Desenvolvimento de um novo sensor para acido ascorbico

Development of a new ascorbic acid sensor
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Resumo

O compdésito SiGSnQ/Fosfato, SSHoi preparado pelo processo sol-gel. O corante redox azul

de metileno foi imobilizado na superficie do SE&se novo material foi utilizado na preparacéo

de um eletrodo de pasta de carbono modificadoABSE suas caracteristicas eletroquimicas
foram estudadas pela técnica da voltametria ciclica. O senséiMSgfFesentou um potencial
formal de -90 mV vs ECS, uma excelente estabilidade quanto ao nimero de ciclos e quanto ao
pH da solucéo de eletrdlito suporte na faixa de 2,0 a 8,0. O sengdv$S@Hutilizado para a
determinacao de acido ascorbicggina C), com a utiliza¢do da técnica da cronoamperometria,

e apresentou um tempo de resposta de 1,5 s, uma faixa linear de resposta entree23) 10

x 103 mol L1, com um limite de deteccéo de 7,8 X hol L%, considerando uma relagao sinal/
ruido = 3. Os resultados obtidos para amostras reais pelo sensdi 88&m comparados

com os do método padrdo de determinacdo de acido ascoérbico pelo reagente 2,6-
diclorofenilindofenol. A comparacéo dos resultados obtidos pelos dois métodos demonstrou que
0 sensor SSEM possui grande potencial de utilizacéo.

Palavras-chave:SensarSol-gel. Acido ascorbico.

Abstract

The SiQ/SnQ/Phosphate composite, SSFas prepared by the sol-gel process. The redox dye
methylene blue was immobilized on the SSF surface. This new material was utilized in the
preparation of a modified carbon paste electrodeASBENd its electrochemical characteristics
were studied by the cyclic voltammetry technique. TheABSBensor presented a formal
potential of -90 mV vs SCE, excellent stability regarding the number of cycles and regarding the
pH of electrolyte support solution ranging from 2.0 to 8.0. TheA8B$ensor was utilized for

the determination of ascorbic acidt@min C), utilizing the chronoamperometry technique, and
presented a response time of 1.5 s, a linear response range betweerf 2:8dx310 x 18 mol

L1, with a detection limit of 7.8 x 10mol L%, considering a relation signal/noise = 3. The results
obtained for real samples by the 38Fsensor were compared with those from the standard
method for determination of ascorbic acid by the 2,6-dichlorophenilindophenol. The comparison
of the obtained results by the two methods demonstrated that tA&/IS&ihsor has great
utilization potential.
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Introducao OH disponivel para a reacéo de enxerto ser pequena,
nunca resultam grandes quantidades de 6xido
Atualmente, muitos procedimentos analiticometalico na superficie.
necessitam de instrumentacdes complexas e O processo sol-gel € um método de sintese que
profissionais altamente especializados. Os sensoggsesenta boa reprodutibilidade, alta homogeneidade,
quimicos sdo dispositivos pequenos, robustoalta pureza, controle de volume e didmetro de poros
portateis, de facil manipulacdo e ndo necessitam elgpor consequéncia um efetivo controle de area
adicdo continua de reagentes para a sua operacaymerficial especifica. Ele pode ser realizado em
sdo, portanto, um elemento chave na instrumentag@marelhagem simples e a baixa temperatura
analitica para a determinacdo de important¢ALFAYA; KUBOTA, 2002; WALCARIUS, 1998).
compostos quimicos e biologicos em concentracGes Recentemente, a sintese do 0xido mistg/Sit),
muito baixas (ALAYA; KUBOTA, 2002). Baseados foi realizada pelo processo sol-gel (KURIHARA et
neste contexto, publicaram-se varios trabalhas., 2004). Esse material € extremamente interessante,
(PALECEK, 1996; KUBOM®; GUSHIKEM; pois possui uma alta condutividade elétrica, devido a
PEREZ, 1995; ROLISON, 1990), nos quais spresenca de nanoparticulas de Sm@e diminuem
utilizaram zedlitas, argilas, fosfato de zircdnio e siliceonsideravelmente a resisténcia elétrica na matriz de
modificada como suportes para imobilizacdo dsilica (CARDOSO et al., 2004).
mediadores no desenvolvimento de sensores O azul de metileno (Figura 1) € um corante
(PEREIRA; KUBOTA, 2004). organico da classe das fenotiazinas e esta sendo
Os oxidos mistos do tipo Sy O foram extensivamente utilizado como mediador de elétrons,
utilizados com sucesso como substrato para fadevido as suas propriedades eletrocataliticas frente
organica ligada covalentemente em material g NADH (PESSOA et al., 1997) e ao acido
empacotamento de colunas para HPLC-R&scoérbico (FERREIRA; GUSHIKEM; ALAYA,
resistentes a solugfes alcalinas Y@LCOLLINS, 2000). O azul de metileno é um corante catiénico e €
1999; MELO; JARDIM, 1999; SNA; COLLINS; usadocomo espécie eletroativa, quando imobilizado
COLLINS, 2000; MELO et al., 2000; SUMA; sobre materiais fosfatados (PESSOA et al., 1997;
GUSHIKEM;COLLINS, 2001); e como adsorventeROCHA et al., 1997; MUNTEANU; KUBOA;
de espécies quimicas (FURRA; GUSHIKEM; GORTON, 2001).
ALFAYA, 2001) e imobilizacdo de espécies
eletroativas para a fabricacdo de sensores e N
biossensores eletroquimicos (PEREZ; NETO;
KUBOTA, 2001; ROSATO; KUBOTA; NETO,
1999). odos esses substratos foram preparados pglgc) 2T\' S N(CH,),
recobrimento de um filme fino do 6xido metalico®/
sobre a superficie porosa da silica gel pelatécnlcalpllgeUlral 1. Estrutura do azul de metileno.
enxerto (GUSHIKEM; ROSATO, 2001).
Um dos principais problemas encontrados na silica
gel modificada com um filme fino de 6xido metalico Este trabalho tem por objetivo estudar o
na superficie é a preparagéo, que exige precursotemportamento eletroquimico do azul de metileno
adequados para a reagao de enxerto. Outro problemabilizado sobre a superficie do composito SiO
€ o fato de as reacGes modificarem a superficie 8aQ/Fosfato pela técnica da voltametria ciclica, e,
silica pré-existente, muitas vezes entupindo pords mesmo modo, busca avaliar a potencialidade deste
pequenos, de modo que, devido a quantidade de i&vo eletrodo como sensor para acido ascorbico.
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Parte Experimental solucéo de NEDH concentrado. O residuo obtido

Todos os reagentes utilizados neste trabalho forz;% calcinado a 90T por 12 h e pesado como Sn0

de grau analitico. A agua utilizada foi de qualidade o ;eor de f,osforo foi obtido pelg tratlam~entc,) (_je/
Milli-Q e COM resistividade de 18@nentt. 0,5 g do composito SSF com 10 mL de solugéo nitrico

perclérico (3:1 v/v) a quente, até quase a secura. O
material foi lavado quantitativamente com agua e
filtrado. Todas as aguas de lavagem foram recolhidas

O oxido misto SS foi preparado conforme @ colocadas em um bal3o volumétrico de 100 mL. A
procedimento descrito na literatura por Kurihara, ®feterminacdo do fosfato deslocado foi realizada
al. (2004). espectrofotometricamente pelo método do azul de

molibdénio (SANDARD METHODS FOR THE
Preparacéo do compdsito Si(SnO,/Fosfato, SSF ExAMINATION OF WATER AND
WASTEWATER, 1992).

Foram dispersas 500 mg de SS em 50 mL de umaA quantidade de azul de metileno imobilizado sobre
solugéo 0,5 mol £ de HPO,. Apés 12 h de repouso © composito SSF foi determinado pela digestéo de
filtrou-se o compésito SigEnO/Fosfato e lavou-se 0,100 g de SSAM em H,SO, concentrado e
com agua abundantemente e o material obtido fSterior determinacéo do teor de nitrogénio pelo
colocado para secar na temperatura ambiente. Metodo de Kejdhal.

Preparacdo do xerogel SigSnO,, SS

Imobilizacdo do azul de metileno sobre SSF Medidas fisicas

o Isotermas de adsor¢édo foram determinadas em

Pesou-se 500 mg do CtszOSI'[O Séﬁisperso.u- um equipamento ASAP 2010 na temperatura do
se em 50 mL de s.olug:ao de azul de memennoltrogénio liguido. Inicialmente, a amostra foi tratada
1,0x 16° mol L** & deixou-se em repouso por 8 h N3 100C por 48 h. A area superficial especifica do

tgmperatura ambiente e no escur?. Em Segu'(?lrf’”ﬂ‘aterial foi obtida com a utilizagdo do método MP
filtrou-se e lavou-se o composito com agua. O mate”(%EBB' ORR, 1997) e 0 volume médio dos poros

fol deixado secar na temperatura ambiente e o g, ytilizando-se a aproximagao Horvath-

escuro. O materlal' assim obtido € o &0/ o (HORATH: KAVAZOE, 1983).
Fosfato/Azul de Metileno, S&M.

. o Medidas eletroquimicas

Analises guimicas
O eletrodo de pasta de carbono foi preparado pela

A guantidade de Sn(IV) no compdésito SSF famistura de 15 mg de grafite, 15 mg do compdsito
determinada pelo tratamento de 0,5 g de amostra c&8FRAM e 1 mg de 6leo mineral parafinico (Nujpl
solucdo de HF 40% até a completa dissolugdo dopasta foi entdo depositada na extremidade do
material. Aproximadamente 150 mL de agua foramietrodo de trabalho como pode ser visto na Figura 2.
adicionados e o metal foi precipitado com adicdo de
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Medidas eletroquimicas

Fio de Ni-Cr

A Figura 3 mostra os voltamogramas ciclicos
obtidos, com o uso de eletrodos modificados com
SSRAM (A), SSF (B) e Grafite (C) em KCI 0,5 mol
—p | Tubo de vidro com 2 | | 1 com velocidade de varredura de 20 mV s
mm _de dameto | opserva-se claramente que o azul de metileno foi

imobilizado sobre a superficie do compdésito SIF
{+— | FiodePt potencial formal E, definido como:

Disco de Pt 4_\
E” = (E,. *+E?2 Equacgéo 01

Pasta de Carbono

onde B € o potencial do pico catddico (galé o]
Figura 2. Esquema do eletrodo de pasta de carbono modificaqgotencim de pico anddico. Para o azul de metileno

As medidas eletroquimicas foram realizadas eiwobilizado no SSFo B foi de -90 mV em relacéo

um potenciostato MQPG-01, em conjunto com ao eletrodo de calomelano saturado (ECS), isso
interface MQ/12/8PG conectado a Lmgvidencia um forte deslocamento na direcao positiva

microcomputador para controle do potencial ge potencial em relag&o ao potencial formal do azul
aquisicio de dados.ofias as medidas foramde metileno em solucéo (-200 mV) (PESSOA et al.,
efetuadas utilizando-se uma cela eletroquimica (coJrT?9_7)' Esse deslocamento no pote,nglal pode ser
5,0 mL de capacidade e termostatizada € R8e explicado pela presenca dos grupos acidos presentes

trés eletrodos, onde um eletrodo de calomelahd s.:Jperflme d_‘? matriz q]:Je mteragem com o azul de
saturado (ECS) serviu como referéncia e uma espiP%?t' eno estabilizando a forma reduzida.

de platina como eletrodo auxiliar A estabilidade do azul de metileno sobre a matriz
SSF foi verificada medindo-se os valores das cor-
Resultados e Discusséo rentes anodicas e catodicas em fungdo do numero

de ciclos realizados, na faixa de potencial de -500 a
400 mV vs ECS, a uma velocidade de 20 mém

Analises quimicas e fisicas _
KCI 0,5 mol L* (Figura 4).

O compésito SS apresentou as seguintes As intensidades das correntes de pico apresentam

caracteristicas. Um teor de 15,6% (m/m) de Sn urHga boa estabilidade, indicando que o azul de metileno
srea superficial especifica _ 525 nt g um, nao é lixiviado da superficie do compésito SSF ou
ET '

volume médio de poros de 0,28 mtegum didametro decomposto du[ante 0 gxperlmNento. _
de poro de 1,5 nm. Como areacao de oxirreducéo do azul de metileno

O teor de fésforo obtido no compdsito SSF foi dgnvolve a participacdo de prétons, esta apresenta-se

120umol g* ap6s determinagéo espectrofotométriciStante sensi_vel a mudancas de pH do meio (50 a -
pelo método do azul de molibdénio IDARD 320 MV na faixa de pH 2a 10) (PESSOA et al.,
METHODS FOR THE EXAMINATION OfF 1997). Nste caso, a influéncia do pH do eletrolito

WATER AND WASTEWATER, 1992). O teor de suporte no valor do potencial formaP,,apresenta
azul de metileno adsorvido sobre a superficie cﬁgande importancia no estudo do comportamento do

compésito SSAM foi de 56pumol g* presente eletrodo modificado.
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80,0 na estailidade das correntes de pico com o pH da
%00 solucdo. Nesse caso, foi também observado que os
valores das correntes de pico, tanto anddica quanto
catodica, mantiveram-se constantes em solucdes de
KCI 0,5 mol ! na faixa de pH entre 2,0 a 8,0.

40,04
20,04

0,0

1/ pA

20,0 1
-40,0 1

-60,0 -

-80,0

-204 |

-100,0 -

T
-0,6 -0,4 -0,2 0,0 0,2 0,4

E/Vvs ECS -40

Figura 3. Voltamogramas ciclicos obtidos utilizando eletrodo de ¢ .0

8]
pasta de carbono modificado com 88HA), SSF (B) e Grafite W
(C)emKCI0,5molEtea20 mVs. E -80
S
150 OL | L | ™ | [ ]
-1004
100
-1204
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pH
L o
= . Figura 5. Dependéncia do potencial formal com o pH da solucao
- Al do eletrélito suporte KCI 0,5 moH,_para o eletrodo de pasta de
50 carbono modificado com S&M.
000 00000000000000000000 000000
-100 ~ )
A reacéo redox do azul de metileno envolve a
e participacdo de protons, com a diminuicdo do pH,

© 2 4 & 8 100 120 40 10 18 major 0 nUmero de prétons presentes no meio, de
limero de cicl A .
numero e acios modo que o processo de transferéncia de elétrons se
Figura 4. Estabilidade do eletrodo em KCI0,5mdla20mv <.  torna mais eficiente e, em conseqtiéncia, € maior a

corrente observada. Entretanto, observa-se que nesse

Um aspecto interessante observado durantecgso, tal fendmeno ndo ocorre, a corrente permanece
estudo do pH foi a ndo dependéncia do potencignstante na faixa de pH entre 2,0 a 8,0. Esse
formal com o pH do meio, na faixa de 3,0 28,0 (Figurasultado reforca a hipétese de que quando
5), € nem mudancas significativas na forma dosobilizado sobre a matriz SSF esta parece funcionar
voltamogramas ciclicos. Este comportamento difeg®mo uma protecéo para a molécula de azul de

completamente do observado para o azul de metilef@tileno contra os efeitos do pH da solucdo do
em solucdo (PESSOA et al., 1997). Este fenGmesfetrolito suporte.

pode estar relacionado com a acidez superficial daCom o intuito de verificar as propriedades
matriz SSF produzida pelo processo sol-gel. Esgetrocataliticas do presente eletrodo, realizou-se
mesmo resultado foi encontrado com o azul d&tudos utilizando o acido ascorbicoAM, como
metileno imobilizado em fosfato de zirconio (PESSOAubstrato. A oxidagéo eletroquimica dgAM tem
etal., 1997). sido utilizada extensivamente como sistema modelo
Outra caracteristica de grande importancia n# estudo do efeito da modificac&o na sua atividade
construcdo de sensores para amostras reais consjstalitica. Embora o acido ascérbico apresente um
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potencial de oxidacao relativamente baixo (54 mV), A reacdo catalitica ocorrida na interface eletrodo-
a sua oxidacao eletroquimica em eletrodos metaliceslugdo pode ser descrita de maneira simplificada
e de carbono ocorre em altos sobrepotenciais e podano abaixo:
assim, sofrer a interferéncia de outras espécies
oxidaveis, existentes em amostras biologicas (XINSa interface eletsdo-solucao:
et al., 1992). A u.tilizagéo dos chgmados EQM§SE¢\M + HAA — SSAM _ + 2H" + DHAA
(eletrodos quimicamente modificados) tem o red
possib.ili.tado e.Ietrooxidar o] aci.do gscérbico Mo eletodo:
potenciais consideravelmente mais baixos em relagéo
aos eletrodos ndo modificados (DAAIRTAS; SSAM ,— SSRAM , + 2e
EVANS, 1980; ANDREOTTI; GUSHIKEM, 1992).
A reagéo de oxidagdo de/dh, ocorre segundo um Onde SSAM , e SSAM _, correspondem as formas
processo eletroquimico — quimico (uma reacéo gxidada e reduzida do azul de metileno sobre a matriz
transferéncia de elétrons seguida de um processoxfel respectivamente, JAA o acido ascorbico e
hidratacdo), no qual o acido ascorbico é oxidaddHAA a forma oxidada do acido ascorbico (acido
irreversivelmente a acido dehidroascorbico hidratadg¢hidroascorbico).
(HARTLEY, 1985).

Observa-se, pela Figura 6, que a oxidacéo do acfd®tencado da curva analitica para HAA por
ascorbico, com o uso do eletrodo de pasta de carb&hgnoamperometria
modificado com SS&VI, ocorreu em 0,0 mV vs ECS.
A eletrooxidacéo do acido ascorbico em eletrodo de Fixando-se o potencial em 0,0 mV vs ECS, foi

grafite ocorre a 450 mV vs ECS, e isso reforca ghtida a curva analitica por amperometria parga\

fato de que a eletrocatalise do acido ascorbico §gr meio de adicdes sucessivas de aliquotas de 100
deve ao azul de metileno imobilizado e devido e uma solugdo padrio de acido ascorbico de
natureza da matriz, ocorre uma reducéo de 450 Yncentracsio [PAA] = 1,0x102 mol L em 5,0 mL

em relacdo a grafite, e, com isso, ocorre UM KCl 0,5 mol L, tamponado a pH 7,0 (Figura 7).

diminuigéo acentuada do sobrepotencial no eletrodo.

O tampéo pH 7,0 utilizado na eletrooxidagdo do *7 ~ . "
acido ascorbico pelo eletrodo 9 foi o fosfato 1 - .
monobasico de potassio/KOH (MORAT . "
ASSUMPCAO, 1972). 3 .

CE s T .

300,0 g N -

200,0 o =7 L]

< [ ]
100,0 104 "
< [ ]
2 0,04
= [ ]
54
-100,0 o u
[ ]
v200,0 0 T T T T T T T T T T T T
0 5 10 15 20 25 30
-300,0 4 o P 4 -1
, , , , , , [Acido ascorbico] x 10/ mol L

-0,6 -0,4 -0,2 0,0 0,2 0,4

E/V vs ECS Figura 7. Dependéncia entre a corrente e a concentracdo de acido

Figura 6. Voltamogramas ciclicos obtidos utilizando-se eletrod(’ils‘CorbICO (curva analitica). Figura inserida: Cronoamperograma

de pasta de carbono modificado com &8km KCI 0,5 mol L obtido ap6s sucessivas adi¢gfes de [0@le acido ascorbico

tamponado a pH 7,0 a uma velocidade de varredura de 20. mVJSOX102 mol L*em 5,0 mL de eletrolito supprte KCL 0,5 mdi L
(A) auséncia de JAA e (B) na presenca de,NA tamponado a pH 7,0, fixando-se o potencial em 0,0 mV vs ECS.
A
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A correlacdo linear obtida fahl = 0,078 + sensor eletroquimico para acido ascérbico em
1,0024[HAA ] com r = 0,9999 para n = 15. O limiteamostras reais, a quantidade de vitamina C em
de deteccéo foi de 7,8 x 1@nol L%, considerando tabletes, adquiridos em farmacias da regido de
uma relacao sinal/ruido = 3. A reprodutibilidade corhondrina, foi determinada pela utilizagédo da técnica
0 mesmo eletrodo foi boa, apresentando um deswe cronoamperometria com potencial fixo em 0,0 mV
padrdo relativo de 1,8% para n = 15. A média des ECS.
tempo de resposta do eletrodo, medido apés variasPara a determinacdo do acido ascorbico nos
adicbes do substrato na cela eletroquimica, foi tibletes, as amostras foram preparadas como indicado
cerca de 1,5 s. O eletrodo apresentou-se bastapédo método padrdo e os valores obtidos foram
estavel, permitindo o seu uso por pelo menos 6 mesesnparados com os obtidos pela utilizagdo do
com utilizacéo diaria, sem significativas mudancas ereagente 2,6-diclorofenilindofenol (LINDQUIST
sua resposta. 1975). Os resultados estdo sumarizadosabald 1.

Os resultados obtidos pelo sensor 8BIF
Determinacdo do teor de acido ascérbico em apresentam boa concordancia com os obtidos pelo
amostras reais método padrao, indicando que o mesmo é bastante

promissor na constru¢cdo de um sensor para acido
Com o intuito de testar a potencialidade analitiGgcgrbico.

do eletrodo de pasta de carbono A8Fcomo um

Tabela 1 — Determinacgao de &cido ascoérbico em tabletes usando o sensor SSFAM e comparando os resultados
com os obtidos pelo método padréo.

Amostras Teor declarado / g Método padrédo®/ g SSFAM® / g
A 1,0 1,021 + 0,004 1,020 = 0,004
B 1,0 1,008 + 0,004 1,001 + 0,005
C 1,0 0,987 + 0,005 0,982 £ 0,004
D 1,0 0,967 £ 0,004 0,959 £+ 0,005
E 1,0 0,976 £ 0,004 0,969 = 0,004
F 1,0 1,011 £ 0,005 1,000 + 0,005
Concluséo

O compdsito SSkproduzido pelo processo sol-gel, éneio, sugere que este material apresenta em efeito
capaz de imobilizar e estabilizar a forma reduzida gwotetor muito pronunciado. Pode-se supor que o azul
azul de metileno de forma muito acentuada, poisd@ metileno esteja ancorado dentro de poros e
capaz de um deslocamento significativo do potenciestabilizado por mltiplas interagdes com os grupos

formal do azul de metileno, quando comparados ésidos dos 6xidos metalicos ou grupos fosfato acidos
valores da espécie eletroativa imobilizada e edesta matriz.

solugéo. Os estudos voltamétricos mostram que estes
A alta estabilidade eletroquimica do azul de metilenmateriais ndo apresentam alta resistividade, ao
guando imobilizado neste material microporoso cogontrario do que se espera, para um compdsito com
relacdo ao numero de ciclos e ao efeito do pH ddlica em sua estrutura. Além disso, possibilita a
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eletooxidacao do acido ascorbico no potencial de Oflectroanalytical ChemistryAmsterdam, M09,

mV vs ECS. p.301-308, 1980.

A utilizagdo do eletrodo S&™ como sensor

eletroquimico para o acido ascorbico em amostrBEERREIRA, C. U.; GUSHIKEM, Y KUBOTA, L. T.
reais demonstrou, em comparac&o com os resultadidgctrochemical properties of MeldotaBlue
obtidos pelo método do 2,6-diclorofenilindofenoimmobilized on silica-titania phosphate prepared by
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