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RESUMO

O presente trabalho descreve, o desenvolvimento de um eletrodo de pasta de
nanotubo de carbono de parede multiplas (MWCNTPE) a base de 4-nitroanilina (4NA)
adsorvida em silica gel modificada com 6xido de zircénio (SZ) para deteccao de acido
ascorbico (AA). A superficie sensora foi caracterizada por Analise termogravimétrica
(TGA), Microscopia eletronica de varredura (MEV) e espectroscopia no infravermelho
(FTIR). A espécie eletroativa, hidroxilamina/nitroso (R-NHOH / R-NO), foi eletrogerada
in situ a partir da 4-nitroanilina apos ciclagem na faixa de potencial entre 0,5 e -1,0 vs.
Ag / AgCl na primeira varredura em tampéo PBS 0,1 mol L (pH 7,0) com taxa de
varredura de 0,02 Vs. O eletrodo modificado apresentou atividade eletrocatalitica
eficiente frente a oxidagdo do &cido ascoérbico em 0,3 V vs. Ag / AgCl. Medidas
eletroquimicas incluindo Voltametria Ciclica (VC) e Cronoamperometria foram usadas
para estudar o comportamento da superficie do eletrodo modificado empregado.
Essas técnicas foram utilizadas para otimizar os parametros experimentais. Desta
forma, sob condi¢cdes otimizadas, o sensor apresentou uma faixa linear de resposta
de 0,5 - 3,0 ymol.L%, LD (0,15 umol.L?), LQ (0,48 umol.L?!) e sensibilidade de 7,60
(mA.L.mmol?) agregando ao sensor fatores positivos em sensibilidade e seletividade.
Este sensor foi aplicado para a determinacdo amperométrica de AA em amostras de
alimentos. Os resultados foram consistentes com os obtidos com o procedimento
titulométrico padrao.

Palavras-chave: Acido ascoérbico, 4-nitroanilina, sensor amperométrico



ABSTRACT

The present work describes the development of a multiple wall carbon nanotube paste
electrode (MWCNTPE) based on 4-nitroaniline (4NA) adsorbed onto silica gel modified
with zirconium oxide (SZ) to detect ascorbic acid (AA). The sensing surface was
characterized by Thermogravimetric Analysis (TGA), Scanning Electron Microscopy
(SEM) and Infrared Spectroscopy (FTIR). The electroactive species, hydroxylamine /
nitrous (R-NHOH / R-NO), was electrogenerated in situ from 4Nitroaniline after cycling
in the potential range between 0.5 and -1.0 vs. Ag / AgCl in the first scan in 0.1 mol L
1 PBS buffer (pH 7.0) with a scanning rate of 0.02 Vs1. The modified electrode showed
efficient electrocatalytic activity against the oxidation of ascorbic acid in 0.3 V vs. Ag /
AgCl. Electrochemical measurements including Cyclic Voltammetry (VC) and
Chronoamperometry were used to study the behavior of the surface of the modified
electrode used. These techniques were used to optimize the experimental parameters.
Thus, under optimized conditions, the sensor presented a linear response range of 0.5
- 3.0 ymol.L, LD (0.15 pmol.LY), LQ  (0.48 umol.LY) and sensitivity of 7.60
(mA.L.mmol-1) adding to the sensor positive factors in sensitivity and selectivity. This
sensor was applied for the amperometric determination of AA in food samples. The
results were consistent with those obtained with the standard titration procedure.

Keywords: Ascorbic acid, 4-nitroaniline, amperometric sensor
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1. INTRODUGAO GERAL

O acido ascérbico (AscH2) € um acido orgéanico hidrossolluvel, também
conhecido amplamente como vitamina C. No entanto, sua designacédo quimica é 3-
oxo-L-gulofuranolactona (5R)-5-[(1S)-1,2-diidroxietil]-3,4-diidroxifurano-2(5H)-ona
(IUPAC), que anteriormente era conhecido como acido hexurénico (CHANG;
IASMAIL; DAUD, 2016). E uma vitamina comumente usada como antioxidante e
considerada essencial para o funcionamento do organismo, pois possui ativa
participacdo nos processos metabdlicos, celulares e bioquimicos. Além que, possui
diferentes aplicabilidades, tais como na: Industria farmacéutica, alimenticia e de
cosmeéticos (NASCIMENTO, M. 2019).

Esse antioxidante remove facilmente os radicais livres toxicos e outras espécies
reativas de oxigénio (ROS) formadas no metabolismo celular, que estdo associadas a
vérias formas de danos e doencas teciduais. Desta forma, esta vitamina se apresenta
com um importante papel na prevencdo e tratamento de varias doencas, como
Alzheimer, aterosclerose, infertilidade, cancer e AIDS (PUTCHALA et al., 2013; DU,
CULLEN; BUETTNER, 2012; CZYZOWSKA, 2016). Contudo, a alteragcdo na
concentracdo de AA no organismo humano pode causar irritacdo gastrica e problemas
renais oriundos de um de seus metabdlitos, o &cido oxdalico. Dessa forma, a
determinacao do acido ascorbico em amostras, como alimentos, frutas frescas, frutas
de suco e fluidos biolégicos se torna essencial. (PUTCHALA et al., 2013; MAY, 2016)

Nesse sentido, diferentes metodologias de deteccdo para AscHz vem sendo
reportadas na literatura na qual incluem titulometria redox (KARLSSON, 1975;
REVANASIDDAPPA; VEENA, 2007), cromatografia liquida de alta performance -
HPLC (MAZUREK e JAMROZ, 2015; OZTEKINE et al., 2010), ressonancia magnética
nuclear - RMN (EIFF; MONAKHOVA; DIEHL, 2015), eletroforese capilar (FUKUSHI et
al., 1997), ultravioleta espectroscopia visivel - UV-vis (OZTEKIN et al 2010; PISOSCHI
et al., 2014), espectrometria de absorcéo atdmica com chama (YEBRA; CESPON E
MORENO, 2001), quimiluminescéncia, fluorimetria, métodos enzimaticos
(SHEKHOVTSOVA et al., 2006) no entanto, esses métodos possuem algumas
limitagbes devido aos altos custos de materiais e complexos procedimentos

experimentais, demandando um pré tratamento de amostra, além de um maior tempo


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0003267006009500#!
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para a efetivacdo de seus respectivos resultados. Desta forma, é necessario propor
métodos rapidos e seletivos para determinacédo de AA.

Frente as metodologias disponiveis para deteccdo do acido ascorbico os
meétodos eletroquimicos apresentam algumas vantagens, como simplicidade, alta
sensibilidade, facilidade de operacdo, andlise rapida, baixo custo e potencial de
miniaturizacdo (MADRAKIAN; HAGHSHENAS E AFKHAMI, 2014; SILVA et al., 2016).
Nesse contexto, tém-se percebido a ascensdo do desenvolvimento de sensores
eletroquimicos tendo em vista sua capacidade de permitir o controle interfacial no
mecanismo de resposta podendo melhorar dessa forma os resultados obtidos
(NASCIMENTO, 2019).

Tais dispositivos sao capazes de transformar uma informacéo quimica ou fisica
em sinal analiticamente atil, (KILIAN, 2000) os quais usam principios da quimica e da
fisica em sua operagdo (ARAUJO, 2009). Desta forma, o presente trabalho descreve
o desenvolvimento de um eletrodo de pasta de nanotubo de carbono de parede
multiplas (MWCNTPE) a base de 4-nitroanilina (4NA) adsorvida em silica gel

modificada com 6xido de zirconio (SZ) para deteccdo de acido ascoérbico (AscHz).

1.1. Sensores eletroquimicos

Sensores eletroquimicos € um dos tipos de sensores quimicos que podem ser
definidos como dispositivos capazes de transformar informacdes quimicas em um
sinal analiticamente util (THEVENOT, 1999). Além disso, permitem a coleta de dados
e obtencdo de resultados com manipulacdo minima do sistema estudado
(LOWINSOHN; BERTOTTI, 2006).

Estes dispositivos podem ser aplicados em diferentes contextos, como, na
saude, na industria de alimentos e bioprocessos, em monitoramentos ambientais,
entre outros (NASCIMENTO, 2019; PEREIRA; SANTOS E KUBOTA, 2002).

Conforme demonstrado na Figura 1, as partes principais que compdem um
sensor sao: elemento de reconhecimento, elemento transdutor e elemento
comunicador. O elemento de reconhecimento é o responsavel por gerar uma variagcao
de sinal (propriedade do sistema) a partir da interacdo de uma molécula; o elemento
transdutor converte o sinal gerado a partir da interagdo entre o elemento de
reconhecimento e o analito num sinal mensuravel; e o elemento de comunicacao que

transporta o sinal analitico ao equipamento (DORST et al., 2010).
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Figura 1- Representagdo genérica de um sensor.

SINAL SINAL
MENSURAVEL QuimMico

- @&

COMUNICADOR = TRANSDUTOR RECONHECEDOR

Fonte: COODEIRO, 2017.

Estes sensores possuem varias caracteristicas que os tornam requeridos em
diferentes andlises quimicas, estas caracteristicas sao fatores que estéo relacionados
ao seu desempenho enquanto metodologia analitica a ser utilizada, conforme Figura
2 (COORDEIRO, 2017).

Figura 2- Fatores relacionados ao desempenho de um sensor.

SENSORES QUIMICOS

Seletividade Tr‘érsnp%‘;tge Estabilidade [l Sensibilidade [l repetibilidade

Fonte: Autor, 2019

Em sensores eletroquimicos o eletrodo é o elemento transdutor e o elétron é
utilizado para aquisicdo de sinal. Nestes dispositivos, as medidas eletroquimicas
podem ser efetuadas tanto em condi¢Bes de equilibrio, na qual se tem a passagem
de corrente elétrica desprezivel e os tipos de sensores podem ser potenciométricos
ou impedimétricos, como fora do equilibrio, onde tém-se corrente elétrica ou potencial
elétrico de forma expressiva e 0s sensores sao classificados como voltamétrico,
condutimétricos ou amperométricos (NUNES, 2013;).

Apesar das vantagens que 0s sensores podem promover, algumas
desvantagens como a falta de seletividade em sistemas complexos, passivacao
gradual da superficie do eletrodo por adsorcdo, necessidade de aplicar sobretensfes
para oxidacdo ou reducdo da espécie em estudo, sdo evidenciadas quando os
eletrodos sao utilizados individualmente. (FREIRE, 2003; NASCIMENTO, M. 2019;
QUITINO, 2003; ROSATTO, 2001).
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Nesse sentido, uma area que tem crescido significativamente com potencial
para minimizar as desvantagens supracitadas, € a dos eletrodos quimicamente
modificados (EQM).

1.2. Eletrodos quimicamente modificados

O termo eletrodo quimicamente modificado (EQM), foi introduzido na década
de 70 por Murray e colaboradores (1975). A designagcao foi empregada para
caracterizar eletrodos com espécies quimicamente ativas em sua superficie de forma
a conseguir pré-estabelecer e controlar a natureza fisico-quimica da interface
eletrodo/solucao (ARAUJO, 2017).

Em sua constituicdo, um eletrodo quimicamente modificado possui
basicamente: um eletrodo base que pode ser de varios tipos de materiais como,
carbono vitreo, ouro, platina, pasta de carbono entre outros, bem como, um agente
modificador na qual geralmente séo utilizadas diferentes espécies organicas, nano
particulas, 6xidos, compdsitos, polimeros e outras misturas (NUNES, 2013). A escolha
dependera do método de modificacdo escolhido na qual destacam-se a adsorcéo,
ligacdo covalente, materiais compdsitos, recobrimento com filmes poliméricos
(JUNIOR, 2016).

Desta forma, a escolha do sensor desde sua base até a técnica de imobilizacao
sera escolhida de acordo com a necessidade prevista em um determinado sensor, no
entanto, existem alguns materiais que vem recebendo notoriedade como a fibra de
carbono (DIMITRIJEVIC et al., 2016; HUEBRA et al.,, 2001), o carbono vitreo
(PORDEVIC et al., 2012), o diamante dopado com boro (SIARA et al., 2015) e a pasta
de carbono (TASHKHOURIAN E NAMI, 2015).

Porquanto, entre os materiais utilizados para a constru¢do do sensor a pasta
de carbono vem recebendo notoriedade, devido a sua facilidade, rapidez na
preparacdo, area com reprodutibilidade, baixa corrente residual, ampla janela de
potencial, ndo reage quimicamente, facilmente modificada para diferentes finalidades
e baixo custo (TASHKHOURIAN E NAMI, 2015; ZHU; SUJARI E GHANI, 2013).

Ademais, a inser¢do de grupos modificadores quimicos a base de silica (SiO2),
incluindo os a base de pasta de carbono, tem chamado a atencédo pois oferecem a
possibilidade de ser confeccionados com uma variedade de grupos organicos, o que

enriquece suas propriedades na superficie, podendo ser incorporados nos compostos,
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geralmente com o objetivo de aumentar a capacidade de adsorgédo e promover a
estabilidade das espécies eletroativas imobilizadas, tornando esse material util como
suporte inerte para varios catalisadores (MARCO et al., 2016).

Além disso, essa matriz inorganica de silica pode ser modificada com 6xidos
de metais em sua superficie a fim de imobilizar espécies que atuam como mediador
durante o processo de transferéncia de elétrons (LIMA et al., 2008). Os 6xidos de
metais como Ti (IV), Zr (IV), Nb (V) e V (V) sdo os mais utilizados na matriz de silica
devido a alta acidez e forte interacéo eletrostatica que apresentam com o material de
superficie. Dessa forma, silica modificada com 6xidos metalicos é considerada uma
matriz de alta troca ibnica e que promove uma melhor atividade eletroquimica dos
mediadores (PEREIRA et al., 2011). Entre estes mediadores destacam-se as espécies
nitro aromaticas.

Nos ultimos anos, espécies aromaticas que apresentam o grupo nitro (R-NO2)
tem se destacado por apresentar as caracteristicas desejaveis para um mediador. As
espécies
gue apresentam o grupo nitro sdo denominadas nitro compostos. O grupo nitro na
forma oxidada nao possui efeito catalitico para diferentes espécies quimicas, no
entanto, quando submetido a um processo de reducéo in situ na superficie do eletrodo,
forma o grupo hidroxilamina. A hidroxilamina formada pode ser oxidada
reversivelmente através de um processo de 2H*/2e” sobre a superficie eletrddica,
gerando, portanto, o correspondente grupo nitroso (-NHOH/-NO) (COSTA, 2016;
LIMA, 2009; NASCIMENTO, 2019; SANTHIAGO, 2010).

Dentre esses nitros compostos destaca-se a 4-nitroanilina (4-NA), um membro
do grupo das nitro anilinas, que apresenta em sua estrutura um grupo nitro € um amino
doador de elétrons ligados em posicdo para do anel aromatico (OZTEKIN et al., 2010).
Tal conformagdo do grupo nitro e amino promove transi¢cdes eletronicas de baixa
energia com migragdo de carga dentro da molécula, o que torna as espécies
favoraveis para os sistemas de deteccéo.

Nesse sentido, o uso de diferentes compostos contendo o grupo nitro como
mediadores para o desenvolvimento de novas interfaces tem sido amplamente
empregados para deteccdo de diferentes analitos, principalmente os compostos de

interesse biol6gico como o acido ascorbico.



14

1.3. Analito alvo

1.3.1. Acido ascorbico

O acido ascérbico (AscH2) € um acido orgéanico hidrossolluvel, também
conhecido amplamente como vitamina C. De acordo com a Figura 3, ele é uma
estrutura y-lactona, que possui dois atomos de hidrogénio ionizaveis (pKa 4,04 e
11,34) e sob a maioria das condicdes fisioldgicas (pH =7,4), esta presente na forma

mono-protonada, o qual é responsavel pela sua a¢édo antioxidante, visto que possui a
capacidade de doar um H* ou [H* + e7] para outro radical (KALL,2003; PISOSCHI,
2014; LIMA, 2009).

Figura 3 - Estrutura quimica do L - &cido ascorbico

gHille)
T

H

Fonte: NASCIMENTO, M. 2019.

Essa vitamina é um antioxidante de grande importancia para 0s seres Vivos,
mas devido a auséncia da enzima gulonolactona oxidase o0s seres humanos nao
conseguem realizar 0 processo de sintetizacdo, devido a mutagcdo no gene que
codifica a enzima (DAUD; IASMAIL E SARMADI, 2016; VALPUESTA E BOTELLA,
2004). No entanto, ela pode ser sintetizada pela maioria dos animais a partir da
glicose. Esse antioxidante remove facilmente os radicais livres toxicos e outras
espécies reativas de oxigénio (ERO) formadas no metabolismo celular, que estao
associadas a varias formas de danos e doencas teciduais. Além de atuar sobre
peréxido de hidrogénio (H202), anion-radical superoxido
(O2"), radicais hidroxila ((OH) e peroxila (OOH), por meio da reacdo de Fenton, o
ascorbato também reduz ions como o Fe*3 e Cu*?® gerando radicais livres (ARRIGONI
E TULLIO, 2002; SMIRNOFF, 2018; PUTCHALA, et al., 2013).
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Apresenta formula CeéHsOs € massa molecular de 176,13 g moll. E descrito
como po cristalino branco, estavel enquanto sélido, mas que oxida facilmente quando
em solucdo. E solivel em agua e pouco soltvel em solventes organicos (BRASIL,
2010).

Amplamente encontrada em frutas e vegetais, incluindo frutas citricas, séo as
fontes predominantes de vitamina C, suprindo mais de 80% das necessidades diarias
(DAUD; IASMAIL E SARMADI, 2016). Ademais, esta vitamina se apresenta com um
importante papel na prevencédo e tratamento de varias doencas, como Alzheimer,
aterosclerose, infertilidade, cancer e AIDS (PUTCHALA et al., 2013; DU; CULLEN E
BUETTNER, 2012; CZYZOWSKA, 2016). Contudo, a alteracédo na concentracao de
AA no organismo humano pode causar irritacdo gastrica e problemas renais oriundos
de um de seus metabalitos, o cido oxalico.

E a mais labil vitamina nos alimentos e parte de sua atividade é perdida através
do auto oxidacdo durante a preparacdo, cozimento e armazenamento dos alimentos.
A reserva de acido L-ascoOrbico no organismo de um ser humano adulto € de
aproximadamente 1500 mg, sendo considerada a ingestdo média diaria de 45 a 75
mg. Caso néo ocorra ingestado da vitamina e a reserva decresc¢a para menos de 300
mg, quadro clinico como a doenca de escorbuto pode surgir no intervalo de 30 a 45
dias (GONCALVES, 2008).

Dessa forma, a determinacdo do &cido ascérbico em amostras, como
alimentos, frutas frescas, frutas de suco e fluidos bioldgicos se torna essencial
(PUTCHALA et al., 2013; MAY, 2016). Por isso, pesquisas tém sido realizadas na
tentativa de se propor novos métodos de determinagcdo com sistemas analiticos mais
simples e eficazes (HANSEN et al., 2016).

Nesse contexto, 0s sensores eletroquimicos especialmente fundamentados em
eletrodos de pasta de carbono, tém sido considerados como uma alternativa de
deteccdo e quantificagcdo promissora, uma vez que se tem a possibilidade de se
trabalhar com sistemas altamente sensiveis e seletivos ao analito. Com isso, vejamos
alguns exemplos de metodologias de modificagédo de eletrodo para deteccéo de acido
ascorbico.

Raoof, Ojani e Kiani (2001), construiram um eletrodo de pasta de carbono a
base de po de grafite e &cido carboxilico ferroceno. Os autores obtiveram uma reducéo
no potencial de oxidag&o do acido ascorbico, cerca de 248 mV menos positivo do que

em um eletrodo de pasta de carbono ndo modificado, com limite de detec¢éo 1,08 x
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107> mol L. JA Roy et al. (2004) depositaram eletroquimicamente polimeros de N, N-
dimetilanina sobre eletrodos de pasta de carbono. O filme formado, carregado
positivamente, facilitou a oxidacdo do acido ascorbico de forma que se percebeu um
deslocamento potencial para uma regido menos positiva. E Ardakani et al. (2010)
desenvolveram um sensor a partir de um eletrodo de pasta de carbono fundamentado
em nano particulas de TiO2 para deteccéo de acido ascoérbico e acido arico, com limite

de deteccéo de 0,3 mmol L.

1.4. Técnicas eletroquimicas

1.4.1. Voltametria Ciclica

A voltametria ciclica € uma técnica Eletroanalitica que nos da informacdes
sobre o0s processos que resultam de reacdes redox, que possam ocorrer num elétrodo
reativo (metal ou liga), por efeito da polarizacdo eletroquimica, entre dois valores de
potenciais, Ei e E:. Devido suas atribui¢cdes significativas bem como: a termodinamica
de processos redox, da cinética de reacdes heterogéneas de transferéncia de elétrons
e sobre reacfes quimicas acopladas a processos adsortivos, ela se tornou uma
técnica bastante utilizada para obtencdo de dados qualitativos sobre as reacodes
eletroquimicas. (FONSECA; PROENCA E CAPELO, 2015)

Nesta técnica, a resposta de corrente de um pequeno eletrodo estacionario em
uma solucdo sem agitacdo é excitada por uma forma de onda de voltagem triangular,
como visto na Figura 4a (SKOOG et al., 2015). Ou seja, durante a realizacdo de um
procedimento voltamétrico, inicia-se a aplicacdo do potencial em um valor onde néao
haja reducdo. Com a variacdo do potencial para regides mais catddicas (negativas)
ocorre a reducdo do composto em solucao, gerando um pico de corrente proporcional
a concentracdo deste composto. Quando o potencial ja tiver atingido um valor no qual
nenhuma reacao de reducéo ocorre, o potencial € varrido no sentido inverso até o
valor inicial (PACHECO et al., 2013).

Segundo Pacheco et al., (2013), no caso de uma reacao reversivel os produtos
que tiverem sido gerados no sentido direto (e se localizam ainda proximos a superficie
do eletrodo) serdo oxidados, gerando um pico simétrico ao pico da reducgéao. O tipo
de voltamograma gerado depende do tipo de mecanismo redox que o composto em

guestao sofre no eletrodo, o que faz da voltametria ciclica uma ferramenta valiosa
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para estudos mecanisticos. Durante a varredura do potencial, o potenciostato registra

a corrente que é gerada como funcéo do potencial aplicado (Figura.4b).

Figura 4 - Variagcdo do potencial com o tempo em voltametria ciclica (A). Voltamograma

ciclico para um sistema reversivel (B).
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Fonte: LOURENCAO, 2009. (Adaptado)

Apesar de ser essencial para analises qualitativas em sistemas redox, para
testes quantitativos, faz-se necessario o uso de técnicas mais sensiveis, como

exemplo, a Cronoamperometria.

1.4.2. Cronoamperometria

A Cronoamperometria, € uma técnica que determina a corrente que flui através
do eletrodo de trabalho em funcdo do tempo em um potencial constante. Esse fluxo
de corrente é correlacionado com o gradiente de concentracdo das espécies oxidadas
ou reduzidas na superficie do eletrodo de trabalho por meio da equacgéo de Cottrell:

1
nFAchO/ 2

1'[1/2t1/2

I, = =bt /2 (Eq.1)

Onde: It é a corrente a um tempo t, n € o numero de elétrons, F € a constante
de Faraday, A € a area do eletrodo, C é a concentracdo das espécies oxidadas e D é

o coeficiente de difusdo das espécies oxidadas.

Na utilizacdo desta técnica do tipo de potencial-step, sdo aplicados dois

potenciais. O primeiro (E1) é aplicado em uma regido onde n&o havera a ocorréncia
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de reagcBes com espécies eletroativas. J& o segundo (Ez) é o potencial que ira ocorrer

0 processo de reacao para a espécie de alvo de estudo (FERREIRA, 2009).

Figura 5 - (a) Aplicacdo do potencial-step; (b) Comportamento da corrente em funcao

do tempo.

Potential Current

Time Time

(@) (b)

Fonte: GUY e WALKER, 2016.
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OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Desenvolver e caracterizar um sensor de pasta de nanotubo de carbono de

parede multiplas (MWCNTPE) & base de 4-nitroanilina (4NA) adsorvida em silica gel

modificada com Oxido de zircbnio (SZ) para deteccdo de acido ascoérbico (AA).

f)

)
h)

2.1.1. Objetivos especificos

Imobilizar a 4-nitroanilina em silica gel modificada;

Incorporar silica modificada com 4-NA em pasta de nanotubo de carbono;
Otimizar os parametros analiticos a partir de testes de velocidade de varredura,
tipo de solugcédo tampao e valor de pH;

Caracterizar os materiais sintetizados através das técnicas de microscopia
eletrbnica de varredura (MEV), termogravimétrica (TGA) e Espectroscopia
infravermelha por transformada de Fourier (FTIR);

Obter as figuras de meérito tais como: limites de deteccdo e quantificacdo,
sensibilidade e faixa de resposta linear.

Realizar estudos de possiveis interferentes, bem como verificar a estabilidade do
sensor;

Aplicar o sensor em amostras reais.

Comparar os dados obtidos com outros ja reportados na literatura.
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3. METODOLOGIA

3.1. Reagentes e Solucdes

Todos os reagentes utilizados foram de grau analitico (Tabela 1).

Tabela 1 — reagentes utilizados e seus respectivos fornecedores

Reagentes Fornecedores
4 Nitroanilina (4NA) Aldrich
Acido Ascorbico (AA) Sigma-Aldrich
Nanotubo de carbono de paredes multiplas Sigma-Aldrich
Dimetilsulféxido Sigma-Aldrich
Oleo mineral (Nujol) Mantercop
Silica gel Fluka
Fosfato Monossédico Synth
Fosfato Dissddio Synth
Hidréxido de sédio (NaOH) Sigma-Aldrich

Fonte: Autor, 2019

A silica utilizada para o procedimento possui diametro médio de poro de 6 nm
e tamanho de particula de 0,04 - 0,063 mm. As solu¢Bes foram preparadas com agua
purificada em um sistema Milli-Q (18,2 MQ cm, Millipore (Merck), Darmstadt,
Alemanha) e os valores de pH das solucdes-tampao foram ajustados com NaOH e

determinadas com um pHmetro (Tecnopon mPA 210).
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3.2. Construcédo do sensor

Para a confeccdo do eletrodo inicialmente foi realizado o processo de
imobilizacdo de 4-NA em silica previamente modificada com oxido de zircénio (SZ) de
acordo com o procedimento descrito por Yamashita e colaboradores (2003). A
imobilizacdo de 4NA em silica modificada foi realizada através da preparacdo de uma
solucdo de 0,5 mmol L' em DMSO. Apds este passo, 1 mL desta solucdo foram
adicionados a 20 mg de SZ sob agitacdo. Apés 4 horas, o solido resultante foi filtrado

e lavado vérias vezes com DMSO, e depois foi seco a 80°C durante 30 min.

Este material € denotado como “4-nitroanilina imobilizada em silica modificada
com Oxido de zircénio” (SZ4NA). O eletrodo modificado foi preparado misturando-se
12 mg de MWCNT, 12 mg de SZ4NA e 6leo mineral, até que uma pasta homogénea
fosse obtida e essa pasta fosse transferida para a cavidade de um tubo de vidro que
continha em seu interior um fio de platina (Pt), o qual constitui o eletrodo de trabalho.
Em seguida, a pasta foi compactada com a espatula e posteriormente foi-se obtida
uma superficie lisa. A area da superficie geométrica do eletrodo de trabalho foi de
0,0314 cm? e foi denominado como EPC / MWCNT / SZ4NA. Todas as respostas
obtidas com o sensor proposto sdo dadas como a corrente observada para uma area

geomeétrica conhecida do eletrodo de trabalho (sensor), determinada como (A = Tr.r?).

Figura 6: Esquema de preparo para a Imobilizacdo da 4-Nitroanilina na superficie da
matriz inorganica e sua deposicéo no eletrodo de pasta de nanotubo de carbono

12 mg de MWOCNT
12 mg de SZANA |
6leo mineral (Nujol )

1mL

Jl
N =

./ =

Solugao de 4NA 20 mg de SZ
(0,5 mmol L-1)

Fonte: Autor, 2019
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3.3. Preparacao da amostra para identificagdo do analito

Para avaliar o método analitico proposto para deteccao do AA, foi-se utilizado
0 sensor proposto em amostras de suco de laranja diluido em tampéo fosfato 0,1 mol
Lt pH 7,0. O suco da fruta, in natura foi obtido da variedade Citrus limettioides,
popularmente conhecida como laranja lima, adquirida no comércio varejista da cidade
de Maceid. O suco utilizado foi obtido manualmente espremendo a laranja e
posteriormente filtrado em um filtro de papel qualitativo. Em seguida, 0,1 mL da
solugdo mais 9,9 mL do tampéao (pH 7,0) foi utilizado e diluicdes sucessivas foram

realizadas.

As analises foram feitas sob borbulhamento de nitrogénio na solucdo por 10
minutos para a retirada de oxigénio dissolvido. Apos, A quantidade de vitamina C na
amostra foi avaliada pelo método de adicéo padrédo. Para validar o método proposto,
utilizou-se o método de titulacdo iodométrica, realizado de acordo com o procedimento
do Instituto Adolf Lutz (ZENEBON; PASCUET; TIGLEA,2008)

Figura 7 — Esquema de preparo da amostra para procedimento analitico

Tampao
Fosfato — pH 7.0

Fonte: Nascimento, D. 2019
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3.4. Equipamentos

3.4.1. Medidas eletroquimicas

Para a realizacdo das medidas eletroquimicas (voltamétricas e amperométrica)
foram utilizados um potenciostato modelo PGSTAT-30 da Autolab Echo Chemie

(Utrecht, Holanda) acoplado a um computador contendo o Software NOVA 1.10.

Figura 8. Potenciostato modelo PGSTAT-30 da Autolab Echo Chemie

Fonte: Metrohm.com

Posteriormente foi empregado uma célula eletroquimica com trés eletrodos,
onde foi utilizado um eletrodo de Ag / AgCl (KCl saturado) como referéncia, um fio de
Pt como auxiliar e o eletrodo de trabalho modificado com pasta de carbono para todas

as medidas (Figura 9).

Figura 9. Modelo esquemaético da cela eletroquimica

Sensor
Ag/AgCl

Fonte: Autor, 2019.

As medidas foram realizadas, utilizando-se 10,00 mL de solugdo tampéao de
fosfato (NaH2PO4.H20) 0,1 mol.L-1 (pH = 7,0) como sonda eletroquimica em
velocidades de varredura (v) de 20 mVs? e 5 mVs™. A avaliacédo dos voltamogramas

permitiu alterar a faixa de potencial aplicado conforme a resposta do sensor.
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O oxigénio foi removido fazendo borbulhar através da solugdo durante pelo
menos 10 min. Para os experimentos realizados em potencial constante, a resposta
foi registrada em funcédo do tempo, apds a adicdo de AA. A resposta do sensor foi

medida como a diferenca entre as correntes total e residual.

3.4.2. Microscopia eletrénica de varredura

A morfologia de superficie de SZ4NA foi analisada por microscopia de
varredura de emissao (MEV) da TESCAN (Figura 10), modelo VEGAS3 tipo camara LM
com um catodo convencional de tungsténio para operacdes de alto vacuo com
detectores de elétrons secundarios (SE), ap6s metalizacdo do ouro (Quorum
Technologies LTD, Ashford, modelo Q150R).

Figura 10. Microscoépio de varredura de emissao (MEV)

Fonte: Tescan.com
3.4.3. Analise termogravimétrica

A analise térmica gravimétrica foi realizada em um TGA-50 / 50H de Shimadzu
(Kyoto, Japéo) a uma taxa de aquecimento de 10 ° C / min na faixa de temperatura de

10 a 1000 ° C em atmosfera de nitrogénio (Figura 11).

Figura 11. TGA — 50/ 50H da shimadzu
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Fonte: Shimadzu.com.br

3.4.4. Transformada de Fourier no infravermelho (FTIR)

A espectroscopia de FTIR foi realizada usando um IRAffinity-1 (Kyoto, Japao),
os espectros de infravermelho foram obtidos na faixa de 4.000-400cm, em pastilhas

de KBr (2mg de amostra — 200mg de KBr seco) (figura 12).

Figura 12. FTIR (IRAffinity-1)

Fonte: shimadzu.com.br
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4. RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1. Ativacdo de 4-nitroanilina em eletrodo modificado MWCNTPE /
SZANA e oxidacao eletrocatalitica de AA

Com a finalidade de estudar as propriedades eletroquimicas do eletrodo de
pasta de carbono com a matriz SZ4NA, observou-se por meio da Voltametria ciclica
(VC), que a espécie eletroativa hidroxilamina 4-Nitroanilina (R-NHOH/R-NO) foi
eletrogerada in situ na superficie do eletrodo modificado a partir da reducao do grupo
nitro (NO2) presente na molécula de 4-NA (OZTEKIN et al. 2010), ap6s varredura na
faixa de potencial de 0,5V a -1,0 V vs. Ag/AgCl em solucéo tampao fosfato 0,1 mol/L
(pH 7,0) e velocidade de varredura (v) a 20 mVs™. A ciclagem potencial foi realizada

por 10 ciclos.

Figura 13. (A) Reducdo do grupo nitro de 4-NA (a) primeira varredura, (b) segunda
varredura e (c) terceira varredura e (B) formacédo do par redox R — NO /R — NHOH a
5 mVs? em 0.1 mol. L? solucdo tampdo fosfato a pH 7. Formacdo de espécies
eletroativas R—NO /R - NHOH a 0,02 Vs em tampéo fosfato 0,1 mol.L a pH 7. Einicia =
-0,3V vs. Ag/ AgCl e Efina=0,5 V.

A)
0 -
< 47
=
—
B
-12 4 ’ :
00 02 0.4 0e
E (V) va Ag/AgCI
-1.2 0.8 0.4 0.0 04
E (V) vs Ag/AgCl

Fonte: Autor, 2019.
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Na figura 13(a) ha-se a visibilidade do ciclo do grupo nitro que se apresenta
como um processo eletroquimico totalmente irreversivel reduzido a hidroxilamina
(R — NHOH) e oxidado a R — NO. Embora néo seja possivel observar no segundo e
terceiro ciclos, j& se torna pertinente a formag&o de um pico redox definido que pode
ser atribuido ao par redox R — NO / R — NHOH (figura 13b e 13c). Sendo assim, ao
restringir a faixa de potencial entre -0,3V a 0,5V houve a formacéo de um par redox
proveniente da ativagéo eletroquimica in situ do grupo nitro, onde apresentou-se a sua
reducdo irreversivel por meio de quatro elétrons de NO2 a NHOH (Figura 14). A
hidroxilamina (NHOH), por sua vez, é oxidada reversivelmente ao composto nitroso
(NO) (MUHAMMAD et al., 2016) formando, portanto, o par redox NO/NHOH na

superficie do eletrodo por meio de um processo redox de 2e/2H*.

Figura 14 — Esquema de reducdo eletroquimica da 4NA e formagdo de R-NHOH
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Fonte: NASCIMENTO, D. 2019.

Desta forma, o mediador apresentou caracteristicas de um sistema, onde ha-

se um grupo doador de elétrons (amino) e um grupo aceptor de elétrons (nitro), ambos
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conectados por um sistema 1-1T conjugado, onde as duas estruturas correspondiam
as formas benzenoide e quinéide. (MOHAMMAD et al., 2012)

Além que, para uma melhor explanacdo sobre a incorporacdo do 4-NA na
matriz de silica, é necessario a compreenséo que ha a oxidacdo dessa molécula e a
consequente formacado de polimeros. Desta forma, a polimerizacdo e reatividade do
4-NA da oxidacao via 1 elétron, apds a desprotonagdo em meio aprético (Figura 15),
pode ser prevista (HAMMERICH et al., 2015) devido aos dimeros de treinamento,
estrutura quindide e trimero (LIANG et al., 2012) das nitroanilinas. Porém, a presenca
do grupo de retirada de elétrons (NO2) na posi¢ao para (relativo ao grupo amina) deve
aumentar a densidade eletrGnica na posi¢ao para.

Figura 15 — Mecanismo de oxidagao das nitroanilinas

Fonte: HAMMERICH, O. et al., 2015
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Em compostos nitro e intermediarios, apos o processo de reducdo de forma
eletroquimica ha-se a origem de uma variedade de intermediarios, devido a presenca
de uma ligacdo polar de N-O. Desta forma, é possivel identificar alguns e outros
apenas deduzir. (SASSYKOVA et al, 2019) Além que, existe uma multiplicidade de
caminhos que podem fazer uma conexdo entre esses intermediarios, materiais de
partida e produtos de reducéo eletroquimica de um dado composto nitro, dependendo

do procedimento empregado e suas condi¢des impostas (PATAI, 1996).

Ha-se a possibilidade de trés rotas principais provindas de compostos nitro (p-
NA, m-NA e o 0-NA), pois esses compostos ligam trés moléculas ao longo dessas
rotas. Quando ha a diminuicdo da taxa de reducéo de nitro compostos hidrogenados,
formam-se variados compostos, dentre eles a 4-NA. O grupo responsavel para que
esse processo seja realizado, ou seja, se comportem como doadores de elétrons é o
grupo amino presente na molécula de 4-NA (SASSYKOVA et al, 2019).

Além que, existe um fator notdrio que se deve a compreensao em processos
eletroquimicos envolvendo compostos nitro, pois seu processo € exclusivamente
catddico, desta forma o alto indice de oxidac&o do nitrogénio que se encontra presente
no grupo nitro significa que, eles em sua maioria ndo podem ser oxidados. Os
compostos nitrosos séo rapidamente oxidados e reduzidos, porém estas informacfes
na literatura se encontram de forma limitada (PATAI,1996).

Porquanto, uma possibilidade de mecanismo para a inibicAo da
copolimerizacéo se deve ao fato que os grupos nitro capturam eletrons de particulas
do proprio grupo amino da p-nitroanilina, e posteriormente uma estrutua inerte menos
propensa a perder esses eletrons é gerada (LIANG, et al. 2012). Sendo assim, é
possivel inferir um mecanismo para o acoplamento entre radicais formados pela
oxidacdo de 4-NA (Figura 16).
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Figura 16. Esquema do mecanismo de oxidacdo em 4-NA
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Fonte: Hammerich, O. et al. 2015

4.2. Comportamento Eletroquimico de AA por meio do eletrodo
modificado

Para verificar a resposta referente a atividade eletrocatalitica de cada etapa de
modificacdo do eletrodo de pasta de carbono, foram realizadas varreduras utilizando
a técnica de voltametria ciclica. Na figura 17 (a) é possivel observar a formacéo de
picos redox bem definidos devido a presenca de R-NO/R-HNOH no eletrodo
modificado com a 4NA. No entanto, o eletrodo que ndo foi modificado com a 4NA né&o
apresentou atividade eletroquimica consideravel (Figura 17 b). Para o estudo
eletroquimico foi delimitada uma faixa de potencial de -0,3V a 0,5V vs. Ag/AgCl, em

tampao fosfato 0,1 mol L, pH 7,0 e velocidade de potencial de 0,02 V s,
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Na figura 17 — formacéo do par redox (R-NO/R-NHOH) a 0,02 V s em solucdo tampéao
fosfato 0,1 mol L2, pH 7,0. Einicia = 0,3 V € Esina = 0,5 V vs Ag/AgCl. (a) voltamograma

ciclico do eletrodo modificado com 4-NA e (b) eletrodo modificado sem 4-NA.

0,08

'0,04 T T T Ll
0,4 0,2 0,0 02 04 06

E (V) vs Ag/AgCI

Fonte: Autor, 2018

Na figura 18, esta disposto voltamogramas ciclicos para cada etapa da
modificacdo e utilizacdo do AA, em solucdo tampado fosfato (pH 7,0), com
Einita = -0,3V e Efina = 0,5V com varredura anédica de 0,005 V.s'! na auséncia e na
presenca de AA para verificacao de atividade eletrocatalitica da 4-NA na presenca do

analito.
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Figura 18. Voltamogramas ciclicos obtidos por EPC/MWCNT/SZ e EPC/MWCNT/SZ4ANA
em 0,1 mol L't em tampdo fosfato, pH 7,0av =0,005V s™. Einitia = -0,3V € Efinas = 0,5V vs.
Ag/AgCl. EPC/MWCNT/SZANA na auséncia de AA (a), EPC/MWCNT/SZ na auséncia (b)
e presenca (c) de AA. EPC/MWCNT/SZ4NA com diferentes concentracfes de AA:
0,1 mmol L (d), 0,2 mmol L (e) e 0,3 mmol L? (f).

Tl
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Fonte: Autor, 2019.

Apoés a insercdo de diferentes concentragdes (0,1 mmol L1, 0,2 mmol.L? e
0,3 mmol.Lt) de AA, houve um aumento significativo da corrente de pico anddica em
um potencial de 0,3V, ademais, ndo houve surgimento de corrente catddica na anélise
reversa (fig. 18 A d, e, f). Porquanto, ha-se a obtencao resultante de um forte efeito
eletrocatalitico, indicando que um aumento na concentracdo de AA corresponde a um
aumento na corrente de oxidagéo (HSUA et. al., 2017).

O mecanismo eletrocatalitico (ECca)) pode ser compreendido a partir da
interacdo entre a 4NA ativada, onde h4 a formacdo de especies eletroativas na
plataforma (nanotubo e a silica gel modificada) e esta interagao gera um ciclo catalitico
para a oxidacdo eletrocatalitica de AA, o qual envolve o par redox
(hidroxilamina/nitroso) (Figura 18), semelhante a mediadores redox reportados na
literatura (SILVA, et al, 2016,2018).
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Figura 19 — mecanismo proposto para o processo de eletro catalise de AA sobre a
plataforma EPC/MWCNT/SZ4NA.
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Fonte: NASCIMENTO, D. 2019.

Ademais, sob as mesmas condi¢cdes experimentais, onde ha-se a oxidacao
direta de AA em um eletrodo de pasta de carbono sem modificagdo (EPC/MWCNT/SZ)
mostra uma onda irreversivel em potenciais mais positivos com um pico de 0,4 V é
mostrado (Fig. 18 c¢), indicando que o eletrodo de pasta de carbono sem modificacédo

nao possui comportamento eletrocatalitico para o AA.

Sendo assim, uma reducdo no excesso de potencial de aproximadamente
100mV e um aumento da corrente de pico é alcancado no eletrodo de pasta de
carbono. A corrente andédica de pico a 0,3V é observada por voltamétrico ciclica na
presenca de AA é mostrada com um valor satisfatério e abaixo dos relatados em
outros trabalhos que se utilizam de sensores de pasta de carbono, , (SIARA; et al.,
2015; HSUA, et. al. 2017; FANG, et al. 2015 ) portanto, o eletrodo de pasta de carbono
baseado em 4-Nitroanilina absorvida em silica gel € um bom sensor para detectar AA.

Apo6s os processos de caracterizagdo utilizando os métodos eletroquimicos,
outras técnicas foram selecionadas para estudar os comportamentos morfolégicos

sensor desenvolvido.



4.3.

Para melhor andlise da morfologia dos nanomaterias sintetizados, isto €, 0s
filmes de SZ, SZANA e EPC / MWCNT / SZ4NA foram realizados estudos utilizando a
técnica de microscopia eletrénica de varredura, empregando diferentes ampliacdes.
Na figura. 20 (a) mostra diferentes micrografias referentes a morfologia da Sz, onde é
possivel observar, a obtencdo de particulas bem definidas, lisas e de tamanhos

uniformes.

Figura 20 — Micrografias para silica em gel modificada com oxido de zircénio (SZ) com

Caracterizacdo de materiais por MEV, TGA e FTIR

diferentes magnitudes. (A) 48x, (B) 100x, (C) 196x e (D) 526x.
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As imagens dispostas no MEV mostram que dentre as dimensodes utilizadas
(48x - 526x) (Figura 20 A — D) indica que o zircénio est4 uniformemente disperso ao
longo de toda a matriz, e ndo ha formacéao de ilhas ou aglomerados. No entanto, na
figura 21 é notdrio que as particulas ndo sédo bem definidas e existem aglomerados
de formacéo, indicando que 4NA alterou a morfologia em silica. Para visualizacao

mais detalhadas destes aglomerados foi necessaria uma grande ampliagdo (1,50kX).

Figura 21 — Micrografias para 4NA adsorvida em silica gel modificada com oxido de
zirconio (SZ4NA) com diferentes amplificagdes: (A) 536x (B)895x, (C)1.220x e (D) 1.500x.
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Ademais, para a andlise da superficie do EPC / MWCNT / SZ4NA (Figura 21)
foi utilizada uma ampliacéo de (192X) e tornou-se possivel inferir que se ha uma forma
de aglomerado irregulares do material, indicando que o SZ4NA foi preparado com

sucesso e revestido uniformemente na superficie dos MWCNTS.
4.4. Analise termogravimétrica

Para fins de analise de estabilidade, bem como verificacdo das etapas de
modificagdo frente ao perfil de decomposicdo térmica das matrizes utilizadas foi-se
utilizada a técnica termogravimétrica. Desta forma, a fig. 22 mostra as curvas
termogravimétricas (TG) para o padrao de 4-NA, para a silica modificada com zircénio
(SZ) na auséncia de 4-NA e para a mesma silica na presenca do mediador, SZ4NA

desde a temperatura ambiente até 1000 ° C.

Figura 22 — Medicé&o termogravimétrica para silica modificada com SZ e SZ4ANA.
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Na fig.22 é observado uma perda de massa da SZ a 100 °C que pode ser
proveniente da reacdo de condensacao (Equacéo 2) na superficie das nanoparticulas,
resultando na evaporagdo das moléculas de agua produzidas, embora a quantidade
relativa da agua gerada ser bem menor que a da espécie organica (JIANG et al.,
2017).



37

A
25i-OH — Si-0-Si+H,0 (Eq.2)

Uma reducdo gradual na massa foi registrada para o SZ4ANA em torno de
240°C, com uma reducdo de massa total de 9,70%. Isto pode ser atribuido a
decomposicdo das espécies organicas ligadas as superficies de SiO2. Os residuos
foram pos solidos de SiO2 produzidos a alta temperatura. Estes dados indicaram que
0 SZANA era composto por cerca de 80 a 85% de SiO2, 5 a 10% de espécies organicas
como 4NA e bem como 1 a 5% de agua. A insercdo apresenta um resultado
experimental tipico de maior perda de massa para o padrdo 4NA em torno de 200 ° C
na curva TG. Pois, como € observado o padrdo de degradacdo da molécula de 4-

nitroanilina apresentou uma perda de massa no entorno de 240°C (Figura 23).

Figura 23 — Medic&o termogravimétrica para o padréo de 4NA
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4.5. Caracterizacao por FTIR

Para a caracterizacdo do material obtido em relacdo as suas propriedades
organicas, buscando elucidar os componentes presentes nas estruturas de SZ e
SZANA, utilizou-se a técnica de espectroscopia no infravermelho com transformada
de Forrier (FTIR).

Na Fig. 24. E notorio uma banda larga gravada na regido 3400-3200 cm?, o
que poderia ser atribuido aos grupos OH na superficie das particulas de nano-SiO2
que pode atribuido devido a agua residual e alongamento de Si-OH (JIANG et al.,
2017). Entdo, uma banda forte em torno de 1095 cm™ é indicativa de banda de
alongamento assimétrica de Si-O-Si e faixa de alongamento simétrico de Si-O a 805
cm-1, bandas tipicas de vibragdo de materiais de silica (SHARMA E SHIVANI, 2014).

Assim, vale ressaltar que ndo ha alteracdes significativas observadas nas
estruturas SZ e SZ4NA, o que mostra que a molécula 4NA ndo é observada nos
espectros de FTIR para a silica modificada e ndo modificada.

Fig. 24. Espectros infravermelhos de SZ e SZ4NA.
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4.6. MedicBes cronoamperomeétricas

O método cronoamperométricas foi empregado para a quantificacdo do AA.
Desta forma, as caracteristicas do eletrodo de pasta de carbono modificado
4-nitroanilina ativada foram verificadas e estas experiéncias foram realizadas em
tampéo fosfato em pH 7,0. Variados potenciais foram utilizados (0,20 V, 0,25 V, 0,30
V, 0,35 V), para identificar qual seria 0 melhor potencial para ser aplicado no eletrodo
(figura.25).

Figura 25 — Medidas amperométrica para eletrooxidagdo de AA no eletrodo modificado
com 4-nitroanilina ativada, obtida em tampédo fosfato 0,1 mol L! em pH 7,0 na
concentracéo: (A) (1) 0,50 a (6) 3,0 mmol L* e (B) Sensibilidade vs. Potencial.
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Fonte: Autor, 2019.

A resposta foi registrada a um potencial de 0,3 V versus Ag / AgCl, confirmando
o potencial de investigacdo anterior com voltametria ciclica. Para medi¢cfes

amperomeétrica, o potencial aplicado tem uma influéncia importante sobre a resposta
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do sensor porque o potencial aplicado contribui para a sensibilidade do sistema
(MUHAMMAD et al., 2016)

A fim de obter uma curva analitica para o sensor desenvolvido, o0s
amperogramas para oxidacdo de AA foram realizados em diferentes concentracdes
em 0,1mol L' de tampdo fosfato a pH 7,0, apds otimizacdo dos parametros
experimentais. A curva de calibracdo foi construida plotando a corrente de pico de
oxidacdo contra a concentracdo de AA adicionada (Figura. 26). O sensor proposto
apresentou uma faixa de resposta linear de 0,50 a 3,0 umol L%, com limite de detecgéo

melhor que os relatados na literatura (Tabela 2).

Figura 26 — Curva analitica para eletrodo modificado EPC/MWCNT/SZ4NA. Potencial
aplicado: 0,3 V vs. Ag/AgCl em tampéo fosfato a pH 7,0.
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Essa boa sensibilidade de 7,60 mA Lmmol-1 pode ser atribuida a eficiéncia da
transferéncia de elétrons entre a 4-nitroanilina e o AA. Um limite de deteccdo de
0,15umol L-1 foi determinado usando uma relacdo 3 o / slope e o limite de
quantificacdo foi de 0,48 umol L-1 usando 100 / slope, onde s é o desvio padrao do
valor médio para 10 amperogramas do branco, determinado de acordo com as
recomendacdes da IUPAC.
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Tabela 2. Parametros analiticos para detec¢cdo de AA em varios eletrodos modificados.

Eletrodo Método Faixa Linear Limite de Ref.
Modificado (umol.Lt) Deteccdao
(umol.L)
EPCV DPV 2.64 -1500 0.8 CEVIK; AKPOLAT;
ANIK, 2016
ECV Amperometria 10 - 1800 0.5 ZHANG, et al. 2013
EPCV Amperometria 1000 -14700 153 DORDPEVIC, et al.,
2012
ECV DPV 30 - 500 45 MOTSHAKERI, et. al.
2018
EPC Amperometria 3.26 —40.51 0.53 MANJUNATHA, et
al.2014
EPNCSDS Voltamétrico 1-28 0.33 MUKDASAI, et al.
2015
KINGSLEY; DESAI,
EPCFe304 DPV 0.6 — 1600 0.22 SRIVASTAVA, 2015
EPC Amperometria 05-3 0.15 SENSOR
PROPOSTO

EPCV: eletrodo de pasta de carbono vitreo; ECV: eletrodo de carbono vitreo; EPC: eletrodo de pasta
de carbono; EPNCSDS: eletrodo de pasta de nanotubo de carbono com SDS. EPCFe3s0a4: eletrodo de
pasta de carbono com Fes3Oa4

4.7. Aplicacdo para amostras

Para avaliar o desempenho do sensor eletroquimico proposto, foi-se aplicado
0 sensor em trés amostras de suco in natura para a deteccéo de AA. As trés amostras
de suco foram da variedade Citrus limettioides, o procedimento foi realizado em

triplicata, utilizando o método de adicdo padrao.
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Para a realizagcdo do método de adicdo padrdo utilizou-se AA adquirido da
Sigma Aldrich, preparando-se uma solugéo padrao de 0,01 M. Posteriormente, retirou-
se 1,0 mL de suco de laranja em tampédo fosfato a 0,1 mol L? preparado
antecipadamente, como amostra inicial. Em seguida, foi adicionada a célula
eletroquimica uma aliquota de 50uL da amostra de suco de laranja diluido. Apds a
obtencao do sinal proveniente, foram adicionadas cinco aliquotas sucessivas de 50pL
do padrdo de AA 100umol L2, e, portanto, novos sinais analiticos foram obtidos e
usados para a determinagcdo de AA na amostra.

Os valores das analises eletroquimicas obtidas foram comparados com 0s
obtidos seguindo o procedimento de ensaio preconizado pelo Instituto Adolf Lutz,
usando o método de titulacdo iodométrica (ZENEBON; PASCUET; TIGLEA, 2008)
(Tabela 3).

Tabela 3. Determinacédo do acido ascérbico em duas amostras de suco de
laranja in natura (n = 3).

Amostra Este método (mg kg™) Ensaio de titulometria (mg kg)
Amostra 1 131,0+£2,0 132,0+2,1
Amostra 2 130,00+ 2,1 132,77+ 2,2
Amostra 3 131,0+2,0 130,2+2,0

P<0,0002

Ao comparar os dados obtidos provenientes dos dois métodos para a
determinacdo de AA, é importante ressaltar que na titulacdo iodométrica, ha-se um
gasto e um descarte maior de AA, bem como a utilizacdo de &cido sulfarico, iodo e
amido durante as analises, sempre que solicitada. Além que, ha-se uma desvantagem
referente ao tempo gasto neste processo. Os resultados obtidos para o &cido
ascoérbico pelo ensaio titulométrico comparados com o proposto, sugerem que 0
método desenvolvido neste trabalho &€ muito eficiente para determinagédo de AA em

baixos niveis de concentracdo, demostrando ser sensivel, preciso e rapido.
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5. CONCLUSAO

Desta forma, o sensor proposto demonstrou que a 4-nitroanilina imobilizada em
oxido de zirconio na superficie de silica gel foi sintetizada de forma satisfatoria e os
resultados obtidos com o eletrodo de pasta de carbono modificado é uma
possibilidade promissora para a determinacdo analitica de AA.

Visto a importancia biolégica que a vitamina C acarreta no funcionamento do
organismo, como, sua ativa participacdo em processos metabdlicos, celulares e
bioguimicos, o desenvolvimento de sensores para a identificacdo dela é essencial.
Além que, a presenca de AA se encontra em diversos componentes desde alimentos,
plantas a industrias, sendo assim sua determinacdo de forma mais simples e rapida

acarreta em maiores desenvolvimentos nesses setores.

Ademais, este trabalho demonstrou um sensor com bons parametros de
funcionalidade, como: Limite de detecg¢éo (0,15umol L1), Limite de quantificacéo (0,48
umol L) e sensibilidade (7,60 mA Lmmol?). Dentre estes parametros, o limite de
deteccdo obtido foi de 0,15 pmolL?, porquanto isto demostra que o eletrodo
modificado EPC/MWCNT/SZ4NA, comparado a outros sensores para a deteccao do
AA se apresenta com valores bem mais baixos dos reportados na literatura, além que,
devido a este baixo valor de limite de deteccdo e o seu efeito catalitico, o sensor
adquire caracteristicas notérias de sensibilidade e utilidade.

Portanto, este trabalho demonstra que o presente eletrodo modificado
EPC/MWCNT/SZANA ¢é sensivel e util para uma determinacdo mais rapida e
satisfatoria para AA em suco de laranja, devido ao seu baixo limite de deteccéo e
efeito catalitico. Sendo assim, ele abre possibilidade para aplicacbes importantes e

para posteriores estudos envolvendo amostras de alimentos.
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