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RESUMO

No presente trabalho € descrito o desenvolvimento de um eletrodo de pasta de
nanotubos de carbono de paredes mdultiplas (MWCNTPE) a base de 4-nitroanilina
(4-NA) adsorvida em silica gel modificada com Oxido de zircénio (SZ) para
determinacao de acido ascérbico (AA). O flme MWCNT/SZ4NA foi caracterizado por
Microscopia Eletrbnica de Varredura (MEV), Andlise Termogravimétrica (TGA) e
Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR). O processo
de ativacdo do grupo nitro presente na 4-NA gerou in situ as espécies eletroativas
R-NHOH/R-NO no eletrodo modificado apos ciclos na faixa de potencial entre 0,5 e
-1,0 vs. Ag/AgCl na primeira varredura em tampéo fosfato 0,1 mol L, pH 7,0 com
velocidade de varredura de 0,02 V s*. Apdés o processo de ativacdo o sensor
desenvolvido apresentou atividade eletrocatalitica eficiente frente a oxidacdo do AA
em um potencial de pico catalitico observado em 0,3 V vs. Ag/AgCl. Depois de
otimizado as condi¢cdes operacionais, este sensor forneceu uma faixa de resposta
linear de 0,5 - 3,0 umol L%, com limite de deteccéo, quantificacdo e sensibilidade de
0,15 ymol L1, 0,48 umol L1e 7,60 (mA L mmol?), respectivamente. Este sensor foi
aplicado para a determinacdo amperométrica de AA em amostras de alimentos. Os
resultados foram consistentes com aqueles obtidos com o procedimento titulométrico
padréo.

Palavras-chave: silica gel, 4-nitroanilina, sensor amperomeétrico, acido ascorbico



ABSTRACT

The present work describes the development of a multi-walled carbon nanotube paste
electrode (MWCNTPE) based on 4-nitroaniline (4-NA) adsorbed on silica gel modified
with zirconium oxide (SZ) for the determination of ascorbic acid (AA). The
MWCNT/SZ4NA film was characterized by scanning electron microscopy (SEM),
thermogravimetric analysis (TGA) and fourier transform infrared spectroscopy (FTIR).
The activation process of the nitro group present in 4-NA generated in situ the
electroactive species R-NHOH/R-NO in the modified electrode after cycles in the
potential range between 0.5 and -1.0 vs. Ag/AgCl in the first scan in 0.1 mol L*
phosphate buffer, pH 7.0 with a scanning speed of 0.02 V s. After the activation
process the developed sensor presented efficient electrocatalytic activity front the
oxidation of AA in an observed catalytic peak potential in 0.3 V vs. Ag/AgCI. After
optimizing the operating conditions, this sensor provided a linear response range of
0.5 - 3.0 ymol L?, with limit of detection, quantification and sensitivity of
0.15 ymol L, 0.48 umol L* and 7.60 (mA L mmol?), respectively. 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: silica gel, 4-nitroaniline, amperometric sensor, ascorbic acid
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1. INTRODUCAO GERAL

A descoberta do acido ascorbico (AA) foi feita em 1928 e o nimero de suas
funcdes biolégicas conhecidas esta em continua expansdo. O acido ascorbico,
também conhecido como vitamina C, apresenta propriedades antiescorbutica devido
a sua acdo na sintese de coldgeno em tecidos conjuntivos (DU; CULLEN;
BUETTNER, 2012). O AA desempenha papel importante em muitos processos
bioldgicos, sendo um componente chave no metabolismo humano, atuando como
agente redutor e interagindo com espécies reativas de oxigénio (ERO) e nitrogénio
(ERN), auxiliando desta forma na manutengdo dos vasos sanguineos
(ERGUN et al., 2016; ROTKO et al., 2014).

Além disso, o AA é o principal antioxidante nas plantas e sustenta muitas
respostas ao estresse abidtico, ou seja, aqueles induzidos pelo ambiente. Abordagens
biotecnoldgicas para aumentar o teor de vitamina C em alimentos in natura tem sido
desenvolvido para melhorar a saude humana e a tolerancia ao estresse abiotico das
culturas. A dose diaria recomendada de AA para os seres humanos € de 1 mg/kg/dia
sendo que a grande maioria das pessoas nao fazem a ingestéo adequada, o que pode
ocasionar na deficiéncia desse importante nutriente em nossos organismos. Portanto,
o aumento dos niveis de AA em plantas cultivadas também deve fornecer uma
maneira de melhorar a nutricdo humana (MACKNIGHT et al., 2017; TROESCH et al.,
2012).

Visto a importancia biolégica do AA, sua deteccao e quantificacdo em amostras
alimentares € imprescindivel. Nos Ultimos anos, diversos métodos foram
desenvolvidos para sua determinacdo (MAZUREK; JAMROZ, 2015; KUKOC; BIOCIC,;
RADIC, 2012; EIFF; MONAKHOVA; DIEHL, 2015), entre eles, os métodos
eletroquimicos em analise sdo vantajosos para seu monitoramento, devido a varias
caracteristicas, como alta sensibilidade, seletividade, reprodutibilidade, robustez,
facilidade de operacao, tempos de resposta rapidos, possibilidade de miniaturizacao
e estabilidade, permitindo analises em matrizes biolégicas e ambientais diferentes e
complexos (CIUCU, 2014; PISOSCHI et al., 2014).
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O desenvolvimento e a aplicacdo de sensores eletroquimicos tém levado a
utilizacao de diferentes materiais de eletrodos, como a fibra de carbono (LIU et al.,
2016), carbono vitreo (ZHANG et al., 2017), diamante dopado com boro (RIBEIRO et
al., 2018) e a pasta de carbono (SIARA et al., 2015; TASHKHOURIAN; NAMI-ANA
2015). Dentre esses sensores, 0s eletrodos de pasta de carbono (EPC) dispde de
grandes vantagens, como a facilidade de construcdo a partir de materiais de relativo
baixo custo, facil renovacéo da superficie, baixa corrente de fundo e compatibilidade
com diversos tipos de modificadores, que tém sido amplamente utilizados como
matrizes adequadas para construcdo de novos eletrodos modificados
(NASRI; SHAMS, 2009).

A incorporacao de materiais eletroativos em um eletrodo de pasta de carbono
€ vantajosamente aplicada no campo eletroanalitico. A eficiéncia da eletroanalise
pode ser aumentada com a insercdo de mediadores que constituem um sistema redox
reversivel, gerados eletroquimicamente na superficie do eletrodo. Os mediadores
redox gerados sao capazes de sofrer reacdes quimicas subsequentes, envolvendo-
se em uma transferéncia de elétrons reversivel (Er) iniciada no eletrodo e seguida por
uma reacao quimica (C), permitindo assim um mecanismo catalitico eletroquimico
(ErCcat) (SILVA et al., 2018; BARSAN; GHICA; BRETT, 2015).

Entre estes mediadores destacam-se compostos nitro aromaticos. A
4-nitroanilina (4-NA) € um membro particularmente proeminente da familia das
nitroanilinas isoméricas e € um composto nitro aromatico usado como mediador
devido aos efeitos especificos de um grupo nitro que retira elétrons e um grupo amino
doador de elétrons estando na posicédo para de um anel aromatico, tornando esta
molécula interessante para o desenvolvimento de sensores eletroquimicos devido a
possibilidade de gerar espécies eletroativas (JBARAH; RUDOLF, 2006).

Espécies eletroativas imobilizadas sobre 6xidos metalicos em superficie
de silica gel e incorporadas em eletrodos de pasta de carbono, tem sido utilizada
como sensor quimico (SANTHIAGO et al. 2009; SILVA et al. 2013). A silica gel é
aplicada como um suporte inerte devido sua versatilidade, como rigidez, porosidade,
tamanho de particula, alta area superficial especifica e estabilidade quimica fazem

desse material um atrativo para a imobilizagcdo de mediadores e ligantes adequados


https://www.sciencedirect.com/topics/materials-science/oxide
https://www.sciencedirect.com/topics/materials-science/silica-gel
https://www.sciencedirect.com/topics/materials-science/chemical-sensor
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(KOOSHKI; SHAMS, 2007). Para melhorar a transferéncia de elétrons interfaciais, é
necessaria a modificacdo dos eletrodos com eletrocatalisadores adequados. Neste

caso, os nanotubos de carbono (NTC) sdo um bom exemplo.

As propriedades que fazem do NTC um dos melhores nanomateriais € um dos
mais utilizados s&do a diminuicdo da resisténcia de transferéncia de carga
(SANTHIAGO et al. 2009), alta condutividade elétrica, grande area de superficie,
estabilidade mecanica e quimica (SAJID et al. 2016) e possibilidade de
funcionalizacdo com acidos carboxilicos (XIA et al. 2009). A presenca de metais e
grupos acido carboxilico no NTC facilita a conexdo com mediadores através de uma
ligagcdo quimica (ZAVAR et al. 2012; OZTEKIN et al. 2010).

Neste sentido, € descrito no presente trabalho o desenvolvimento de um
eletrodo de pasta de carbono com nanotubos de carbono de paredes multiplas (do
inglés, carbon paste electrode with multi-walled carbon nanotubes, MWCNTPE) a
base de 4-nitroanilina (4-NA) adsorvida em silica gel modificada com 6xido de zircénio

(S2) para determinacao de acido ascorbico (AA).
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Sensores Eletroquimicos

A eletroquimica esté centralizada na transferéncia de elétrons, particularmente,
nos processos relacionados a interface eletrodo/solugcdo e desempenha papéis
relevantes em varias areas, sejam elas fundamentais e/ou aplicadas. Com isso, 0
desenvolvimento de sensores eletroquimicos vem aumentando, principalmente
devido aos novos desafios impostos por amostras de interesse industrial, clinico e
ambiental, o qual tem levado a uma crescente busca por sensores com melhores
caracteristicas, tais como precisdo, rapidez na resposta, alta sensibilidade,

seletividade e estabilidade (WONG, 2010; CIOBANU et al., 2007).

Os sensores quimicos (Figura 1) sdo constituidos por um elemento de
reconhecimento (receptor) que ao se ligar a um analito gera um sinal quimico ou fisico
e um transdutor (eletrodo), que traduz esse sinal em um sinal de saida quantificavel.
Se essas alteracfes forem expressas na forma de dados eletroquimicos, como
potencial, corrente, resisténcia ou condutividade, entdo temos um sensor
eletroquimico (YANG et al., 2018).

Figura 1 - Modelo esquematico dos principais componentes de um sensor quimico.

Transdutor

1

Receptor Sistema eletronico

Fonte: TARLEY; SOTOMAYOR; KUBOTA, 2005 (Adaptado).
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A utilizacdo de métodos eletroquimicas no estudo de sensores eletroquimicos
fundamenta-se como uma poderosa ferramenta, principalmente por causa de algumas
caracteristicas vantajosas como a elevada sensibilidade das determinacdes, custo
moderado e portabilidade. A versatilidade das técnicas eletroquimicas também
merece destaque visto que é possivel controlar as reacdes eletrodicas modificando a
interface eletrodo-solucéo e selecionando-se criteriosamente o potencial aplicado a
célula eletroquimica (LOWINSOHN; BERTOTTI, 2006).

Sensores eletroquimicos sao essencialmente células eletroguimicas que usam
um sistema de dois ou trés eletrodos, e a medicdo pode ser realizada em um estado
estacionario ou sob uma condigdo transitéria. De acordo com os parametros de
deteccdo, o0s sensores eletroquimicos empregam diferentes técnicas
eletroanaliticas; as propriedades medidas comuns sao a corrente, pois o potencial é
variado (voltametria), a corrente a uma voltagem fixa (amperometria), a voltagem em
corrente zero (potenciometria), condutividade e mudancas de capacitancia ou
impedancia (AHMAD et al., 2018).

2.2.1 Sensores amperomeétricos

Os sensores amperomeétricos continuam sendo 0os mais populares em grande
parte das técnicas de deteccao/quantificacéo devido a sua simplicidade, facilidade de
producdo e ao baixo custo dos dispositivos e instrumentacdo. Em particular, areas
importantes nas quais 0s sensores amperomeétricos sdo vantajosamente aplicados
sao autenticacdo ou processamento de alimentos, monitoramento ambiental, controle
de qualidade em varias producdes, saude humana e um grande niumero de setores
industriais e naturais nos quais a detecc¢ao traz valor agregado em relacéo as analises
laboratoriais (SEEBER et al., 2015).

Os sensores amperomeétricos sao baseados na deteccdo de espécies
eletroativas envolvidas no processo de reconhecimento quimico ou bioldgico. Na
deteccdo amperométrica, o sinal de corrente € gerado em funcéo da redugdo ou
oxidacdo de um produto eletroativo na superficie de um eletrodo de trabalho
(LOWINSOHN; BERTOTTI, 2006). O potencial aplicado entre o eletrodo de trabalho

e o eletrodo de referéncia serve como forga motriz para a reacao de transferéncia de
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elétrons das espécies eletroativas. Como certas moléculas sdo oxidadas ou reduzidas
(reacOes redox) no eletrodo de trabalho (por exemplo, Pt, Au, pasta de carbono, entre
outros), os elétrons séo transferidos do analito para o eletrodo de trabalho ou do
eletrodo de trabalho para o analito (CIUCU, 2014).

A direcdo do fluxo de elétrons depende das propriedades do analito, que
podem ser controladas pelo potencial elétrico aplicado ao eletrodo de trabalho. Se o
eletrodo de trabalho for levado a um potencial positivo, ocorre uma reacdo de
oxidacdo, e o fluxo de corrente depende da concentracdo das espécies eletroativas
(analito) difundidas na superficie do eletrodo de trabalho. Da mesma forma, se o
eletrodo de trabalho for levado a um potencial negativo, ocorrera uma reacao de
reducdo. A corrente resultante € uma medida direta da taxa da reagéo de transferéncia
de elétrons. E, portanto, refletida a taxa de reconhecimento do evento que é
proporcional a concentracdo do analito alvo (PERUMAL; HASHIM, 2014).

Sensores amperométricos utilizam também mediadores de reagéo quimica, ou
seja, moléculas que sao capazes de transferir elétrons. Eles podem participar da
reacao redox com o analito alvo e ajudar na transferéncia de elétrons mais rapida.
Como resultado, € possivel trabalhar com baixos potenciais, diminuindo a influéncia

de diferentes interferentes na resposta do sensor (CIUCU, 2014).
2.2.2 Principais caracteristicas de um sensor eletroquimico
Os sensores eletroquimicos possuem caracteristicas que o0s tornam

ferramentas diferenciadas na aplicacdo de amostras complexas para determinacéo

de analitos biologicamente importantes (Figura 2).
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Figura 2 - Fatores associados ao desempenho de um sensor eletroquimico.

seletividade
rergg%s;a sensibilidade
Sensores
Eletroquimicos
portabilidade repetibilidade

Fonte: Autor desta dissertacéo, 2018.

A sensibilidade para um determinado analito é definida como a inclinacdo da
curva de calibracdo analitica e um método analitico € sensivel quando uma pequena
alteracdo na concentracdo do analito causa uma grande mudanca na resposta. A
seletividade é definida como a razdo entre os declives das linhas de calibracdo do
analito de interesse a uma interferéncia especifica. Um método é seletivo quando a
resposta do analito pode ser diferenciada de todas as outras respostas. Neste caso,
o0 método é completamente capaz de quantificar com precisdo um analito ha presenca
de interferéncias, e somente o analito de interesse contribuird para o sinal medido
(JUSTINO et al., 2010).

A repetibilidade e reprodutibilidade referem-se a proximidade da concordancia
entre os resultados de medi¢cbes sucessivas da mesma medida e realizadas nas
mesmas condicdes (repetibilidade) ou diferentes (reprodutibilidade) relacionadas a
operadores, aparelhos, laboratérios e/ou intervalos de tempo de andlise
(RIBEIRO et al., 2008).

Dado que, o potencial dos sensores amperométricos é mantido constante

durante a medicao da corrente, destaca-se a importancia da avaliagédo da seletividade
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das determinacfes uma vez que, via de regra, em amostras complexas podem existir
espécies quimicas que também sao eletroativas no potencial selecionado. A rota
bem-sucedida para superar os problemas de seletividade é modificar a superficie do
eletrodo, por exemplo, através de nanoparticulas (NPs) e/ou nanotubos (NTS),
incorporacdo de enzimas no sistema de transducdo, entre outros (LOWINSOHN;
BERTOTTI, 2006).

A modificag@o pode diminuir o excesso de potencial dos processos eletrodicos,
geralmente presente em eletrodos convencionais, requerido para oxidar ou reduzir
espécie de interesse, evitar incrustacdo do eletrodo e melhorar a velocidade de
transferéncia de elétrons. Ganhos no aumento da sensibilidade e seletividade dos
sensores sempre foram de interesse primordiais, sendo os eletrodos quimicamente
modificados (EQM) conhecidos como uma excelente estratégia de melhoria para
validacdo dos métodos eletroanaliticos. (CHAKRABORTY; RAJ, 2007).

2.2.3 Eletrodos Quimicamente Modificados (EQM)

As superficies dos eletrodos sdo modificadas na tentativa de tornar possivel
uma funcéo eletroquimica impraticavel ou dificil de se realizar usando eletrodos
convencionais (EDWARDS; BERGREN; PORTER, 2007). Os pioneiros dessa
engenharia sdo Lane, Hubbard, Murray e Miller. H4 mais de quatro décadas, uma
extensa pesquisa foi dedicada ao projeto de diversas formas de materiais de eletrodo,
envolvendo um importante desenvolvimento nesta area. Assim, o0 uso desses
eletrodos quimicamente modificados como ferramentas para sintese, analise,
eletrocatdlise e deteccdo de biomoléculas mostrou-se atrativo e muito
interessante (OURARI et al., 2015).

Em particular, um eletrodo quimicamente modificado € um material condutor ou
semicondutor, revestido com um filme monomolecular, multimolecular, i6nico ou
polimérico, que modifica as propriedades eletroquimicas da interface. Os substratos
condutores e semicondutores sao derivados de materiais de eletrodos convencionais
e podem ser fabricados comercialmente ou no préprio laboratorio, alguns materiais
sdo mais convenientes para modificacdo, como Au, Pt, Ag, eletrodo de carbono e

nanofioras de carbono, enquanto que o0s modificadores sdo amplamente
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diversificados em suas origens e propriedades. (EDWARDS; BERGREN; PORTER,
2007).

A modificacéo da superficie do eletrodo melhora o desempenho de um eletrodo

como um dispositivo, sensor, de varias formas (SHARMA et al., 2018):

e A modificacdo quimica limita o acesso a interferéncia e fornece melhor
seletividade para a molécula alvo, como resultado de interacfes especificas do

material de modificacdo com a molécula alvo.

¢ O material de modificacdo atua como um mediador rapido na transferéncia de
elétrons entre a molécula alvo e o eletrodo que induz a r4pida oxidacao ou
reducdo do alvo. Isso resulta em um deslocamento para menores potenciais
gue acarreta na diminuicdo de energia, que por sua vez, permite um melhor

pico de separacao entre diferentes analitos.

e Melhor sensibilidade é observada com os materiais de revestimento tendo

grande area superficial devido a atividades eletrocataliticas melhoradas.

e Leva a rapida difusdo e pré-concentracdo da molécula alvo na superficie do

eletrodo.

e Reduz o efeito de incrustacgéao.

Outro ponto importante nos EQM refere-se ao método de fixagcdo dos

modificadores na superficie do eletrodo (Figura 3).
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Figura 3 - Métodos de fixagcdo dos modificadores em EQM.

suporte suporte

Aprisionamento/Encapsulacdo Polimerizacéao

Fonte: NGUYEN; KIM, 2017 (Adaptado).

Além dos substratos terem que apresentar caracteristicas eletroquimicas
apropriadas, devem ser adequados para o método de imobilizacdo a ser utilizado,
dentre eles, podemos citar:

Adsorgéo

Adsorcao, ou mais apropriadamente quimisorcao, foi o processo pioneiro e é a
maneira mais simples de fixar um modificador ao substrato do eletrodo base. Consiste
na dissolucdo do agente modificador em um solvente apropriado, e na exposicao, em

geral por imerséao, do eletrodo a esta solucdo (SOUZA, 1997).

Aprisionamento/Encapsulacéo

E um método de mistura de componentes, portanto outra forma de preparar um
EQM é simplesmente adicionar um mediador de transferéncia de elétrons, misturado
com compostos carbonaceos (grafeno, nanotubos de carbono) e/ou silica a outros
modificadores, sendo uma técnica adequada para eletrodo de pasta de carbono
(CAPELETTI et al., 2019).
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Ligacdo Covalente

O modificador também pode ser ligado covalentemente ao substrato do
eletrodo através de uma ligacdo covalente entre camadas monomoleculares do
modificador e a superficie do eletrodo. Sdo empregadas por exemplo reacdes de
silanizacao, envolvendo organosilanos e 6xidos presentes a superficie do eletrodo, o
silano atuara como um tipo de ponte para fixar um grupo funcional especifico a
superficie do eletrodo (SOUZA, 1997).

Polimerizacdo/Filmes Poliméricos

Outra técnica bastante atrativa para a preparacao de eletrodos modificados € o
recobrimento da superficie do eletrodo com filmes poliméricos, que devem ser
condutores ou permedveis ao eletrélito de suporte e a espécie de interesse. Ao
contrario da modificacdo por adsorcdo ou por formacdo de ligacdo covalente, a
modificacdo com membranas poliméricas permite a imobilizacdo de muitas
monocamadas (TARLEY; SOTOMAYOR; KUBOTA, 2005).

A fabricacéo de eletrodos de superficie modificada é uma abordagem avancada
gue proporciona descobertas de novos materiais condutores em eletrodos praticos e
mais adequados para 0 reconhecimento quimico ou biolégico, assim, o
desenvolvimento ou escolha de um eletrodo adequado é um estagio importante nos
processos de pesquisa eletroanalitica (TARLEY; SOTOMAYOR; KUBOTA, 2005).

O eletrodo de pasta de carbono (EPC) faz parte das classes dos eletrodos
modificados por incorporacdo de substancias que promovam a melhoria de
sensibilidade e/ou seletividade e apresentam algumas vantagens como, superficie
porosa, facilidade e velocidade na preparacdo e obtencdo de uma superficie
renovavel, baixa corrente de fundo e baixo custo. Os eletrodos de pasta de carbono
sdo matrizes condutoras convenientes para a preparacao de eletrodos quimicamente
modificados (NASRI; SHAMS, 2009).

2.3 Eletrodo de Pasta de Carbono

O eletrodo estd em contato intimo com elementos de reconhecimento ou

espécies mediadoras de sinal. Biocompatibilidade e capacidade de incorporar
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espécies quimicas sem a sua perda em meio operacional sdo de extrema
importancia. Boa condutividade elétrica e sensibilidade as espécies de interesse,
juntamente com a inércia quimica e fisica em relacdo a solucdo de contato sédo as
condi¢cdes basicas. O uso de materiais de grafite, que apresentam vantagens
intrinsecas em solucdo aquosa, por exemplo, alta condutividade, relativa inertizacao
e ampla faixa de tensdo, deu origem ao desenvolvimento do eletrodo de pasta de
carbono (EPC) por Ralph Norman Adams em 1958 (MILLA et al., 2013).

Ralph N. Adams durante uma investigacdo das propriedades de um eletrodo
de carbono, desenvolveu um eletrodo de pasta que possuia vantagens exclusivas na
polarografia anddica. A pasta era preparada misturando-se o carbono e um liquido
organico até a massa aparentar um aspecto uniformemente molhado e o eletrodo
propriamente dito foi desenvolvido a partir de uma haste curta de Teflon com uma
cavidade de cerca de 0,5 cm de diametro e 3 mm de profundidade com um fio de
platina que passava através da haste até o fundo da cavidade para contato elétrico
(ADAMS, 1958).

O EPC foi uma alternativa introduzida por Adams com o objetivo de atingir
potenciais mais positivos do que os eletrodos de mercuario, que ndao conseguiam
alcancar tais potenciais devido a sua oxidacdo. Desde entdo, os EPC e sensores
baseados nele, tem despertado consideravel interesse, devido ao baixo custo,
superficie renovavel e a facil modificacdo ou dopagem, que estéo relacionadas ao
procedimento inovador de fabricacdo (FERREIRA et al., 2011).

O eletrodo de pasta de carbono é basicamente uma mistura de po de grafite
com um aglutinante ndo condutor e eventualmente um modificador. Os EPC podem
ser configurado a partir de varias formas de carbono, particularmente, grafite,
nanotubos de carbono de paredes Unica ou mudltiplas, grafeno e fulereno
(MILLA et al., 2013). A pasta de carbono apresenta uma matriz adequada para
incorporacdo de modificadores organicos, metalicos ou inorganicos utilizados para
uma enorme gama de aplicacbes. A composicdo da pasta afeta grandemente a
reatividade do eletrodo, uma vez que o aumento do aglutinante provoca uma
diminuicdo na taxa de transferéncia de elétrons (VYTRAS; SVANCARA; METELKA,
2009).
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Os aglutinantes mais usados séo Nujol (6leo mineral), éleo de ricino (vegetal),
Oleo de parafina, querosene e graxa de silicone. A funcao do aglutinante é fixar a pasta
ao eletrodo e preencher 0s espagos vazios entre as particulas de carbono. Requisitos
bésicos para um aglutinante: ser insollvel na solugdo sob medicao, ter baixa pressao
de vapor para garantir estabilidade mecéanica e longa vida til, e no caso de aplicacbes
voltamétricas e amperométricas, deve possuir inatividade eletroquimica na faixa de
potencial de interesse (VYTRAS; SVANCARA; METELKA, 2009).

As principais desvantagens dos eletrodos de pasta de carbono sdo: a tendéncia
do aglutinante em se dissolver em solucdo contendo solvente organico, rapido
envelhecimento dos dispositivos e a reprodutibilidade limita sua utilidade em algumas
aplicacOes eletroanaliticas, especialmente quando uma longa vida Gtil € necesséaria.
Desta forma, desde o surgimento dos EPC, numerosos materiais sao utilizados em
sua producdo na tentativa de tornar esses eletrodos em plataformas de maior
reprodutibilidade e estabilidade. Dentre as varias formas de carbono supracitadas,
destaca-se 0s nanotubos de carbono como materiais nanoestruturados na
modificacdo de eletrodos (MILLA et al. 2013).

2.4 Nanotubos de carbono

Os nanotubos de carbono (NTC) sédo nanoestruturas cilindricas com diametros
da ordem de poucos nanémetros e comprimentos da ordem de micrometros. Os NTCs
sdo parte da familia de carbono com ligacdes covalentes e hibridizacdo sp?, podem
ser classificados em duas principais categorias: nanotubos de parede Unica ou
simples (SWCNT, do inglés single-wall nanotubes), que sdo construidos por apenas
uma camada cilindrica de grafite, e nanotubos de paredes mdultiplas (MWCNT, do
inglés multi-walls nanotubes), que sdo constituidos de varios cilindros concéntricos de
grafite (Figura 4) (ZHANG,; LIEBER, 2016).
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Figura 4 - Representacao (a) esquematica de uma folha de grafeno (grafite) que origina
um nanotubo (SWCNT) e (b) MWCNT.

Folha de grafeno

Fonte: ANNU et al., 2017 (Adaptado).

Os NTCs em eletrodos modificados tém sido amplamente utilizados para a
deteccdo de vérias biomoléculas devido as suas propriedades Unicas, incluindo
grande area superficial ativa, alta condutividade elétrica, cinética de transferéncia de
elétrons rapida, alta resisténcia mecanica, excelente adsorcéo e biocompatibilidade.
Algumas dessas propriedades levam a reducdo do excesso de potencial, a
incrustacdo minima do eletrodo e ao aumento da sensibilidade e seletividade

(YANG et al. 2016).

Desde a primeira aplicacdo dos NTCs em eletroquimica por Britto et al., (1996),
numerosos grupos de pesquisa trabalharam com a construcdo de sensores
eletroquimicos com NTCs. Os NTCs possibilitam a imobilizacdo de mediadores
organicos, inorganicos, biolégicos e também por processos de polimerizagdo em
eletrodos modificados. O uso dos mediadores redox e NTC em uma matriz pode gerar
sinergia em termos de melhorar o desempenho do sensor e também oferecem formas
mais eficientes de comunicacéo entre os eletrodos dos sensores e 0s sitios redox
ativos de moléculas biologicas (DUMITRESCU; UNWIN; MACPHERSON, 2009).

25 Mediadores redox

A funcéo de um mediador redox € intermediar a transferéncia de elétrons entre

o0 eletrodo e a espécie de interesse, onde a reagao eletroquimica ocorre sem que ele
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préprio participe da reacao. Este tipo de troca indireta de elétrons entre o substrato e
o eletrodo é referida como transferéncia eletrénica mediada (MASA; SCHUHMANN,
2016).

As reacdes organicas de transferéncia de elétrons sdo frequentemente
acompanhadas por grandes energias de ativacao (excesso de potencial). O uso de
mediadores redox ligados a superficie eletrodicas é uma das abordagens usadas para
diminuir esse potencial, sendo energeticamente vantajoso. Mediadores redox,
idealmente, envolvem-se em uma transferéncia de elétrons reversivel (Er) iniciada no
eletrodo e seguida por uma reacdo quimica (C), permitindo assim um mecanismo
catalitico eletroquimico (ErCcat) (Figura 5) (SILVA et al., 2018).

Como em qualquer processo catalitico o objetivo da eletrocatalise é reduzir a
energia de ativacdo da reacdo, no caso uma reacdo envolvendo transferéncia de
elétrons. Conversdes eletroquimicas indireta sdo hibridos entre processos redox
homogéneos (Figura 5A), a reacdo ocorre por transferéncia de elétrons com ambos
0S reagentes na solucdo e conversdes eletroquimicas heterogéneas diretas
(Figura 5B) em que o analito na forma reduzida entra em contato com o eletrodo por
difusdo e sofre oxidacao na interface eletrodo-solu¢cdo (MASA; SCHUHMANN, 2016)

A transferéncia heterogénea de elétrons entre o sensor e 0 analito, em
eletroquimica direta, € substituida por uma reacdo redox, que ocorre entre uma
espécie ativada eletroquimicamente (mediador) na superficie do eletrodo e o analito.
As condi¢des sao escolhidas de modo que somente o mediador sofra oxidacdo ou
reducdo no eletrodo, ja o analito, as espécies intermediarias e os produtos formados
ndo podem interferir na regeneracdo eletroquimica do catalisador (Figura 5C)

(SILVA et al., 2018).



32

Figura 5 - Comparacédo entre os processos de oxidagdo: A) Transferéncia eletrénica
homogénea, em solucédo; B) Transferéncia eletrénica heterogénea direta, na superficie
do eletrodo; C) Transferéncia de elétrons mediada. (Red) e (Oxi) representam o analito
em seus estados reduzido e oxidado, respectivamente. Mg e Mo representam o

mediador nos estados reduzido e oxidado, ambos confinados na superficie do eletrodo.

(A) Fase Homogénea (B) Fase Heterogénea
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Fonte: SILVA et al., 2018 (Adaptado).

As caracteristicas mais importantes, que sdo essenciais para a funcédo de
mediadores redox séo (i) uma taxa de transferéncia de elétrons rapida, tanto com o
substrato de interesse quanto a superficie do eletrodo, (ii) um potencial redox baixo,
a fim de evitar co-oxidacdo ou co-reducdo de compostos interferentes, (iii)
estabilidade quimica suficiente da forma oxidada e reduzida, e (iv) uma baixa energia
de reorganizacdo para permitir a rapida transferéncia de elétrons mesmo sobre

distancias significativas de transferéncia de elétrons (RATHEE et al., 2016).

As caracteristicas mencionadas ja foram exploradas empregando varios tipos
de mediadores redox, destinados para determinacdo de AA (KILMARTIN; MARTINEZ;
BARTLETT, 2008; THIAGARAJAN; TSAI; CHEN, 2009; LIN; YEH; CHEN, 2012))

Nessa perspectiva, espécies aromaticas que apresentam o grupo funcional nitro
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(R-NOz2), como a 4-nitroanilina, tém se destacado na literatura como mediador redox
(OZTEKIN et al., 2010). O uso de diferentes compostos contendo o grupo nitro para o
desenvolvimento de novos dispositivos tem sido amplamente empregados para
deteccdo de diferentes substancias, principalmente os compostos de interesse
bioldgico (LOPES et al., 2015).

2.5.1 4-Nitroanilina

A 4-nitroanilina, como um membro particularmente proeminente da familia das
nitroanilinas isoméricas, tem atraido a atencdo devido aos efeitos especificos de um
grupo nitro que retira elétrons e um grupo amino doador de elétrons, estando
na posicdo para de um sistema de anéis aromaticos (Figura 6).Isso resulta em
transicOes eletrénicas de baixa energia baseadas na migracdo de carga dentro da
molécula, tornando este composto um interessante mediador redox para sensores
eletroquimicos (JBARAH; RUDOLF, 2006).

Figura 6 - Estrutura molecular da 4-nitroanilina.

0§N+,o

NH,

Fonte: Autor desta dissertacéo, 2018.

Entretanto, os nitrocompostos quando imobilizado na superficie do eletrodo, em
seu estado oxidado ndo tém atividade eletrocatalitica para varias moléculas, mas o
grupo nitro (R-NO2) presente na molécula pode ser irreversivelmente reduzido a
hidroxilamina (R-NO2 — R-NHOH), fornecendo um par eletroativo e reversivel
R-NO/R-NHOH (Figura 7) (SANTHIAGO et al. 2009).
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Figura 7 - Esquema da estratégia eletroquimica utilizada para formacdo do par redox

presente na 4-nitroanilina.

Grupo Nitro Grupo Hidroxilamina Grupo Nitroso
4H* + 4e, 2H+
- H0O ' + 2H+ + 2e°
NH, NH,

Fonte: Autor desta dissertacéo, 2018.

A hidroxilamina formada (R-NHOH) pode ser oxidada reversivelmente através
de um processo de 2H*/2e” sobre a superficie eletrodica, gerando, portanto, o
correspondente grupo nitroso (R-NHOH = R-NO + 2e- + 2H*). O par redox formado
apresenta uma alta atividade catalitica na eletrooxidacdo de espécies bioldgicas a
baixos potenciais, assim sendo, 0s compostos nitro constituem uma familia de
mediadores redox eficientes para aplicacbes em sensores eletroquimicos
(LIMA et al., 2009).

Espécies eletroativas imobilizadas sobre 6xido de metal em superficie de silica
gel e incorporadas em eletrodos de pasta de carbono, tem sido utilizada como sensor
quimico devido a facilidade de construgcédo, baixo custo, baixa corrente de fundo,
principalmente nos aspectos de melhorar a incorporacédo dessas espeécies nos EPC,
com ganhos significativos na estabilidade e reprodutibilidade do sensor
(PANICE et al., 2014).

2.6 Silicagel
A principal desvantagem dos EPC é que os modificadores nesses sensores

estdo em associacgao frouxa ou apenas contato fisico com o eletrodo. Assim, o sensor

pode degradar-se facilmente ao longo do tempo a partir da perda do modificador,


https://www.sciencedirect.com/topics/materials-science/oxide
https://www.sciencedirect.com/topics/materials-science/silica-gel
https://www.sciencedirect.com/topics/materials-science/silica-gel
https://www.sciencedirect.com/topics/materials-science/chemical-sensor
https://www.sciencedirect.com/topics/materials-science/chemical-sensor
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especialmente para modificadores que tém um alto grau de solubilidade. Se os
modificadores forem imobilizados primeiro através de ligacdo covalente em substratos
(isto €, suportes de silica de alta &rea superficial) antes de serem incorporados na
matriz de grafite de carbono, a funcionalidade quimica do sensor é retida apesar da
difusdo, desgaste abrasivo ou grau de solubilidade dos modificadores
(SHAMS et al., 2009).

A silica compreende uma grande classe de produtos com férmula geral SiO2
ou SiO2.xH20, sendo amplamente utilizadas nas indUstrias como cargas minerais,
catalisadores, adsorventes, suportes cromatograficos, dentre outros (GHOSH et al.,
2008). A silica pode ser considerada como um polimero do &cido silicico, constituida
por tetraedros de SiOa4 interligados entre si, sendo constituida por grupos siloxanos
(Si-O-Si) e diversas formas de grupos silanois (Si-OH) (PENG et al., 2009) como

representados na figura 8.

Figura 8 - Estrutura molecular da silica gel.

OH OH

Fonte: PRADO; FARIA; PADILHA, 2005 (Adaptado).

Do ponto de vista quimico, os silandis se comportam como acidos fracos de
Bronsted-Lowry, sendo 0s principais responsaveis pelas reacdes que a superficie da
silica pode apresentar. Os silanois atuam como centros de adsorcdo molecular e
interagem fortemente com adsorbatos capazes de formar ligacdes de hidrogénio. Os
grupos silandis conferem a silica suas propriedades polares, sendo considerados
sitios de adsorcéo eficientes (GUSHIKEM; ROSATTO, 2001).
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A silica gel € um material abundante e barato com propriedades atrativas,
incluindo: alta capacidade de adsorcéo, propriedades acido/base, insolubilidade na
maioria dos solventes e estabilidade térmica. Além disso, a silica pode ser acrescida
com uma variedade de grupos funcionais, levando a um consideravel enriquecimento
das suas propriedades de superficie. A alta area superficial de silicas sintéticas, torna-

as valiosas como suportes para varios catalisadores (NASRI; SHAMS, 2009).

2.6.1 Silica gel modificada

Silica modificada refere-se a todos 0s processos que levam a mudancas na
composicdo quimicas da sua superficie. A modificacao pode ser tanto por tratamentos
fisicos (térmicos), que leva a alteracdes nas proporcgdes silanol/siloxanos na superficie
da silica, quanto por tratamentos quimicos, que levam a mudancas das caracteristicas
quimicas da superficie da silica. Apdés essas modificacbes as propriedades de
adsor¢do das silicas séo significativamente afetadas (JAL; PATEL; MISHRA, 2004).

A superficie da silica gel pode ser modificada por dois processos distintos:
organofuncionalizacdo, onde o agente modificador é um grupo organico, e
inorganofuncionalizacdo, em que o grupo ancorado na superficie pode ser um
compésito organometalico ou um o6xido metalico (JAL; PATEL; MISHRA, 2004). A
imobilizacdo de moléculas com propriedades especificas na superficie da silica
promove sua estabilidade quimica, diminuindo ou mesmo impedindo que ela se
solubilize em meio aquoso. Alguns estudos tém mostrado que silicas com moléculas
guimicamente imobilizadas apresentam alta eficiéncia e boas seletividades para

aplicactes especificas (JAL et al., 2001).

Nos o6xidos metalicos MxOy altamente dispersos como camadas sobre a
superficie porosa de SiO2 (denominados como SiO2/MxOy) constituem uma classe de
materiais que proporcionam suportes com elevada estabilidade quimica e térmica.
Embora o SiO2 tenha sido considerado como um material relativamente inerte, grupos
de silanol de superficie ou grupos de siloxano diluidos, podem reagir de acordo com

as seguintes equacoes:
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=SiOH + MXn — (£SiO)m.MXn-m + m HX 1)
(=Si)20 + MXn - =SiX + =SiOMXn -1 2)

onde MXn € um composto de metal ativo, =SiOH e (=Si)20 representam o grupo silanol

e siloxano, respectivamente.

O carater anfotérico de muitos dos 6xidos ancorados na silica gel, permite a
imobilizacao de varias espécies quimicas, acidos ou bases, resultando em uma ampla
aplicacao destes materiais com superficies modificadas. Muitas aplicacdes dos 6xidos
metélicos ancorados a superficie da silica sdo descritas na literatura, tais como
adsorventes seletivos, em processos de pré-concentragdo, como materiais de
recheio para uso em HPLC, suporte para imobilizacdo de enzimas, eletrodos
amperometricos, sensores e biossensores (GUSHIKEM; ROSATTO, 2001).

Os 6xidos metélicos como Ti (IV), Zr (IV) e Nb (V) sdo os mais utilizados na
matriz de silica devido a alta acidez e forte interacdo eletrostatica que apresentam
com o material de superficie (Figura 9). 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).

Figura 9 — Representacao de 6xidos metélicos ancoradas em silica gel.

s Oxido 7r
Silica Metilico T /

(SiOZ)/ | 0M0Oy) /
% Nb,, |

Fonte: Autor desta dissertacéo, 2019.

Como visto até aqui o presente trabalho aborda o desenvolvimento de um

sensor amperométrico baseado em um EPC modificado com nanotubos de carbono,
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silica gel modificada e um agente mediador (4-nitroanilina) para determinar um

composto de reconhecida acéo bioldgica, o acido ascorbico.

2.7 Acido Ascérbico

O écido ascorbico (Figura 10) é um antioxidante hidrossoluvel que possui
estrutura de um éster ciclico (y-lactona) e representa o enantibmero L do acido
ascorbico, a forma bioquimica e fisiologicamente ativa. O AA puro € um soélido
cristalino de cor branca e inodoro, € um acido de acgucar hexanodico com dois prétons
dissociaveis (pKa 4.04 e 11.34). Portanto, sob condi¢des fisioldgicas, ocorre como um
anion ascorbato (PISOSCHI, et al. 2014).

Figura 10 - Estrutura molecular do acido ascérbico.

HO

pKa =4,04

HO OH

Fonte: DU; CULLEN; BUETTNER, 2012 (Adaptado).

A maioria das plantas e animais sintetizam a vitamina C, mas os seres humanos
e outros primatas sdo 0s Unicos mamiferos incapazes de sintetiza-la. Neles, a
deficiéncia, geneticamente determinada, da enzima L-gulonolactona oxidase (GLO)
impede a sintese do acido L-ascorbico a partir da glicose, o que torna estas espécies
completamente dependentes do fornecimento dessa vitamina na dieta, sendo um
nutriente vital para o funcionamento metabdlico adequado (MASTRANGELO et al.,
2018).

O ascorbato também desempenha um importante papel protetor em plantas
sob condi¢cées de estresse, onde o dano a estrutura celular causa aumento na
producdo de ERO (AKRAM; SHAFIQ; ASHRAF, 2017). Espera-se que os padrbes

climaticos globais em mudanca aumentem as condi¢des ambientais extremas, como
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altas temperaturas e secas. O desenvolvimento de culturas tolerantes ao estresse
abidtico sera, portanto, fundamental para garantir a seguranca alimentar para uma
populacdo mundial crescente. As plantas com niveis aumentados de ascorbato séo
mais tolerantes ao estresse, esta € uma maneira promissora de gerar culturas mais
resistentes, garantindo uma alimentacdo mais saudavel aos seres humanos
(Figura 11) (MACKNIGHT et al., 2017).

Figura 11 - Alimentos ricos em vitamina C fornecem melhor qualidade na saude.

Plantas resistentes ao estresse Melhor satide

Fonte: MACKNIGHT et al., 2017 (Adaptado).

O AA apresenta varios efeitos benéficos a satde humana, ajuda a promover o
desenvolvimento saudavel das células, absorcao de calcio e o crescimento normal
dos tecidos, também pode ser usado como medicamento para escorbuto, intoxicacao
por drogas, doenca hepatica, reacdes alérgicas e  aterosclerose
(YU et al., 2015). Possui papel importante na inibicdo e tratamento do resfriado
comum, doenca mental, infertilidade e cancer tem sido investigado (GHANBARI;
HAJHEIDARI, 2015).

Além disso, este agente redutor existente em fluidos biolégicos é
frequentemente usado em larga escala na industria alimenticia como um potente
antioxidante para prevenir mudancas indesejadas na cor e no sabor dos alimentos. E
também usado em racédo animal, formulacfes farmacéuticas e aplicacbes cosméticas
(ZHANG et al., 2013). Como doador de elétrons, o AA serve como um dos mais
relevantes antioxidantes de pequeno peso molecular que contribui para a capacidade
antioxidante total, sendo um importante indicador de qualidade de alimentos e
bebidas (POPA et al., 2012; PISOSCHI; CHEREGI; DANET, 2009).
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O nome quimico do AA é 2-oxo-L-treoexono-1,4-lactona-2,3-enodiol e
encontra-se na natureza sob duas formas: acido L-ascorbico (L-AscH2), uma forma
reduzida e como ascorbato (AscH), forma ionizada (PUTCHALA et at., 2013). O AA
€ uma substancia labil, facilmente degradado por enzimas e oxigénio atmosférico. Sua
oxidacdo € dependente do pH e € acelerada por metais cataliticos, na auséncia
desses metais a oxidacdo espontanea do ascorbato € bastante lenta em pH 7,0. Esta
auto-oxidacéo, ou seja, a oxidagdo na auséncia de catalisadores ocorre através do
dianion dehidroascoérbico (Asc?). Em pH 7,0 a espécie dominante da vitamina C é
AscH" (99,895%), com baixas concentracdes de AscH2 (0,100%) e Asc? (0,005%)
(PISOSCHI, et al. 2014; DU; CULLEN; BUETTNER, 2012).

O amplo espectro de funcdes bioldgicas associados ao AA é explicado pelo fato
de que o AscH2 é um cofator especifico para uma grande familia de enzimas,
coletivamente conhecidas como dioxigenases dependentes de Fe e de
2-oxoglutarato. Estas enzimas desempenham fungBes relevantes em Varios
processos bioldgicos e sdo caracterizadas pela capacidade de catalisar a adicao de
um grupo hidroxila a varios substratos (KUIPER; VISSERS, 2014).

Em decorréncia do papel substancial da vitamina C na saude humana e nas
aplicacoes industriais, sua determinacdo apresenta grande interesse de pesquisa na
comunidade cientifica com varios trabalhos sendo reportados na literatura (Figura 12).

Figura 12 - Artigos cientificos reportados na literatura.

Publicacbes sobre determinacao de acido ascérbico

2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016 2017 2018

Fonte: Science direct, 2018.


https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/cofactor-biochemistry
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/dioxygenase
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Dessa forma, ha uma grande necessidade de medir com precisdo o AA em
varias amostras, como frutas, plantas, produtos industrializados e fluidos biologicos.
O monitoramento dos niveis de vitamina C durante a producao e controle de qualidade
dos alimentos é uma etapa fundamental na seguranca alimentar e o desenvolvimento
de plataformas simples, de baixo custo e de facil manipulacdo séo requisitos basicos

para uma possivel aplicacdo mercadologica.

Com intuito de comparar varios EPC empregados para deteccdo e
quantificacdo de AA, sdo apresentados os resultados analiticos obtidos nos artigos
publicados e citados no presente trabalho:

Mukdasai et al., (2015) reportaram o desenvolvimento de um eletrodo de pasta
de carbono modificado com nanoparticulas de paladio e mondélito de carbono para
determinacao simultanea de AA e &cido urico (AU), o sensor voltamétrico apresentou
uma faixa linear de 3,27 a 40,5 pmol Lt e 3,27 a 13,89 umol L para AA e AU,
respectivamente. Os limites de detec¢do foram de 0,53 pmol L para AA e
0,66 umol L para AU. O eletrodo também demonstrou atividade eletrocatalitica na
oxidagao de AA e AU, diminuindo o excesso de potencial e aumentando a corrente de
pico. O método proposto mostrou fécil fabricacdo, alta sensibilidade e estabilidade,

além de boa reprodutibilidade.

Beitollahi e Mohammadi (2013) construiram um EPC modificado com
nanotubos de carbono e 5-amino-3,4-dimetil-bifenil-2-ol (5ADB) para determinar acido
ascorbico na presenca de acetaminofeno (AC) e triptofano (TRP). A determinacéo de
AA foi realizada por técnica voltamétrica e exibiu resposta linear de 0,6 umol L a
1.000 pmol L't com um limite de deteccéo de 0,3 umol L. Este eletrodo modificado
separou os potenciais de pico de oxidacdo anddica de AA, AC e TRP com boa
definicao.

Kingsley et al., (2015) visando o desenvolvimento de novos dispositivos com
melhor desempenho, modificaram um eletrodo de pasta de carbono com
nanoparticulas de magnetita (FesOa4) para determinar simultaneamente AA e 4cido

félico (AF). O eletrodo assim construido apresentou para o AA e AF um limite de
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deteccdo de 0,25 pmol L e 0,02 pmol L? e faixa linear de 0,9 - 4.7 pymol L' e

0,065 - 98 pmol L%, respectivamente.

Hsu et al., (2017) também desenvolveram um sensor amperométrico a base de
EPC para deteccdo eletrocatalitica de AA. Os autores verificaram que o EPC
modificado com poliaminas de silica mesoporosa (PANI) e nanoparticulas de ouro
apresentaram ganho consideravel na resposta analitica em relacdo ao eletrodo
convencional, demonstrando efeito eletrocatalitico frente ao AA, apresentando uma
ampla faixa linear 5,0 — 13.300 pmol L e limite de deteccéo de 0,97 pumol Lt com alta

sensibilidade e excelente repetibilidade.

Um eletrodo de pasta de carbono modificado com bis (metanilideno) bis
(benzeno)-2,2-(1E) - (1,2-fenileno bis (azanilideno)) -1,2-diol) (PBD) e nanotubos de
carbono foi fabricado pelo grupo Mazloum et al., (2018) e usado para determinacao
eletrocatalitica de AA. Os resultados demonstraram que a eletrooxidacdo de AA na
superficie do eletrodo ocorreu a um potencial 130 mV menos positivo que o EPC
convencional. O dispositivo voltamétrico apresentou faixa linear de resposta e limite
de deteccdo de 1,0 — 80 pumol L?* e 0,3 pmol L%, respectivamente. O dispositivo

também foi utilizado com sucesso para a determinacéo simultanea de AA, AU e TRP.

Seguindo com o uso de EPC para determinacédo de AA os autores Noroozifar,
Motlagh e Tavakkoli (2011), preparam um EPC modificado com nanotubos de carbono
com multiplas camadas e iodeto de tetraheptilamonio, o eletrodo proposto ndo apenas
desviou o potencial de oxidagcdo do AA para um potencial menos positivo, mas
também aumentou sua corrente de pico de oxidacao. O sensor exibiu uma ampla faixa

linear 56,0 — 12.000 pmol L* e um limite de deteccéo de 36,0 umol L.

Como pode ser visto, a busca por modificadores que possam tornar os EPC em
ferramentas ainda mais promissoras na determinacdo de AA e outros importantes

compostos bioldgicos e quimicos tem sido tema regular na eletroanalitica.

Com o objetivo de passar ao leitor uma abordagem integral de todos os
recursos utilizados nesta dissertacao, o proximo e ultimo topico tém como finalidade

apresentar os principios basicos das técnicas eletroquimicas utilizadas neste trabalho.
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2.8 Técnicas eletroquimicas

2.8.1 Voltametria ciclica

A voltametria ciclica (CV) é uma técnica utilizada constantemente para analisar
espécies eletroativas, sendo possivel determinar mecanismos de reacdo e constantes
de velocidade. Na voltametria ciclica avalia-se de maneira geral a cinética e
termodinamica dos processos eletroquimicos que ocorrem em uma regido de
potencial elétrico, sendo escolhida geralmente como técnica de entrada em varios
tipos de experimentos. Esta técnica € possivelmente a mais usada para a obtencéo
de dados qualitativos sobre as reacdes eletroquimicas. Com a voltametria ciclica é
possivel obter informacdes sobre: potencial de deposicdo, sobrepotencial de
nucleacao, reversibilidade da reacéo, controle cinético da reacéo (por transporte de

massa ou transferéncia de carga), entre outros (WANG, 2001).

A técnica consiste em uma varredura triangular de potencial versus tempo
(Figura 13A), ou seja, comeca em um potencial inicial (Ei) onde ndo ha nenhum
processo de oxidacdo ou reducdo de interesse até um segundo potencial (Ev) onde
h& a inversdo da varredura até o potencial final (Es) (Figura 13A), geralmente a uma
mesma velocidade de varredura (GREEF et al., 1985). Dependendo do objetivo do
estudo podem ser feitos somente um ou varios ciclos, com ou sem modificacdo de
parametros. Durante a varredura, o instrumento (potenciostato) registra a corrente
resultante do potencial aplicado (WANG, 2001) e a curva resultante do registro de

corrente versus potencial é chamada voltamograma ciclico (Figura 13B).
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Figura 13 - Variacao do potencial com o tempo em voltametria ciclica (A). Voltamograma

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

7

A voltametria ciclica é caracterizada por alguns parametros importantes:
potenciais de pico anddico (Epa) € catddico (Epc), correntes de pico anddica (lpa) €
catadica (lpc), potencial de meio-pico anddico (Epr2) e potencial de meia-onda (E12). A

definicdo de E12 vem da polarografia classica (de acordo com a equacao 3).

Ey = E°+ (RT/nF)In(Dr/Do)2 3)

Na equacéao (3), E® é o potencial formal relativo a forca ibnica da solugao
usada, Do e Dr séo os coeficientes de difusédo das formas oxidada e reduzida,
respectivamente, e n € o numero de elétrons na semi-reacao. Se Do e Dr forem iguais,
E1» serd o proprio E°” (EVANS et al., 1983).

2.8.2 Cronoamperometria

Na técnica de cronoamperometria, fixa-se um potencial de interesse para o
eletrodo de trabalho e monitora-se o sinal resultante de corrente ao longo do tempo.
Utiliza-se um salto de potencial de um potencial inicial, como visto na Figura 14A onde
nao ocorre nenhum processo faradaico para um potencial onde ha um processo
eletroquimico, podendo-se notar a deplecédo da espécie eletroativa e mudancas no
gradiente de concentracdo. A Figura 14B expfe um tipico cronoamperograma, onde
se adquire o sinal da corrente (i) versus o tempo (t) (BARD; FAULKNER, 2001).
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Figura 14 - Forma de onda potencial vs tempo (A) corrente em funcéo do tempo (B).

(A) (B)

E1
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Fonte: BARD; FAULKNER, 2001 (Adaptado).

Fixar o potencial numa condi¢cdo em que a concentracdo da espécie eletroativa
na superficie do eletrodo é nula, resulta na equacao de Cottrell, com a qual € possivel

determinar, por exemplo, o coeficiente de difusdo da espécie eletroativa (equacéo 4).

Y
= MACDo” _ (4)

b

I

onde: It é a corrente a um tempo t (s), n € o nimero de elétrons (eq mol?), F é a
constante de Faraday (96.485 C eq?), A é a area geométrica do eletrodo (cm?),C é a
concentracédo das espécies oxidadas (mol cm=) e D é o coeficiente de difusdo das
espécies oxidadas (cm?s™). A transferéncia de massa para o eletrodo de trabalho
ocorrerd por difusdo, e a curva corrente-tempo resultante serd uma curva de

decaimento exponencial da corrente com o tempo.
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OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Desenvolver um sensor amperométrico a base de pasta de carbono modificado

com 6xido de zirconio e 4-nitroanilina para a determinacgéo de acido ascérbico em suco

de laranja.

)
)

h)

3.2 Objetivos Especificos

Imobilizar a 4-nitroanilina em silica gel modificada;

Incorporar silica modificada com 4-NA em pasta de grafite;

Investigar os mecanismos das reacdes eletroquimicas entre o analito/superficie do
eletrodo modificado com 4-NA fazendo uso de técnicas eletroquimicas;

Otimizar os parametros experimentais tais como: pH, velocidade de varredura, tipo
de solucéo tampao e concentracdo da solucédo tampéao sobre o sinal analitico;
Caracterizar o sensor a partir de técnica de Microscopia (MEV), Analise
Termogravimétrica (TGA) e Espectroscopia Infravermelha por Transformada de
Fourier (FTIR);

Obter parametros analiticos como LD, LQ e sensibilidade;

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

Aplicar o sensor em amostras reais.



47

4. EXPERIMENTAL

4.1 Reagentes e solugdes

Para a realizacao dos experimentos todas as substancias utilizadas séo de grau
analitico (tabela 1).

Tabela 1 - Reagentes utilizados/fornecedores.

Reagentes Fornecedor
4-Nitroanilina (4NA) Aldrich
Acido Ascorbico (AA) Sigma-Aldrich
Dimetilsulfoxido Sigma-Aldrich
Nanotubos de carbono de paredes mdltiplas Sigma-Aldrich
Oleo Mineral Nuijol Mantercop
Silica Gel Fluka
Fosfato Monossédico Synth
Fosfato Dissddico Synth
NaOH Sigma-Aldrich

Fonte: Autor desta dissertacéo, 2018.

A silica gel adquirida possui diametro médio dos poros de 6 nm e tamanho de
particula de 0,04 - 0,063 mm e os MWCNT> 95%, 7-15 nm x 0,5-10 um. As solu¢des
foram preparadas com agua purificada em um sistema Milli-Q (18,2 MQ cm, Millipore
(Merck), Darmstadt, Alemanha). Os valores de pH das solu¢bes tampao foram
ajustados com solucbes de NaOH e determinado com um pHmetro
(Tecnopon mPA 210).
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4.2 Construcédo do sensor

Para a construgéo do sensor foi utilizado um eletrodo com area geométrica de
0,0314 cm?. A superficie da silica gel foi modificada com 6xido de zirconio (SZ) de
acordo com o procedimento descrito por Yamashita e colaboradores (2003). A
imobilizacdo da 4-NA em silica modificada foi realizada através do preparo de uma
solucéo de 0,5 mmol L em DMSO. Apds este passo, 1,0 mL desta solugéo foi
adicionado a 20 mg de SZ sob agitacdo. Apos 4 horas, o solido resultante foi filtrado
em um sistema a vacuo, através de uma membrana PTFE com filtro de nylon
(tamanho de poro de 0,27 m) e lavado por varias vezes com DMSO, e depois foi

secado em estufa a 80 °C durante 30 minutos.

Este material foi denominado como “4-nitroanilina imobilizada em silica
modificada com 6xido de zirconio” (SZ4NA). O eletrodo modificado foi preparado
misturando-se 12 mg de MWCNT com 12 mg de SZ4NA e 6leo mineral Nujol, até que
uma pasta homogénea fosse obtida, em seguida essa pasta foi transferida para a
cavidade de um EPC. O eletrodo de pasta de nanotubos de carbono modificado obtido
neste trabalho foi identificado como EPC/MWCNT/SZ4NA. Todas as respostas
obtidas com o sensor proposto sdo dadas como a corrente observada para uma area
geométrica conhecida do eletrodo de trabalho (sensor), determinada como A = 1T r?
(PONTIE et al., 2018).

Figura 15 - Esquema de preparo do EPC/MWCNT/SZ4NA.

MWCNT/SZ4NA
% \\ Espatula

s EPC /
L J
SZANA (a |/ ﬁ\
M

Modificagdo do eletrodo

Fonte: Autor desta dissertacéo, 2018.



49

4.3 Preparacdo da amostra

Para avaliar o método analitico proposto, 0 EPC/MWCNT/SZ4NA foi utilizado
para detectar AA em amostra de suco de laranja diluido em tampéo fosfato a
0,1 mol L't em pH 7,0. O Suco da fruta fresca in natura foi obtido da variedade
Citrus limettioides, pertencente a familia das Rutaceas, popularmente conhecida como
laranja lima, adquirida no comércio varejista da cidade de Macei6 — AL, durante o més
de setembro de 2018.

As laranjas foram cortadas com o auxilio de uma faca doméstica, espremeu-se
manualmente cada variedade e o suco obtido foi filtrado em um filtro de papel
qualitativo. Em seguida 0,1 mL do suco foi adicionado a 9,9 mL do tampéao fosfato
(pH 7,0) e diluicdes sucessivas foram realizadas. As aliquotas diluidas do suco de
laranja foram adicionadas a célula eletroquimica imediatamente apds a filtracdo e
submetidas as analises amperométricas. Todas as analises foram feitas sob
borbulhamento de nitrogénio na solugdo por 10 minutos para eliminacao de oxigénio
dissolvido. A quantidade de vitamina C na amostra foi avaliada pelo método de adicao
de padrdo. 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 16 — Esquema de preparo da amostra para a andlise eletroquimica.

Tampao
Fosfato — pH 7,0

Fonte: Autor desta dissertacéo, 2018.
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4.4  Equipamentos

4.4.1 Medidas Eletroquimicas

As medidas eletroquimicas (voltamétrica e amperométrica) foram realizadas
com um potenciostato modelo PGSTAT-30 da Autolab Echo Chemie

(Utrecht, Holanda) conectado a um computador (Software NOVA 1.10).

Figura 17 - Potenciostato utilizado nas medidas eletroquimicas.

Fonte: Metrohm.com

Uma célula eletroquimica com trés eletrodos foi usada, como eletrodo de
referéncia o Ag/AgCl (KCI saturado), um fio de platina como eletrodo auxiliar e um
eletrodo de pasta de carbono como eletrodo de trabalho, para todas as analises.
Todas as medidas foram realizadas em temperatura ambiente utilizando-se 10,00 mL
de solucéo tampéo fosfato 0,1 mol L, pH = 7,0. O oxigénio foi removido do sistema
eletroquimico fazendo-se borbulhar azoto através da solugdo tampéo durante pelo
menos 10 minutos. Para os experimentos realizados em potencial constante, a
resposta atual foi registrada em funcéo do tempo, apos a adicdo de AA. A resposta do

sensor foi medida como a diferenca entre as correntes total e residual.
4.4.2 Microscopia Eletronica de Varredura
A morfologia da superficie de SZ4NA foi analisada por microscopia eletrénica

de varredura (MEV) usando TESCAN, modelo VEGAS3 tipo cdmara LM com um catodo

convencional de tungsténio para operacoes de alto vacuo com detectores de elétrons



51

secundarios (SE), apos metalizacdo do ouro (Quorum Technologies LTD, Ashford,
modelo Q150R), Figura 18.

Figura 18 - Microscopio Eletrénico de Varredura — Tescan.

Fonte: laboratério de pesquisa GPAES.

4.4.3 Transformada de Fourier no Infravermelho (FTIR)
A espectroscopia de FTIR foi realizada usando um IRAffinity-1 da shimadzu
(Kyoto, Japédo), os espectros de infravermelho foram obtidos na faixa de

4.000-400 cm*, em pastilhas de KBr (2 mg de amostra - 200 mg de KBr seco).

Figura 19 - Espectrometro FTIR IRAffinity-1 — Shimadzu.

S ety v

Fonte: Shimadzu.com
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4.4.4 Analise Térmica Gravimétrica
A analise térmica gravimétrica foi realizada em um TGA-50 / 50H da shimadzu
(Kyoto, Japao) a uma taxa de aquecimento de 10 °C / min na faixa de temperatura de

10 a 1000 °C em atmosfera de nitrogénio.

Figura 20 - Analisador termo gravimétrico (60) — Shimadzu.

~.J.él.l.li!.l;

Fonte: laboratério de pesquisa GPAES.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Ativacao de 4-nitroanilina em eletrodo modificado MWCNT/SZ4NA
e oxidacdao eletrocatalitica de AA

Voltamogramas ciclicos obtidos usando o eletrodo de pasta de nanotubos de
carbono modificado com a matriz SZANA mostraram picos redox das espécies
eletroativas, R-NHOH/R-NO (Figura 21B), que foram eletrogeradas in situ a partir da
ativacdo da 4-NA (Figura 21A), devido a reducéo do grupo nitro apds o ciclo na faixa
de potencial entre 0,5 e -1,0 V vs. Ag/AgCl na primeira varredura em
0,1 mol L tampao fosfato, pH 7,0 com uma taxa de velocidade de varredura de
0,005 V s. A ciclagem potencial foi realizada por 10 ciclos.

Figura 21 — (A) Reducdo do grupo nitro da 4-NA (a) primeira varredura, (b) segunda
varredura e (c) terceira varredura a 5 mV s* em solucéo tampao fosfato 0,1 mol L?, pH
7,0. Einicia = 0,5 V € Efina =- 1,0 V vs. Ag/AgCI. (B) Formacé&o do par redox R-NO/R-NHOH
a 0,02V stem umasolucdo tampéao fosfato 0,1 mol L*a pH 7. Einicia = - 0,3 V € Efina = 0,5
V vs. Ag/AgCl.

A)
0 -
< 7
3.
=
=
-8 4
-12 - : : : :
-0.4 -0.2 0.0 0.2 0.4 0.6
E (V) vs Ag/AgCl
I I I I
-1.2 -0.8 -04 0.0 0.4

E (V) vs Ag/AgCl

Fonte: Autor desta dissertacéo, 2018.
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A ativacao do grupo nitro da 4-NA tem um papel importante para o sucesso da
imobilizacdo do mediador redox na silica gel para minimizar reacfes indesejaveis . Na
Figura 21A, no primeiro ciclo de varredura o grupo nitro (R-NO2) é reduzido a
hidroxilamina (R—-NHOH), essa reducdo sugere que o0 processo eletroquimico é
totalmente irreversivel visto que a cada novo ciclo diminui-se a corrente Faradaica
referente ao grupo nitro, ja na varredura reversa a R—NHOH é oxidada a R—-NO
(Figura 21B), corroborando com a literatura onde menciona que é possivel preparar
compostos nitrosos por uma sequéncia de dois passos, que é reduzir o composto nitro
eletroquimicamente a hidroxilamina, e depois oxidar eletroquimicamente a

hidroxilamina ao composto nitroso (PATAI, 1996).

Embora nao seja possivel observar no segundo e terceiro ciclos um pico redox
definido que pode ser atribuido ao par redox R—-NO/R—-NHOH (Figura 21A), este pico
redox pode ser visto na insercdo onde a faixa de potencial na direcdo do anodo estava

entre -0,3 e 0,5V vs. Ag/AgCl com uma taxa de varredura de 0,02 V st (Figura 21B).

A formacédo do par redox é atribuida a ativacdo do grupo nitro presente na
molécula de 4-nitroanilina, devido a uma reducéo irreversivel de quatro elétrons do
grupo nitro -NO:2 (Figura 22) para um grupo hidroxilamina (-NHOH). Esta reducédo
eletroquimica de -NO:2 contribui para a formacao dos outros dois pares redox, devido
a reducao e oxidacéo de dois elétrons reversiveis do grupo hidroxilamina (-NHOH) a
um grupo nitroso (-NO) (SANTHIAGO et al., 2010).
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Figura 22 — Esquema de reducdo eletroquimica da 4-NA e formacdo de R-NHOH.
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= S o e
NH2 NHZ NH2 NHZ
HO_ . HO_ HO
N N “NH
x R . X
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o o T
NH» NH4 NH»

Fonte: Autor desta dissertacéo, 2018.

A 4-nitroanilina representa um tipico sistema "push-pull" com o grupo amino
como doador de elétrons e grupo nitro um retirador de elétrons conectados por um
sistema conjugado 11-11, onde as duas estruturas correspondem as formas benzenoide
e quindide (ZAVAR et al. 2010).

Uma possivel explicacdo para a incorporacdo de 4-NA na matriz da silica é a
oxidacdo dessa molécula e a consequente formacdo de polimeros. Neste caso, a
polimerizacdo e reatividade da 4-NA ocorre via oxidacdo de 1 elétron, seguida da
desprotonacdo em meio aprotico (Figura 23), o que leva a formacdo de dimeros,
trimeros e estruturas quinoides das nitroanilinas (DINGA et al., 2012). A Figura 23
mostra a rota de oxidagao das nitroanilinas. Sabe-se que a natureza quimica e a
posicdo destes substituintes no ndcleo aromatico (p-NA, m-NA e o0-NA) também

influenciam a cinética do processo de polimerizacdo (HAMMERICH et al., 2015).
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Figura 23 — Mecanismo de oxidagcé&o das nitroanilinas

NH,

Fonte: HAMMERICH et al., 2015.

Compostos nitro e intermedidrios tém uma ligacdo polar de
N-O. A reducdo eletroquimica de compostos nitro de fato da origem a Varios
intermediarios. Alguns deles podem ser identificados diretamente, enquanto a

existéncia de outros podem, as vezes, ser apenas inferida. (SASSYKOVA et al., 2019)

Além disso, uma variedade de caminhos pode interconectar o0s varios

intermediarios, materiais de partida e produtos da reducéo eletroquimica de um dado
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composto nitro, dependendo das condicbes experimentais particulares que estdo
sendo empregadas (PATAI, 1996).

Os compostos nitro ligam trés moléculas ao longo de trés rotas principais
(p-NA, m-NA e 0-NA). Os nitrocompostos aromaticos hidrogenados, quando diminuem
a taxa de reducado, formam uma série de compostos, dentre eles a 4-NA, alguns
substituintes doadores de elétrons reduzem a taxa de reducdo destes compostos nitro,
como é o caso do grupo amino presente na molécula 4-NA (SASSYKOVA et al., 2019)

O principal fato do qual devemos estar cientes é que a eletroquimica dos
compostos nitro é exclusivamente catodica: o alto nivel de oxidacéo do nitrogénio no
grupo nitro significa que, embora sejam facilmente reduzidos, eles geralmente nao
podem ser oxidados.Os compostos nitrosos sdo prontamente oxidados e reduzidos,

embora a literatura sobre essas substancias seja muito mais esparsa (PATAI, 1996)

Um possivel mecanismo para a inibicdo da polimerizacdo é que 0s grupos nitro
capturam elétrons de particulas do préprio grupo amino da 4-nitroanilina, e uma
estrutura inerte menos propensa a perder um elétron é formada (DINGA et al., 2012).
Assim, um mecanismo pode ser sugerido para o acoplamento entre os radicais

formados pela oxidacdo de 4-NA (Figura 24).
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Figura 24 - Mecanismo para a oxidagdo dos isdbmeros da 4-NA.
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Fonte: HAMMERICH et al., 2015.

5.2 Comportamento eletroguimico dos eletrodos modificados com e sem

4-NA, na presenca e auséncia de AA

Inicialmente, estudos eletroquimicos via técnica de voltametria ciclica (VC)
foram efetuados com o propdsito de verificar as atividades eletroquimicas dos
sensores EPC/MWCNT/SZ4NA e EPC/MWCNT/SZ antes do processo de adi¢do do
AA. Aplicou-se um potencial no sentido anédico em ambos os eletrodos modificados
para verificar a existéncia de corrente de pico anddica (lpa) € no sentido reverso para

corrente de pico catodica (lpc).
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Pode ser observado na Figura 25 (a) a formacdo de um par de picos redox
bem definidos de R-NO/R-HNOH no eletrodo modificado com a 4-NA
(EPC/MWCNT/SZ4NA). J& o eletrodo modificado sem a 4-NA (EPC/MWCNT/SZ) ndo
apresentou atividade eletroquimica consideravel (Figura 25 b). Para o estudo
eletroquimico foi selecionada uma faixa de potencial de - 0,3 V a 0,5 V vs. Ag/AgCl,
em tampéo fosfato 0,1 mol L, pH 7,0 e velocidade de varredura de potencial de

0,02V st

Figura 25 - Formagdao das espécies eletroativas R-NO/R-NHOH a 0,02 V s* em solucéao
tampé&o fosfato 0,1 mol L% pH 7,0. Eiicia = - 0,3 V e Efina = 0,5 V vs. Ag/AgCI.
Voltamogramas ciclicos do eletrodo modificado com 4-NA (a) e eletrodo modificado
sem 4-NA (b).

0,08

0,06 - b

'0,04 T T T 1
-0,4 -0,2 0,0 0,2 0,4 0,6

E (V) vs Ag/AgCl
Fonte: Autor dessa dissertacao, 2018.

Para verificar a atividade eletrocatalitica da 4-NA na presenca de AA, diferentes
ensaios foram realizados utilizando VC. A Figura 26 mostra os voltamogramas ciclicos
para EPC/MWCNT/SZ4NA em solucdo tampéao fosfato, pH 7,0 utilizando varredura
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anddica a 0,005 V s, com Einicia = - 0,3 € Efina = 0,5 V, na presenca de AA na faixa de
concentracdo de 0,1 mmol L%, 0,2 mmol L' e 0,3 mmol L (Figura 26 d, e, f)
respectivamente. Utilizou-se o mesmo eletrodo na auséncia de AA em velocidade de

varredura com potencial de 0,02 V s (Figura 26 a).

Para fins comparativos, voltamogramas ciclicos obtidos com o
EPC/MWCNT/SZ na auséncia (Figura 26 b) e presenca de AA (Figura 26 c) também

sao apresentados.

Figura 26 - Voltamogramas ciclicos obtidos para EPC/MWCNT/SZ e
EPC/MWCNT/SZ4NA em 0,1 mol L?! em tampé&o fosfato, pH 7,0 a v = 0,005 V s
Einicia = - 0,3 V € Efina = 0,5 V vs. Ag/AgCl. EPC/MWCNT/SZ4NA na auséncia de AA (a),
EPC/MWCNT/SZ na auséncia (b) e presenca (c) de AA. EPC/MWCNT/SZ4NA com

diferentes concentracdes de AA: 0,1 mmol L (d), 0,2 mmol L (e) e 0,3 mmol L? (f).
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Fonte: Autor dessa dissertacdo, 2018.

Apos a adicdo de diferentes concentracées de AA (0,1 mmol L, 0,2 mmol L?
e 0,3 mmol L), houve um aumento exponencial da corrente de pico anédico a 0,3 V
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e, além disso, ndo foi observada corrente na varredura reversa, sentido catédico
(Figura 26 d, e, f). Isso resulta em um forte efeito eletrocatalitico, indicando que um
aumento na concentracdo de AA corresponde a um aumento na corrente de oxidagao
(HSU et al., 2017).

O mecanismo eletrocatalitico (ECcat) pode ser explicado através da interagéo
entre a 4-NA ativada, que forma espécies eletroativas na plataforma com nanotubos
de carbono e silica gel modificada e interage formando um ciclo catalitico para
oxidacdo eletrocatalitica de AA, o qual envolve o par redox (hidroxilamina/nitroso)
(Figura 27), semelhante a varios mediadores redox presentes na literatura
(SILVA et al., 2016, 2018).

Figura 27 - Mecanismo proposto para o processo de eletrocatalise de AA sobre a
plataforma EPC/MWCNT/SZ4NA.

Piks HO
N OH S
A / 2| HO 3 ©
A HN N,
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Fonte: Autor dessa dissertacdo, 2019.

Sob as mesmas condi¢cOes experimentais, a oxidacao direta de AA em um
eletrodo de pasta de carbono modificado sem a 4-NA (EPC/MWCNT/SZ) mostra uma
onda irreversivel em potenciais mais positivos e um pico de 0,4 V é mostrado
(Figura 26 c), indicando que o eletrodo de pasta de carbono modificado sem a 4-NA

nao possui comportamento eletrocatalitico para o AA. Assim, uma redu¢ao no excesso
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de potencial de aproximadamente 100 mV e um aumento da corrente de pico é

alcancada no eletrodo de pasta de carbono modificado com a 4-NA.

A corrente de pico anddica 0,3 V observada por VC na presenca de AA é
mostrada como um valor abaixo do relatado em outros trabalhos incluindo sensores
de pasta de carbono (HSU et al., 2017; DORDEVIC et al., 2012; FANG et al., 2015),
assim o eletrodo de pasta de carbono baseado em 4-nitroanilina imobilizada em silica
gel € um bom sensor para detectar AA.

ApoOs a caracterizacao eletroquimica do eletrodo modificado, outras técnicas
foram estrategicamente selecionadas para estudar o comportamento morfol6gico do

sensor desenvolvido.

5.3 Caracterizacao por Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

Com o objetivo de analisar a morfologia das plataformas e suas respectivas
superficies, foram realizadas observacdes por microscopia eletrénica de varredura
(MEV). Nessa perspectiva, varias micrografias foram efetuadas para cada etapa do
processo de modificacdo do eletrodo. Diferentes magnificacdes foram utilizadas para

que fossem evidenciadas as morfologias de cada regiao das superficies modificadas.

Para caracterizar a morfologia da superficie dos filmes SZ, SZ4ANA e
EPC/MWCNT/SZ4NA algumas imagens foram realizadas com diferentes ampliacdes.
A Figura 28 mostra a imagem MEV com diferentes ampliacdes para o SZ, é possivel
notar que o oxido de zirconio esta distribuido sobre a superficie do eletrodo de forma

homogénea, observa-se também particulas bem definidas e tamanhos uniformes.
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Figura 28 — MEV para silica gel modificada com 6xido de zircénio (SZ) com diferentes
ampliac@es: (A) 48x, (B) 100x, (C) 196x e (D) 526x.

SEM HV: 20.0 kV | WD: 15.00 mm l I VEGA3 TESCAN|
View field: 2.86 mm Det: SE 200 pm
SEMMAG:48x  Date(m/dly): 0821 | IFAUCAMPUS MACEIOILAB.QUIMICA IFAL/ICAMPUSS MACEIO/LAB.QUIMICA

SEM HV: 20.0 kV WD: 16.12 mm SEM HV: 20.0 kV L WD: 15.76 mm VEGA3 TESCAN

View field: 263 pm 50 pm

View field: 707 pm
Date(m/dly): 0821/ IFAL/ICAMPUS MACEIO/LAB.QUIMICA SEM MAG: 526 x | Date(m/dly): 08/21/1 IFAL/ICAMPUS MACEIO/LAB.QUIMICA

Fonte: Autor dessa dissertacdo, 2019.

A imagem MEV mostra que, dentro da ampliacdo usada (48X — 526X)
(Figura 28 A - D), foi conseguida uma dispersdo uniforme das particulas sem
aglomerados visiveis na matriz. No entanto, na figura 29 observa-se que as particulas
nao sao bem definidas e existem aglomerados de formacao, indicando que 4-NA
alterou a morfologia em silica. E possivel notar que a 4-NA esta distribuida por toda a
extensdo do SZ. Para visualizacdo mais detalhada destes aglomerados foi necessaria
uma grande ampliacéo (1,50kX).
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Figura 29 — MEV para 4-NA adsorvida em silica gel modificada com 6xido de zirconio
(SZ4NA) com diferentes ampliagdes: (A) 536x, (B) 895x, (C) 1.220x e (D) 1.500x.

% = 2
SEM HV: 20.0 kV WD: 14.90 mm VEGA3 TESCAN
View field: 258 pm Det: SE 50 pm
SEM MAG: 536 x Date(midly): 08/21/1 IFAL/ICAMPUS MACEIO/LAB.QUIMICA

SEM HV: 20.0 kV WD: 14.99 mm - VEGA3 TESCAN
View field: 155 pm Det: SE 20 pm
SEM MAG: 895 x Date(mi/dly). 08/21/1~ IFAL/ICAMPUS MACEIO/LAB.QUIMICA

o
g AL

-

SEMHV:20.0kV |  WD:14.97 mm I VEGA3 TESCAN

View field: 921 ym Det: SE 20 pm
SEMMAG: 1.50kx | Date(midiy):05/11/1 |  IFALICAMPUS MACEIO/LAB.QUIMICA

SEM HV: 20.0 kV WD: 15.00 mm VEGA3 TESCAN

View field: 113 pm Det: SE 20 pm
SEM MAG: 1.22 kx | Date(midly): 08/21/1 IFAL/CAMPUS MACEIO/LAB.QUIMICA

Fonte: Autor dessa dissertacdo, 2019.

Comparando-se a micrografia anterior com as da Figura 30, que reporta o
EPC/MWCNT/SZANA observa-se diferencas significativas na morfologia a partir da
presenca dos nanotubos de carbono, sendo possivel perceber a formacdo mais
uniforme quando comparada com a Figura 29, pode ser visto também formas de
aglomeracdes irregulares do material, indicando que o SZ4NA foi preparado com
sucesso e revestido uniformemente na superficie do eletrodo. A Figura 30B e 30C
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mostra imagens de MEV com a mesma ampliacdo, mas de regides diferentes do

eletrodo.

Figura 30 — MEV para eletrodo modificado (EPC/MWCNT/SZ4NA) com diferentes
ampliacdes: (A) 192x, (B) 277x, (C) 277x e (D) 334x.

SEMHV:50kV |  wWD:14.74mm ; T i R E T
View field: 720 ym | Det: SE

SEM MAG: 192 x | Date(m/dly): 05(11/116 :2 : 05/11 IFALICAMPUS MACEIO/LAB.QUIMICA

;
SEM HV: 5.0 kV WD: 1519 mm | VEGA3 TESCAN SEMHV:50KV |  WD:14.91mm | VEGA3 TESCAN
View field: 610 pm Det: SE } 100 pm V'Ew ﬁeldiijli pm Det: SE | 100 pm
SEM MAG: 227 x | Date(m/dly): 05/(11/16 IFALICAMPUS MACEIO/LAB.QUIMICA SEMMAG: 334 x | Date(m/dly): 05/11/116 IFALICAMPUS MACEIO/LAB.QUIMICA

Fonte: Autor dessa dissertacao, 2019.
5.4 Caracterizacdo Termogravimétrica

O processo de caracterizacdo via andlise termogravimétrica foi realizado com

intuito de estudar a estabilidade térmica dos materiais, bem como verificar cada etapa
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de modificacdo frente ao perfil de decomposicao térmica das matrizes utilizadas na

modificacdo do eletrodo.

Figura 31 - Medic&o termogravimétrica para silica modificada SZ e SZ4NA.

95.0C
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Fonte: Autor dessa dissertacao, 2018.

A Figura 31 mostra curvas termogravimétricas (TG) para os hanomateriais SZ
e SZ4NA desde a temperatura ambiente até 1000 °C no ar de nitrogénio. Uma perda
de massa em SZ a 100 °C pode ser devido a reacdo de condensacao na superficie

das nanoparticulas de acordo com a seguinte equacao:
2 Si-OH 45 Si-O-Si + H20 (5)
Resultando na evaporacdo das moléculas de agua produzidas, embora a

quantidade de agua produzida foi bem menor que a da espécie organica
(LIU et al. 2017).
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Uma reducdo gradual na massa foi registrada para o SZ4NA em torno de
240°C, com uma reducdo de massa total de 9,70%. Isto pode ser atribuido a
decomposicao das espécies organicas ligadas as superficies de SiO2. Os residuos
foram pé sélidos de SiO:2 produzidos a alta temperatura. Estes dados indicaram que o
SZANA era composto por cerca de 80-85% de SiO2, 5-10% de espécies organicas
como 4-NA e assim como 1-5% de agua. A insercdo apresenta um resultado
experimental tipico de maior perda de massa para o padréo 4-NA em torno de 200°C
na curva TG, o que corrobora com a presenca de 4-NA na matriz desenvolvida, como

pode ser visto na Figura 32, que mostra o perfil térmico do padrdo da 4-NA.

Figura 32 - Medicado termogravimétrica para 4-NA pura.
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Fonte: Autor dessa dissertacdo, 2018.

5.5 Caracterizagdo por FTIR

Na tentativa de esclarecer ainda mais 0S componentes presentes nas
estruturas de SZ e SZ4NA, optou-se por estudo de espectroscopia no infravermelho

com transformada de Forrier (FTIR).
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A analise por Infravermelho pode ser aplicada para proporcionar informacéo
relativa aos grupos funcionais que estdo presentes em uma determinada molécula.
Como as moléculas e suas ligacdes covalentes entre &tomos sdo propensas a
vibragdes (alongamento, flexdo) a radiacdo IR incidente leva a um aumento na
vibracdo. Caso ocorra adsorcdo, uma menor intensidade de IR atinge o detector que
resulta em uma banda a esse comprimento de onda especifico ou faixa de
comprimento de onda (DE MIDDELEER et al., 2016).

Os espectros de FTIR para os nanomateriais SZ e SZ4NA sdo mostrados na
Figura 33. Primeiro, uma banda larga foi registrada na regido 3400-3200 cm™, o que
poderia ser atribuido aos grupos OH na superficie das particulas de nano-SiO2
(LIU et al. 2017) pode ser devido a &agua residual e alongamento de Si-OH
(FARRINGTON; REGAN, 2009).

Figura 33 - Espectros infravermelhos de SZ e SZ4ANA.
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Fonte: Autor dessa dissertacdo, 2018.

Uma banda forte em torno de 1095 cm é indicativo de banda de alongamento
assimétrica de Si-O-Si e faixa de alongamento simétrico de Si-O a 805 cm™, bandas



69

tipicas de vibracdo de materiais de silica (SHARMA; SHARMA, 2014). Assim, vale a
pena notar que ndo ha alteracdes significativas observadas nas estruturas SZ e

SZANA, o que mostra que a molécula 4-NA nao é observada nos espectros de FTIR.

5.6 Medicdes cronoamperométricas

O método cronoamperométrico foi empregado para a quantificacdo de AA.
Assim, as caracteristicas do eletrodo de pasta de carbono modificado com
4-NA ativada foram verificadas e estas analises foram realizadas em tampéao fosfato
a 0,1 mol Lt em pH 7,0. Vérios potenciais foram aplicados (0,20 V, 0,25 V, 0,30 V,
0,35 V) (Figura 34 A).

Figura 34 — Medidas amperométricas para a eletrooxidagcdo de AA no eletrodo
modificado com 4-nitroanilina ativada, obtida em tamp&o fosfato 0,1 mol L' em pH 7,0

na concentrac&o: (A) (1) 0,50 a (6) 3,0 mmol L e (B) Sensibilidade vs. potencial
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Fonte: Autor dessa dissertacao, 2019.
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Com o proposito de tracar as figuras de méritos para o sensor desenvolvido, o
estudo inicial foi realizado para determinar o melhor potencial a ser aplicado no
eletrodo. Como pode ser visto na Figura 34 B a melhor resposta foi registrada a um
potencial de 0,3 V vs. Ag/AgClI, confirmando o potencial de investigacao anterior com
a voltametria ciclica. Para medicbes amperométricas, o potencial aplicado tem uma
influéncia importante sobre a resposta do sensor, porque o potencial aplicado contribui
para a sensibilidade do sistema (SAJID et al., 2016). Além disso, a partir da Figura
34 B, observa-se que a sensibilidade tende a uma estabilizacdo no potencial aplicado
de 0,35 V vs. Ag/AgCI. Portanto, como o potencial € uma variavel que esta relacionada
com a seletividade do dispositivo eletroquimico e a variacdo desta ndo se mostrou

suficiente, optou-se, portanto, para o uso do potencial 0,3 V.

A fim de obter uma curva analitica para o sensor desenvolvido, foram realizados
amperogramas para oxidacdo de AA em diferentes concentracdes em tampéao fosfato
0,1 mol L't a pH 7,0, ap6s otimizagdo dos parametros experimentais. A curva de
calibracdo foi construida plotando a corrente de pico de oxidacdo em funcéo da

concentracdo de AA adicionado (Figura 35).

Figura 35 — Curva analitica para eletrodo modificado EPC/MWCNT/SZ4NA. Potencial
aplicado: 0,3 V vs. Ag/AgCl em tampé&o fosfato a pH 7,0.
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Fonte: Autor dessa dissertacao, 2018.
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O sensor proposto apresentou um coeficiente de correlacdo linear de
R = 0,99472, conforme verificado na Figura 35, faixa de resposta linear de 0,50 a
3,0 umol L%, com limite de deteccdo bastante promissor quando comparado aos
relatados na literatura (Tabela 2). Essa boa sensibilidade de 7,60 mA L mmol? pode
ser atribuida a eficiéncia da transferéncia de elétrons entre a 4-nitroanilina e o AA.
Apresentou um limite de deteccdo de 0,15 pumol L' e de quantificacdo foi de
0,48 umol Lt usando 100 / slope, onde s é o desvio padrao do valor médio para 10

amperogramas do branco, determinado de acordo com as recomendac¢0des da IUPAC.

Tabela 2 - Parametros analiticos para detec¢cdo de AA em varios eletrodos modificados.

. Faixa Linear LD
Plataforma Método (umol.L%) (umol.L %) Ref.
BELAIDI;
MAU-PEDOT Amperometria 5-300 2,5 BOYER;
GROSS, 2010
GCE Amperometria 10 - 1800 05  ZHANGetal,
2013
NIHCF/LDH/Au  Amperometria 100 - 3500 21 e al,
. DIMITRIJEVIC
GCPE Amperometria 176 - 2601 27 et al. 2016
CEVIK;
GCPE Amperometria 2,64 - 1500 0,8 AKPOLAT;
ANIK, 2016
DOPA/MWCNT/GCE VPD 2,0 - 13,2 0,62 %EE etal,
BARTOLOME;
GCE/CNO/oAP Amperometria 0-50 0,34 FRAGOSO,
2017
. MOTSHAKERI
GCE Voltametria 30 - 500 45 et al. 2018
CNTS/CFE Voltametria ~ 25,6-2000 10 500 &3
EPC Amperometria 0,5-30 0,15 Este trabalho

HAU-PEDOT: Microeletrodo de ouro modificado por PEDOT; GCE: eletrodo de carbono vitreo;
NiHCF/LDH/Au: Eletrodo de ouro modificado com LDH-NIHCF; GCPE: eletrodo de pasta de
carbono vitreo; DOPA/MWCNT/GCE: eletrodo de carbono vitreo modificado com nanotubos
de carbono de paredes mudltiplas e L-DOPA; GCE/CNO/oAP: eletrodo de carbono vitreo
modificado com orto-aminofenol e CNO; CNTs/CFE: eletrodo de fibra de carbono modificado
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com nanotubos de carbono; EPC: eletrodo de pasta de carbono; VPD: Voltametria de pulso
diferencial.

Na maioria das estratégias de modificacdo da superficie de eletrodos
apresentados na tabela 2, o supracitado eletrodo de carbono vitreo apresenta
algumas desvantagens como, elevado valor quando comparado ao eletrodo de pasta
de carbono (EPC), ndo podem ser renovadas em caso de vazamento, contaminacao
ou passivacao e muitas vezes a limpeza da superficie do eletrodo s&o laboriosas.
Estas comparacdes podem mostrar como 0 sensor proposto neste trabalho pode ser

uma alternativa promissora na detecgéo de AA.

5.7 Aplicacdo em amostras reais

Para verificar o desempenho do sensor eletroquimico desenvolvido, 0 mesmo
foi aplicado em trés amostras de suco de laranja in natura para deteccdo e
guantificacdo de AA. As trés amostras de suco de laranja foram da variedade Citrus
limettioides, o procedimento foi realizado em triplicata, utilizando o método de adi¢éo

padréo.

Para a realizacdo do método de adicdo de padréo foi utilizado AA adquirido da
Sigma Aldrich, preparando-se uma solucdo padrédo de (0,01 M). Em seguida, retirou-
se 1,0 mL de suco de laranja em tampao fosfato a 0,1 mol L* preparado anteriormente,
como amostra inicial. Neste sentido, foi adicionada a célula eletroquimica uma
aliqguota de 50 uL da amostra de suco de laranja diluido. Apés obtencédo do sinal
analitico da referida amostra, foram adicionadas cinco (5) aliquotas sucessivas de 50
uL do padrdo de AA 100 umol L%, e, portanto, novos sinais analiticos foram obtidos e

usados para determinagcao de AA na amostra.

Os valores das analises eletroguimicas encontrados foram comparados com 0s
obtidos seguindo o procedimento de ensaio preconizado pelo Instituto Adolf Lutz,
usando o método de titulagdo iodométrica (ZENEBON; PASCUET; TIGLEA, 2008)
(Tabela 3).
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Tabela 3 - Determinacdo do acido ascdOrbico em trés 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 2 130,0+2,1 132.7+2,2
Amostra 3 131,0£2,0 130.2+£2,0

P<0.0002

Um ponto importante quando comparamos os dois métodos na determinacao

de AA é o gasto e descarte de reagentes na titulagdo iodométrica, que utiliza acido

sulfarico, iodo e amido todas as vezes que uma nova analise é requisitada, outra

desvantagem € o tempo gasto no processo de determinacédo. Os resultados obtidos

para o acido ascorbico pelo ensaio titulométrico comparados com o proposto, sugerem

que o método desenvolvido neste trabalho é muito eficiente para determinacdo de AA

em baixos niveis de concentracdo, demonstrando ser sensivel, preciso e rapido.
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6. CONCLUSAO

A 4-nitroanilina imobilizada sobre 6xido de zircénio na superficie da silica gel
foi sintetizada com sucesso, o eletrodo modificado com 4-NA quando submetido a
uma reducdo preliminar do grupo nitro promove a formacdo do par redox
R-NHOH/R-NO na superficie, sendo uma alternativa promissora para a determinacao

eletroanalitica de AA em amostra de suco de laranja.

O desenvolvimento de sensores para avaliacdo da vitamina C é vital, dada a
substancial importancia e presenca deste analito chave em alimentos, plantas,
industrias e fluidos biolégicos, com implicacdes na saude humana e qualidade dos
alimentos. Este trabalho demonstra que o0 presente eletrodo modificado
EPC/MWCNT/SZANA é sensivel e util para a rapida determinacéo de AA em suco de
laranja, devido ao seu baixo limite de deteccdo e efeito catalitico. Ele abre a
possibilidade para outras aplica¢cdes importantes e para estudos em varias amostras

de alimentos.

Assim, o sistema desenvolvido neste trabalho apresenta avang¢os quando
comparado a outros reportados na literatura, com a diminui¢cdo do potencial aplicado
0,3 V, limite de detecgdo (LD), quantificacdo (LQ) e sensibilidade de 0,15 ymol L,
0,48 pmol Lt e 7,60 mA L mmol*, respectivamente.
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PERSPECTIVAS

1) Realizar estudos de possiveis interferentes.
2) Aplicar o sensor desenvolvido em vérias amostras de alimentos, como
suplementos alimentares, sucos de frutas (caju, acerola, liméo, tangerina)

entre outros.
3) Escrever um artigo com os dados obtidos nesta dissertacéo.
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