparo das amostras

As amostras de biscoitos e torradas foram preparadas a partir de
uma adaptacdo de Zargar, Sahraie e Khoshnam (2009). Cada amostra foi
macerada com almofariz empregando-se um pistilo e armazenada em
frasco fechado. Pesou-se 2 g da amostra em um tubo de ensaio e
adicionou-se 40 mL de DMF deixando no ultrassom por 10 minutos.
Apos, este extrato foi centrifugado por 10 minutos a uma rotacédo de 4000
rpm. ApoOs a centrifugacdo, o sobrenadante foi desengordurado com
hexano, e 10 mL do extrato foram evaporados até a secura. Em seguida, 5
mL de &gua foi adicionado com agitacdo constante para dissolver todo o

residuo, posteriormente, efetuou-se a analise voltamétrica.
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3 RESULTADOS
3.1 Eletrélito de suporte

Na investigacdo da reducédo da acrilamida AA aplicou-se a técnica
SWV, estudando os parametros, frequéncia, amplitude e incremento de
varredura, na presenca de diversos eletrélitos suporte: KOH, NaNOs,
KNO3, HCI, LiCl, NaCl e KCI, em meio aquoso e TBATFB em DMF,
todos na concentragdo de 0,1 mol L™. A faixa de potencial estudada foi de
-1a- 2,8V, observando picos de reducao de AA bem definidos em todos
os eletrélitos (Figura 1A). A maior I, foi obtida pelo eletrdlito KCI (H)
em -2,3 V. Estes resultados também indicam que ha uma influéncia
significativa do tipo de eletrélito na reducdo da AA. Segundo Niaz et al.
(2008), o eletrolito de suporte altera a estrutura da dupla camada na
interface da solugdo com o eletrodo. O eletrolito KCI foi o0 que apresentou
uma melhor resposta voltametrica, com picos bem definidos, maior I, e
com E, menos negativos (Figura 1B). Portanto, o KCI foi o eletrolito de
suporte escolhido para as medidas subsequentes.

O efeito da concentragdo de KCI na I, de AA tambem foi
estudado, como mostra a Figura 2. Observa-se nesta figura que ha um
pequeno aumento de I, entre as concentracdes de 0,001 a 0,1 mol L?, no
entanto, ha também um deslocamento do potencial de pico para valores
menos negativos. A partir da concentracdo de 0,1 mol L™ a I, ficou
praticamente constante. Diante disso, a concentracdo de KCI escolhida

para 0s estudos posteriores foi de 0,1 mol L™.
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Figura 1 Efeito do eletrélito de suporte na corrente de pico de 1 mg L™
de AA. KOH (A), NaNOs (B), KNO;3 (C), HCI (D), LiCl (E),
TBATFB (F), NaCl (G) e KCI (H)
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Figura 2 Efeito da concentracdo de KCI na corrente de pico de 1 mg L™
de AA
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3.2 Caracterizacao voltamétrica da acrilamida
3.2.1 Comportamento voltamétrico da acrilamida no modo reducgéo

O comportamento voltamétrico da acrilamida foi investigado por
voltametria ciclica em um eletrodo de carbono vitreo modificado com um
filme de mercurio por meio da reducdo eletroquimica desta em meio
aquoso de uma solucdo 71,08 mg L™ de AA em KCI 0,1 mol L™. Deste
modo, o comportamento eletroquimico da acrilamida foi estudado no
intervalo de potenciais de -1 a -3 V com velocidade de 60 mV s™,
verificando-se a presenca de um pico catodico referente a reducdo do
composto (Ep = -2.3 V vs Ag|AgCl, KCI 3 mol L™), e auséncia de pico
anodico na varredura reversa de potencial, indicando uma
irreversibilidade da natureza da reacdo do eletrodo. (Figura 3). Esta
irreversibilidade foi confirmada pelo deslocamento do E, com 0 aumento

da velocidade de varredura (v) e pela ndo linearidade entre I, x v.
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Figura 3 Voltamogramas ciclicos registrados KCI 0,1 M na (...) auséncia
e na (_) presenca de 1 mmol L™ (71,08 mgL™) de acrilamida
sob eletrodo de carbono vitreo modificado com filme de
mercdrio (v =60 mV s™)

A natureza do transporte de massa no processo redox da AA
também pode ser indicada pela relacéo I, x v. A ndo linearidade de Ip x v
mostra que o transporte de massa € controlado por difusdo das espécies na
superficie do eletrodo, o que é confirmado pelo coeficiente angular da
relacéo log I, x log v que é de 0,43. De acordo com a literatura, valores de
coeficiente angular igual a 0,5 referem-se a processos controlados por
difusdo, ja os controlados por adsorc¢éo, o coeficiente angular aproxima-se
de 1 (GOSSER JUNIOR, 1993).
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3.3 Condicg0es experimentais

Para 0 estudo das melhores condigdes experimentais das técnicas
SWV e DPV utilizou-se uma solucdo de AA 2 mg L™ em 0,1 mol L™ de
KCI. Para a técnica de SWV avaliou-se os parametros: amplitude (AE),
frequéncia (f) e incremento de varredura (AEs), e para a técnica de DPV
avaliou-se os parametros: amplitude (AE), velocidade (v) e tempo de
pulso (tp) (Tabela 1).

Tabela 1 Avaliacdo dos parametros para determinacdo de acrilamida em
solucdo de KCI

Voltametria de onda quadrada Voltametria de pulso diferencial
Pardmetro  Intervalo Melhor Pardmetro  Intervalo Melhor
sinal sinal
AE (mV) 10 - 150 100 AE (mV) 10 — 150 150
f (Hz) 10 - 150 100 v (mVs™) 5—100 30
AEs (mV) 1-15 15 tp (ms) 2-20 5

A Figura 4 apresenta os voltamogramas de SWV e DPV com 0s

melhores valores de cada parametro.
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Figura 4 Voltamogramas de comparagdo entre as técnicas SWV e DPV
para uma solucdo de AA 2 mg L™ em 0,1 mol L™ de KCI

Verifica-se na Tabela 1 e na Figura 4, que as duas técnicas podem
ser usadas na identificacdo e posterior quantificacdo de acrilamida. No
entanto, optou-se pela SWV para a quantificacdo da acrilamida, pois esta
técnica apresentou melhores resultados experimentais como maior Ip, e

por ser uma técnica de pulso mais rapida.
3.3.1 Mecanismo de reducédo da acrilamida

Utilizando os resultados do voltamograma obtido para a reducgéo
da AA em solucdo aquosa de KCI (Figura 3), foi calculado o nimero de
elétrons envolvidos no processo irreversivel utilizando-se a equacao |Ep —
Ep/2| = 1,IRT/anF (BARD; FAULKNER, 2001), sendo Ep e Ep/2 o
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potencial de reducdo e potencial de meia onda, respectivamente, obtendo
um valor de an igual a 1,11, (sendo Ep = 221,6 mV; Ep/2 =224,3 mV; R
= 8,314 J Kt mol™; T =298 K; e F = 96480 C). Segundo a literatura, para
processos irreversiveis a € igual a 0,5 (LI, 2007). Sendo assim, 0 nimero
de elétrons envolvidos na reducdo da AA foi 2, 0 que esta de acordo com
0 mecanismo proposto por Niaz et al. (2008) (Figura 5) na qual usou um
eletrodo de mercario. A acrilamida perde dois elétrons formando um
dianion, que é estabilizado por préton, gerando apenas uma onda
catodica. A forma ceto é favorecida em relagdo a forma enol (menos
estavel). Este mecanismo sugere um equilibrio entre a acrilamida e a

propanamida.

o) o)
Hzc\/“\ H c;)\ 2e +2H
NH, 2 NH, —— =
Acrilamida

HO |O
H3C\2\ \/J\
—= H,C
NH2 3 NH2

Enol Propanamida

Figura5 Mecanismo proposto para a reducdo da acrilamida em eletrodo
de carbono vitreo vs. Ag/AgCl
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3.4 Analise do desempenho do método
3.4.1 Curva analitica

A curva analitica para a técnica SWV foi construida no intervalo
de concentrag&o que variaram de 80 a 800 pg L™ numa solucéo aquosa de
0,1 mmol L™ de KClI, e estéo representadas na Figura 6A e B. Os pontos
de 1, equivalem a média de trés medidas realizadas com um mesmo

eletrodo.

304

254

204

E1Vvs AglAgCL 3M

154

A

T
0 100 200 300 400 500 600 700 800 90

[AA] / gL

Figura6 Curva analitica obtida para acrilamida em KCI (A). Valores
de I, obtidos a partir dos voltamogramas apresentados em B

O limite de deteccdo (LD) é a menor concentracdo da substancia

analisada que pode ser detectada, e o limite de quantificacdo (LQ) é a
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menor concentracdo da substancia analisada que pode ser quantificada.
Ambas foram calculadas de acordo com as recomendacbes da IUPAC
(RIBANI et al, 2004; VALDERRAMA; BRAGA; POPPI, 2009),
utilizando-se as equagdes LD = 3,3xSD/B e LQ = 10xSD/B, onde SD
equivale ao desvio padrdo da média do sinal de 12 medidas do branco no
potencial de pico (Ep) de reducdo da acrilamida, e 0 B, 0 coeficiente
angular da curva analitica.

Na Tabela 2 sdo apresentados a equacdo da reta referente a curva
analitica, o coeficiente de correlacdo linear, o limite de deteccdo e a

quantificacdo, e a sensibilidade da acrilamida.

Tabela 2 Resultados experimentais da regressao linear e testes analiticos
da curva analitica utilizando a técnica SWV

Equacao da reta Ip (A) = 2,555 x10™°+ 3,574 x 10™ [AA] (ug L™)
R? 0,997
LD (ug L™ 24,4
LQ (Mg L™) 81,3
n=12

O LD encontrado esta de acordo com outros autores, como Niaz et
al. (2008) e Vesela e Sucman (2013), que encontraram um LD de 13,92 e
27 pg L7 respectivamente. O primeiro utilizou a voltametria de
redissolucdo adsortiva e o segundo a polarografia de pulso diferencial.

A precisdo intermediaria foi avaliada a partir da realizacdo de 12
medidas em 4 dias diferentes em SWV de 1 mgL ™ de AA em 0,1 mol L™
de KCI, tendo com média de 48,4 £ 1,73 pA e RSD de 3,57%. Avaliou-se
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também a repetibilidade do método proposto a partir de 12 medidas
sucessivas em SWV de 1 mg L * de AA em 0,1 mol L™ de KCI, obtendo-
se uma média de 49,6 £ 0,76 HA e RSD de 1,53%.

3.4.2 Estudo da especificidade

Para estudar a especificidade do método, analisou-se o efeito dos
interferentes por meio de medidas de trés amostras (1 - biscoito doce, 2 -
biscoito integral salgado e 3 - torrada integral salgada) adquiridas no
comércio local. Na figura 7 sdo apresentadas as curvas analiticas obtidas
para cada amostra, e com o padrdo utilizando o eletrodo EFHg no
intervalo de 250 a 400 pg L™, em KCI 0,1 mol L™ Os resultados de
regressdo linear obtidos para a AA, nas diferentes amostras, e também o0s
valores de limite de deteccdo, que foram calculados utilizando-se os
mesmos critérios aplicados aos resultados obtidos com o padrdo,
encontram-se na Tabela 3.

Verifica-se na Tabela 3 que ha um aumento da concentracdo de
AA na célula eletroquimica, quando o método é aplicado nas amostras.
Isso se deve a presenca do analito nas amostras analisadas. Outro fator a
ser destacado na Tabela 3, é o aumento do limite de deteccdo das
amostras em relacdo a curva do padrao, e este se torna mais acentuado nas
amostras salgadas. 1sso ocorre possivelmente devido ao aumento do teor
de Na* nas amostras, no entanto, isso ndo interfere significativamente nas

analises quando o método de adicdo de padréo é aplicado.
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Figura 7 Curvas analiticas obtidas para AA em diferentes amostras, com
f=100 hz, AE = 100 mV ¢ AEs = 15 mV em KCI 0,1 molL ™.
Padrao (m), amostra 1 (@), amostra 2 (#) e amostra 3('V)
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Tabela 3 Resultados de regressdo linear das curvas analiticas da AA,
obtidos para padrdo e amostras, utilizando o eletrodo de
carbono vitreo modificado com EFHg

Amostra

Padrdo

Amostra 1

Amostra 2

Amostra 3

Regressio LD (ug-

1
)
Ip (A) =5,370 x 10° - 6,237 x 10°® 40,06
[AA] (ug™)
Ip (A) = -2,446 x 10° — 3,463 x 10° 49,8
°[AA] (ug™)
Ip (A) = -3,215 x 10° — 2,439 x 10° 59,7
°[AA] (ug™)
Ip (A) =-2,018 x 10° — 3,877 x 10° 72,3
°[AA] (ug™)

R

0,999

0,998

0,999

0,999

3.4.3 Andlise das amostras

A fim de avaliar a aplicabilidade do método proposto, analisou-se

a presenca de AA em amostras de biscoito doce e integral salgado, e

torrada integral salgada, adquiridas no comércio local. A concentracao de

AA em cada amostra foi determinada pelo método de adicdo de padréo e

estd apresentada na Tabela 4. Foram adicionadas as amostras,

concentragcdes conhecidas de AA, e foram realizadas sucessivas adi¢Ges

de AA, obtendo-se o valor de recuperacdo de cada amostra (Tabela 4). As

recuperacdes variaram de 99,89 a 106,9% para a amostra de biscoito

doce, de 103,7 a 105,5% para a amostra de biscoito integral salgado, e de

98,32 a 101,7% para a amostra de torrada integral salgada. Os valores

apresentados na Tabela 4 apresentaram valores de RSD inferiores a 5%.
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As recuperagdes encontradas mostraram-se satisfatorias para todas as

amostras, evidenciando assim, a precisdo do método.

Tabela 4 Concentracdo de AA em biscoitos e torrada

Adicionado (ug L™) Detectado (ug L™) Recuperacio (%)

Biscoito doce 0 96,5
95 1914 99,89
200 363,8 106,9
640 741,5 100,7

Biscoito integral

salgado
0 147,1
95 246,6 104,7
200 358,2 105,5
640 810,9 103,7
Torrada integral 0 110,1
salgada
95 203,5 98,32
200 308,5 99,00

640 761,1 101,7
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4 CONCLUSAO

A metodologia desenvolvida com eletrodo de carbono vitreo
modificado com filme de mercdrio para determinacédo de AA em solucédo
de KCI, apresentou-se precisa e rapida, oferecendo boa sensibilidade e
seletividade. Os LD e LQ encontrados foram 24,4 e 81,3 pg L7,
respectivamente, para uma faixa linear de 80 a 800 pg L. O método
proposto apresentou boa reprodutibilidade e repetibilidade, envolvendo
aparelhos simples e de baixo custo. Além disso, os resultados obtidos
durante a analise de AA em amostras de biscoitos e torradas, demostrou

potencial de aplicabilidade do método em amostras reais.
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DEVELOPMENT OF AN ELECTROCHEMICAL
METHODOLOGY FOR DETERMINATION OF ACRYLAMIDE
IN FOOD USING A GLASSY CARBON ELECTRODE MODIFIED
WITH MERCURY FILM

ABSTRACT

A new voltammetric method by modifying the glassy carbon
electrode (GCE) with mercury film was studied for the determination of
acrylamide (AA) in aqueous solution. The acrylamide demonstrated a
defined cathodic peak in -2.3 V. After the study of AA in different
supporting electrolytes, the better results were obtained in the presence of
KC1 0.1 mol L™. After the experimental conditions were optimized for the
square wave voltammetry (SWV) the current peak was linear to the
concentration range of 80 to 800 pg L™ with correlation coefficient R2 =
0.997. The limit of detection and quantification were 24.4 and 81.3 pg L
! respectively. The quantification method of AA was applied in the crisp
and biscuit samples were the results obtained have shown the potential
applicability of the method in real samples.

Keywords: Coockes. Crisp. SWV.
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RESUMO

A espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier
(IR-FT) no modo de refleténcia total atenuada (ATR), foi utilizada para
identificar acrilamida sdlida (AA) em KBr (AA/KBr), e acrilamida com
acetonitrila  (AA/ACN). O método utilizando AA/KBr mostrou-se
promissor na identificacdo de acrilamida em 14 amostras sélidas de
alimento sem a necessidade de extracao.

Palavras-chave: Batata. Biscoitos. Torradas.
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1 INTRODUCAO

A Acrilamida (AA) é um monémero de férmula molecular
(CsHsNO) altamente soluvel em &gua, acetona, acetonitrila, alcool, e
desde a década de 50, a AA é formada industrialmente a partir da
hidratacdo da acrilonitrila. O polimero de AA (poliacrilamida) pode ser
aplicado na producdo de géis para eletroforese e para clarificar e purificar
agua potavel e esgoto. A acrilamida também é usada na construcdo de
fundacbes para  barragens e tuneis (WORLD HEALTH
ORGANIZATION - WHO, 2002).

Apl6s experimentos mostrarem que a AA pode induzir o
aparecimento de tumores em animais, esta foi classificada como provavel
carcinogeno humano, pela International Agency for Research on Cancer -
IARC (1994).

A formacdo da AA em alimentos ocorre principalmente pela
reacdo do aminoacido asparagina com agucar redutor (glicose e frutose),
dependendo das condi¢des de armazenamento, temperatura de cozimento,
e concentragdo dos precursores no alimento (ARISSETO; TOLEDO,
2007; KERAMAT et al., 2011; VINCI; MESTDAGH; MEULENAER,
2012). Portanto, todo alimento rico em carboidrato (paes, biscoitos,
batatas etc), e processado em altas temperaturas produz AA. Vivanti,
Finotti e Friedman (2006) estudaram o teor de asparagina e aclcares
redutores em 9 espécies de batatas comercializadas na Italia, e 22 espécies
comercializadas no Estados Unidos. Os teores de asparagina encontrados

variaram de 1,17 a 57,65 mmol Kg™.
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A acrilamida é determinada normalmente por métodos
cromatogréficos, principalmente a cromatografia liquida de alta eficiéncia
(HPLC) com diversos tipos de detectores, mas também, ha estudos com
polarografia, voltametria, cromatografia gasosa (CG) e fluorescéncia. Na
Tabela 1 sdo apresentados métodos relevantes para determinacdo de AA
relatados na literatura.

O objetivo desse trabalho foi avaliar a viabilidade do uso da
espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) no
modo refletancia total atenuada (ATR) na identificacdo da acrilamida em

alimentos.



Tabela 1 Metodologias analiticas relevantes para determinacéo de AA

Matriz Extracdo Método Recuperacdo LD/LQ Referéncia
Zargar,
. . 1 Sahraie e
Batata frita Acetona Polarografia NR 3,52/11,76 pgL Khoshnam
(2009)
, . . Niaz et al.
- _ 0 1
Agua Polarografia 98,1 - 102% 27 ugL™"/ NR (2008)
Voltametria (eletrodo Stobiecka,
. < de pasta de carbono 10 Radecka e
Batata Frita Agua modificada com Hb- NR 12x107" M Radecki
Fe(I1)/Hb-Fe(111)) (2007)
Batata frita ] Liu et al
Frango frito Agua Fluorescéncia 66 — 110,6% 0,015mgL™*/NR '
199 | (2014)
Biscoito
HILIC - Backe,
Agua i cromatqgrafla quda 95 + 25 % 2,4 ngLY/NR Yingling e
de interacdo Johnson
hidrofilica (2014)
Batata frita brometo de 1-butil-3- Albrohri e
P30 metil-imidazélio HPLC/UV 90,6-109,8 % 25/80 pgL™* El-Hady
(BMIMBFr) (2014)
Vesela e
Racdo de cdo e gato Polarografia 98,7-99,9 % 12 pgkg/NR Sucman
(2013)
Plasma o 60,8 — 63,3 % NR/5 pgL™? Kim et al.
Urina Acetonitrila HPLC-MS-MS 426-465%  NR/10 pgL™ (2015)
Batata frita Sol-gel ) 0 9,3/28,2 ug kg™ Omar,
Beringela frita metiltrimetoxissilano- GC-MS 88 - 103% 12,6/38,2 ug kg lbrahim e
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Matriz Extracdo Método Recuperacdo LD/LQ Referéncia
Gréo de bico tetraetoxisilano 10,3/31,2 pg kg™ Elbashir
(MTMOS-TEOS) (2014)
Batata frita 87 —116% Hoenicke et
Biscoito Agua HPLC-MS-MS 87 —97% 1
Farinha 94 — 100% 10/30 pg kg al. (2004)
Cacau Ferri/ZnSO,/NaCl/CH5C HPLC-MS-MS 84 -91% 10/30 pg kg™ Hoenicke et
Comida bebé OOCH,CH; GC - MS - MS 84 —90% 1,5/5 pg kg™ al. (2004)
. o ; Nielsen et
-MS- - 0 1
Pédo Agua HPLC-MS-MS 93-112% 13 pg kg™/NR al. (2006)
Batata frita
Pdo A 0 1 Arisseto et
Café Agua/MeOH HPLC-MS-MS 100 - 115% 10/20 ug kg al. (2007)
Cerveja
Michalak,
. R < 1 Gujska e
Comida de bebé 20% Agua/80%MeOH RP-HPLC-DAD 106% 10 mg kg“/NR Klepacka
(2011)
. 0,1% Acido FTIR associado ao 1 Ayvaz et al.
Batata frita formico/Agua HPLC/MS NR 18/55ugL7, (2013)

NR — Nao revelado.

L6
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2 EXPERIMENTAL
2.1 Reagentes e metodo de extracéo

Todos os reagentes quimicos de grau analitico foram utilizados
sem purificacdo adicional. Foram preparadas solu¢des estoque (1000 mg
L) de acrilamida (Sigma 99%) em acetonitrila (ACN) (Synth 99,8%). As
diluicBes foram feitas por meio da transferéncia de aliquotas quantitativas
da solugcdo estoque para um baldo volumétrico de 10,0 mL e
completando-se o volume. O brometo de potassio (KBr) foi mantido em
estufa até o momento de ser utilizado.

As amostras de batatas palha, chips e biscoitos foram maceradas
com almofariz empregando um pistilo e armazenadas em frasco.
Analisou-se as amostras solidas sem nenhum tratamento prévio e apds a
extracdo da acrilamida, o que é realizado da seguinte forma: pesa-se cerca
de 2 g de amostra em um tubo de ensaio e posteriormente adiciona-se 20
mL de acetonitrila, deixando no ultrassom por 10 minutos, e
posteriormente, efetuou-se a filtracgdo. O extrato foi filtrado,

desengordurado com hexano, e a fase polar coletada e analisada no FTIR.
2.2 Espectroscopia de infravermelho

Os espectros na regido do infravermelho por transformada de
Fourier (FTIR) foram obtidos no interferdmetro da Bomem MB-100. O

intervalo foi de 4000 a 400 cm™, com resolucio de 4 cm™ e 32 varreduras
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a cada espectro em modo ATR. O padréo e as amostras foram dissolvidas

em KBr e colocados para analise em um porta-amostras.

2.3 Anélise das amostras por FTIR

Os padres sdlidos de AA foram dissolvidos no KBr nas
concentragdes 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 e 9 mg para 200 mg de KBr. As amostras
solidas foram misturadas com o KBr numa quantidade de 200 mg para 2
mg de amostra. Num almofariz de agata macerou-se o KBr juntamente
com o padrdo ou a amostra, a mistura j& homogeneizada foi aplicada
diretamente sob o cristal de diamante do IR.

Os padroes de AA com ACN foram preparados nas concentracfes
de 1;1,5; 2; 2,5; 3; 4; 5; 6; 8 e 10 mgL™. Os Extratos em ACN e 0s seus

padrdes foram aplicados sob o cristal de diamante do IR.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Analise Qualitativa

Os espectros de FTIR dos padroes de AA solida e com ACN séo
apresentados nas Figuras 1A, 1B e 1C. As bandas obtidas para a AA pura
por ATR solido e extrato com ACN foram associadas com fortes
vibragdes de infravermelhos do N-H, C=0, C=C e C-N, que sdo grupos
funcionais presentes na estrutura da acrilamida.

Na Figura 1A, a AA pura slida, as bandas de 3354 / 3157 cm™
correspondem, a deformacdo axial de N-H, 1688 cm™ refere-se ao
estiramento da ligacdo C=O da funcdo organica amida, 1602 cm™
corresponde ao estiramento da dupla ligacdo C=C, caracteristica de grupo
vinil terminal deslocado e 1417 / 663 cm™ referem-se ao estiramento da
ligacdo C—N de amidas primarias.

A Figura 1B apresenta o espectro por ATR da acetonitrila,
solvente utilizado para extrair a AA. As bandas em 3008/2932 cm™
referem-se ao estiramento da ligacdo C-H, as bandas em 2284/2250
referem-se ao estiramento da ligacdo C-N, e 1443 referem-se ao
estiramento simétrico e assimétrico da ligacao C-N.

Na Figura 1C encontra-se o espectro da AA na presenca ACN. As
bandas caracteristicas da AA sdo atribuidas aos grupos N-H, C=0, C=C e
C-N, sdo 3174, 1636, 1541 e 667 cm™, respectivamente.

As bandas apresentadas pelo padrdo puro de AA sdo muito mais
nitidas do que na presenca do solvente extrator ACN. A ACN

possivelmente interfere na absorcdo da AA.
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Na Figura 2 sdo apresentados os espectros IR-FT para as amostras
de batatas “palha”, chips e mandioca frita. Observa-se que 0 estiramento
da carbonila em 1700 cm™ est4 presente em todas as amostras como as
também as outras bandas caracteristicas da AA: como entre 3400 e
3140 cm™ que é referente a ligacdo N-H, 1652 cm™ referente a ligagdo
C=C e 1470/700 cm™ referente a ligacdo C-N. Isto indica que a AA esta

presente em todas as amostras.
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Figura 2 Espectros de IR-FT de AA padrdo (AAp) e amostras de batatas
chips e “palha”

Os espectros apresentados na Figura 2 sdo referentes ao AAp e as
amostras de biscoitos e torradas. Observa-se que a AA esta presente
também nestas amostras devido a presenca das bandas caracteristicas

1720 cm™ que refere-se a ligacdo C=0, as bandas compreendidas entre
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3400 a 3080 cm™ referem-se a ligagdo N-H, 1630 cm™refere-se a ligagio
C=C e 1530/678 cmrefere-se a ligacdo C-N.
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4 CONCLUSAO

Este estudo visou a exploracdo da viabilidade do uso do IR-FT na
identificacdo de AA em alimentos. O método mostrou-se promissor na
identificacdo e possivel quantificacdo de AA em amostras sdlidas de

alimentos, sem a necessidade de extracao.
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APPLICABILITY STUDY OF IR-FT MODE ATR ON THE
IDENTIFICATION ACRYLAMIDE IN FOOD

ABSTRAT

The Infrared Spectroscopy Fourier Transform (FTIR) in
attenuated total reflectance (ATR) mode was used to identify solid
acrylamide (AA) with KBr (AA/KBr) and acrylamide solid with
acetonitrile (AA/ACN The method using AA / KBr showed promise in
the identification of acrylamide in 14 solid food samples without
extraction.

Keywords: Potato. Coockies. Crips.
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ANEXOS

ANEXO A - Descrigdo sobre as técnicas eletroanaliticas

As técnicas eletroanaliticas sdo baseadas na relacdo entre as
propriedades elétricas das espécies eletroativas presentes na solugdo (corrente,
potencial e carga) com os parametros quimicos. Com isso, qualquer espécie
quimica que seja eletroativa, ou seja, que possa ser oxidada ou reduzida na
superficie do eletrodo pode ser determinado por esta técnica. As vantagens do
uso dos métodos de eletroanalise sdo: capacidade de especiacdo, possibilidade
de analise direta na amostra, boa sensibilidade e seletividade, baixos limites de
deteccdo instrumentacdo portatil, custo baixo tanto na aquisicdo quanto na
manutencdo dos equipamentos e analise in situ (BRETT; BRETT, 1998;
LOWINSOLUR; BERTOTTI, 2006; WANG, 2001). Esta técnica pode ser
utilizada para determinacdo de compostos inorganicos e organicos em diversas
matrizes.

A voltametria é uma técnica eletroanaliticas, onde se obtém informacGes
qualitativas e quantitativas, é baseada nos fendmenos que ocorrem na interface
entre a superficie do eletrodo de trabalho e a camada fina de solucdo adjacente a
essa superficie. O eletrodo de trabalho é o responsavel pelo sinal analitico, sendo
que este sinal é medido a partir da aplicacdo de um potencial entre o eletrodo de
trabalho e o eletrodo de referéncia. A versatilidade da voltametria pode ser
observada pela possibilidade de estudar diversos processos de oxidacdo e
reducdo em varias matrizes, mecanismos de transferéncia de elétrons em
superficie de eletrodo modificados (SKOOG; HOLLER; NIEMAM, 2002).

Segundo Wang (2001) o uso das medidas elétricas para fins analiticos
apresenta inimeras aplicagdes, tais como monitoramento ambiental, controle de

qualidade da indUstria e analises biomédicas.
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VOLTAMETRIA CICLICA

Para a obtencdo de informacGes qualitativas, a técnica mais utilizada é a
Voltametria ciclica (CV), pois possui uma capacidade de fornecer rapidamente
informagBes importantes sobre a termodindmica dos processos redox, da cinética
da reacdo de transferéncia de elétrons heterogénea, e sobre as reacOes de
acoplamento ou processos de adsorcdo. Frequentemente a CV é o primeiro
experimento a ser realizada por oferecer a localizacdo dos potenciais redox das
espécies eletroativas, reversibilidade do processo eletroquimico e ferramentas
para o estudo do mecanismo e velocidades das reagdes de redox (WANG, 2001).

A voltametria ciclica consiste em verificar o potencial linearmente de
um eletrodo de trabalho pequeno em uma solugdo sem agitacdo utilizando uma

forma de onda triangular potencial (Figura 1).

TEMPO
E

Figura 1: Aplicacdo do potencial para a voltametria ciclica: A) potencial com

varredura linear e B) voltamograma obtido para um sistema reversivel
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VOLTAMETRIA DE PULSO DIFERENCIAL

As técnicas voltamétricas de pulso sdo destinadas para uma maior
discriminagdo entre acorrente faradaica e a corrente capacitiva, diminuindo
assim os limites de deteccdo. As diferentes técnicas de pulso sdo baseadas em
medidas de potencial/corrente em pequenos intervalos de tempo (WANG, 2001).

A voltametria de pulso diferencial é uma técnica muito util na
determinacdo de tragos de espécies organicas e inorganicas (WANG, 2001).
Neste tipo de voltametria a corrente € medida duas vezes alternadamente (Figura
2 A). A primeira medida de corrente é feita em S; logo antes da aplicacdo do
pulso, e outra em S,, imediatamente apdés o final do pulso. A diferenca de
corrente por pulso Al é registrada em funcdo do aumento linear da voltagem.
Como resultado, temos uma curva diferencial com um pico, como mostra a
Figura 2 B. A altura do pico é diretamente proporcional a concentragdo
(SKOOG; HOLLER; NIEMAM, 2002).

E

pico

Potencial
Potencial

Figura 2: (A): Representacdo esquematica da aplicagdo de potencial em funcédo
do tempo em voltametria de pulso diferencial. (a) Em instrumentos anal6gicos;

(b) Em instrumentos digitais. A corrente é amostrada em S; e S; e a diferenca
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entre elas é que ¢é registrada: Al = IS~ 1S;. (B): Voltamograma de pulso
diferencial registrado em aparelhagem digital.

VOLTAMETRIA DE ONDA QUADRADA

A voltametria de onda quadrada (SWV), do inglés “Square Wave
Voltammetry”, ¢ uma das técnicas voltamétricas de pulso mais rapidas e
sensiveis. Os limites de deteccdo podem ser comparados aos das técnicas
cromatogréaficas e espectroscopicas (SOUZA; MACHADO; AVACA, 2003) Ela
também apresenta ao analista a opcdo de reduzir o ruido de fundo por repetidas
varreduras e calculo da média (TEOFILO et al., 2004).

A voltametria de onda quadrada envolve uma variacéo de potencial na forma
de escada (staircase). Segundo Silva et al. (2012), neste caso aplica-se pulsos de
potenciais de altura A (amplitude) constante em uma escada de potenciais com
largura AE; (incremento de varredura) e dura¢do t como mostra a Figura 3. A
corrente é medida duas vezes, uma ao final do pulso direto, quando a direcdo do
pulso é a mesma da varredura, e outro ao final do pulso reverso, onde a direcao
do pulso € contraria a direcdo da varredura. O voltamograma resultante consiste

da diferenca entre estas duas correntes versus a rampa de potencial aplicado.
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FIGURA 3:Representacdo esquematica da voltametria de onda quadrada, onde:
1) potencial na forma de onda; 2) escada de potencial; 3) forma de aplicacdo do
potencial na SWV; 4) forma da onda da corrente; 5) sinal da corrente; 6)
corrente diferencial e 7) corrente total (SOUZA; MACHADO; AVACA, 2003).
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ANEXO B - Descrigdo sobre a técnica espectroscopia de infravermelho com

transformada de Fourier

A Espectroscopia no infravermelho é uma técnica analitica muito
versatil, pois permite a determinacdo qualitativa de compostos organicos e
inorganicos e quantitativos de compostos organicos, nos estados solido, liquido e
gasoso. A regido espectral que corresponde ao infravermelho compreende a
radiacdo com nimeros de onda no intervalo de aproximadamente 14000 a 400
cm?, sendo dividida em infravermelho proximo (4000 a 14000 cm™) e
infravermelho médio (400 a 14000 cm™). A regi&o mais utilizada nos estudos de
compostos organicos é a do infravermelho médio (BARBOSA, 2008; SKOOG;
HOLLER; NIEMAM, 2002).

A espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)
é uma técnica rapida, exige um minimo de preparacdo das amostras permitindo
analise qualitativa e quantitativa de compostos organicos, pois as intensidades de
absorcdo das bandas no espectro sdo proporcionais a concentracdo (SKOOG;
HOLLER; NIEMAM, 2002).

O uso da espectroscopia de infravermelho traz muitas vantagens, tais
como: reducdo do tempo de analise, diminui¢cdo da quantidade de amostras,
capacidade de identificar ou caracterizar estruturas complexas, ndo destruicdo da
amostra. Esta técnica estd sendo muito utilizada em linhas de producdo, no
controle de processos industriais (LOPES; FASCIO, 2004).
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