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RESUMO

A riboflavina é reduzida a dihidroriboflavina, num processo reversivel, a superficie

do eléctrodo de mercurio®:

GH, = (CHOH)3 - CH,0H CH, = (CHOH)3 - CH,OH

! H
HyC e . e N M0
o t2e 2 —— | !
HyC ¢ H HaC N7 CTH
o H oo
Riboflavina Dihidroflavina

A presenga do sistema de anéis aromaticos deverd ser responsavel pela elevada
adsor¢do da molécula no eléctrodo de mercurio, o que permite uma pré-concentragio a
superficie do eléctrodo e a consequente determinagio das moléculas adsorvidas por

voltametria.

O trabalho experimental realizado teve como objectivo a determinagio da riboflavina
por voltametria, em alternativa a espectrofluorimetria, o método adoptado pela
“Association of Official Agricultural Chemists™” para a quantificagio desta vitamina.
Dai, que se tivesse feito, também, a determinacdo espectrofluorimétrica da riboflavina,
fazendo ligeiras alteragdes ao método da “Association of Official Agricultural

Chemists™?

, com o objectivo de comparar os métodos voltamétrico e
espectrofluorimétrico. Um aspecto importante a considerar foi o da estabilidade da

vitamina na presenga da luz e a consequente influéncia na analise.

Apdbs o desenvolvimento do método de determinagdo voltamétrica da riboflavina,
procedeu-se a sua analise nas pastilhas “Smint” e no leite. A determinagdo nos “Smint”
teve como principal objectivo o aperfeigopamento do método na analise de uma matriz
simples, constituida por varios compostos naturais. O leite é um produto de consumo
diario rico em riboflavina. Por se tratar de uma matriz liquida, ha a possibilidade de se
determinar a vitamina directamente ou com uma extrac¢do simples em que a fracgdo
tomada reflecte a composi¢gdo total da amostra. Ao contrario do método
espectrofluorimétrico, em que a determinagdo da riboflavina no leite obriga a uma
prévia extracgdo, no caso da voltametria foi possivel efectuar a sua analise directamente

na matriz




Determinaciio da riboflavina por voltametria com adsor¢io

I. PARTE TEORICA




Determinagfio da riboflavina por voltametria com adsorgo

1 A RIBOFLAVINA

1.1. Introducio

As vitaminas sdo compostos organicos necessarios em pequenas quantidades na dieta
dos seres humanos e da maior parte dos animais, por esta razdo sdo designadas por
micronutrientes. S3o componentes essenciais das coenzimas e dos grupos prostéticos
das enzimas, dai o seu papel fundamental no metabolismo celular 3.

As vitaminas dividem-se em dois grupos, as hidrossoluveis e as lipossoliveis. No
primeiro grupo incluem-se a tiamina (vitamina Bj), a riboflavina (vitamina B2), a
piridoxina (vitamina B¢), a vitamina Bi2 e o acido ascorbico (vitamina C) entre outras.
As vitaminas A, D, E e K nfo sdo soliveis em agua .

A riboflavina foi descoberta em 1920 no ovo, foi isolada treze anos mais tarde, mas

sO em 1935 a sua estrutura foi definida e pela primeira vez foi sintetizada *.

1.2. Estrutura e Propriedades

1.2.1. Estrutura

A cor amarela da riboflavina deve-se a sua estrutura, um sistema de anéis
insaturados de isoaloxazina (Fig. 1.a).

A riboflavina tem duas formas radicalares, uma anidnica (Fig. 1.c) e outra neutra
(Fig. 1.d), e uma forma totalmente reduzida, a dihidroriboflavina (Fig. 1.b) *.

Esta vitamina pode designar-se pelos seus varios estados de oxidagdo- reducdo: a
forma inteiramente oxidada é a flavoquinona, a forma radicalar é designada por
flavosemiquinona e a forma totalmente reduzida € conhecida por flavohidroquinona.

A vitamina B, pode ser fosforilada em sistemas biologicos e depois adenilada,
convertendo-se facilmente em duas coenzimas: flavina-mononucledtido (FMN, Fig. 2.a)
e flavina - adenina - dinucle6tido (FAD, Fig. 2.b) *.

A flavina-mononucledtido foi inicialmente obtida a partir da riboflavina em 1932 % A
co-enzima foi separada da enzima por acidificagdo e dialise.

Os dois sistemas de anéis da flavina - adenina - dinucleotido encontram-se com um




Determinagio da riboflavina por voltametria com adsorciio

arranjo estrutural de um anel sobre o outro, tornando-se, deste modo numa molécula

quase planar.

CHZ (CHOH)?! CH,OH CH2 (CHOH:B CH,OH
N 40 3°H My

a) Riboftavina
k) Dihidroribotlavina

CHz"'(CHOH)3—CHzOH 'CHZ'(CHOH)3—CH20H
HyC N JEANGNPS W HaC N_ _N__,O
QU < “0Xx
SN < >~ _N
H3C h= me” H o HyC N" 6" H
o- HoWd
¢) radical anido d) radical neutro

Fig. 1. Formulas de estrutura da riboflavina nos varios estados de oxidagéo redugéo.
1.a.- Riboflavina- forma totalmente oxidada; 1.b.- Dihidroriboflavina- forma totalmente

reduzida, 1.c.- radical anido e 1.d. radical neutro.

NHo
N
QoL
0 0 0 N7 N
i Il i
CH,0 — P — OH CHO—P—0—P—0—CH,
('JHOH OH (|3HOH OH OH
(IEHOH (IJHOH
(IEHOH CHOH OH  OH
i
[
N I
HaC N c“H Mo
Q
EMIN FAD

Fig. 2. Formulas estruturais das formas coenzimas da riboflavina. 2.a.- flavina-

mononucleétido (FMN); 2.b.- flavina - adenina - dinucleétido (FAD). -

[#%)
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1.2.2. Propriedades Fisico-Quimicas

As propriedades cataliticas da riboflavina devem-se exclusivamente & combinagdo de
anéis no sistema de isoaloxazina.

As posi¢gdes mais reactivas sdo as correspondentes ao N-1, C-4 e N-5, pertencentes
aos anéis de pirazina e pirimidina. Inicialmente pensava-se que o anel benzénico era
pouco reactivo, mas agora conhece-se a elevada reactividade de C-8 e C-6 *.

A cadeia linear ligada ao sistema de anéis pode ser facilmente fosforilada.

A riboflavina forma sais de prata vermelhos escuros. Os catides Cu’ e Hg** formam
complexos similares aos da prata com a vitamina. As suas cores indicam uma
transferéncia de carga entre o metal e a flavina.

A riboflavina tem uma fun¢io de coenzima e é uma das moléculas mais versateis que
participam em reacgdes de oxidagdo - redugdo em processos biologicos devido a sua
capacidade de dar e aceitar electrdes em sistemas biologicos.

Quando submetida a um processo de oxidagdo - redugdo a molécula de riboflavina
muda de configuragdo: a forma oxidada da molécula ¢ planar enquanto que a reduzida
perde essa caracteristica.

A forma oxidada das flavinas é a mais conhecida, ndo s6 pelo seu comportamento
apoOs absorgdo de luz, mas também devido a sua estabilidade na presenga de oxigénio.

A riboflavina pode ser reduzida incorporando dois atomos de hidrogénio, formando-
se a 1,5-dihidroflavina que é uma molécula incolor. Esta molécula é re-oxidada na
presenga de ar.

As duas formas radicalares surgem em diferentes condi¢des: o anido forma-se
através da ligagdo de um electrdo a forma oxidada; por sua vez, esta forma pode sofrer
uma protonag¢do, originando o radical neutro.

A riboflavina ¢ moderadamente soluvel em 4gua e etanol. E completamente insolavel
em solventes apolares e bastante solivel em solugdes alcalinas diluidas *.

O espectro de absorg¢do e emissdo fluorescente da riboflavina em solugdo aquosa
neutra na zona do ultravioleta-visivel é o representado na Figura 3. As quatro bandas de

absorgdo mais distintas estdo centradas a 446, 375, 265 e 220 nm °.
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Fig. 3. Espectro de absor¢do ( ——— ) e emissdo fluorescente ( -------- ) na zona

UV/Vis da riboflavina em solugdo aquosa neutra.

O coeficiente de extingdo molar dos maximos de absor¢do ( >10*M'cm™) indica que
estdo associados a transi¢des do tipo T — w*.

O diagrama de Jablonski das flavinas é o representado na Figura 4 °.

1n
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\7
200 —

Energja/
Kj/ mol
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Fig. 4. Diagrama de Jablonski para as flavinas.
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A banda centrada em 446 nm corresponde a transi¢do electréonica de menor energia ©

—> m*, a transi¢do do estado fundamental singleto, So, para o primeiro estado excitado
com a mesma multiplicidade, S;. As transigdes electronicas sio normalmente
acompanhadas por variagdes vibracionais, dai a possibilidade do electrdo ser transferido
para qualquer um dos niveis vibracionais desse estado (Fig .4, transi¢des 1-3).

O pico de absorgdo a 375 nm deve-se também a uma transi¢do m — m*, mas desta
vez o electrdo transita para o segundo estado electronico excitado. A semelhanc¢a do
que acontece a 446 nm prevé-se a existéncia de trés transi¢des vibracionais diferentes
(Fig. 4, transi¢des 6-8).

Pouco se sabe relativamente as transicdes de maior energia cujas bandas estdo

centradas a 265 nm (Fig. 4, transi¢do 11) e 220 nm. A presenga de pares de electrdes

ndo ligantes possibilita transi¢des electronicas do tipo n— ©*. Embora estas transigdes
tenham baixa probabilidade de ocorrerem devido a restrigdes de simetria e/ou de
sobreposi¢do de orbitais, nas flavinas elas podem ser intensas devido & falta de simetria
molecular.

No entanto, ha evidéncias que qualquer transicdio n — 7* é mascarada pelas
transigdes mais intensas T —> w*.

O electrdo tem um tempo de vida finito nos estados de maior energia, tende a
regressar ao estado vibracional de menor energia do nivel electronico em que se
encontra por relaxamento vibracional (Fig. 4, transigGes 4,5 e 10), e ao primeiro estado
excitado por decaimento ndo radioactivo (Fig. 4, transi¢des 9 ¢ 12).

A probabilidade do electrdo regressar nesta altura ao estado fundamental é maxima.

Verifica-se a fluorescéncia quando ocorre a transi¢io do electrio de um estado
excitado singleto para o estado fundamental com a mesma multiplicidade (Fig. 4,
transi¢des 14 e 15). Esta desactivagdo pode ainda ocorrer através de processos nio
radioactivos (Fig. 4, transi¢do 16).

Quando a desactivagdo da molécula ocorre associada a uma inversdo de spin, ha a
passagem do electrdo do estado singleto para um estado tripleto por interconversio de
sistemas (Fig. 4, transi¢do 17). Depois disso, o electrdo regressa ao estado fundamental
singleto através de processos ndo radioactivos (Fig. 4, transi¢do 19), ou por
fosforescéncia (Fig. 4, transi¢do 18)°.

A fluorescéncia das flavinas pode ser reduzida na presencga de varios compostos ou
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ides. Sdo conhecidos dois mecanismos distintos de redugdo da fluorescéncia: o
mecanismo estatico, onde ha associacio da flavina no estado fundamental a um
composto inibidor ¢ ha a formag¢do de um complexo menos fluorescente ou mesmo sem
qualquer fluorescéncia;, o mecanismo dinadmico, em que a excitagdo das flavinas ocorre
normalmente, mas um choque com o inibidor provoca a degradagdo da energia
electronica °.

Uma caracteristica tipica da riboflavina é a sua consideravel sensibilidade a luz que
causa a sua decomposi¢do **”*? Durante o processo de decomposigéo, a cadeia linear
ligada ao sistema de anéis da isoaloxazina sofre uma fragmenta¢do podendo formar-se

varios foto produtos (Fig. 5.)°.

?3
Ry N_ N__O
Ty
i
N
- N% ﬁj »
O

Composto R1, R2 R3
Riboflavina (RF) - CH; - CH»(CH,0OH);-CH,OH
Formilmetilflavina (FMF) - CH; - CH,CHO
Carboximetilflavina (CMF) - CH; - CH,COOH
Lumiflavina (LF) - CH; - CH;

H
ch N‘INMC?’O
] l |
i N
Lumicromo (LC) HoC N ﬁ, -
O

Fig. 5. Estrutura da riboflavina e dos seus foto-produtos
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Foram considerados mecanismos para trés tipos distintos de reac¢ido: a perda total
da cadeia linear e a formagdo do lumicromo, a oxidagdo da cadeia lateral e a
consequente formacgdo de cetonas e a fragmentacdo da cadeia com formagdo da
formilmetilflavina ¢ em reac¢des secundarias de lumiflavina e carboximetilflavina.

A formagdo de lumicromo ocorre por fotodesalquilagdo (Fig.6.). A desalquilagdo
envolve a quebra sincrona da ligagdo Ny, - Ci € C» - H na conformagdo cis-periplanar,

com transferéncia directa de um protdo *. Nesta reac¢do ha formagdo do lumicromo e de

um alceno
R
\__-OH
PN
CHy  H H
HsC AN HsC N M _OH
TG — I, - =
H,C N e H H,C NT S CH R
0 o)

Fig. 6. Reac¢do de formagio do lumicromo 2.

O sistema de anéis de isoaloxazina pode ainda sofrer uma fotorredugéo
intramolecular (Fig. 7.). Inicialmente da-se a remog¢do de hidrogénio da ligacdo o-CH e
a consequente formacio de um dirradical (a.), que conduz posteriormente a formagéo de

uma cetona (b.) *:

a.
R R R
\.__-OH \C _OH \, _-OH
5 N P
CH, H CH, H CH,
' ' N N O
HSCH NI/’N\ C,-';o-’o hy H3 CﬁN - _N-\_ C;;,-:O H3 C ! \..Cﬁ
: N I : 5 I :
AN N,
H,C N C"N‘H H,C N’ 'cl:f’ “H H;C ﬁ ¢ °H
o o
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b.
R R R
N \,__-OH N AP
/ * /C- /
OHy o Ty
HaC N Ao *cx HsC AN
I <———-—; I — I
HsC N7 Ny HyC N7
0 H o

Fig. 7. Mecanismo de formagdo das cetonas °.

Estudos polarograficos permitiram a Brdicka 7 prever a formag¢do da lumiflavina.

Numa fase inicial, ocorre a oxida¢do da cadeia linear e a consequente formac¢do de uma
cetona, Figura 8; posteriormente ¢ em condi¢gOes favordveis, da-se a cisdo da ligagdo

entre o carbono ligado ao sistema de anéis e o carbono do grupo carbonilo, formando-se
um alcool e um aldeido 7, Figura 9:

O

. I
CHp = CHOH - CHOH - CHOH - CH,0H cH2 CHOH - CHOH - CH,OH

C-
~ I
HaC N e H
s]

redugio

Fig. 8. Formagdo da cetona por redugio da riboflavina segundo Brdicka 7.

ciséo

OH H
'}F J/\f’
CH - CHOH - CHOH - CH,0H CHy - OH
H I C 5 I [+ H-C-CHOH-CHOH - CH,OH
HeC NT e H o

Fig. 9. Cisdo da cetona segundo Brdicka 7.
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Deste modo, a reac¢do entre o grupo hidroxilmetilamida e o grupo aldeido, em

condigdes favoraveis, origina a lumiflavina e o acido eritrénico 7 (Fig.10.):

CHz‘OH
l
HaC NN 0
I i + H-C - CHOH - CHOH - CH,OH
A __N I
HyC N" e 0
0]

CH3

\‘C“" CIJH
I ﬁ = CHOH ~ CHOH - CH,OH
./ “H 0

Fig. 10. Formagdo da lumiflavina segundo Brdicka ’
1.3. Métodos de Determinacao

O método mais usado na determinagdo de riboflavina baseia-se na fluorescéncia
exibida por esta vitamina na zona do verde amarelado quando irradiada com luz ultra-
violeta. A fluorescéncia depende da concentragdo da vitamina e do pH.

De acordo com os métodos de analise adoptados pela “Association of Official
Agricultural Chemists”, o comprimento de onda de excitagdo mais conveniente € 440
nm e a emissdo deve ser medida a 565 nm *.

Muitas vezes a determinagdo de riboflavina em certas matrizes mais complexas,
como a urina, tecidos animais e alimentos é feita através da combinagdo da deteccdo
fluorimétrica com a separa¢do cromatografica *.

A cromatografia de camada fina (TLC) e principalmente a cromatografia liquida de
alta resolucdo (HPLC) sdo varias vezes utilizadas nos varios métodos de determinagdo
da vitamina B, publicados na literatura *.

Para além dos métodos espectrofluorimétricos e dos métodos cromatograficos, pode

10, 11, 12,

2

13 14

utilizar-se, ainda, a voltametria a polarografia e a coulometria para

quantificar a riboflavina em diversas matrizes, encontrando-se diversos artigos

publicados baseados nestas técnicas de analise quimica.

10
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Os métodos microbiolégicos sdo também utilizados para a determinagdo da vitamina.
Bactérias como a Lactobacillus Casei, a Leuconostoc Mesenteroides e a Tetrahymena
Phyriformis sio frequentemente utilizadas para essa determinagéo *.

Devido a sensibilidade desta vitamina a luz e na presenga de solu¢des basicas, as

analises devem ser feitas no escuro € em amostras previamente acidificadas.

1.4. Ocorréncia

Os vegetais e as proteinas animais sdo ricos em riboflavina, mesmo quando
cozinhados.

O leite é uma excelente fonte de riboflavina. Aproximadamente um quarto da
riboflavina necessaria a dieta dos seres humanos ¢ obtida através de leite ou dos seus
derivados. Esta vitamina surge, no entanto, em varios alimentos, como mostra a Tabela
1%

11
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Alimento Riboflavina (mg/100g)
Fruta
Magi 0.01
Banana 0.04
Citrinos 0.03-0.04
Morango 0.03
Vegetais
Brécolos 0.27
Couve 0.05
Ervilha 0.14
Cogumelo 0.57
Salsa 0.24
Carne
Vaca 0.16-0.32
Porco 0.19-0.33
Galinha 0.10-0.28
Peixe
Bacalhau 0.17
Salmdo, lata 0.12
Atum, lata 0.13
Cereais
Trigo 0.10
Arroz 0.06
Centeio 0.20
Produtos diarios
Queijo 0.54
Ovo 0.48
Leite 0.15-0.17

Tab. 1. Quantidade de riboflavina presente em alguns alimentos *
1.5. Estabilidade nos alimentos
Os alimentos que contém riboflavina podem ser cozinhados sem que ocorra a

alteragdo das caracteristicas desta vitamina. No entanto, a exposi¢do dos alimentos a luz

provoca uma perda rapida de riboflavina.

12
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No leite, por exemplo, ocorre uma diminui¢do de vitamina B, quando este ¢
armazenado em frascos de vidro. O mesmo se passa nos alimentos que sofrem um
processo de secagem a luz do sol.

A exposigdo a luz do soro do leite acelera a degradagéo da riboflavina. A radiagdo
luminosa conduz & formacio do anido superoxido, O,", e de perdxido de hidrogénio,
H,0,. Na presenga do catido ferro (III) (a quantidade deste catiio no leite € entre 6 e12
mg/litro), ocorre a formagdo do radical hidroxilo, através de uma reac¢do de Haber-

Weiss *:

0, + Fe (II) —> O, + Fe (1)
Fe (IT) + H,0, —— HO® + Fe (1II) + HO"

020' + H202 _— HOO + 02 + HO

Esse radical hidroxilo é muito mais reactivo que o anifo superdoxido e € o
responsavel pelas reacgdes de peroxidagdo dos lipidos e a desnaturagdo dos acidos
nucleicos. Estudos publicados sugerem que o radical hidroxilo € o principal responsavel
pela degradagio da riboflavina, porque a triptofana, que ¢ conhecida como uma

poderosa armadilha para estes radicais, protege a decomposi¢io desta vitamina.

1.6. Presenca nos Seres Humanos e outros Animais

1.6.1. Absor¢do, Transporte, Distribuicdo, Armazenagem, Metabolismo e

Excregio

Nos seres humanos e animais a absor¢io, o metabolismo, as interacgdes € a excre¢do
da riboflavina sdo essencialmente controladas por hormonas. Esta regulacdo centra-se
na conversio desta vitamina numa coenzima, essencial ao funcionamento de varios
processos bioldgicos.

Nos alimentos, muitas flavinas estabelecem ligagdes ndo covalentes com proteinas e
sdo libertadas durante a digestdo; no entanto, ha casos em que as liga¢gdes sdo mais
fortes e ndo se verifica a sua ruptura completa.

No organismo humano e animal a maior parte da riboflavina encontra-se na forma de

coenzimas como se pode verificar na Tabela 2 *:
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Orgio Total de Flavina FAD FMN Riboflavina
(rg/g) (%) (%) (%)
Figado 26.86 89.0 9.9 1.1
Rim 37.50 61.9 36.5 1.6
Coragio 20.66 94.9 4.9 0.2
Cérebro 2.54 87.4 11.4 1.2

Tab. 2. Quantidade de flavina existente nos orgdos dos seres vivos ¢ a forma em que

se encontra. Determinacio efectuada através de um método baseado em HPLC *.

As coenzimas estdo quase sempre associadas a proteinas que as protegem da
excregao.

No processo de digestdo, as flavinas sdo libertadas das proteinas as quais estdo
ligadas. A libertagdo ocorre com a ajuda das pirofosfatases e fosfatases. A absorgdo
intestinal da riboflavina ocorre de uma forma rapida e em pequenas quantidades,
proporcionais a quantidade que existe no organismo.

A riboflavina livre ¢ a forma mais importante das flavinas transportadas nas células.
A vitamina encontra-se armazenada nesta forma essencialmente na retina do olho, na
urina e no leite de vaca.

O ser humano adulto tem capacidade para conservar a riboflavina no organismo
cerca de 2 a 6 semanas.

Nos mamiferos, a conversio de riboflavina nas suas coenzimas ocorre no citoplasma
de alguns tecidos celulares, principalmente no intestino delgado, coragéo, figado e rins.

O primeiro passo envolve a fosforilagdo da vitamina, com a transformagio de ATP
em ADP; esta reac¢do envolve a perda de energia e é catalisada pela enzima
flavoquinase. O produto, FMN, pode ligar-se a varias apoenzimas e formar
flavoproteinas. No entanto, a maior parte deste FMN ¢ convertido em FAD numa
reaccio que envolve novamente o ATP. Este passo ¢ catalisado pela enzima
pirofosforilase.

A biossintese destas coenzimas € regulada por hormonas.

O metabolismo das flavinas nos mamiferos é representado na Figura 11 *:

14
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Vitamina na p
. - , flavoproteina
circulagio flavoproteina complexos
, covalente
sanguinea

ATP ADP ATP  PPi

Riboflavina ——> FMN —————» FAD ———® 80-FAD covalente

celular
Kinase sintetas
. proteases,
h1dr_olases peptidases
oxidases osf: pir

fosfatase ofosfatase

Catabolismo Flavinas
urinario e fecal peptidil e amino acetil

Fig. 11. Metabolismo das flavinas nos mamiferos *

A excre¢do das flavinas ocorre essencialmente através dos rins. Para além da
riboflavina, produtos caracteristicos da sua decomposi¢do sdo encontrados na urina, o
que mostra que provavelmente ocorre a degradagdo da vitamina dentro do organismo

dos seres vivos.
1.6.2. Necessidades

A riboflavina é essencial no metabolismo dos hidratos de carbono, gorduras e
proteinas.

A quantidade recomendada de riboflavina na dieta dos seres humanos depende da
idade e do sexo. As mulheres gravidas e em fase de aleitamento tém necessidades
diferentes desta vitamina.

Na Tabela 3 estdo descritas as quantidades de riboflavina que sdo reconhecidas

COmo necessarias ao ser humano:

[
w
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Idade "RDA (mg)
Criangas 0-6 meses 0.4
6-12 meses 0.6
1-3 anos 0.8
4-6 anos 1.0
7-10 anos 1.4
Homens 11-14 anos 1.6
15-22 anos 1.7
23-50 anos 1.6
+ 50 anos 1.4
Mulheres 11-22 anos 1.3
+ 23 anos 1.2
Gravidas 1.6
Aleitamento 1.8

Tab. 3. Quantidade de riboflavina recomendada na dieta humana. *RDA-

Recommended Dietary Allowances *

Esta vitamina esta envolvida na proteccdo e regulagdo de certas hormonas, é
responsavel por uma pele e um cabelo sadio e ajuda na protec¢do dos glébulos
vermelhos.

Tal como o homem os animais necessitam que a riboflavina faca parte da sua dieta.

As necessidades de alguns deles estdo escritas na Tabela 4:

Animal Necessidade de Riboflavina
(mg/Kg de dieta)
Gato 3-4
Ciéo 22
Galinha 34
Pato 3
Porco 2-4
Vitela 1
Porco 3

Tab. 4. Quantidade de riboflavina reconhecida como necessaria na dieta de alguns

animais *

16
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1.6.3. Deficiéncias

As flavinas sdo compostos activos em diversas areas do metabolismo.

A deficiéncia da vitamina prejudica o metabolismo dos hidratos de carbono, dos
acidos gordos, dos amino-acidos, de algumas vitaminas e interfere na fun¢ido de varios
orgaos.

Uma alimentagio desiquilibrada é a principal causa desta deficiéncia.

A caréncia desta vitamina também pode ser provocada pelo excessivo consumo de
alcool. O etanol reduz consideravelmente as propriedades da vitamina.

Diversos estudos efectuados demonstram que o nivel de riboflavina em mulheres que
usam contraceptivos orais ¢ mais baixo que nas restantes.

A deficiéncia de riboflavina pode ser indicada pelo aparecimento de lesdes nos
cantos da boca ou na lingua, por modifica¢des nas caracteristicas da pele e/ou pela
diminuigdo da visdo.

Os sintomas de deficiéncia de riboflavina nos animais s8o caracterizados pela falta de
apetite, por anomalias na estrutura Ossea e pela inibi¢do do crescimento. Em alguns
animais pode notar-se inflamagdes na pele, lesdes nos cantos da boca, perda de pelo e o

aparecimento de cataratas.

17
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2. ANALISE VOLTAMETRICA

2.1. Introducio

Nos métodos instrumentais de analise efectua-se a medi¢gdo do valor de uma
propriedade fisica ou quimica que possa ser relacionada com a presenga de uma
determinada espécie na amostra. Essa propriedade pode ser utilizada para realizar uma
analise qualitativa e, por vezes, uma analise quantitativa.

Os métodos instrumentais dividem-se em trés grandes grupos: espectrais, separativos

¢ electroanaliticos. Cada um destes grupos tem um conjunto de métodos associados.

Métodos Instrumentais

Y ! Y

Meétodos Métodos Métodos
Separativos Electroanaliticos Espectrais
Métodos
‘l, Electroanaliticos ¥

Potenciometria

Electrogravimetria

Voltametria Condutimetria Coulometria Amperometria

A voltametria é um método electroanalitico no qual a informagio analitica se obtém
através da medida da intensidade de corrente em fungdo do potencial aplicado, em
condi¢cbes que favoregam a polarizagdo do eléctrodo de trabalho. Para favorecer essa
polarizagdo, a superficie do eléctrodo de trabalho deve ter uma area reduzida, um
microeléctrodo.

O caso particular em que o eléctrodo de trabalho utilizado é o eléctrodo de mercurio

gotejante designa-se por polarografia.

18
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A voltametria é usada fundamentalmente para o estudo de processos de oxidag@o-
redu¢do de muitas espécies organicas e inorginicas. Esta técnica, inventada em 1920,
teve grande desenvolvimento na primeira metade do século XX. Apds um periodo de
crise nas décadas de 60 e 70, tem vindo a ganhar nova importdncia, resultante da

inovacio instrumental e cientifica, sobretudo no campo da electronica .

2.2. Instrumentacio

2.2.1. Eléctrodo de Mercurio Gotejante

O eléctrodo mais importante para fins analiticos é o microeléctrodo de mercurio

gotejante (Fig. 12).

Fig. 12. Eléctrodo de mercurio gotejante **

Este microeléctrodo consiste essencialmente num tubo capilar ligado a um
reservatdrio que contém uma coluna de mercario metéalico puro. A medida que o
mercirio passa através do capilar forma-se uma gota no orificio de saida. Esta cresce
até atingir o tamanho maximo, de forma perfeitamente definida, que depende do raio de
abertura do capilar e da tensdo superficial entre o mercirio e a solugdo. Depois a gota

cai e uma outra comega a formar-se e o processo repete-se '°.
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Como eléctrodo indicador em polarografia, o de mercirio tem vantagens sobre os de
metal solido: o elevado sobrepotencial de H, neste metal permite determinar espécies
muito menos oxidantes do que o catidio H'; o mercurio forma amalgama com muitos
metais, facilitando a reducdo dos respectivos catides metalicos, apresenta uma
superficie reprodutivel para um dado capilar; a constante renovagdo da superficie
elimina possiveis efeitos de passiva¢do ou envenenamento.

Com este microeléctrodo e na auséncia de anides que precipitem com os catides
Hg(I) e Hg(Il), na zona anddica pode ser utilizado até potenciais na ordem dos + 0.3 V
em relacdo ao eléctrodo saturado de calomelanos, ESC, e na zona catédica pode ser
usado até potenciais da ordem dos -2.8 V (sais de amoOnio quaternarios), -2.0 V (sais de
metais alcalinos) ou -1.2 V (solugdes 1M em HCI).

Este eléctrodo permite a utilizacdo de dispositivos de desalojamento de gota, o que
permite uma maior versatilidade e reprodutibilidade no tempo de gota. :

Versdes mais modernas tém surgido, em que as medi¢des da intensidade de corrente
sdo feitas ap6s a gota ter parado de crescer, eléctrodo de mercirio de gota estatica,
SMDE.

2.2.2. Eléctrodo de Mercurio de gota suspensa

A principal diferenca relativamente ao eléctrodo de mercurio gotejante deve-se ao
facto do eléctrodo de gota suspensa utilizar uma Unica gota para efectuar toda a
experiéncia. Quando esta € desalojada surge uma outra para nova experiéncia.

A sua utiliza¢io é semelhante a dos eléctrodos solidos, com a grande vantagem da
facilidade de remocgdo da superficie entre as experiéncias. Permite a execucdo de

voltamogramas em poucos segundos e a aplicagdo de técnicas com pré-concentracgio.
2.2.3. Eléctrodo de Pelicula de Mercurio

O eléctrodo de pelicula de mercurio obtém-se por deposi¢do de uma fina camada
deste metal num eléctrodo de carbono vitreo.

Este tipo de eléctrodo praticamente s6 € usado na voltametria de redissolugdo
anodica.

Devido ao facto da camada de mercirio depositada ser muito fina, ndo deve ser
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utilizado para concentragdes superiores a 10 M.
Este eléctrodo oferece uma elevada razdo area-volume e tem uma elevada facilidade

de rotagdo a uma velocidade elevada.

2.2.4. Eléctrodos Sdlidos

Quando se pretende determinar redutores fracos por oxidagdo temos que substituir o
eléctrodo de mercurio, uma vez que este € facilmente oxidavel. Os eléctrodos mais
usados em oxidacdo sdo eléctrodos solidos de carbono vitreo e de metais nobres, como

0 ouro ¢ a platina.

2.3. Métodos Voltamétricos

2.3.1. A Polarografia Classica

O primeiro método voltamétrico a ser conhecido e utilizado foi a polarografia
classica ou polarografia DC; envolve a aplicagdo de uma rampa linear de potencial entre
dois eléctrodos, um pequeno e facilmente polarizavel como o microeléctrodo de
mercurio, € um outro, grande e dificilmente polarizavel, o eléctrodo de referéncia.

A rampa de potencial aplicado tem um valor entre 2 ¢ 5 mV por segundo (por
degrau e por gota), para que ndo se verifique uma grande variagdo durante o tempo de

vida da gota de mercurio (Fig. 13) V7.

E

—  2a5mV/s

Ei

Tempo

Fig. 13. Varia¢do do potencial com o tempo em polarografia classica.
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A intensidade de corrente observada sofre flutuagGes periddicas correspondentes a
renovagdo da gota de mercurio. Quando a gota cai a intensidade de corrente tende para
um valor nulo, quando surge uma nova gota no capilar e com o aumento da area do
eléctrodo, a superficie onde pode ocorrer a reac¢io cresce ¢ a intensidade de corrente

aumenta (Fig. 14).

Tempo de vida
da gota

el

1 méax

iméd

Tempo

Fig. 14. Variagdo da intensidade de corrente ao longo do tempo no eléctrodo de

mercurio gotejante.

O facto da superficie da gota, e o consequente valor da intensidade de corrente ndo

serem constantes reflecte-se no serrilhado observado nas curvas polarograficas (Fig.15).

20
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Fig. 15. Exemplo de um polarograma **
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A intensidade de corrente média é uma constante hipotética que representa a mesma
quantidade de carga no tempo de vida da gota, t, que a intensidade de corrente variavel
real no mesmo periodo. Em polarografia a intensidade de corrente é controlada por
difusio;, é com a obten¢do no polarograma do seu valor e utilizando a equagdo de

Ilkovic que se determina quantitativamente a espécie pretendida '*:

(idy max =706 n D " m 23 t Yo ¢

onde (id) max é a intensidade de corrente de difusio maxima em amperes, ¢ a
concentragdo do analito em moles por centimetro cibico, D € o coeficiente de difusdo
da espécie que se reduz, expresso em cm’s’ , n é o namero de electrdes consumidos
por mole de substincia reduzida no eléctrodo, m o caudal de mercurio em mg.s” et o
tempo, em segundos, que demorou a electrolise.

Para obter a expressdo para a intensidade de corrente de difusdo média, (id) méd,

basta substituir o 706 da expressdo por 607 '*:

(id)méd=607nD " m?Pt"¢

Para se obter o verdadeiro valor da intensidade de corrente de difusdo € necessario
fazer uma correc¢io devida a intensidade de corrente residual, que engloba a
intensidade de corrente capacitiva e a intensidade devida & electrolise de impurezas
existentes no electrolito. Pode conhecer-se esse valor ao tragar o voltamograma do
electrolito de suporte .

Com apenas uma modificagdo a esta técnica polarografica classica, consegue-se uma
resposta mais simples.

Este método envolve a medi¢do da intensidade de corrente na parte final da gota, ¢
muitas vezes designado por polarografia TAST.

Os instrumentos voltamétricos mais recentes ja estdo equipados com um reldgio
mecanico que mede o tempo da medi¢gdo da corrente de uma maneira altamente

reprodutivel.

e
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2.3.2. Técnicas Voltamétricas com Impulso de Potencial

As técnicas polarograficas por impulsos, normal e diferencial, sdo variantes da
técnica polarografica classica e tém como principal vantagem um consideravel aumento
da sensibilidade. Ambas se baseiam na medi¢do da intensidade de corrente num certo
intervalo de tempo apods a aplicagdo de um impulso de potencial convenientemente
escolhido.

Utilizando-se estas técnicas consegue-se minimizar a contribui¢do da corrente
capacitiva, devido ao reajustamento das cargas na camada dupla, em grande parte

resultante da variagiio do potencial aplicado ao eléctrodo de trabalho.
2.3.2.1. Voltametria normal com impulsos
Na voltametria normal com impulsos aplica-se um impulso curto, de alguns
milissegundos, na parte final do tempo de vida da gota, apos o qual o potencial regressa

ao seu valor inicial. De gota para gota, o valor do impulso vai crescendo

sucessivamente (Fig. 16).

Potencial d)

Y b)
a)

\ K

Tempo

Fig. 16. Varia¢ido do potencial com o tempo na voltametria normal com impulsos,
onde a) corresponde ao tempo em que o impulso € aplicado, b) o intervalo de tempo em
que o mesmo ¢ medido, c¢) representa o instante em que a gota cai e d) o tempo de vida

da gota.
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A intensidade de corrente ¢ medida préoximo do fim de cada impulso, antes da gota
ser desalojada. E no final do tempo de vida da gota que a razio entre a intensidade de
corrente faradaica e capacitiva é maxima: embora se verifique uma pequena diminui¢io
da primeira, a intensidade de corrente capacitiva nesse periodo tende para zero (Fig.

17). A intensidade da corrente medida ira ser quase so devida a componente faradaica.

a)

Corrente

Corrente faradaica

b)

Corrente capacitiva

Tempo

Fig. 17. A variacdo da intensidade de corrente durante o impulso, onde a)

corresponde a0 momento em que o impulso € aplicado, b) o intervalo de tempo em que

0 mesmo € medido

O voltamograma resultante da representacio da corrente medida em fungéo do

potencial é o mostrado na Figura 18.

Corrente v

[

Corrente limite

Potencial

Fig. 18. A representagdo do voltamograma, onde d) € o tempo de vida da gota.
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Este processo é cerca de 10 vezes mais sensivel que a polarografia classica, e €
especialmente util nos casos em que pode haver “envenenamento” do eléctrodo por
acumulacdo de produtos a sua superficie, porque o potencial volta sempre ao valor

inicial V.

2.3.2.2. Voltametria diferencial com impulsos
A voltametria diferencial com impulsos € caracterizada pela sobreposi¢do de uma
série de impulsos curtos e constantes (10 a 100 mV) a uma rampa de potencial idéntica

a da polarografia classica (Fig. 19). Impulsos inferiores a 10 mV implicam uma baixa

sensibilidade, superiores a 100 mV afectam a selectividade.

d)

Potencial ®) b) c)
= 1

€)

Tempo

Fig. 19. Variagdo do potencial com o tempo na voltametria diferencial com
impulsos, onde a) corresponde ao tempo em que o impulso € aplicado, b) os dois
intervalos de tempo em que o mesmo ¢ medido, c) representa o instante em que a gota

cai, d) o tempo de vida da gota e e) a amplitude do impulso.

Duas medi¢des de intensidade de corrente sdo feitas em cada gota, uma
imediatamente antes da aplicagio do impulso de potencial, a outra no instante que
antecede a queda da gota, para minimizar a contribui¢do da corrente capacitiva na
intensidade de corrente medida.

A intensidade de corrente representada é a diferenga entre o valor obtido na parte
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final da aplicagdo do impulso e o observado antes da sua aplicagdo.

Esta técnica é mais util sob o ponto de vista analitico, uma vez que a resposta ¢ dada
sob a forma de um pico (Fig. 20), o que torna mais simples a sua utilizagdo para fins
qualitativos e quantitativos. Para além disso esta técnica ¢ mais sensivel que as

anteriores !”.

d)

Intensidade Y
de Corrente ' |

Potencial

Fig. 20. Variagdo da intensidade de corrente com o potencial em voltametria

diferencial com impulsos onde d) é o tempo de vida da gota.

2.3.2.3. Voltametria de Onda Quadrada

A voltametria de onda quadrada é o tipo de voltametria com impulsos que mais
vantagens oferece a nivel de velocidade e sensibilidade.

Esta técnica pode realizar-se com um eléctrodo de mercurio gotejante, no qual o
varrimento ¢ efectuado na ultima metade do tempo de vida da gota e normalizado para
compensar o seu crescimento no processo de medida, ou utilizando um eléctrodo de
mercurio de gota suspensa.

O sinal obtido resulta da sobreposi¢io de uma onda quadrada a uma rampa de

potencial (Fig. 21).
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Potencial

Tempo

Fig. 21. Variag¢do do potencial com o tempo em voltametria de onda quadrada.

A intensidade de corrente é medida no final do impulso e no final do impulso

inverso. O valor de intensidade observado corresponde a essa diferenga 7.

2.3.3. Métodos Voltamétricos com pré acumulagdo

Os métodos voltamétricos com pré-acumulagio sfo, quando aplicaveis, métodos de
analise electroquimica muito sensiveis, tendo por isso despertado um grande interesse
nos ultimos anos.

Estes métodos desenvolvem-se em duas etapas: ha inicialmente a pré-concentragio
de uma espécie (ou espécies) a superficie do eléctrodo, a um potencial constante (essa
espécie pode ser formada electroquimicamente no eléctrodo ou ser uma espécie ja
existente em solugdo que é adsorvida), a que se segue a imposi¢do de um varrimento de
potencial ao eléctrodo de trabalho, utilizando uma das técnicas anteriormente descritas
para oxidar ou reduzir a espécie depositada (Fig. 22). A intensidade de corrente

resultante dos processos electroquimicos que eventualmente ocorram ¢ medida *.
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Deposicio A CSV ou AdCSV
|

)
LLLLL’ Redissolugiio

Y

rJ—r_'f Redissolugio
) T

Deposigio A ASV ou AdASV

Fig. 22. Dependéncia do potencial em func¢do do tempo nos métodos de voltametria

com redissolugdo. A - momento em que termina a agitagdo

Os métodos electroquimicos que envolvem uma pré-concentragdo dividem-se em
electroliticos e ndo electroliticos; distinguem-se entre si pelo facto do processo de pré-
concentragdo ser diferente em cada um deles.

Os primeiros englobam a voltametria de redissolugio anddica e catddica. Nos
segundos salienta-se a voltametria com adsorgéo.

A voltametria de redissolu¢do anddica é de grande utilidade na determinagio de
catides de certos metais pesados pois tem um limite de determinagdo muito baixo.

A determinagdo de quantidades muito pequenas da espécie em estudo ¢ conseguida
devido a reducdo do catido metalico a superficie do eléctrodo, com deposigdo do metal
formando uma amalgama com o mercudrio, a um potencial controlado, mais negativo que

o potencial de redugdo do catido:

M™ + ne — M(Hg)

Apds essa pré-concentragdo, € feito um varrimento anddico do potencial, com a

redissolugdo do metal e a medigdo dos respectivos valores de intensidade de corrente:
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M(Hg) —— M" + ne

A voltametria de redissolugcdo catddica é usada na determinagdo de espécies que
formam sais insoluveis com os ides de mercirio. O eléctrodo de mercurio tem um papel
activo na formacgdo do deposito.

O eléctrodo é oxidado superficialmente, tendo como consequéncia a deposigdo de
um filme insoltvel a sua superficie, devido a reacgdo entre o catido metalico resultante

da oxidagdo do eléctrodo e os anides presentes em solugio:

2Hg ——> Hg,”+2e

I'IgzZJr +2X — Hg2X2

Apds essa pré-concentragio, faz-se um varrimento catddico, durante o qual o catido

metalico é reduzido:

Hg,X, + 2¢e —> 2 Hg + 2 X'

A voltametria com adsor¢io baseia-se num processo de pré-concentragdo distinto
dos utilizados nos métodos anteriores, ndo havendo uma pré-concentragdo electrolitica.
Este método baseia-se no facto de muitos compostos orgdnicos existentes em solugio
poderem ser adsorvidos na superficie de uma fase solida. Este fenomeno pode ser
aproveitado na pré-concentragio da espécie a superficie do eléctrodo de trabalho

Se a espécie adsorvida contiver um grupo redutivel ou oxidavel é possivel fazer a
sua determinagdo voltametricamente, varrendo catodica ou anodicamente o potencial,

conforme se pretenda reduzir ou oxidar a espécie em estudo.
2.3.4. Voltametria com Adsorg¢do
O desenvolvimento da voltametria com adsorg¢do foi o resultado da investigagdo das

tendéncias de adsorgdo espontinea de espécies no eléctrodo, que aumentam a

sensibilidade das medig¢des voltamétricas.
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Na polarografia classica, o fenémeno de adsor¢éo era um problema, uma vez que
afectava a forma dos polarogramas obtidos, dificultando as medi¢des. Por outro lado,
observava-se uma melhoria na corrente induzida por este fenomeno em estudos
polarograficos de muitos compostos orgénicos e inorgénicos; por esta razdo comegou a
pensar-se na possibilidade da sua utilizagdo com fins analiticos.

Na voltametria com adsor¢dio, o processo de adsorg¢do espontineo no eléctrodo
estacionario é propositadamente utilizado como passo de pre-concentragio de espécies
que ndo podem ser acumuladas por electrolise.

A intensidade da corrente produzida durante o processo de redissolugdo € a variavel
medida, a possibilidade de obter uma calibragdo linear depende simultaneamente do

passo de adsorgio e do varrimento do potencial .

2.3.4.1. A adsor¢do na interface eléctrodo-solugdo

Em electroquimica, adsorgdo significa a ligagdo de moléculas ou ides a superficie do
eléctrodo.

A interface eléctrodo-electrolito apresenta propriedades diferentes das observadas
no seio da solugdo ou do eléctrodo.

A tendéncia para atrair e teter as espécies ¢ uma das mais importantes propriedades
da interface.

A velocidade de formagdo da camada adsorvida depende da velocidade de adsorgdo
da espécie no eléctrodo e da velocidade de difusdo da espécie do seio da solugdo até ao
eléctrodo. O mais lento dos dois vai ser o que determina a velocidade da reacg@o.

O equilibrio que envolve a adsorg¢do que ocorre na camada da interface esta

representado na Figura 23:

s S S
S@AS + S|E g (A]{E +nS
S
S S

Fig. 23. Equilibrio de adsor¢do na camada da interface, onde A é a espécie

adsorvida, S o solvente e E o eléctrodo .
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De uma forma simplificada pode dizer-se que neste processo as moléculas do
solvente a superficie do eléctrodo sdo substituidas por moléculas da espécie adsorvida.

A relagdo de equilibrio entre a concentragdo da espécie adsorvida na superficie e no
interior da solug¢do é dada pela isotérmica de adsorgdo.

A relagdo frequentemente mais usada é a isotérmica de Langmuir, que pode ser
expressa por:

I=Tm ( BC)
1+ BC.

onde I é a concentragio a superficie da espécie adsorvida, I'm a concentragdo a
superficie correspondente a uma monocamada completa, C a concentragio da espécie
em solucio e B o coeficiente de adsorgdo .

Esta isotérmica pode ser representada graficamente por (Fig. 24):

Fig. 24. Variacio da concentragio da espécie adsorvida em fungdo da sua

concentra¢do na solugéo.

Quando o produto BC << 1, zona I, a concentragdo de espécie adsorvida a superficie
do eléctrodo é directamente proporcional a concentragdo desta no seio da solugdo, I' =
kC. O aumento de concentracio da espécie em soluglo implica a perda dessa
linearidade, zona II. Quando a cobertura total é alcangada, BC >> 1, a concentragéio de

espécie adsorvida atinge o valor maximo e torna-se independente da sua concentragio
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em solugdo, zona III.
A situacdio preferencial em termos quantitativos é sem divida a representada na zona
I 18

2.3.4.2. Sinal Voltamétrico

Quando uma espécie é adsorvida, forma-se uma camada a superficie do eléctrodo;
essa espécie fica automaticamente disponivel para sofrer uma reac¢do de oxidagdo ou
reduclio, sem ter que difundir do seio da solugdo.

Independentemente do tipo de voltametria usada no processo de redissolugdo, o
valor maximo de intensidade de corrente é directamente proporcional a concentragio da

espécie na superficie do eléctrodo

ip=kT =kIm (_BL)
1+ BC

Para baixas concentragdes, B.C << 1, para as quais este método é normalmente

utilizado, a isotérmica de adsor¢do € linear, pelo que '
ip =kImB.C

A voltametria diferencial com impulsos é a forma de varrer o potencial mais
utilizada, estando disponivel na maior parte dos equipamentos comerciais.

A velocidade do varrimento ¢ um factor muito importante na voltametria com
adsor¢io: como as espécies formam uma camada a volta da superficie do eléctrodo, a
intensidade de corrente de reducgdo ¢ independente da difusdo do reagente, pelo que se
pode obter um grande aumento de sensibilidade quando se aumenta a velocidade de
varrimento.

No entanto, como a voltametria diferencial com impulsos nfio ¢ muito compativel
com velocidades de varrimento elevadas, a voltametria de onda quadrada comega a

tornar-se mais utilizada *.
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2.3.4.3. Instrumentacdo

A instrumentacio utilizada nos métodos voltamétricos com redissolu¢do € a mesma
que ¢ usada nos métodos mais convencionais.

Nos casos em que se faz a redugdo da espécie adsorvida, deve usar-se o eléctrodo de
mercurio de gota suspensa, com renovagio da gota apos cada varrimento.

Em processos de oxidagdo deve usar-se eléctrodos solidos. A reprodutibilidade
destes n3o ¢ tio boa como a do eléctrodo de mercurio de gota suspensa e os limites de

detec¢io sio mais baixos.

2.3.4.4. Metodologia

Para se obter o maximo de sensibilidade com este tipo de analise voltamétrica €
preciso optimizar uma série de pardmetros experimentais, de modo a obterem-se as
melhores condi¢gdes para maxima adsorg¢do durante o processo de acumulagéo.

Os parimetros experimentais mais importantes sdo: o electrolito de suporte, o
potencial, o tempo de acumulagdo, o processo de agitagdo durante essa pré-
concentragdo, a forca ionica, o pH e a temperatura.

Os voltamogramas devem ser inicialmente obtidos com solugdes 107-10* M **. Ao
impor um periodo inicial de agitagdo consegue-se um substancial aumento do pico de
intensidade de corrente.

Muitos processos de voltametria com adsorgédo sdo dependentes do pH.

Normalmente sdo usadas solugdes aquosas diluidas para minimizar os problemas de
solubilidade.

O electrolito de suporte também pode afectar a intensidade e a forma do pico.

A temperatura ¢ outra variavel que é necessario controlar, uma vez que a altura do
pico cresce cerca de 7% por cada grau Celsius que se aumente a temperatura da
solucdo.

A relagio entre a quantidade acumulada e o tempo de deposicdo deve ser linear, o
que indica uma velocidade de adsorgdo constante. Essa velocidade depende da

concentracgio da solugdo (Fig. 25).
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Fig. 25. Efeito da concentragio da solugio e do tempo de acumulagdo na

intensidade de corrente

A linearidade entre a altura do pico e a concentra¢do normalmente é observada entre
107 ¢ 10° M; dependendo das propriedades de adsorgdo e do tempo de acumulagdo, o
intervalo pode alargar-se para 10° - 107° M, podendo chegar aos 10" M. Para
concentragdes elevadas ha desvios a linearidade devido a saturagdo da superficie do
eléctrodo; como se deve utilizar a parte linear da curva, nestas condi¢des deve diminuir-

se o tempo de acumulagdo e eliminar-se o periodo de agitagdo B,

(V]
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3. ANALISE ESPECTROFLUORIMETRICA

3.1. Introducio

Apesar da espectrofluorimetria surgir neste trabalho apenas como método de
comparagio para avaliar a fiabilidade da voltametria com adsor¢do na analise da
riboflavina, resolveu-se fazer uma apresentagio dos seus fundamentos.

Uma molécula ou atomo esta no seu estado fundamental quando tem todos os seus
electrdes nos niveis mais baixos de energia disponiveis.

Um ou mais electrdes de um sistema quimico, por absor¢do de energia proveniente
de diversos tipos de fontes, pode ser excitado para um nivel electrénico superior.
Quando o sistema perde o excesso de energia através da reemissdo de radiagdo diz-se
que tem um comportamento luminescente.

O fenémeno de luminescéncia corresponde a emissdo de radiagdo que se pode
verificar quando um electrdo que esta num estado excitado cai para um nivel de energia
mais baixa. A radia¢io emitida ¢ caracterizada pela diferenga energética entre 0s dois
niveis electrénicos, podendo situar-se na zona do visivel, ultravioleta, ou em regides
mais energéticas do espectro.

Uma molécula ou atomo com um spin electrénico total nulo (todos os electrdes
emparelhados ou dois electrdes ndo emparelhados com spins opostos), esta num estado
singleto. Ao verificar-se a existéncia de um electrdo ndo emparelhado ter-se-a um
estado dupleto. O estado tripleto corresponde a uma situagdo em que ha dois electrdes
ndo emparelhados com spins paralelos.

A luminescéncia divide-se em dois tipos dependendo da natureza do estado a partir
do qual se da a emissdo. A fluorescéncia ¢ a emissdo de radia¢do que se verifica quando
se da a transi¢cdo de um electrio de um estado excitado singleto para um estado com a
mesma multiplicidade de spin, mas de energia mais baixa. A fosforescéncia corresponde
a uma transi¢io de um estado excitado tripleto para um estado singleto de menor

energia *°.
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3.2. Processos de desactivacio de uma molécula no estado excitado

Para que possa ocorrer emissdo por processos de luminescéncia, é necessario expor
a espécie a radiagdo na zona do espectro onde a molécula ¢ susceptivel de absorver
energia.

As transi¢des por absor¢do tém habitualmente origem a partir do nivel vibracional

mais baixo do estado fundamental, S . Os electroes passam para qualquer um dos niveis
vibracionais de um estado electronico superior com a mesma multiplicidade, S, S, ou

mesmo S, (Fig. 4, transi¢des 1-3, 6-8 ¢ 11 respectivamente).

Durante o tempo em que a molécula é capaz de permanecer no estado excitado,
entre 10 a 10 s, 0 excesso de energia vibracional ¢ dissipado e rapidamente o electrdo
atinge o nivel vibracional mais baixo desse estado excitado, ocorrendo o chamado
relaxamento vibracional (Fig. 4, transigdes 4, 5 e 10). Este decaimento pode resultar de
uma transferéncia de energia por colisdes intermoleculares, ou por troca de energia
dentro da propria molécula.

A molécula pode passar para um estado electronico excitado de mais baixa energia
através de uma transferéncia nio radiactiva, designada por conversdo interna (Fig. 4,
transicdes 9 e 12). Este processo de desactivagdo ¢ mais provavel quando existem dois
niveis de energia proximos com a mesma multiplicidade onde ha possibilidade de
ocorrer a sobreposi¢gio de niveis vibracionais devido a possiveis interacgdes e
transferéncias de energia entre as moléculas excitadas e as do solvente, ou outros
solutos, por colisdes ou interac¢des a longa distdncia. A probabilidade do electrdo
regressar nesta altura ao estado fundamental € maxima.

Quando um electrio num estado excitado singleto transita para um estado de mais
baixa energia com a mesma multiplicidade ocorre a fluorescéncia (Fig. 4, transi¢des 14 e
15). Pode ainda dar-se a desesactivagdo da molécula por processos nao radiactivos (Fig.
4, transigdo 16).

Quando a desactivagio se da com inv-ersﬁo de spin do electrio excitado e
consequente alteragdo da multiplicidade da molécula, diz-se que ha uma interconversao
de sistemas (Fig. 4, transi¢do 17). Este tipo de mecanismo € mais vulgar em moléculas
que contenham estruturas rigidas. Este processo também se da com maior probabilidade

quando existem espécies paramagnéticas em solug@o, o que faz diminuir a fluorescéncia.
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Depois de ocorrer a interconversio de sistemas a desactivagdo pode dar-se por
fosforescéncia (Fig. 4, transigio 18) ou por processos nio radiactivos (Fig. 4, transigéo
19).

As transi¢des que envolvem alteragdo de multiplicidade sdo menos provaveis e tém
um tempo de vida médio superior no estado excitado; no entanto estdo mais sujeitas a
mecanismos de desactivagio como a conversdo interna e externa, observando-se o

fenémeno de fosforescéncia apenas a temperaturas muito baixas ou em meio viscoso.

3.3. Espectro de Emissiio e de Absorgéo

Qualquer molécula fluorescente tem dois espectros caracteristicos: o espectro de
excitagdo € o espectro de emissdo.

O espectro de emissdo de um composto resulta da re-emissdo de radiagéo absorvida
por essa molécula. Obtém-se o espectro de emissdo para um determinado comprimento
de onda, fixando-se o monocromador de excitagdo e variando o monocromador da
emissdo.

A forma do espectro de excitagdo deve ser idéntica a do espectro de absorgdo e
independente do comprimento de onda a que a intensidade de fluorescéncia ¢ medida.
Fixando-se o monocromador da emissdo e variando o monocromador da excitagdo
obtém-se o espectro de excitagdo para aquele comprimento de onda de emissdo.

Normalmente, o espectro de emissdo é a imagem num espelho do espectro de
absor¢dio. Esta simetria deve-se a semelhanga entre os niveis vibracionais do estado
excitado e do estado fundamental, o que permite que a absorg¢do e a emissdo ocorram
entre os mesmos niveis vibracionais dos diferentes estados electronicos. De acordo com
Franck-Condon todas as transi¢des electronicas ocorrem sem modificagdo da posigdo do
nicleo; como resultado deste principio, se uma determinada molécula tem maior
probabilidade de absorver energia e ser excitada para o segundo nivel vibracional de um

estado excitado, a transigio reciproca, também é a mais provavel (Fig. 26) **.
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Fig. 26 - Regra do espelho e o principio de Franck- Condon

Podem ocorrer excepgdes a esta regra, normalmente indicativas de um rearranjo
geométrico no estado excitado ou mesmo de reacgdes que ocorrem nos estados de

maior energia.

3.4. Rendimento Quéntico e Tempo de Vida do Estado Excitado

Uma molécula fluorescente pode ser caracterizada pela razdo entre o numero de
fotdes emitidos e o numero de fotdes absorvidos. A este quociente chama-se

Rendimento Quéntico, ¢ *':

¢ = N° fotdes emitidos / N° fotdes absorvidos

Quanto mais elevado o valor de ¢, mais fluorescente é o composto. Um rendimento
quéntico proximo de zero indica que uma molécula é muito pouco fluorescente.

O tempo de vida fluorescente de uma determinada molécula, t, esta relacionado com
o tempo de semi-vida do seu estado excitado. Apos excitagdo, a probabilidade de se

. . . . . -t/
encontrar uma molécula, num estado de maior energia, depois de um tempo t, € e .

A relagdo entre a intensidade de fluorescéncia, I, e o tempo de tempo de vida, 1, €:
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onde I, é a intensidade de fluorescéncia maxima durante a excitagdo e t € o tempo apos

remocdo da fonte de excitagio *'.

3.5. Factores que afectam a fluorescéncia molecular

O método fluorimétrico é muito dependente das condigdes do meio, como a
temperatura, o pH, a forga iénica, etc, mas tal facto pode-se transformar numa
vantagem e ndo numa limitagdo. O controlo das condigdes experimentais pode ser
utilizado pelo analista para aumentar a sensibilidade e a selectividade do método. A
variacdo de um determinado factor experimental pode ser utilizada para o estudo da
espécie em analise.

De um modo geral ndo é facil prever se uma molécula é ou néo fluorescente. A
primeira condi¢do para que se produza a fluorescéncia € a existéncia de uma estrutura
molecular absorvente.

A fluorescéncia raramente resulta da absor¢do de radiagdo com um comprimento de
onda inferior a 250 nm, porque esta radia¢do & suficientemente energética para provocar
uma pré-dissociagdo. Por este motivo, raramente se observam fenomenos de
fluorescéncia provenientes de transi¢des ¢* —> o, mas sim de mecanismos menos
energéticos como n* —> w e T* > n '’

Os compostos que normalmente apresentam fluorescéncia, com uma intensidade
apreciavel, sdo aqueles que contém grupos funcionais aromaticos com transi¢des de
baixa energia = — n*. Também podem apresentar fluorescéncia os compostos com
grupos carbonilo alifaticos e aliciclicos, ou com ligagdes duplas conjugadas.

A maioria dos hidrocarbonetos aromaticos sdo fluorescentes em solugéo, sendo o
rendimento quantico tanto maior quanto maior o nimero de aneis e o seu grau de
condensagio *'.

Nos compostos heterociclicos com atomos de azoto a transi¢do electronica de mais
baixa energia envolve uma transi¢do n — ©*, que rapidamente se transforma num estado
tripleto e impede a fluorescéncia. Mas quando ha fuséo de anéis benzénicos a estes
compostos, ocorre um aumento de absortividade molar o que leva a um tempo de vida
do estado excitado menor, observando-se a fluorescéncia de tais compostos.

A presenga de substituintes em anéis aromaticos pode afectar drasticamente o
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rendimento quéintico e os comprimentos de onda de emissdo: grupos dadores de
electrdes geralmente aumentam a fluorescéncia, os grupos receptores diminuem o
fen6meno .

As moléculas com uma estrutura rigida planar podem apresentar uma elevada
fluorescéncia, essa estrutura aumenta a interacgdo e a conjugagio do sistema p e uma
consequente diminuigdo da interac¢do com 0 solvente e da conversdo interna e externa.

As transi¢gdes s — s* e s — o nunca conduzem a fendmenos de fluorescéncia
porque a quantidade de energia em jogo leva a quebra de ligagSes quimicas antes de
ocorrer a emissao.

O sistema de anéis conjugados da riboflavina justifica a sua tendéncia fluorescente.

Varios factores experimentais podem influenciar drasticamente a fluorescéncia em
moléculas poliatomicas.

Uma transicdo electronica pode ocorrer em 10 s, isto €, 10° - 10* vezes mais rapida
que a velocidade de vibragdo de estiramento de ligagdo, ou seja, a transigdo electronica
ocorre antes da variagdo da distdncia interatomica. Esta observagdo ¢ conhecida pelo
principio de Franck - Condon .

A molécula absorve energia e transita sem qualquer alteragdo para um estado
excitado, o chamado estado excitado de Franck - Condon. Aqui, ela é re-orientada pela
acgio do solvente e atinge um estado excitado de equilibrio. Ocorre a emissdo para um
estado fundamental de Franck - Condon e ha uma nova re-orientagdo devido ao
solvente, s6 depois ocorre o regresso ao estado fundamental.

Em solucdo, os dois estados excitados tém diferentes energias, pelo que os
comprimentos de onda de emissdo e absor¢do sao diferentes.

No estado excitado de Franck - Condon, a molécula é mais polar; a maior polaridade
do solvente vai estabilizar mais este estado que o fundamental, pelo que o espectro de
emissio é mais sujeito ao efeito do solvente que o espectro de absorgdo *\.

A polaridade do solvente pode assim influenciar as energias de transi¢@o: verifica-se
um aumento nas n —> 1t*, sofrendo as T — n* um efeito oposto.

A fluorescéncia dum composto aromatico com substituintes acidos ou basicos no
anel é geralmente dependente do pH. As duas formas acido / base tém comprimentos de
onda e intensidades de emissdo diferentes, observando-se o mesmo na absorgdo. De um

modo geral, pode afirmar-se que a constante de dissociagdo acida para a molécula
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excitada € menor do que para a mesma espécie no seu estado fundamental.

A luz ultra-violeta utilizada para a excitagdo da molécula pode provocar mudangas
no comportamento foto-quimico da espécie e/ou a destrui¢do das suas caracteristicas
fluorescentes.

A interacg¢io de espécies ndo fluorescentes (Q) com fluoréforos (M, moléculas
fluorescentes) pode conduzir a diminuigdo da fluorescéncia provocada pela competigdo

das reac¢bes. Esse processo pode ser descrito pelo seguinte mecanismo *':

M + hv —> M* (absorg¢do de luz)
M* —— M + hv (emisséo fluorescente)
M*+ Q—> M+ Q*

Q* —— Q + energia

A diminuig¢do da fluorescéncia pode ser provocada por inumeros factores.

A presenga de atomos pesados, como o iodo, ou de ides paramagnéticos em solugdo,
como o Cu? e o Fe*', privilegia a interconversdo de sistemas (passagem de um estado
excitado singleto para um estado excitado tripleto) e a fosforescéncia, (regresso ao
estado fundamental a partir de em estado excitado tripleto). O resultado ¢ a diminuig¢@o
da fluorescéncia. Este efeito possivelmente deve-se a formagdo de complexos de
transferéncia de carga entre molécula no seu estado excitado singleto M* ¢ o atomo

pesado Q *":

M*+Q—[M > Q]—> *M* —hv—o> M

Pode observar-se ainda um desvio no espectro para comprimentos de onda maiores.

A diminui¢io da temperatura aumenta a intensidade de fluorescéncia, o que se deve
essencialmente ao facto dos processos ndo radiactivos serem menos eficazes a
temperaturas mais baixas. As temperaturas elevadas favorecem a agitagéo e as colisdes
entre as particulas, o que provoca uma diminui¢éo da energia das moléculas.

As ligagdes de hidrogénio entre as moléculas aromaticas substituidas e os solventes
ou outros solutos podem também diminuir a intensidade da fluorescéncia. Como regra,

na analise de moléculas que contenham grupos funcionais como -OH, -COOH, -NR; ou
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-SH, deve-se usar solventes que ndo formem ligagdes de hidrogénio com os
substituintes.

Uma concentragio de oxigénio na ordem dos 10° M numa solugdo aquosa, pode
reduzir a fluorescéncia dessa solugdo em cerca de 20% *'. Os compostos aromaticos ndo
substituidos, os aldeidos alifaticos e as cetonas sio as espécies mais sensiveis a presenga
desse gas.

A fluorescéncia de uma solugdo ¢ afectada pela sua concentragdo. Para que se
observe a fluorescéncia, é necessario que ocorra absorgdo de energia. Também ha uma
relacdio de proporcionalidade entre a intensidade da fluorescéncia e a absortividade
molar: quanto maior a capacidade da espécie em absorver radiagdo, maior a sua
fluorescéncia. No entanto, se a absorgdo é muito elevada, a luz ndo é capaz de passar de
forma uniforme através da célula para provocar a mesma excitagdo em todas as
moléculas.

Observa-se uma relagdo linear entre a fluorescéncia e as concentragdes mais baixas.
A medida que se aumenta a concentragio verifica-se uma distribui¢do nfo uniforme da
fluorescéncia, com a parte da solugdo mais exposta a fonte a absorver mais radia¢do do
que o resto da solugdo. Como resultado, ocorre uma maior excitagio das moléculas
mais proximas da fonte de radiagdo; com a excitagdo das moléculas a tornar-se menor a
medida que se atravessa a célula. Este fenomeno denomina-se por efeito de filtro
interno *'.

Muitas moléculas aromaticas tém capacidade de formar dimeros ou outros agregados
em solugdo, tendéncia que é tanto maior quanto mais elevada a concentragdo de soluto.
Na maior parte dos casos os agregados moleculares sdo menos fluorescentes que os

mondmeros.
3.6. Aspectos instrumentais

Nos métodos fluorimétricos ¢ necessario dar uma atencdo especial aos aspectos
instrumentais. Em primeiro lugar, porque se trata de uma técnica extremamente
sensivel; além disso, a falta de um fluorimetro ideal conduz a uma distor¢do dos
espectros de excitagdo e emissdo.

Os componentes basicos de um fluorimetro (Fig. 27) sdo: a fonte de radiagdo, os
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selectores de comprimento de onda, a célula que contém a amostra € o sistema

detector?!.
Fonte Monogrorr:ador Amostra
excitagao
Y
Monocromador
emissao
Detector Amplificador Medidor

Fig. 27. Diagrama esquematico de um fluorimetro

A fonte emite radiagdo electromagnética que passa através de uma fenda, que limita
a largura da banda, e incide numa célula espectrofluorimétrica. Essa radiagdo
monocromatica € parcialmente absorvida pela amostra ao passar pela cuba. O detector €
colocado a 90° de maneira a n3o ser atingido pela radiagdo ndo absorvida.

Ao sair da célula, a radiagdo emitida pela amostra passa pelo segundo
monocromador e € enviada para um detector, produzindo um sinal que, se necessario, ¢
amplificado antes de ser enviado para o instrumento de leitura.

As fontes de luz normalmente utilizadas sdo as lampadas de arco de mercuirio ou de
xénon. Esta ultima produz uma radiagio intensa devido &4 passagem de uma corrente
através de uma atmosfera de xénon. O espectro ¢ continuo entre 250 e 600 nm, tendo
um maximo a cerca de 470 nm. A lampada de arco de mercurio produz um intenso
espectro de riscas. As lampadas de alta pressdo ddo riscas a cerca de 365, 398, 436,
546, 579, 690 € 734 ¢ as de baixa pressdo, se forem de silica, ddo também uma radiagdo
bem definida a cerca de 254 nm. Como a fluorescéncia para a maioria dos compostos

pode ser induzida por uma variedade de comprimentos de onda, pelo menos uma das
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riscas do mercurio é apropriada '°.

Um monocromador é composto por um conjunto de fendas e lentes, juntamente com
um elemento que dispersa a radiagdo, que pode ser um filtro ou uma rede de difrac¢éo.

A rede consiste numa peca de vidro ou outro material transparente, na qual se faz
uma série de sulcos paralelos e igualmente distanciados. Quando a rede ¢ iluminada pela
radiagio vinda de uma fenda, cada sulco actua como uma nova fonte de radiagdo,
dando-se uma interferéncia construtiva entre os feixes de radiagdo dispersada, o que
resulta numa onda de amplitude maxima sempre que o valor da diferenga do percurso
optico coincidir com um numero inteiro de comprimento de onda.

Pode ainda seleccionar-se os comprimentos de onda com a ajuda de um filtro
colocado entre a fonte e a amostra. Para que apenas a luz reflectida da amostra seja
detectada, ha a inclusio de um filtro secundario entre a célula e o detector. Ha varios
tipos de filtros, que devem ser escolhidos por forma a absorverem qualquer radiagdo
“parasita” e transmitirem a luz proveniente da amostra.

As células podem ser de vidro, de quartzo ou de silica fundida. Para comprimentos
de onda inferiores a 320 nm, é necessario a utilizagdo de compartimentos de quartzo ou
silica fundida. Tanto podem ser utilizadas células cilindricas como rectangulares; no
entanto, estas ultimas sdo as mais utilizadas, uma vez que a luminescéncia medida passa
perpendicularmente as paredes da cuba, (a medigdo ¢ feita segundo um angulo de 90°),
minimizando-se assim a reflexdo '°.

O detector deve ser sensivel, responder rapidamente numa larga gama de
comprimentos de onda, produzir um sinal eléctrico que possa ser facilmente amplificado
e ter um pequeno ruido de fundo. Neste método utiliza-se na maior parte das vezes um
tipo de detector designado por tubo fotomultiplicador.

Este tipo de detector é constituido por um catodo, um anodo e uma série de diodos.
Os diodos, que tém a fun¢do de um terceiro eléctrodo, sdo laminas revestidas a uma
pelicula de uma substancia com uma pequena forga de atracgdo que repele os electrdes.
O electrio sai do catodo, ¢ atraido e acelerado pelo primeiro diodo e parte para o
segundo com um potencial positivo adicional, e assim sucessivamente. Este processo

pode ser repetido de 10 a 20 vezes, podendo o potencial passar dos 20 para os 110 V.

SN
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3.7. Analise quantitativa

A intensidade de radiagio fluorescente F é proporcional a intensidade do feixe de

excitacio que é absorvido pelo sistema .

F=K(L-1)

onde I, ¢ a intensidade do feixe incidente e I a intensidade do feixe depois de atravessar
uma célula com o comprimento b. A constante K' depende do rendimento quéintico do

processo de fluorescéncia. Através da lei de Beer temos '*:

I1/1,= 10"

onde € corresponde a absortividade molar e ¢ refere-se & concentragdo da solugdo. A

partir destas duas equagdes pode-se dizer que:

F=K'I,(1- 107)

Como se pode verificar através da analise aos pardmetros da equagdo, outros
factores para além da concentragdo podem afectar a intensidade da radia¢do. Quanto
maior a eficiéncia quantica, maior € essa intensidade. A mesma relagdo € verificada
entre a intensidade da radiag¢do incidente e a intensidade da fluorescéncia, mas neste
caso é necessario tomar algumas precaugdes porque fontes muito intensas podem
provocar a foto-decomposi¢do da amostra. Quanto mais elevada a absortividade molar,
maior sera a intensidade de fluorescéncia do composto.

O termo exponencial da equacdo anterior pode ser desenvolvido através da série de

Maclaurin em '*:

F=K'I, [2.303ebc - (2.303gbc)*/2! + (2.303gbc)*/3! .. ]

Para solu¢des muito diluidas, em que apenas é absorvida uma pequena fracgdo de

luz, ou seja, em que o termo ebe € inferior a 0.05, todos os termos do desenvolvimento
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podem ser desprezados relativamente ao primeiro, pelo que, a representagdo grafica da
intensidade de fluorescéncia em fungdio da concentragdo para concentragdes baixas €

linear:

F=K' IO 2.302 ebe

Para concentra¢des mais elevadas os termos de ordem superior tém significado e ndo
se verifica um comportamento linear. A medida que se aumenta a concentragdo, a
intensidade de fluorescéncia atinge um valor maximo podendo mesmo diminuir para

concentra¢des muito elevadas (Fig. 28) *'.

Solugio
Concentrada

a AR o= w8 e B -

| I ! ! 1
-4 3 -1 0 3

10 10 w0’ 0 10
Concentragio de naftaleno (mg/mt)

Fig. 28. Relagio entre a intensidade da radiagio e a concentragdo da espécie

fluorescente

3.8. As Vantagens do Método

A luminescéncia é uma técnica analitica particularmente importante devido a sua
elevada sensibilidade e selectividade. Os métodos fluorimétricos tém a capacidade de
detectar concentra¢des na ordem de uma parte por dez bilides, uma sensibilidade mil
vezes superior a de muitos métodos espectrofotométricos.

A principal razio desta grande sensibilidade deve-se ao facto de neste método a
radiagio emitida ser directamente medida, havendo a possibilidade de a aumentar ou

diminuir, alterando a intensidade da energia de excitagio. Nos métodos
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espectrofotométricos a radiagdo absorvida é medida indirectamente, a partir da
diferenca entre a intensidade do feixe incidente e do feixe transmitido, o que conduz a
uma grande perda de sensibilidade deste método *'.

A selectividade do método deve-se ao facto de serem utilizados dois comprimentos
de onda em fluorimetria e apenas um em espectrofotometria. Dois compostos que
absorvem radiagdo ao mesmo comprimento de onda, provavelmente ndo emitem energia
com o mesmo comprimento de onda. A diferenga entre os picos de excitagdo e emissio

podem variar entre 10 e 280 nm.
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II. PARTE EXPERIMENTAL
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1. CONDICOES EXPERIMENTAIS

1.1. Instrumentac¢io

Andlise espectrofluorimétrica

Utilizou-se um espectrofluorimetro RF-5001PC da Shimadzu, associado a um computador

equipado com um programa constituido por diversas fungGes que opera em ambiente DOS.

Andlise voltamétrica

Utilizou-se o sistema voltamétrico Autolab PGSTAT10 (Eco Chimie), controlado por um
computador equipado com o software GPES para Windows, versdo 4.4. O sistema foi acoplado
a um posto de voltametria 663 VA da Metrohm, usado no modo HMDE (eléctrodo de mercurio
de gota suspensa).

O sistema de trés eléctrodos era completado com um eléctrodo de referéncia AgCl/Ag (3M

KCI) e um eléctrodo auxiliar de carbono.

1.2. Reagentes e solucoes

Solucido de Riboflavina

Prepararam-se as solugdes 10* M da vitamina por dissolugio de 20 mg de
riboflavina, Aldrich, em 500 ml de agua destilada. As solugdes 10° M foram preparadas
diariamente por diluigdo rigorosa da solugdo mais concentrada em agua destilada. Estas
solugdes eram conservadas ao abrigo da luz.

Solucdo de dcido acético

Preparou-se a solu¢do 33 % (v/v) por diluigdo de acido acético glacial, Carlo Erba,

em agua destilada.
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Solugdes tampdo

Preparou-se as solugdes de tampdo representadas na Tabela 5 por dissolugdo do
reagente (diluigdo no caso da solugdo de tampdo HCI) em agua destilada e ajustou-se o

pH ao valor pretendido, com HC1 6 M ou NaOH solido, conforme o caso.

Solucio Tampio Reagente pH

HC1 37%
HCl 1
p.a. Pronolab

NaC2H302.2H20

Acetato 4.5
p.a. Merck
HNasPOy
Fosfato 7
p.a. Merck
NH4Cl
Amoniacal 9
p.a. Merck
HNasPOy
Fosfato 12
p.a. Merck
NaOH
NaOH 13
p.a. Merck

Tab. 5. Reagentes utilizados na preparag@o das solugdes tampao.
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2. DETERMINACAO DA RIBOFLAVINA POR
VOLTAMETRIA DE ADSORCAO

2.1. Optimizacio do processo

O processo de optimizagdo com vista & determinagdo da riboflavina utilizando a
voltametria com adsor¢do envolveu um estudo sequencial de varios pardmetros
experimentais. Utilizou-se dois tipos de varrimento de potencial: diferencial por
impulsos e onda quadrada. Estudou-se a influéncia do electrolito de suporte na
intensidade do sinal, fazendo variar o pH, a concentragdo dos componentes do
electrolito e a sua forga ionica. Avaliou-se, também, a relagdo existente entre a
quantidade acumulada e o tempo de deposig@o.

Na Tabela 6 estdo descritas as solugdes de electrolito utilizadas, as respectivas

concentragdes e o pH.

Solucéo pH
Solugdo HC10.1 M 1
Solugdo tampao acetato 0.1 M 4,5
Solucdo tampdo acetato 0.01 M 4,5
Solugdo tampdo acetato 0.001 M 4,5
Solugdo tampéo fosfato 0.1 M 7
Solugio tampdo amoniacal 0.1 M 9
Solugdo tampéo fosfato 0.1 M 12
Solugdo tampdo fosfato 0.01 M 12
Solugdo tampdo fosfato 0.001 M 12
Solucdo de hidroxido de s6dio 0.1 M 13

Tab. 6. Solucgdes de electrolito utilizadas, as respectivas concentragdes € 0 pH

Para o estudo de cada eléctrolito colocou-se na célula 107 M de riboflavina, fez-se o
varrimento a diferentes velocidades e com diferentes tempos de acumulagdo. Adicionou-

se novamente a mesma quantidade de vitamina para identificar o pico obtido e avaliar
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preliminarmente o seu incremento com a concentragao.

Em meios acidos obtiveram-se melhores resultados com a voltametria diferencial
com impulsos. Utilizando-se uma solugdo de HCI 0.1 M obtiveram-se os voltamogramas
representados na Figura 29; a medida que se tentou aumentar a velocidade de

varrimento, a defini¢gio do pico tornou-se pior devido ao aumento da corrente

capacitiva.
(A) Tipo de Voltametria: diferencial
com impulsos
-0.500%10°" Electrolito de suporte: solugdo
< ] HCI 0.1 M, pH 1
< -0.300x10° /
i Tempo de modulagio: 0.005 s
-0.100x1 U'[:'. Amplitude de modulacio:0.05
0 -0250 %!503 " o750 1000 VY
Potencial de impulso: 0.005V
®)
Potencial de deposicido: 0 mV
-0.900x10°74
0.700:10° Tempo de deposi¢iio: (A) Os,
< -0.500x1 0 (B)30s
~ -0.300x107] / ___ Tampio HC1 0.1M
i 7
0100403 : . . , . . : __1.25x107 de riboflavina
0 -0.250 -0.500 -0.750 -1.000

Ef v __3.00x107 de riboflavina

Fig. 29. Analise da riboflavina em solugdo HCI 0.1M por voltametria diferencial com

impulsos.

Usando-se uma solu¢io menos acida, o tampdo acetato 0.1 M, com pH 4.5,
verificou-se que a resposta do branco interferia directamente com o sinal da riboflavina.
Numa tentativa de melhorar a linha de base diminuiu-se a concentragdo do tamp@o para
0.01 M, mas verificou-se que o incremento do pico com a concentragdo néo era linear.

Os resultados obtidos estdo representados na Figura 30.
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Tipo de Voltametria: diferencial
com impulsos

Electrélito de suporte: solugdo

- T tampdo acetato 0.01 M, pH 4.5
(A) 0.350x10 ]l ® \ p > P

-0.350x10° -0.250%10°7 Tempo de modulacio: 0.02 s
_f__’E -0.250x10° e -0.150x1 D-TE Amplitude de modulacdo:0.05

-0.150x1 0°8 ; v

-0.050x107 p 4 v
-0.050:1 0% v 0+ ————>=r= Potencial de deposigio: 0
-0.180 g, (0380 0180, -0.380

Potencial de impulso: 0.005V
Tempo de deposicio: (A) O s,
B)30s

Fig. 30. Analise da riboflavina em tampdo acetato 0.01M, pH 4.5, por voltametria
diferencial com impulsos, _ Tampio acetato 0.01M, __ 1.25 x 10 7 de riboflavina,
___3.00x 10 7 de riboflavina

Em meio neutro verificou-se que a voltametria diferencial com impulsos ndo permite
a quantificagio da vitamina. No entanto, a utiliza¢do da voltametria de onda quadrada

origina sinais bem definidos que permitem essa determinagdo (Fig. 31).

-0.200x1 U'T'_* (&) 'D.BUU}dU's-_ (B) -1.000¢1 []'5-_ ©
- -] - -6 ]
. 0.150x107] 040010 < -050010°)
= -0.100x107; = _0,200x10° = i
- 1] ] 04
0.050x10 ; 0 ]
04 . Y . T T g T
04 07 -0.450 -0.700 -0.450 -0.700
0.450 EV 0.700 1y £y

Fig. 31. A influéncia da frequéncia na determina¢do da riboflavina utilizando a
voltametria de onda quadrada. (A) 100 Hz, (B) 400 Hz e (C) 800 Hz. ___ Tampiao
fosfato 0.1M, pH 7, __ 1.25 x 10 7 de riboflavina, __ 3.00 x 10 7 de riboflavina.
Tempo de acumulagdo: 0 s, Amplitude: 0.01V e Potencial de impulso: 0.005 V.
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Verifica-se que o aumento da frequéncia favorece o aumento da intensidade de
corrente; no entanto, para valores muito elevados, a corrente capacitiva torna-se um
factor limitativo. A forma da curva intensidade de corrente em fun¢do do potencial
aplicado para uma frequéncia de 800 Hz (Fig. 31, C) reflecte essa limitagdo, ja que a
linha de base nido € tdo conveniente para a quantificagdo da vitamina. O mesmo nio
ocorre para frequéncias mais baixas (Fig. 31, A e B), onde o pico esta perfeitamente
definido e aumenta proporcionalmente com a concentragdo da riboflavina adicionada.

As intensidades de corrente observadas nas frequéncias estudadas para as diferentes

concentragdes de riboflavina estdo representadas na Tabela 7 e na Figura 32:

Concentragdo
Frequéncia oM 1.25x107"M 3.00x107M
100 Hz 0 7.680x 10 ¢ 1.664x 10 7
400 Hz 0 3.074x 107 5.882x 107
800 Hz 0 4437x 107 9.445x 107

Tab. 7. Intensidade de corrente do pico (amperes) em fungio da concentragdo da

vitamina para diferentes frequéncias

1,00E-006— v
8,00E-007—+
<  600E-007- .
2 4,00E-007- v m 100 Hz
—_— . + 400 Hz
2,00E-007 e v 800Hz
-
0,00E000 ,
0 1,25e-07 3,00E-07
Concentragio de riboflavina /M

Fig. 32. Relagdo entre a intensidade de corrente de pico e a concentragdo da

vitamina para as trés frequéncias diferentes ensaiadas.

Ao aumentar o tempo de deposi¢do de zero para trinta segundos, o valor da

intensidade de corrente do pico aumenta cerca de cinco vezes, como se pode observar

na Figura 33.
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-0.600%1 078 -0.350107
T @ ®

-0.400:1 0% 0.250x10°

X 290040 . < .0.150x10%
= -0.200%1 0% -

; -0.050%10°

0 0

' ' ! -0.450 __ -0.700
0450 _ 0700 £V

Fig. 33. A influéncia do tempo de deposi¢do na determinagcdo da riboflavina
utilizando a voltametria de onda quadrada. (A) Os; (B) 30s. _ Tampdo Fosfato 0.1M,
pH 7, 125 x 10 7 de riboflavina, ___ 3.00 x 10 7 de riboflavina. Frequéncia 400
Hz, Amplitude: 0.01V e Potencial de impulso: 0.005 V.

Utilizando o tampdo amoniacal, 0.1 M, com pH 9, nio se obteve uma resposta
satisfatoria quando se utilizou a voltametria diferencial com impulsos, mas, tal como
aconteceu em meio neutro, o sinal da riboflavina é bem definido quando se utiliza a
voltametria de onda quadrada com frequéncias na ordem dos 400 / 800 Hz. Aumentando
a velocidade de varrimento, surgem os problemas da corrente capacitiva e uma
consequente ma definicdo da linha de base. Na Figura 34, estd representada a
intensidade de corrente em fung¢do do potencial aplicado, para frequéncias de 400 e 800
Hz, com 0 e 30 segundos de deposigio.

Embora se verifique uma boa sensibilidade utilizando estas condi¢des, a relagdo
entre a intensidade de corrente de pico e a concentragdo de riboflavina ndo € linear

como se pode observar na Tabela 8 e na Figura 35.
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. 0400x10%y
0-2250% 0.300x10%]
< -0.125x1 06 < -0.200%10
= ] ~ .0.100x10°
-0.0265610%] A 0
a0 0%00 0880 0450 0700  -0.850
Ef ¥ E/ W
-0.200x10° -1.000x10%
(c)
-0.150x10° -0.700x10°
< 0.400x10° 2
=0 = -0.400%10°%
-0.050x10° B
-0100x10%
D T r— T Y T v T Y
-0.450 -0.700 -0.850 -0.450 -0.700 -0.8950
E/ W Ef ¥

Fig. 34. Influéncia do tempo de deposi¢do e da frequéncia na determinagdo da
riboflavina utilizando a voltametria de onda quadrada. (A) Os e 400 Hz, (B) 30s e 400
Hz, (C) 0s e 800 Hz e (D) 30s ¢ 800 Hz _ Tamp@o Amoniacal 0.1M, pH9,  1.25
x 10 7 de riboflavina, _ 3.00 x 10 7 de riboflavina. Amplitude: 0.01V e Potencial de

impulso: 0.005 V.

Concentragio
gg;‘g;f;‘;;a/ Tempo de oM 125x10"M  3.00x 10"'M
400Hz/ 0 's 0 8.064 x 10 ** 2.365x 10 7
400 Hz/ 30 s 0 1.531x 10 3.598 x 10
800 Hz/ 0 s 0 1.104 x 10 -6 1.891 x 10 6
800 Hz/30 s 0 6.921 x 10 9873 x 10

Tab. 8. Intensidade de corrente do pico (amperes) em fung¢do da concentragdo da

vitamina para diferentes frequéncias e tempos de deposigdo.
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lp &

lp ta

2,00E-006-
g
1,75E-006 ///
1,50E-006-1 o
1,25E-006 _—
1,00E-006- A
7,506-007- 7 m A00HZOs
5,00E-007-| - « B00HZ0s
250E007-{ - I
0,00E000-#= T
0 1,256.07 300507
Concentragio de riboflavina /M
1,00E-005- t
/ /
8,00E-006-| -
A
6,00E-006-] P
e

4,00E-006- - / = 201 30s

2008006 P + 800H2/30s

0 S— !

0 1,256-07 300607
Concentragdo de riboflavina /M

Fig. 35. Intensidade de corrente de pico em fungdo da concentragao da vitamina

para diferentes frequéncias e tempos de acumulagéo

Para valores de pH mais elevados surgiram muitas dificuldades na compreensdo da

resposta da riboflavina.

Utilizando-se o tampdo fosfato com pH 12, para menores frequéncias surge um sinal

com relativa intensidade a um potencial de -0.81V. Quando se aumenta a frequéncia

esse sinal deixa de ter significado quando comparado com um outro que surge a um

potencial de -0.66 V. Os dois aumentam com a adi¢do de riboflavina (Fig. 36)

1 -0.350x10°
-0.250x10°% 100Hz -0.500:1 0% 400 Hz ] 800 Hz
< 0150010 < -0.3000 04 < 015001 0%
-0.050x1 0 -0.100x1 06 /" 1
iR : : 0 , > 0.050x10°] ;
-0.450 0700 -0.950 -0.450  -0.700  -D.950 -0.450 -0.700
Ei ¥V Ef ¥ Ef ¥

Fig. 36. Influéncia da frequéncia na determinagdo da riboflavina utilizando tampéo

fosfato 0.01M, pH 12 com forga idénica controlada.
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O sinal do tampdo NaOH, seja qual for a sua concentragdo, mascara a resposta da

riboflavina se esta estiver em pequena quantidade.

Com base nos resultados obtidos, seleccionou-se o tampdo fosfato 0.1 M, pH 7
como o mais adequado a determinagdo da riboflavina. O procedimento analitico € o
seguinte:

1. Adicdo da amostra a 25 ml de tamp@o fosfato 0.1 M, pH 7, seguindo-se a
desoxigenagio da solugdo durante 10 minutos (apos cada adigdo de padrédo o tempo

de desoxigenagdo ¢ de 30 segundos)

2 Analise voltamétrica mas seguintes condigdes:
e Tipo de voltametria: Onda Quadrada

e Potencial de Deposigdo: -0.2 V

Tempo de Deposi¢do: 30 s

Frequéncia: varias
Potencial de Impulso: 0.005 V
Amplitude: 0.01 V

3.Adigdo de padrdo, seguida de nova analise voltamétrica.

Inicialmente procedeu-se a analise de uma série de solugdes de riboflavina de
concentragdes conhecidas. Atendendo a sua pouca solubilidade e a precisdo da balanga
analitica, fez-se a diluigdo rigorosa de cerca de 20 mg em 500 ml de agua desionizada.

A solucdo tampdo 0.1 M foi preparada a partir do hidrogenofostato de sodio,
obtendo-se o pH 7 por adi¢do de umas gotas de HC1 6M.

Analisou-se a riboflavina utilizando-se voltametria de onda quadrada e adig¢des
sucessivas de solugdo padrio, nas condigdes descritas no procedimento anterior.

Para valores de frequéncia baixos, ndo ha uma proporcionalidade entre a

concentragdo de riboflavina e a intensidade do sinal, como se observa na Figura 37:
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25307 = FreqZ0 .
o
-+
2040 .
"
< 15307
[ ]
_ﬂ.
1 0™ =
-
50:40%] -
ne -
U_Cﬂ Y T d T T ¥ T T T T 1
0o 20a0%  40a0%  6040°  s0d0® 10407 12407

Concertraggo de riboflavina M

Fig. 37. Intensidade de corrente de pico em fungdo da concentracgio da riboflavina a
200 Hz.

Para frequéncias mais elevadas essa proporcionalidade verifica-se, conforme se pode

observar nos resultados representados nas Figura 38 e 39:

5 -
-0.125x%1 U-S_I- 400Hz -0.125%10 E -0.175x1 0_5_
] ¥ 5] . 53
-0.075x10°% o 0075010 o 212507
<« ] = b = -0.07510° Jpgg.
~ 0025010 0025x1073 Y -0.026¢10°
s ~ 0.02561 05— 0.02500% 4
0.025x10 g i :150 - n '.':"D[l -0.450 -0.700 -0.450
’ BV B/ W

Fig. 38. Adigdes sucessivas de solugdo padrdo de riboflavina.
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22405
2040°1
18405
1640
14405
1240%
1040°

Ip 4,

8.0407
6.0407
40007 -

20407

U-O : T l L) ' T l 1 l L] ' L I
/ﬁ 20d0®  400®  B60xa0®  sox0® 10407 12407

Concentragdo de riboflavinai

Fig. 39. Intensidade de corrente de pico em fungdo da concentragéo da riboflavina

(curvas de calibragdo obtidas a partir dos resultados apresentados na Figura 38)

As equagdes das rectas que melhor se ajustam aos valores experimentais sd3o as

seguintes:
400 Hz I, (A)=-3.721x10*+11.811 M
600 Hz L, (A)=-4214x10%+18.977TM
800 Hz I, (A)=-2.827x10%+20.803 M

2.2. Influéncia da luz

Inicialmente, o estudo das condigdes para a determinagio da riboflavina foi
efectuado sem a preocupagio de colocar as solugdes no escuro. No entanto, como ja foi
referido varias vezes ao longo deste trabalho, esta vitamina ¢é sensivel & luz.

Para verificar a influéncia da luz, fizeram-se determinagdes consecutivas de
riboflavina nas condi¢des referidas na secgdo anterior, no escuro e na presenca da luz
natural. As primeiro quatro analises foram feitas com a célula tapada (Fig. 40). Retirou-

se a protecgdo da célula e repetiu-se as analises com a mesma frequéncia (Fig. 41).
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-o.suumn-'] t=1min { t =2 min
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Fig. 40. Analises consecutivas de 2.56 X 107 M de riboflavina a 400 Hz, em tampéio

fosfato 0.1M, pH 7, com a célula protegida da luz.
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Fig. 41. Analises consecutivas de 2.56 x 107 M de riboflavina a 400 Hz, em tampéo

fosfato 0.1M, pH 7, logo apos a exposi¢do da célula a luz ambiente.
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Como se pode observar na Figura 40, o sinal voltamétrico obtido na andlise no
escuro de uma solu¢do 2.56 x 10 7 M de riboflavina é composto por dois picos de
intensidades diferentes, um a -0.43 V com um valor cerca de 60 nA e outro,
ligeiramente a direita com uma intensidade muito menor.

Logo que a solugdo entra em contacto com a luz, o segundo pico, a -0.55 V,
aumenta rapidamente, atingindo uma intensidade de corrente muito maior que o
primeiro, que praticamente desaparece, Figura 41.

A evolugdo dos dois sinais com o tempo e com as condigdes de luz esta representada

na Figura 42:

2.2x10°%
2 0x10®
1.8x10®
1 6x10°°
1 4x10°%

Ao abrigo da luz Exposta & luz

1.2x10°®
1.0x10%
8.0x107
6.0x107
4 0x107

20107
00

Ip.".ﬂ.

® picoa -043Y
¥ picoa -055Y

PURE SDTRRE N URE NN N (N TN Y TN N T (NS U S S SR O S A

20x07 .
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| 6 8 10

Tempo f minutos

<
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Fig. 42. Influéncia do tempo de exposi¢do a luz na determinagdo da riboflavina.

De acordo com estes resultados experimentais, pode interpretar-se a variagdo das
intensidades dos sinais como sendo respostas de espécies diferentes.

Estes resultados indicam que, no escuro, a vitamina pode ser determinada a -0.43 V.
A presenga de luz desencadeia a sua rapida decomposigéo, formando-se um ou mais
produtos que respondem a um potencial ligeiramente mais negativo, -0.55 V.

A optimizagio do processo de determinagdo da riboflavina apresentada

anteriormente, foi feito na presenga da luz, provavelmente o que se considerou ndo foi a
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resposta da riboflavina mas sim do(s) seu(s) produto(s) de degradagdo. No entanto,
resolveu manter-se o procedimento para a determinagdo da vitamina.

Numa tentativa de entender o comportamento da riboflavina na presenga € na
auséncia de luz, estudou-se a evolugdo dos dois sinais em diferentes condig¢des, estando
os resultados expressos na Figura 43. Utilizando como electrolito uma solugéo 0. IM de
tampdo fosfato com pH 7 estudou-se também a relagdo entre a concentragdo da
vitamina e a sua velocidade de degradagdo, analisando solugdes com 2 x 107, 2 x 10°% e

2 x 10 M de riboflavina.
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C) 400 Hz, 2 x 10° M de riboflavina
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Fig. 43. Influéncia da luz na determinagio da riboflavina, em tampio fosfato 0.1 M,

pH 7, a 400 e 600 Hz, = pico 2 -0.44 V ¢ & pico a -0.56 V.
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Determinou-se a percentagem de degradagdo da riboflavina em fungdo do tempo de
exposi¢do a luz admitindo que n3o ha degradagdo quando a solugdo esta no escuro. Os

resultados estdo descritos na Figura 44.
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Fig. 44. Percentagem de degradagdo de diversas solugdes de riboflavina com a luz,

em tampdo fosfato 0.1 M, pH 7, a 400 e 600 Hz.

Através da analise dos resultados anteriores pode concluir-se que quanto mais
diluida for a solugdo de riboflavina maior é a sua degradagio. Este comportamento pode
ser justificado pela maior dispersio das particulas em solugdo e a consequente maior
exposi¢io aos raios de luz. A frequéncias mais altas parece haver uma maior degradagdo
da vitamina, o que se pode dever a maior velocidade de varrimento neste caso.

Obtiveram-se curvas de calibragio na presenga e auséncia de luz, tendo-se verificado
que existe uma relagdo linear entre a concentragdo e a intensidade de corrente, quer a
-0.43 V (no escuro), quer a -0.55 V (na presenga de luz).

Analisou-se nas condicdes descritas anteriormente uma solugdo recém preparada de
riboflavina no escuro, tendo-se verificado que sO existe proporcionalidade entre a
concentragio de riboflavina e a intensidade de corrente a uma frequéncia de 600 Hz; os

resultados estdo representados na Tabela 9 e na Figura 45.
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Concentracio de Intensidade de corrente
riboflavina / M de pico/ A
0 0
1.59x 10°® 2.169x 10
3.19x 10°* 3478 x10°
478 x 10° 5.447x10°
6.38 x 10 7447 x 107
7.97 x 10 9930x10°*
9.57x 10% 1.282x 107
1.12x 107 1.433x 107

Tab. 9. Valor de intensidade de corrente de pico em fungdo da concentra¢do de

riboflavina, na auséncia de luz (E, = -0.43 V).

1 6x107 7
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Concentragéo de riboflavinaM

Fig. 45. Influéncia da concentragio de riboflavina na intensidade de corrente de
pico, a 600 Hz, na auséncia de luz (E, = -0.43 V).
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A equagio de recta que melhor se ajusta aos valores experimentais é a seguinte:

I, (A) = -3.250 x 10? + 1.30307 M

Utilizou-se o mesmo procedimento para quantificar a riboflavina na presenga de luz

em solu¢des com diferentes concentragdes, tendo-se medido o valor da intensidade

correspondente apos a estabilizagdo do sinal. Iniciou-se o estudo para solugdes mais

concentradas, repetindo-o para concentragdes mais baixas para verificar o intervalo em

que a linearidade ¢ satisfeita. Os resultados para uma gama de concentragdes mais alta

estdo representados na Tabela 10 e na Figura 46.

Concentracio de

Riboflavina/M

Intensidade de corrente de pico / A

200 Hz 300 Hz 400 Hz 500 Hz 600 Hz

0
3.18x10°*
1.12x 107
3.51x107
591x107
830x 107
1.07x10°

0 0 0 0 0
6.285% 10 1.683x107 2.298x 107 2.731x 107 3.134x 107
2431x107 5753 x107 8.651x107 1.021x 10° 1.090 x 10
5682x107 1.505x 10 2.079x 10 2.691x 10 3.113 x 10
9912x 107 2.314x10° 3354x10° 4.109x10° 5047 x 10
1357x10° 3.118x 10 4335x10° 5741 x10° 6316 x 10°¢
1.649x 10 4.060x 10 5.626x 10° 6.593 x 10 7.885x 10 6

Tab. 10. Valor de intensidade de corrente de pico (E, = -0.55 V) em fungdo da

concentragdo de riboflavina na célula, na presenga de luz, para concentragdes de

vitamina entre os 107 e os 10° M.
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Freq 200 Hz / *
Freq 300 Hz
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Fig. 46. Influéncia da concentra¢do de riboflavina na intensidade de corrente de pico
na presenga de luz, ap6s desaparecimento do pico a -0.44 mV e estabilizagdo do sinal a

-0.56 mV, para concentra¢des de vitamina entre os 107 ¢ os 10 M.

Verifica-se que ha perda da linearidade para frequéncias mais altas para os valores
de concentra¢do mais elevados. Ndo considerando estes valores, as equagdes das rectas

que melhor se ajustam aos valores experimentais sdo as seguintes:

200 Hz I, (A)=4.7444 x 10* + 1.53611 M
300 Hz I,(A)=1.3362 x 107 + 3.66353 M
400 Hz I, (A) = 2.2482 x 107 + 5.07049 M
500 Hz I, (A)=1.9424 x 107+ 6.71429 M
600 Hz I, (A)=1.0364 x 107 +8.42511 M

Com objectivo de verificar o limite de detec¢do da técnica, usou-se o mesmo
procedimento para concentragdes mais baixas de riboflavina. Os valores de intensidade
de corrente em funcdo dessa concentragdo estdo representados na Tabela 11 e na Figura
47.
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Concentracio de

Intensidade de corrente de pico/ A

Riboflavina/M 200Hz  300Hz 600 Hz
0 0 0 0
1.59 x 10° 3208 x 10° 8.320 x 10* 1.790 x 107
3.19x 10* 6.566 x 10° 1.721 x 107 3.495 x 107
478 x 10" 9356 x 10° 2.312x 107 4.911 x 107
6.38 x 10° 1340 x 107 3.233 x 107 6.470 x 107
797x 10* 1664 x 107 4.148 x 107 8.683 x 107
9.57x 10° 2216 x 107 5.041 x 107 9.637 x 107
112x 107 2626 x 107 6.042x 107 1.122 x 10°

Tab. 11. Valor de intensidade de corrente de pico (E, =

-0.55 V) em fungdo da

concentragio de riboflavina na célula, na presenga de luz, para concentragdes de

vitamina entre os 10°%e 0s 107 M.
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Fig. 47. Influéncia da concentragdo de riboflavina na intensidade de corrente de pico
na presenca de luz, apés desaparecimento do pico a -0.44 mV e estabilizagdo do sinal a

-0.56 mV, para concentra¢des de vitamina entre 0s 10%e os 107 M.
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As equacdes das rectas que melhor se ajustam aos valores experimentais sdo as

seguintes:
200 Hz I, (A) =-1.3982 x 10* + 2.40258 M
300 Hz L (A)=-10372x 10®* +5.38386 M
600 Hz I, (A) =-2.8049 x 10° + 9.9021 M

Para valores mais baixos de concentragio de riboflavina torna-se dificil, nestas
condig¢des, observar o sinal da vitamina.

Encontradas as melhores condi¢cdes para a obtengdo de uma resposta voltamétrica
proporcional & concentragdo de riboflavina e uma vez determinada a correspondente
recta de calibragdo, passou-se ao objectivo principal deste trabalho: a determinagdo da

riboflavina em matrizes mais ou menos complexas por voltametria com adsor¢ao.
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3. DETERMINACAO NAS PASTILHAS “SMINT”

Com o objectivo de confirmar a aplicabilidade do procedimento desenvolvido na
determinagdo da riboflavina, fez-se a analise desta vitamina nos “Smint”, pastilhas com
sabor a limdo, constituidas por varios compostos naturais, multivitaminadas, que
facilmente se dissolvem em agua ¢ dando origem a uma matriz simples.

Preparou-se a solugdo a analisar, por dissolu¢do rigorosa de uma pastilha “Smint”,
cerca de 0.2 g, em 500 ml de tampdo fosfato 0.1M, pH 7, protegendo-a da luz.

Analisaram-se 25 ml desta solugdo por voltametria de onda quadrada, a uma
frequéncia de 400 Hz e com uma pré-concentragao de 30 segundos. O varrimento foi
feito entre os —0.2 V e os —1.5 V. Utilizou-se um potencial de impulso de 0.002 Ve
uma amplitude de 0.2 V. Fizeram-se varias adi¢cdes de 1 x 107 M riboflavina padréo a
célula para verificar o incremento do sinal com o aumento da quantidade da vitamina.
Durante toda a analise, as solugdes de riboflavina e a célula voltamétrica permaneceram

protegidas da luz. Os voltamogramas obtidos estdo representados na Figura 438:

-0.450x1 0'53

[ Lat o

< -0.150x10°

015010 }———— 77—
0 -0.250 -0500 -0.750
Ef ¥

Fig. 48. Analise voltamétrica da riboflavina presente nas pastilhas “Smint”. Adigdes

sucessivas de 1 x 107 M riboflavina

Representando graficamente a intensidade de corrente de pico em fungdo da
concentra¢do de vitamina adicionada, pode determinar-se a quantidade presente nos
“Smint” por extrapolagdo do valor da concentraciio para a intensidade de corrente de

pico nula, conforme se pode observar na Figura 49:

71



Determinaciio da riboflavina por voltametria com adsorgao

UD T I * 1 v ¥ ' 1 N 1 T 1 ' '
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Riboflavina sdicionadai
Fig. 49. Determinacdo da riboflavina presente na pastilha “Smint”
A equagdo da recta que melhor de ajusta aos valores experimentais ¢ a seguinte:
I, (A)=9.7501 x 10 7 + 6.57571 M
A concentracio de riboflavina presente numa pastilha “Smint” ¢é 1.48 x 10 7M.

Realizaram-se analises consecutivas, apos a preparagdo da solugdo, a uma frequéncia

de 400 Hz e os resultados estdo representados na Figura 50:
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Fig. 50. Determinagdes sucessivas da riboflavina nas pastilhas “Smint”.

Como se pode observar através dos resultados obtidos, a concentragdo de

riboflavina ao longo do tempo ¢ praticamente constante, ou seja, ndo ha degradagdo da

vitamina na solugdo.
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4. DETERMINACAO DA RIBOFLAVINA NO LEITE

4.1. Analise espectrofluorimétrica

4.1.1. Considerag¢des Prévias

A espectrofluorimetria ¢ o método de analise adoptado pela “Association of Official
Agricultural Chemists” ? para a determinagdo da riboflavina. O objectivo deste estudo €
a comparacdo dos resultados obtidos por este método com aqueles que se obtém por
voltametria.

A espectrofluorimetria ndo permite a utilizagdo de matrizes muito complexas uma
vez que impedem a luz de passar de forma uniforme através da célula para provocar a
mesma excitagio em todas as moléculas. Por essa razio, ha a necessidade de se
simplificar a matriz, recorrendo a um processo de extracgao.

A parte experimental deste trabalho foi iniciada com o estudo espectrofluorimétrico
de solugdes de riboflavina. O objectivo deste estudo foi o da determinacdo da curva de
calibragio desta vitamina em meio tampdo acetato 1 % 22, depois da selecgdo dos
comprimentos de onda de excitagdo e emissdo mais adequado ao método.

Preparou-se uma solugdo padrdo 3.34 x 10 > M de riboflavina em meio tampao
acetato 1%. Para as determinagdes espectrofluorimétricas prepararam-se solugdes de
riboflavina, com as concentragdes registadas na tabela 1, por diluigdo da solugdo
previamente preparada no mesmo meio tampao.

Analisaram-se as solugdes por espectrofluorimetria experimentando  dois
comprimentos de onda de excitagdo distintos, 440 nm (1) € 470 nm *, usando-se como
branco a solucgio de acido acético 1 %. Na Figura 51 estdo representados os espectros
de fluorescéncia de uma solugiio de riboflavina 2.67 x 10 7 M a esses dois
comprimentos de excitagdo. A primeira banda corresponde ao sinal do branco, a

segunda ¢ devida a presenca da riboflavina.
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Fig. 51. Espectros de fluorescéncia de uma solugdo de riboflavina 2.67x10'M a
440nm (a) € 470 nm (b).

Como se pode observar nas Figuras 5l.a e 51.b, o comprimento de onda de
excitagdo que parece mais indicado é o de 440 nm, uma vez que ha uma completa
separacdo das duas bandas o que ndo se verifica a 470 nm.

Mesmo assim, verificou-se o comportamento de solugdes de riboflavina de varias
concentragdes nos dois comprimentos de onda. Os valores méaximos de intensidade

estdo registados na Tabela 12.

Concentracio I max. I max.
/M (1 = 440 nm) (1=470 nm)
334x10° 32.08 32.08
6.68x 107 44.72 44.72
2.51x107 145.79 150.01
2.67x107 145.79 150.01
6.01 x 10”7 322.68 343.74
7.68x 107 406.91 411.12
9.35x 107 495 .35 529.05
1.27x10°° 689.09 731.20
1.54x 10 ¢ 817.05 882.71

Tab. 12. Intensidade maxima obtida por espectrofluorimetria para as diferentes
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concentracdes de riboflavina.
Na Figura 52 esté representado graficamente o valor da intensidade de fluorescéncia

maxima, L.y, em fungdo das concentragdes de riboflavina para os dois comprimentos de

onda referidos:
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Fig. 52. Curva de calibragdo da riboflavina em meio tampdo acetato 1 %, utilizando

dois comprimentos de onda de excitagao.

As equagdes das rectas que melhor se ajustam aos pontos experimentais sdo as

seguintes:

A = 440 nm T =7.62+529%x10°M
A =470 nm [, =3.68+566x10°M

3.1.2. Extraccio de Riboflavina

O método ensaiado foi utilizado para determinar a quantidade de riboflavina no leite,
tendo sido adoptado um comprimento de onda de 440 nm.

Inicialmente procedeu-se a extrac¢io da riboflavina do leite comercial, de acordo
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com o processo sugerido por Lee, Jung e Kim **. Utilizaram-se diferentes tampdes de
maneira a obter uma melhor separagao. Verificou-se que os melhores resultados se
obtinham com a adi¢do de 0.500 ml de solugdo de acido acético 33.3% a 30 ml de leite.

Apos centrifugag@o, retirou-se 10.00 ml da solugdo sobrenadante e adicionou-se
agua destilada até perfazer um volume de 25.00 ml. Como o sinal obtido foi demasiado
intenso, diluiu-se 5.00 ml desta solugio num volume de 50.00 ml.

Determinou-se a concentragdo de riboflavina no extracto do leite através da adigdo
sucessiva de solugdo padrio 3.34 x 10 ° M.

Na Figura 53 estéo representados 0s espectros correspondentes a determinagdo da
riboflavina no extracto, pelo método das adigdes de padrio, em meio tampdo acetato

1%, a um comprimento de onda de excitagdo de 440 nm.
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Fig. 53. Espectros de fluorescéncia obtidos na determinagdo da riboflavina no

extracto de leite pelo método das adigdes padrio.

Na Tabela 13 estdo representados os valores de concentracdo padrio adicionados e a

intensidade de fluorescéncia maxima correspondentes.
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Volume de padrio Concentracio de Intensidade de
adicionado / ml padrio adicionada / M fluorescéncia maxima
0 0 78.41
0.125 8.35x 10 127.74
0.250 1.67x107 171.06
0.375 251x107 212.18
0.500 334x107 255.30
0.750 501x107 352.16
1.000 6.68x 107 427.97
1.250 8.35x 107 520.62

Tab. 13. Intensidade de fluorescéncia maxima obtida por espectrofluorimetria para

as diferentes concentragdes de padrio de riboflavina adicionadas a amostra.

Na figura 54 esta representada graficamente a intensidade de fluorescéncia, I, em

fungdo da concentragio de padrao adicionada.
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Fig. 54. Curva de adigio de padrao de riboflavina ao leite em meio tamp@o acetato 1

% (medindo a fluorescéncia a um comprimento de onda de excitagdo de 440 nm.)
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A equacio da recta que melhor ajusta aos pontos experimentais ¢ a seguinte:
Tnex = 81.03+5.27x 10° M

O valor da abcissa na origem é 1.54 x 10 7 M, a que corresponde uma concentragao
de riboflavina no extracto do leite, admitindo uma extracgdo completa, de 3.85 x 10 6

M, isto é 1.45 mg/l.

4.1.3. Estudo da eficiéncia da extraccio

Para determinar a quantidade de riboflavina no leite é necessario conhecer o grau de
extraccdo da vitamina. Com esse objectivo, procurou fazer-se a sua determinagdo da

seguinte forma:

1. Preparagdo de extractos a partir de amostras de leite, com adi¢des prévias e
variaveis de riboflavina;

2 Analise desses extractos; determinagdo da riboflavina pelo método das adigdes
padrio;

3. Determina¢do, para cada um dos extractos preparados, da quantidade de

riboflavina neles existentes, utilizando o método de adigdes padrio.

Para isso utilizou-se o seguinte procedimento experimental:

a) A quatro amostras de leite adicionou-se 0.500 mi de acido acético 33.3%.

b) A trés das misturas, adicionou-se respectivamente 1.00, 2.00, 3.00 mi de
solugdo padrio de riboflavina 3.34 x 10 ° M.

c) Centrifugaram-se as misturas e separou-se a camada sobrenadante de cada uma
delas.

d) Retirou-se 1.00 ml de cada e diluiu-se rigorosamente a 25.00 ml.

e) Determinou-se a quantidade de riboflavina no extracto do leite.

Na Tabela 14 estdo representadas as quantidades de riboflavina adicionadas antes €

apos extracgdo e a intensidade de fluorescéncia em cada um dos casos:
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Antes da Extracg¢ado Depois da extracgdo
Concentragdo de padrio Concentragdo de Intensidade de
adicionada/M padrio adicionada/M fluorescéncia
0 82.82
0 418x10°° 175.28
835x10°¢ 263.72
0 99.47
1.11x10°¢ 4.18x 10" 183.70
835x10°° 272.14
0 112.10
2.23x10°¢ 418x10°° 200.55
8.35x10°¢ 288.99
0 124.74
334x10°° 4.18x10°° 217.39
835x10° 301.62

Tab. 14. Intensidade de fluorescéncia em extractos de leite, com adi¢do de

riboflavina antes e depois da extracgdo

Representando graficamente a intensidade de fluorescéncia em fungdo da

concentracio de padrio adicionada ao leite antes da extracgio, e em fungdo da

concentragio adicionada ao extracto, obtemos as rectas representadas na Figura 53.
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Fig. 55. Curvas com adi¢do de padrdo ao leite antes e apos a extracgdo.
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As equacgdes das rectas que melhor se ajustam aos pontos experimentais sdo as

seguintes:
Adigdo no leite: Imx=86.83+1.15x10"M
Adigdo apOs extracgio: Ims=83.29+2.17x10°M

Os valores das ordenadas na origem sdo 7.55 x 10 e 3.84 x 10  respectivamente.

O grau de extracgio pode ser obtido através da razdo dos dois valores:

Grau de extracgio = (3.84 x 10 %/ 7.55x 10 * ) x 100 =30.9 %

A percentagem de extrac¢do pode ser obtida de uma outra forma. Na Figura 56
estdo representadas as curvas de adigdo padrio de riboflavina em meio tampdo 1% a
extractos de leite sem adigdo prévia de riboflavina (amostra 1), com adigdo prévia de

1.11 x 10 M (amostra 2), 2.23 x 10 * M, (amostra 3) ¢ 3.34 x 10 * M, (amostra 4), de

riboflavina.
;
3.0x10% m amostra 1
@ amostra 2
A amostra 3
250107 v amostra 4

i ¥
5. 0108 100105

Riboflaving adicionacda $ M

Fig. 56. Curvas de adigdo de padrdo a extractos de amostras de leite (amostra 1),
com adi¢do prévia de riboflavina: 1.11 x 10° M (amostra 2), 2.23 x 10 ¢ M, (amostra 3)
e 3.34 x 10 * M, (amostra 4).
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As equagdes de recta que melhor se ajustam aos pontos experimentais sdo as

seguintes:

Amostra 1 l,..=8329+217x10"M
Iy =98.73+207x10°'M

Amostra 3 Iox=11207+212x10"M
1

max = 126,11 +2.12x10’M

Amostra 2

Amostra 4

Pode calcular-se a quantidade de riboflavina no leite, obtendo-se os valores

apresentados na Tabela 15:

Adigio de prévia de Concentragdo de
Amostra . ] ) ]
riboflavina /M riboflavina/M
Leite 1 0 3.84x10°¢
Leite 2 1.11x 10 4.77x10°¢
Leite 3 2.23x10°¢ 529x10°°
Leite 4 334x10°¢ 595x10°

Tab. 15. Concentragio de riboflavina previamente adicionada e determinada nas

amostras de leite.

O grau de extracgdo para cada um dos casos pode ser determinado em fungéo da

concentragdo de riboflavina sem adigdo prévia, “Amostra 17

Amostra 2 Grau de extracgio = [(4.77x 10°-3.84 x 10°%)/1.11 x 10 *] x 100 = 83.9 %
Amostra 3 Grau de extraccio = [(5.29 x 10°¢ -3.84 x 10 *)/2.23 x 10 °] x 100 = 64.9 %
Amostra 4 Grau de extracgdo = [(5.95 x 10 -3.84 x 10 ©)/3.34 x 10 °] x 100 = 63.2 %

Embora os resultados obtidos nio sejam muito concordantes, verifica-se que a
extracgdo da riboflavina do leite pelo método proposto por Lee, Jung e Kim 2 esta

longe de ser completa, situando-se por volta dos 60%.
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4.2. Anilise voltamétrica

Na determinacgio da riboflavina no leite por voltametria com adsorg¢dao, comegou por
se investigar a possibilidade da andlise directa, sem extracgdo. Para isso, adicionou-se
directamente ao electrdlito uma pequena quantidade de leite sem qualquer tratamento
inicial e observou-se o sinal utilizando as condi¢des anteriormente descritas. Verificou-
se o sinal piorava com o aumento do tempo de acumulagio, o que pode ser explicado
pela complexidade da matriz. Por essa razao, fez-se a determinagdo da riboflavina sem
qualquer tempo de pré-concentragio.

Inicialmente, adicionou-se 0.5 ml de leite em 25 ml de tampdo fosfato 0.1M, pH 7,
com a célula protegida da luz. Observou-se a resposta voltamétrica a varias frequéncias
e fizeram-se adicdes sucessivas de solugdo de riboflavina para estudar a evolugdo do

sinal. O resultado esta representado na Figura 57.
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Fig. 57. Analise voltamétrica da riboflavina directamente em 0.5 ml leite, usando o

método das adigdes de padrao.

A quantidade de riboflavina adicionada assim com as intensidades de corrente

observadas estdo representadas na Tabela 16.
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Concentraciio de Intensidade de corrente de pico/ A
Riboflavina adicionada/M 344 g, 400 Hz 500 Hz 600 Hz
0 4447 x 10° 5.804x 10° 8.138x 10° 1.351x10*
1.06 x 107 9738 x 10° 1.164x 10* 1.718 x 10® 2.091x 10*
2.13x 107 1.544x 10® 1.921 x 10® 2473 x 10® 3.693 x 10°
3.19x 107 1.978 x 10® 2.723 x 10* 3.557x 10® 4346 x 10°*
426 x 107 2621 x10® 3.215x 10* 4.180x 10® 5332x10*

Tab. 16. Valor de intensidade de corrente de pico em fungdo da concentragdo de

riboflavina adicionada a 0.5 ml de leite.

Representando graficamente os valores obtidos, pode determinar-se a concentragio
de riboflavina presente no leite por extrapolagdo do valor da concentragdo para a

intensidade de corrente de pico nula, conforme se pode observar na Figura 58.
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Fig. 58. Determinagio da riboflavina directamente em 0.5 ml de leite pelo método

das adi¢des sucessivas de padrio.
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As equagdes de recta que melhor se ajustam aos valores experimentais sdo as

seguintes:

300 Hz I, (A)=4.4188 x 10° + 0.0503 M
400 Hz I, (A) = 5.5637 x 10° + 0.06411 M
500 Hz I, (A) = 8.3586 x 10° + 0.08047 M
600 Hz I,(A) = 1.3209 x 10° + 0.09595 M

Numa tentativa de melhorar a sensibilidade do método aumentou-se a quantidade de
leite adicionado a célula voltamétrica, mesmo correndo o risco do aumento da
complexidade da matriz prejudicar a resposta da vitamina. Mediu-se o sinal a diversas
frequéncias, fazendo-se adi¢des de riboflavina para verificar o seu comportamento. Os

voltamogramas estdo representados na Figura 59.
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Fig. 59. Analise voltamétrica da riboflavina directamente em 1 ml leite, usando o

método das adi¢des de padrio.

A quantidade de riboflavina adicionada assim como as intensidades de corrente de

pico observadas estdo representadas na Tabela 17.
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Concentraciio de Intensidade de corrente de pico / A
Riboflavina adicionada/M 3,0, 400 Hz 500 Hz 600 Hz
0 1.030x 10* 1.407x 10* 1.766 x 10° 2233 x 10°*
1.60 x 107 1.778 x 10® 2.456x 10® 3.168 x 10* 3.669 x 10°*
3.19x 107 2456 x 10® 3.348 x 10® 4.437x 10® 4.753 x 10°*
4.79 x 107 2.975x 10* 4.190x 10®* 5527 x 10* 6.179x 10°*

Tab. 17. Valor de intensidade de corrente em fung3o da concentragdo de riboflavina

adicionada a 1 ml de leite.

Representando graficamente os valores obtidos, pode determinar-se a concentragdo
de riboflavina presente no leite por extrapolagdo do valor da concentragdo para a

intensidade de corrente de pico nula, conforme se pode observar na Figura 60.
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Fig. 60. Determinagdo da riboflavina directamente em 1 ml de leite pelo método das

adi¢des sucessivas de padrio.

As equagdes de recta que melhor se ajustam aos valores experimentais sdo as

seguintes:
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300 Hz I, (A) = 1.0824 x 10% + 0.04081 M
400 Hz I, (A) = 1.4635 x 10* + 0.05790 M
500 Hz I, (A) = 1.8409 x 10 + 0.07865 M
600 Hz 1, (A) = 2.2695 x 10°* + 0.08096 M

Para verificar a influéncia da matriz na determinacdo da riboflavina, procedeu-se a
analise no extracto do leite. O procedimento de extrac¢do foi igual ao que se utilizou
para a determinagio da riboflavina por espectrofluorimetria. Uma vez que a matriz se
torna muito mais simples, é possivel aumentar a sensibilidade da técnica, inclusivamente
com a utilizagdo de um periodo de pré-concentragdo da amostra de 30 segundos. Os
voltamogramas, obtidos a diversas frequéncias e no escuro, com 1 ml de extracto

diluido em 25 ml de electrélito estdo representados na Figura 61.
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Fig. 61. Analise voltamétrica da riboflavina em 1 ml de extracto de leite, usando o

método das adi¢bes de padrio.

Nestas condi¢des, embora se observe um crescimento do sinal a medida que se
adiciona solugdo padrio de riboflavina a célula, verifica-se uma maior interferéncia.

Esta interferéncia foi reduzida acentuadamente alterando o valor do potencial de
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impulso de 0.005 V para 0.002 V, a amplitude de 0.01 V para o dobro, e eliminando-se
o periodo de pré-concentragdo

Um outro factor a ser introduzido com vista a melhorar a qualidade do sinal obtido,
foi a realiza¢do de cinco varrimentos e utilizar a sua média como resultado final.

Apos as alteragdes analisou-se novamente 1 ml de extracto e fizeram-se adigdes
sucessivas de solucdo padrio de riboflavina, desta vez sem qualquer acumulagdo da
espécie no eléctrodo de mercurio. Os resultados obtidos para as frequéncias de 400 e

600 Hz estdo expressos na Figura 62.
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Fig. 62. Analise voltamétrica da riboflavina em 1 ml de extracto de leite, usando o

método das adi¢des de padrdo.

A quantidade de riboflavina adicionada assim com as intensidades de corrente

observadas estdio representadas na Tabela 18.

Concentraciio de Riboflavina Intensidade de corrente de pico/ A

adicionada/M 400 Hz 600 Hz
0 2.103 x 10° 3.681 x 10
9.58x 10° 4857 x 10°% 8.894 x 10°®
1.92x 107 7.719x 10° 1.481x 107
2.87 x 107 1.070 x 107 2.023 x 107
3.83 x 107 1.427 x 107 2.637 x 107

Tab. 18 . Valor de intensidade de corrente de pico em fun¢@io da concentragdo de

riboflavina adicionada a 1 ml de extracto de leite.
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Representando graficamente os valores obtidos, pode determinar-se a concentragéo
de riboflavina presente no extracto leite por extrapolagdo do valor da concentragdo para

a intensidade de corrente de pico nula, conforme se pode observar na Figura 63.
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Fig. 63. Determinagdo da riboflavina em 1 ml de extracto de leite pelo método das

adi¢des sucessivas de padréo.

As equacdes de recta que melhor se ajustam aos valores experimentais sdo as

seguinte:

400 Hz 1, (A) = 1.8907 x 10° +0.31526 M
600 Hz 1, (A) = 3.4470 x 10% +0.59250 M

Depois de reajustadas as condigbes para a analise da riboflavina no extracto de leite,
procedeu-se da mesma maneira para a determinagio da vitamina por analise directa do

leite. Os voltamogramas obtidos estdo representados na Figura 64.
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Fig. 64. Anilise voltamétrica da riboflavina directamente em 1 ml de leite, usando o

método das adi¢des de padrio.

A quantidade de riboflavina adicionada assim com as intensidades de corrente

observadas estdo representadas na Tabela 19.

Concentrac¢io de Riboflavina
adicionada/M

Intensidade de corrente de pico/ A

400 Hz 600 Hz
0 1.817 x 10°® 2.629x 10
9.58 x 10°* 2.641x 10* 3.718 x 10*
1.92 x 107 3.568x 10 5.625x10°
2.87 x 107 4416 x 10 6.631x 10*
3.83x 107 5329x10°* 8.157x 10°*

Tab. 19. Valor de intensidade de corrente de pico em fungdo da concentragdo de

riboflavina adicionada directamente a 1 ml de leite.

Representando graficamente os valores obtidos, pode determinar-se a concentragao

de riboflavina presente no leite por extrapolagdo do valor da concentragdo para a

intensidade de corrente de pico nula, conforme se pode observar na Figura 65.
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Fig. 65. Determinagdo da riboflavina directamente em 1 ml de leite pelo método das

adi¢des sucessivas de padrio.

As equagdes de recta que melhor se ajustam aos valores experimentais sdo as

seguintes:

400 Hz I, (A) = 1.7627 x 10° +0.09432 M
600 Hz I, (A) = 2.6127 x 10° +0.14153 M

Encontradas as condi¢cdes que permitem a determinagdo da riboflavina no leite € no
seu extracto, procedeu-se a quantificagdo da vitamina em diferentes amostras,
realizaram-se analises consecutivas, quer no leite quer no extracto, ao longo do tempo,

a uma frequéncia de 400 Hz e os resultados estdo representados nas Figuras 66 e 67:
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Fig. 66. Determinagio sucessiva de riboflavina directamente no leite
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Fig. 67. Determinagio sucessiva de riboflavina no extracto

Como se pode verificar nas figuras anteriores, ndo se pode dizer que haja uma
variagdo significativa dos resultados no tempo; a quantidade de riboflavina presente no
extracto ¢ inferior & quantificada directamente no leite. O leite Agros, por exemplo, tem
um teor de riboflavina na ordem dos 4.5 x 10°M, ou seja, 1.7 mg/L. Se a vitamina for
quantificada no extracto, obtém-se um valor proximo dos 1.7 x 10° M, ou seja 0.6
mg/L, bastante inferior ao valor representado na Tabela 1. Verifica-se que a quantidade

de riboflavina varia com a marca e o pacote analisado.
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4.3. Comparacio dos métodos

Uma das principais vantagens do método voltamétrico em relacio ao
espectrofluorimétrico é a possibilidade de se determinar a quantidade de riboflavina
directamente no leite, sem qualquer tratamento prévio. A analise voltamétrica ¢ mais
rapida e mais simples e o resultado ndo € afectado por possiveis perdas da vitamina no
processo de extracgéo.

Nas Figuras 68 e 69 estdo representados os resultados obtidos na analise da

riboflavina no leite e no extracto, usando a frequéncia de 400 e 600 Hz respectivamente:
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Fig. 68. Determinagio da riboflavina directamente no leite e no seu extracto, a 400

Hz
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Fig. 69. Determinagio da riboflavina directamente no leite € no seu extracto, a 600

Hz

As equagdes de recta que melhor se ajustam aos valores experimentais sdo as

seguintes:

400 Hz

600 Hz

leite I, (A) = 1.7656 x 10" + 0.09428 M
extracto I, (A) = 1.8991 x 10* +0.31522 M
leite I, (A) = 2.6175 x 10" + 0.14145 M
extracto I, (A) =3.4625 x 10% + 0.59238 M

Através das equagdes obtidas pode determinar-se a concentragio de riboflavina

presente no leite, por extrapolagdo do valor da concentragiio para a intensidade de

corrente de pico nula em cada um dos casos. Os resultados estdo representados na

Tabela 20:
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Frequéncia Matriz Concentragio de Riboflavina/M
leite 4.682 x 10°
400 Hz
extracto 1.506 x 10°
leite 4.626x 10
600 Hz
extracto 1.461 x 106

Tab. 20. Concentragio de riboflavina no leite obtida a partir da analise directa e a

partir da anélise do extracto

Da analise dos resultados anteriores pode verificar-se que embora a sensibilidade da
resposta seja maior no extracto, o que ¢ facilmente explicado pela maior simplicidade da
matriz, é possivel a determinag¢do directamente no leite, a concentragdo obtida neste
caso é muito superior a quantificada no extracto, o que significa que a quantidade

extraida de vitamina no leite estd muito longe dos 100%.

Grau de extracgdo a 400 Hz (1.506 x 10 %/ 4.682 x 10 %) x 100 = 32.2%
Grau de extracgdo a 600 Hz (1.461 x 10/ 4.626 x 10 ) x 100 = 31.6%

Verifica-se que ndo ha uma diferenca significativa entre o valor do grau de extracgdo
obtido para as duas frequéncias. No entanto, este € um resultado bastante inferior ao
que se obteve na analise espectrofluorimétrica, na qual se utilizou 0 mesmo processo de
extrac¢do, o que pode estar relacionado com o facto de se ter utilizado um o processo
de calculo da percentagem de recuperacio diferente.

Calculou-se entdo o grau de extracgdo do modo utilizado na analise
espectrofluorimétrica:

1. Prepararam-se os extractos a partir de amostras de leite, com adi¢des prévias e
variaveis de riboflavina;

2. Analisou-se os diferentes extractos, determinou-se a concentragio de
riboflavina pelo método das adigdes padrio;

3. Determinou-se, para cada um dos extractos preparados, a quantidade de
riboflavina neles existentes, utilizando o método de adi¢des padrio.

Representando graficamente a intensidade de corrente de pico em funcdo da
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concentragio de padrio adicionada ao leite antes da extracgdo, e em fun¢do
concentracio de padréio adicionado ao extracto de leite obtemos as rectas representadas

na Figura 70.
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Fig. 70. Curvas com adi¢do de padrdo ao leite antes e apOs a extracgdo.

As equagdes das rectas que melhor se ajustam aos pontos experimentais sdo as

seguintes:
Adigio no leite: I,=1.9921x10*+0.17906 M
Adigdo ap6s extrac¢do: I, =1.8991 x 10 * +0.31522 M

Através das equagdes obtidas pode determinar-se a concentragdo de riboflavina
presente no leite, por extrapolagdo do valor da concentragdo para a intensidade de
corrente de pico nula em cada um dos casos. Os resultados obtidos sdo 2.781 x 10 *M
e 1.506 x 10 ° M, respectivamente. O grau de extracgio pode ser obtido através da

razdo dos dois valores:

Grau de extracgdo = (1.506 x 10 °/2.781 x 10 ° ) x 100 = 54.2 %
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Tal como se procedeu na analise espectrofluorimétrica, determinou-se a percentagem
de extrac¢io de uma outra forma. Prepararam-se quatro amostras de leite, sem qualquer
adi¢@o de riboflavina (amostra 1), com adi¢do prévia de 9.56 x 10* M (amostra 2), 1.91
x 10 7 M, (amostra 3) e 2.87 x 10 7 M, (amostra 4), e procedeu-se a extrac¢ao.
Analisou-se cada um dos extractos pelo método de adigdo de padrdo. O resultado esta

representado na Figura 71.
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Fig. 71. Curvas de adi¢do de padrio a extractos leite (amostra 1), com adig@o prévia
de riboflavina: 9.56 x 10 M (amostra 2), 1.91 x 10 7 M, (amostra 3) e 2.87 x 10 7 M,

(amostra 4).

As equagdes de recta que melhor se ajustam aos pontos experimentais s3o as

seguintes:

Amostra 1 I, (A)=19351x10*+ 031871 M
Amostra 2 I, (A) =2.8439x 10 *+ 0.30851 M
Amostra 3 I, (A) =5.2952 x 10 *+ 0.32223 M
Amostra 4 I, (A) = 6.8932 x 10 *+ 0.32069 M
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Pode calcular-se a quantidade de riboflavina no leite, obtendo-se os valores

apresentados na Tabela 21:

Amostra Adigdo de prévia de Concentragio de riboflavina
riboflavina /M na célula /M

Leite 1 0 6.07x10°?

Leite 2 9.56 x 10* 1.25x 107

Leite 3 1.91x107 1.64x 107

Leite 4 2.87x 107 2.15x 107

Tab. 21. Concentragio de riboflavina previamente adicionada e determinada nas

amostras de leite.

A percentagem de extracgdo para cada um dos casos pode ser determinado em

fungio da concentragio de riboflavina sem adi¢do prévia, “Amostra 17

Amostra 2- % extraccdo = [(1.25 x 10 7 - 6.07 x 10 *)/9.56 x 10 *] x 100 = 67.3 %
Amostra 3- % extrac¢dio = [(1.64x 1077 - 6.07 x 10 *)/1.91 x 10 7] x 100 = 54.1 %
Amostra 4- % extraccio = [(2.15x 10 7 - 6.07 x 10 *)/2.87 x 10 7] x 100 = 53.8 %

Quando se utiliza a adi¢do variavel de padrdo a amostras de leite e consequente
extracgdo e determinagdo da riboflavina, verifica-se que a percentagem de extracgdo €
maior do que quando se calcula o valor através da razdo entre a quantidade analisada
directamente no leite e a que se quantifica a partir do extracto.

Essa diferencga pode ter duas explicagdes:

1. falta de exactiddio no método de analise directa da riboflavina, ou seja, a
resposta da vitamina ndo varia linearmente com a adi¢io de padréo;

2. o processo de determinagio do grau de extracgdo a partir de adigdes variaveis
de vitamina ao leite, e a sua posterior extracgdo, ndo é correcto; isto pode suceder se

a riboflavina que se adiciona ao leite for extraida mais facilmente do que aquela que o

constitui.

Com o objectivo de verificar a linearidade da resposta voltamétrica da vitamina,
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procurou fazer-se a sua determinagdo adicionando-se previamente quantidades de

riboflavina variaveis a varias amostras leite.

A determinacio da quantidade de riboflavina existente em cada uma das amostras de

leite preparadas, utilizando o método de adi¢des de padrdo, é feita em fungdo dos

valores extrapolados da Figura 72 para uma frequéncias de 400 Hz :
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Fig. 72. Curvas de adi¢do de padrio a amostras de leite (amostra 1), com adi¢do

prévia de riboflavina: 9.96 x 10* M (amostra 2), 1.99 x 10 " M, (amostra 3) ¢ 2.99 x 10

7'M, (amostra 4).

As equagdes de recta que melhor se ajustam aos valores experimentais sdo as

seguinte:

Amostra 1

Sem adigdo prévia I, (A)=1.7819x 10® + 0.08863 M

Amostra 2 Adicio de 9.96 x 107 de riboflavina 1, (A) = 2.5214 x 10 + 0.08724 M
Amostra 3 Adigdo de 1.99 x 107 de riboflavina I, (A) = 3.2877 x 10* + 0.08627 M
Amostra 4 Adicdo de 2.99 x 107 de riboflavina I, (A) = 4.0022x 10* + 0.08689 M

Através das equagdes obtidas pode determinar-se a concentragdo de riboflavina

presente em cada amostra leite, por extrapolagdo do valor da concentragdo para a
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intensidade de corrente de pico nula em cada um dos casos. Os resultados estdo

representados na Tabela 22.

Adigdo de prévia de Concentracido de Riboflavina

Amostra

riboflavina /M calculada /M
Amostra 1 0 2.01 x 107
Amostra 2 9.96 x 10°® 2.89x 107
Amostra 3 1.99 x 107 3.81x107
Amostra 4 2.99x 107 4.61x 107

Tab. 22. Concentra¢do de riboflavina previamente adicionada e a quantificada na

célula.

A partir destes valores, verifica-se que a quantidade de riboflavina calculada €
relativamente proxima da quantidade adicionada, o que permite validar a utilizagdo da

analise directa:

Amostra 2- [(2.89x 107 -2.01 x 10 7)/9.96 x 10 *] x 100 = 88.3 %
Amostra 3- [(3.81 x 107 -2.01 x 10 7)/1.99 x 10 "] x 100 = 90.5 %
Amostra 4- [(4.61 x 107-2.01 x 107)/2.99x 10 "] x 100 = 86.8 %

Pode entio concluir-se, que o facto de se obter um grau de recuperagdo
aparentemente maior quando se utiliza o método de adigdes prévias e sucessivas de
padrio antes da extrac¢do, se fica a dever provavelmente a uma maior facilidade de
remogio da riboflavina adicionada relativamente aquela que 14 existe.

Em face dos resultados obtidos pode dizer-se que o grau de extracg¢do da vitamina
do leite pouco ultrapassa os 30 % (Tab. 20). O valor obtido na analise directa do leite €
muito superior ao obtido no extracto, o que mostra que a analise voltamétrica ¢é
duplamente vantajosa em relagdo a analise espectrofluorimétrica: € muito mais simples e
rapida (ndo é preciso fazer a extrac¢fio) e muito mais rigorosa (ndo ocorrem as perdas

associadas a extrac¢do).
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