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RESUMO

Esta dissertacdo apresenta o estudo eletroquimico de eletrodo modificado com
filme de hexacianoferrato de 6xido de ruténio visando a detec¢do e quantificacdo
seletiva e sensivel de sulfito em amostra de sucos. Primeiramente, estudos
eletroquimicos do crescimento do filme de hexacianoferrato de éxido de ruténio em
um eletrodo de carbono vitreo (eletrodo de trabalho) por voltametria ciclica e
microbalanca eletroquimica de cristal de quartzo foram realizados. O comportamento
eletroquimico de sulfito no eletrodo modificado foi investigado e verificou-se que a
reducdo eletroquimica da molécula ocorreu em baixos potenciais (préximo de 0,0 V vs
Ag/AgCl/KCl 3 mol L), o que n3o ocorreu em eletrodo ndo modificado ou mesmo
modificado com azul da Prussia (hexacianoferrato de ferro), sendo este um indicativo
cldssico de eletrocatdlise do filme podendo ser aplicado como sensor seletivo para
sulfito. Estudos do mecanismo de transporte de massa de sulfito durante o processo
de reducdo no eletrodo modificado foram realizados e os resultados apontam para
processos mistos de transporte de massa, ou seja, além do transporte difusional do
seio da solucdo, verificou-se o aprisionamento de sulfito no interior do filme
modificador do eletrodo. Desta forma, a reducdo eletroquimica de sulfito no interior
do filme é a causa provavel da diminuicdao dos valores de potenciais para valores
préximos de 0,0 V.

O eletrodo modificado foi aplicado para o monitoramento amperométrico em
potencial constante de -0,2 V usando sistema em batelada sob agitacdo constante.
Este sistema apresentou sensibilidade de 41,5 nA L / umol (R = 0,996), limite de

deteccdo de 20 pmol L' e mostrou-se livre de interferéncias de dacido ascérbico,



citrato, frutose e glicose. Posteriormente, o mesmo eletrodo foi adaptado em célula
eletroquimica do tipo “wall-jet” para analises por injecdo em fluxo (FIA), aplicando o
potencial constante de -0,2 V, para a determinacdo de sulfito em amostras de suco
concentrado. Também em sistema FIA, avaliou-se a técnica de amperometria de
multiplos pulsos para a determinagdo simultanea de sulfito e acido ascérbico. Uma
sequéncia de pulsos de potencial foi otimizada (+0,4 V / 300 ms: oxida¢do do acido
ascérbico, 0,0 V / 60 ms: limpeza eletroquimica ou manutencdo da superficie do
eletrodo, -0,2 V / 60 ms: redugdo do sulfito) para determinag¢do simultanea de sulfito e
acido ascorbico de forma seletiva. O método FIA apresentou repetibilidade satisfatéria
(desvio padrao relativo para acido ascoérbico e sulfito de 2,9% e 2,7%, respectivamente)
e elevada frequéncia analitica (120 inje¢des h'). A curva analitica de ambos analitos
apresentaram aceitdveis valores de coeficientes de correlagdo (R = 0,998) e baixos
limites de detec¢do e quantificacdo (para o sulfito de 2,9 e 9,6 umol L e para acido

ascorbico de 7,6 e 25 umol L, respectivamente).
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ABSTRACT

This dissertation presents the electrochemical study of modified electrode with
a ruthenium oxide hexacyanoferrate film aiming the selective and sensitive detection
and quantification of sulfite in juice samples. First, electrochemical studies of the
growth of ruthenium oxide hexacyanoferrate film on a glassy carbon electrode
(working electrode) by cyclic voltammetry and electrochemical quartz crystal
microbalance were performed. The electrochemical behavior of sulfite at the modified
electrode was investigated and it was found that the electrochemical reduction of the
molecule occurred at low potential (near to 0.0 V vs. Ag / AgCl / 3 mol L KCl), which
did not occurs at the unmodified electrode or even at a Prussian-blue modified
electrode (iron hexacyanoferrate), which is indicative of classic electrocatalysis by the
film and then it could be applied as a selective sensor for sulfite. Studies of the
mechanism of mass transport of sulfite during the process of reduction at the modified
electrode were conducted and the results indicate mixed processes for mass transport,
in addition to the diffusional transport of sulfite from the bulk solution, it was found
sulfite trapping inside the electrode film modifier. Thus, the electrochemical reduction
of sulfite inside of the film is the likely cause of the decrease of the potential values
closeto 0.0 V.

The modified electrode was applied for the amperometric monitoring at
constant potential of -0.2 V using a batch system under constant stirring. This system
provided a sensitivity of 41.5 nA L / mol (R = 0.996), a detection limit of 20 mmol L*
and was free of interference from ascorbic acid, citrate, fructose and glucose.

Subsequently, the same electrode was adapted into an electrochemical cell of "wall-

vii



jet" type for flow injection analysis (FIA), applying the constant potential of -0.2 V, for
the determination of sulfite in concentrated juice samples. Also in the FIA system, it
was evaluated the multiple pulse amperometry technique for the simultaneous
determination of sulfite and ascorbic acid. A sequence of potential pulses was
optimized (+0.4 V / 300 ms: oxidation of ascorbic acid; 0.0 V / 60 ms: electrochemical
cleaning or maintenance of the electrode surface; -0.2 V / 60 ms: reduction of sulfite)
was used for the simultaneous and selective determination of sulfite and ascorbic acid.
The FIA method presented satisfactory repeatability (relative standard deviation for
ascorbic acid and sulfite were 2.9% and 2.7%, respectively) and high analytical
frequency (120 injections h'). The analytical curve of both analytes presented
acceptable correlation coefficient values (R = 0.998) and low limits of detection and
quantification (2.9 and 9.6 umol L? for sulfite and 7.6 and 25 umol L for AA,

respectively).
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MECQ - Microbalanca eletroquimica a cristal de quartzo
NC - Nanotubos de carbono

PAH - Hidrocloreto de polialilamina

VOQ - Voltametria de onda quadrada

AMP - Amperometria por multiplos pulsos

ET - Eletrodo de trabalho

ER - Eletrodo de referéncia

EA - Eletrodo auxiliar

VPD - voltametria por pulso diferencial

VV - Velocidade de varredura

LQ - Limite de quantificacdao
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INTRODUCAO E OBJETIVOS

DO TRABALHO




1.1 ELETRODOS QUIMICAMENTE MODIFICADOS

O termo eletrodo quimicamente modificado (EQM) foi inicialmente utilizado na
eletroquimica por Moses e colaboradores [1] em 1975 para designar eletrodos com
espécies quimicamente ativas, convenientemente imobilizadas em suas superficies,
com o objetivo de pré-estabelecer e controlar a natureza fisico-quimica da interface
eletrodo-solugao. A modificagdo do eletrodo normalmente confere a este as
caracteristicas fisico-quimicas (reatividade, seletividade, etc.) do modificador,
possibilitando assim o desenvolvimento de dispositivos com respostas adequadas para
varios propdsitos e aplicagGes desde a catalise de rea¢des organicas e inorganicas até a
transferéncia de elétrons em moléculas de interesse [1]. O primeiro exemplo de uma
modificacdo deliberada da superficie de um eletrodo foi o trabalho de Lane e Hubbard
[2]. Estes pesquisadores adsorveram na superficie de eletrodos de platina varias
olefinas funcionalizadas, explorando a propensdo de grupos alceno quimisorverem-se
sobre este metal. Neste trabalho pioneiro foram feitas observacdes importantes. Por
exemplo, foi verificada a capacidade do 4cido 3-alil-salicilico coordenar ferro
seletivamente, em funcdo do potencial aplicado. Este fato foi a primeira indicacdo da
utilidade analitica de EQMs, pois demonstrou a capacidade de um grupo imobilizado
complexar um ion metdlico, e também a possibilidade de direcionar a coordenacao
através da escolha do potencial aplicado.

A partir destes trabalhos pioneiros, o preparo e utilizacdo de EQMs tém se
expandido de forma bastante acentuada, como pode ser inferido do expressivo
nimero de artigos publicados sobre este tema nos dudltimos anos. Além da

eletroandlise, que tem se destacado como uma das areas mais ativas neste campo, os



EQMs tém sido utilizados para fins outros que nao analiticos, incluindo estudos basicos
de eletrocatdlise, de cinética de transferéncia de elétrons, de permeacdo de
membranas, sintese eletroorganica e fotoeletroquimica [3].

A grande maioria das aplicagdes analiticas de EQMs envolve técnicas
voltamétricas ou amperométricas. Entretanto, também sdo descritos na literatura
alguns casos de aplicacdo de EQMs como eletrodos ion seletivos [3].

Do ponto de vista analitico a sensibilidade e/ou a seletividade de uma
determinacdo deve aumentar com a utilizacdo de um EQM para que seu uso seja
justificado. Isto pode ser obtido por meio de um ou mais dos seguintes fendmenos:
pré-concentracdo, eletrocatdlise e exclusdo de interferentes. Em geral a obtencdo de
sensibilidades mais altas ocorre por pré-concentracao da espécie de interesse ou por
eletrocatdlise, sendo que a aplicagdo de qualquer destes principios resulta em inerente
aumento da seletividade. A Figura 1 ilustra esquematicamente o principio da acdo de
um mediador imobilizado a superficie de um EQM, em um processo de reducdao de um

substrato, analogo ao processo de oxida¢ao do mediador também.

Red Produto
. /7 Red)
>
Oxi \ Substrato
(Oxi)
Superficie do .
eletrodo Solugdo

Figura 1. llustragdao esquematica do principio de atuagcdo de um mediador redox

imobilizado a superficie de um EQM usado para eletrocatalise.



1.1.1. HEXACIANOFERRATOS

Os eletrodos modificados com materiais inorganicos praticamente formam uma
nova categoria dos EQMs. Varias matrizes inorganicas tém sido usadas como agentes
modificadores de eletrodos convencionais. Destes, destacam-se os filmes de
hexacianoferrato (HCF)[4].

A histdria da quimica dos HCF teve inicio no ano de 1704 com o descobrimento
do azul da Prussia (AP-hexacianoferrato de ferro). No entanto, somente recentemente
informacdes mais detalhadas sobre as caracteristicas eletroquimicas dos HCFs e seus
andlogos vém sendo disponibilizadas na literatura, como suas propriedades
eletrocromicas, eletrocataliticas e espectroscépicas [5]. O acesso a estas informacgdes
vem aumentando o numero de aplicagdes do material.

Uma das principais aplicacdes de sensores modificados com AP é a
determinacdo catalitica de perdxido de hidrogénio em um potencial aplicado
relativamente baixo (0,0 V vs Ag/AgCl/KClsat.) [6]. A detecgdo em baixo potencial de
H,0, contribui para eliminar possiveis interferentes eletroativos que podem ser
encontradas em amostras reais. A selecdo de tamp3o de fosfato (pH 7,2) e 0,1 mol L*
KCl como eletrélito foi relacionado com o melhor desempenho do eletrodo modificado
por Karyakin e colaboradores [7]. Devido a elevada seletividade fornecida pelos
eletrodos modificados com AP para detecgao de H;0», tais sensores eletroquimicos
foram denominados 'Peroxidase artificial'[7].

Amorim e colaboradores [8] apresentam resultados de determinacdo de H,0;

utilizando eletrodos compdésitos modificados com AP em baixo potencial (0,0 V) em



amostras de enxaguante bucal e amostras de leite com limite de deteccdo igual a 0,8 e
10 umol L, respectivamente [6, 8].

Peroxido de hidrogénio é uma importante molécula a ser determinada, pois é
utilizada em diversas aplicacbes, como em processos oxidativos avancados para a
degradacdo de poluentes, agente branqueador nas industrias de papel e celulose,
téxteis e produtos de higiene bucal [9, 10].

A configuragdo mais utilizada para a montagem de biossensores
amperométricos enzimaticos é a que envolve o uso de uma enzima oxidase. Esta classe
de enzimas atua através da oxidacdo do substrato e, em seguida, volta ao seu estado
original ativo através da transferéncia de elétrons para o oxigénio molecular, de modo
gue os produtos finais destas enzimas sao a forma oxidada do substrato e, como um
produto secundario, o peréxido de hidrogénio [11]. Tanto a medi¢do do consumo de
oxigénio [12] e a produgdo de perdxido de hidrogénio [13-15] podem fornecer
informacgdes sobre a concentragao inicial do substrato da enzima.

Métodos baseados na medicdo do perdxido de hidrogénio foram grandemente
preferidos nos ultimos anos para os que se baseiam na reducdo do oxigénio. No
entanto, uma grande desvantagem é representada pelo elevado potencial necessario
para a oxidacdo de perdxido de hidrogénio (0,7 V vs Ag/AgCl) em que muitas
substancias eletroativas (por exemplo, acido ascérbico, acido urico, etc) que estdo
geralmente presentes em amostras reais, podem também ser oxidadas resultando em
sinais de interferéncia [11].

Por esta razdo, na ultima década, os mediadores eletroquimicos inorganicos
[16-18], que catalisam a oxidacdo ou a reducdo do peréxido de hidrogénio, tém sido

preferidos e utilizados para a montagem de biossensores baseados em oxidase. Isso



resulta em uma diminuicdo do potencial aplicado e consequentemente um menor
numero de interferentes detectaveis.

Analogo ao AP, o hexacianoferrato de éxido de ruténio (RUOHCF), composto de
estudo deste trabalho, teve suas propriedades eletrocataliticas exploradas para a
determinacdo de aminodcidos contendo enxofre (cisteina, metionina e cistina) [19],
acido ascorbico (AA) [20], desoxiguanosina [21]e H,0, [22].

Shaidarova e colaboradores [19] apresentam a utilizacdo de eletrodo de grafite
modificado com hexacianoferrato de ruténio para a determinacdo eletrocatalitica de
cisteina, metionina e cistina. O EQM apresentou diminui¢ao dos potenciais de oxida¢ao
em relacdo ao eletrodo puro, para a cisteina, metionina e cistina, em 0,25, 0,15 e 0,60
V, e limites de deteccdo (LD) igual a 4,0, 5,0 e 9,0 nmol L}, respectivamente.

A oxidagcdo do dacido ascérbico em um eletrodo modificado com RuOHCF foi
caracterizada por voltametria ciclica utilizando sistema de analise por injecdo em fluxo
(FIA) por Paixao e colaboradores [20]. Nesta superficie modificada, o processo permite
a determinacdo eletrocatalitica de AA em 0,0 V e pH 6,9, com um LD de 2,2 umol L'*

Em outro trabalho, Paixdo e colaboradores [21] mostraram a determinacdo de
desoxiguanosina em eletrodo de carbono vitreo (CV) modificado com RuOHCF.
Utilizando voltametria ciclica é possivel ver um pico anddico em torno de 1,1 V com a
adicdo do analito, mostrando uma evidéncia de oxidacdo eletrocatalitica de
desoxiguanosina no eletrodo modificado. A eficiéncia catalitica do eletrodo modificado
com RuOHCF para a oxidacdao de desoxiguanosina foi estimada pela comparacdo de
sinais obtidos com o eletrodo modificado e o eletrodo puro, obtendo um aumento de

9 vezes de corrente para o modificado.



Este mesmo eletrodo também foi usado por Paixdo e colaboradores [22] para
deteccdo amperométrica de H,0;. O processo eletrocatalitico permite a determinacao
de perdxido de hidrogénio a 0,0 V, com um LD de 1,3 pmol L' e ampla faixa linear (10-
500 umol L'') em uma anélise acoplada a sistema FIA.

O filme de RUOHCF ja foi estudado quanto a influéncia da composicdo do
eletrélito suporte no perfil voltamétrico do filme, quanto ao efeito do pH, tal que,
guanto maior a acidez do meio, maior é o deslocamento dos quatro picos para
potenciais mais positivos (faixa de pH entre 0,5 e 3,0). Apesar dos mecanismos de
formacdo do filme de RuOHCF ndo serem bem conhecidos, suas propriedades
eletrocataliticas sao significativas [23].

O sulfito é uma molécula de grande interesse na industria alimenticia, sendo
usado como conservante para prevenir processos oxidativos, inibir crescimento
bacteriano e preservar a vitamina C. Apesar das grandes vantagens trazidas a industria
alimenticia, o sulfito é téxico e sua concentracdo em alimentos deve ser, portanto,

monitorada [24].

1.2 ESPECIES ANALITICAS ESTUDADAS

1.2.1 SULFITO

O sulfito e suas diversas formas sdo adicionados em alimentos por diversas

razdes, dentre as quais o controle do escurecimento enzimatico e ndo-enzimatico nos

alimentos, por sua a¢do antimicrobiana, antioxidante, redutora e clarificante [25, 26].



Sulfito tem sido largamente utilizado como um conservante nas industrias de
alimentos devido a sua capacidade para reduzir ou prevenir o crescimento de bactérias
e de oxidacdo durante a preparacao, distribuicdo e armazenagem de vdrios produtos
alimentares [27].

Existem oito compostos nos quais os sulfitos sdo encontrados como
conservantes: diéxido sulfurico (SO2), sulfito de sddio (Na;SOs), bissulfito sddico
(NaHSOs), bissulfito de potassio (KHSOs), metabissulfito sdédico (Na2S20s),
metabissulfito de potassio (K2S20s) e bissulfito de calcio (Ca(HSOs);). Os sulfitos,
bissulfitos e metabissulfitos sdo formas quimicas derivadas do gds anidrido sulfuroso
[28].

Devido as suas multiplas fungdes, os sulfitos sdo usados em varios produtos,
como licores, frutas secas, hortalicas desidratadas (exceto cebola e alho), frutas e
legumes frescos, sucos de frutas, bebidas carbonatadas, produtos cdrneos como
salsichas, peixes e linguicas, e vinhos [29-36]. A adicao de sulfito em alimentos é objeto
de debate devido a certas observagdes que sugerem riscos potenciais a saude. Efeitos
téxicos tém sido relatados, assim, a agéncia reguladora de alimentos e drogas dos
Estados Unidos (FDA) exige a insercao de etiquetas de adverténcia nas embalagens de
alimentos que contenham concentragdes de sulfito acima de 10 ppm [27, 37]. Certos
individuos apresentam sensibilidade quando expostos a esta substancia,
especialmente os asmaticos, que podem apresentar graves espasmos bronquiais; uma
segunda preocupacdao se refere aos efeitos carcinogénicos e mutagénicos desta
substancia [38].

A ingestdo pode causar irritacdo gdstrica por liberacao de acido sulfuroso. Pode

ocorrer reacdao asmatica apds a ingestdao. Grandes doses podem resultar em nausea,



vOomito, diarréia, dores abdominais e depressdo do sistema nervoso central. Dose fatal
estimada: acima de 5000 ppm. A inalacdo causa irritacdo do trato respiratério. Os
sintomas podem incluir tosse e coriza. Pode causar reacdo alérgica em pessoas
sensiveis. O contato com a pele pode causar irritacdo de pele. Os sintomas incluem

avermelhamento, coceira e dor [39].

1.2.1.1 DETERMINACAO DE SULFITO

O uso de conservantes e outros aditivos alimentares em diferentes paises é
limitado por legislagcdes especificas, estabelecidas com base na seguranca de uso e
necessidade tecnoldgica. O Brasil, assim como outros paises, segue as recomendacdes
do JECFA (Joint FAO/WHO Expert Committee on Food Additives) na utilizacdo segura
dos aditivos em alimentos [40].

O sulfito geralmente é determinado em alimentos e bebidas por métodos
espectrofotométricos [41], quimioluminescentes [42], métodos de titulacdo
iodométrica direta [43] e por titulagdo coulométrica [44], além de métodos
enzimaticos [45] e amperométrico [46] como alternativas mais convenientes.

Outros métodos de determinacdo de sulfito incluem sensores eletroquimicos
[47-49] e uso de microbalanca eletroquimica de cristal de quartzo (MECQ) [50].

Sistemas eletroquimicos tém oferecido uma solucdo para analisar muitas
espécies, devido ao baixo custo da instrumentacdo, rapidez nas analises e sensibilidade

satisfatoria.



Garcia e colaboradores [24] desenvolveram um trabalho utilizando eletrodo de
carbono vitreo modificado com AP na determinacdo eletroquimica da oxidacdo de
sulfito em amostras de vinho. Utilizando técnicas voltamétricas com este sensor
notou-se uma diminuicdo em 330 mV em relacdo ao eletrodo puro de CV obtendo um
LD 80 umol L para sulfito [24].

A oxidacdo eletrocatalitica de sulfito tem sido estudada por eletrodo de pasta
de carbono contendo nanotubos de carbono (NC) modificados com 4&cido
ferrocenocarboxilico. Verificou-se que sob a condicdo ideal (pH 7,0) em voltametria
ciclica, a oxidacdo do sulfito ocorreu a um potencial de cerca de 350 mV menos
positivo do que eletrodo ndao modificado. Utilizando voltametria por pulso diferencial
(VPD) obteve-se LD igual a 0,3 umol L [51].

Sartori e colaboradores utilizaram eletrodo de carbono vitreo (CV) modificado
com NC funcionalizado com filme de hidrocloreto de polialilamina (PAH) para
determinacdo voltamétrica de sulfito. O potencial de pico anddico para oxidagdo de
sulfito em um CV/PAH/NCs foi de 0,41 V enquanto a CV/PAH e CV, os potenciais de
pico foram de 0,96 e 0,89 V, respectivamente. Utilizando voltametria de onda
quadrada (VOQ) o LD foi de 4,2 umol L'* com eletrodo de CV/PAH/NCs [52].

A maioria dos trabalhos encontrados na literatura para determinacdo
eletroquimica de sulfito explora potenciais positivos promovendo a oxidacdo de
sulfito, mas em amostras de bebidas geralmente possuem alguns interferentes nestes
potenciais, como AA, glicose, acido citrico, dentre outros. Assim ha certa necessidade
de investigar processos eletroquimicos de sulfito em potenciais negativos em que

ocorre a sua redugdo.
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Davis e colaboradores [53] investigaram a eletrorreducdo de sulfito utilizando
eletrodo de carbono vitreo em 0,05 mol L' de &cido sulfirico realizando a

determinacdo de sulfito em potencial igual a -0,6 V [53].

1.2.2 ACIDO ASCORBICO

O AA, também conhecido como vitamina C, é produzido sinteticamente e

extensivamente usado na industria de alimentos pela agdo antioxidante [54].

HO —

HO OH

Em muitos alimentos é adicionado como suplemento (sucos de frutas, por
exemplo), sendo usado na medicina na forma de pilulas como componente de tabletes
multivitaminicos [55].

A vitamina C funciona no interior do corpo humano, encaixando-se em ambos
os lados da reagao de déxido-reducdo, que acrescenta ou retira atomos de hidrogénio
de uma molécula. Quando se oxida forma o acido desidroascdrbico pela retirada, por
agentes oxidantes, de dois dtomos de hidrogénio. Reduz-se pelo acréscimo de dois
atomos de hidrogénio, formando novamente o AA [56]. O AA administrado em altas
doses, apds atingir concentracdo maxima nos tecidos, sofre eliminacdo do excesso
pelos rins. Os principais metabdlitos do AA excretados na urina, além do AA inalterado,

sdo o acido desidroascorbico, o acido oxalico e o acido 2,3-dicetogulénico, sendo que
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seus teores na urina acham-se relacionados com as espécies animais, e também com o
teor de AA administrado [57].

Altas concentragdes de AA no sistema nervoso explicam-se pela provavel
necessidade de ascorbato (forma ionizada do AA) na sintese de neurohorménios e de
noradrenalina. A vitamina C participa no metabolismo do triptofano e dos

neurotransmissores, serotonina e dopamina [58].

1.2.3 DETERMINACAO DE SULFITO E ACIDO ASCORBICO

Varios métodos estdo disponiveis na literatura para a determinacgao simultanea
de sulfito e AA, dois antioxidantes comumente utilizados em industrias de bebidas,
como por exemplo, cerveja [59] e sucos comerciais [60], por cromatografia de ions [61,
62] cromatografia liquida de alta eficiéncia [59], potenciometria indireta [63] e VOQ
utilizando eletrodo modificado [60].

Estes aditivos inibem o crescimento de bactérias, e controlam as reacdes
enzimaticas e ndo-enzimaticas, melhorando a aparéncia e sabor dos alimentos e
bebidas durante o processamento e armazenamento. Adicionalmente, o AA tem
muitos beneficios enquanto sulfitos sdo utilizados para preservar AA em alimentos e
bebidas, pois AA é susceptivel a degradacdo enzimatica e oxidacdo quimica [64, 65]. O
desenvolvimento de metodologias rdpidas, de baixo custo, com sensibilidade e
seletividade satisfatéria e de facil execucdo sdo de grande importancia para a
determinacdo de sulfito e AA. Desta forma, técnicas eletroquimicas se destacam

nessas analises por se mostrarem uma ferramenta util com tais vantagens.
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Ha apenas um trabalho publicado na literatura para determinacdo
eletroquimica simultanea de sulfito e AA, apresentado por Fatibello-Filho e
colaboradores [60]. Neste trabalho, utiliza-se eletrodo de carbono vitreo modificado
com NC em filme de PAH com determinacdo voltamétrica de ambos analitos. Os
potenciais de pico anddicos de AA e de sulfito foram selecionados em 0,005 V e 0,327
V (vs. Ag / AgCl (3,0 M KCI)), respectivamente através de voltametria ciclica. Utilizando
uma técnica de voltametria de varredura linear, as curvas analiticas obtidas foram
lineares para AA e sulfito em intervalo de concentracio de 5,0-200,0 umol L, com LD
de 3,0 e 3,5 umol L' de AA e de sulfito, respectivamente.

Neste ambito, a analise por injecio em fluxo associada amperometria por
multiplos pulsos (AMP) representa uma ferramenta Gtil na busca por resultados mais

satisfatorios.

1.3 TECNICAS ELETROANALITICAS

As técnicas eletroanaliticas estdo sendo cada vez mais utilizadas nas mais
diversas dreas do conhecimento, com o objetivo de se obter informacdes
fundamentais sobre propriedades intrinsecas das substancias. Estudos de processos de
oxidacdo e reducdo em varios meios, de adsor¢do em superficies e de mecanismo de
transferéncia de elétrons, exemplificam algumas das aplicacdes das técnicas
eletroanaliticas.

Existem trés formas pelo qual o transporte de massa pode ocorrer em uma

célula eletroquimica: difusdo, migracdo e convecgdo [66]. A difusdo é criada pela
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diferenca de concentracdo entre as espécies proximas a superficie do eletrodo e o seio
da solucdo; a migracdo deve-se a movimentacado de espécies idnicas devido a acdo de
um campo elétrico e a convecc¢do consiste na movimentacdo de espécies idbnicas ou
neutras devido a agitacdo mecanica da solucdo (sistemas hidrodinamicos) ou em
funcdo de um gradiente de temperatura (normalmente desprezivel).

Dois tipos de processos podem conduzir correntes através da interface
eletrodo/solucdo: a corrente faradaica e a corrente ndo faradaica ou capacitiva [67]. A
origem da corrente faradaica estd na transferéncia de elétrons entre o eletrodo de
trabalho e as espécies eletroativas da solucdo. Este processo obedece a lei de Faraday,
a qual determina a corrente proporcional a quantidade de reagentes formados ou
consumidos no eletrodo. A corrente capacitiva é gerada pela dupla camada elétrica
formada na interface eletrodo/solu¢do devido a uma variagdo de potencial ou até
mesmo a potencial constante, caso a capacitancia do eletrodo estiver mudando por
alguma razao, que pode ser pela mudanca de area do eletrodo ou pela variagdo de
temperatura. Esta corrente nao depende de nenhuma rea¢ao quimica.

As técnicas eletroanaliticas oferecem uma série de vantagens, tais como:
seletividade das determinacdes resultantes do processo redox das espécies analiticas
de interesse em funcdo do potencial aplicado; seletividade decorrente dos processos
redox do analito em eletrodo de trabalho feito com material especifico; grande
sensibilidade e baixos LD resultante das técnicas de pré-concentracdo e modos de

aquisicao de sinal que proporciona ambiente com baixo sinal de fundo [68].
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1.3.1 VOLTAMETRIA CICLICA

Na voltametria ciclica, uma varredura triangular de potencial com velocidade
conhecida e constante é aplicada a um eletrodo de trabalho estaciondrio e com a
solucdo mantida em repouso, onde, quando se alcanca o potencial final desejado, a
direcdo da varredura é invertida em direcdo ao potencial inicial, obtendo-se como
resposta a tal perturbacdo um grafico de corrente vs. potencial, conhecido como
voltamograma [69]. A voltametria ciclica é o experimento inicial de estudos que
desejem avaliar o comportamento eletroquimico de um composto ou a superficie de
um eletrodo [70] j& que permite verificar o comportamento redox de um sistema em
um intervalo de potencial.

O controle do potencial é feito no eletrodo de trabalho. Para que este controle
seja possivel, uma diferenca de potencial é aplicada entre o eletrodo de trabalho (ET) e
um eletrodo de referéncia (ER) cujo potencial é conhecido e constante. Para que o
potencial se mantenha constante no ER durante os experimentos, a corrente gerada
pelo sistema flui entre o ET e auxiliar (EA) (arranjo eletronico).

Os parametros eletroquimicos mais importantes em voltametria ciclica sdo os
potenciais de pico catddico e anddico (Epc e Epa) e as correntes de pico catddica e
anddica (lpc e Ipa) e os potenciais de meia onda (E1/2), essenciais para caracterizar o
processo eletrédico ocorrido.

Testes diagndsticos realizados a partir da observacdo da dependéncia da
intensidade de corrente com o potencial aplicado em relacdo a velocidade de

varredura (VV) permitem obter informacdes relevantes sobre reversibilidade ou
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irreversibilidade do processo de transferéncia de elétrons, ocorréncia de reagoes
guimicas acopladas, fen6menos cataliticos e adsorc¢do [71].

Para que a relacdo entre o sinal eletroquimico medido e concentracdo da
espécie analitica de interesse seja linear é indispensavel que a velocidade do
transporte de massa nesta camada seja constante (migracdo deve ser constante). O
artificio usado para atingir este objetivo é o uso de um eletrélito inerte cuja
concentracdo seja pelo menos 50 vezes superior ao das espécies analiticas de
interesse, sendo que este eletrélito deve estar presente nas amostras e nas solugdes
padrao.

Os principais atributos responsaveis pela popularizacdo, em diversas areas de
aplicacdo, dessa técnica s3o: facilidade de utilizagdo e versatilidade. E uma técnica em
que, uma célula voltamétrica apropriada quando submetida a uma varredura de

potencial ciclico e linear, se estuda a relagdo potencial-corrente (Figura 2).

Potencial
Corrente

E; E;
Tempo Potencial

[ potenciostato ]

EA ER ET

Figura 2. Representagao esquematica de um experimento de voltametria ciclica. Ei
potencial inicial; Ef: potencial final, Es: potencial de inversado; ET: eletrodo de trabalho;

ER: eletrodo de referéncia; EA: eletrodo auxiliar[72].
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1.3.2 AMPEROMETRIA

O desenvolvimento da instrumentacdo eletroanalitica desencadeou o
crescimento da utilizacdo de técnicas de detecc¢do eletroquimicas, tais como: a VOQ, a
VPD e a amperometria, com as quais é possivel a aquisicdo de dados com sensibilidade
compardvel a obtida com o emprego de técnicas cromatograficas de separacdo com
deteccdo espectrofotométrica [73].

Na amperometria convencional, o ET é normalmente mantido num potencial
constante adequado, no qual ocorre a oxidagdo ou reducdo eletroquimica de
compostos eletroativos de interesse. Esses detectores apresentam maior sensibilidade,
sendo que a medicdo de correntes baixissimas (e, portanto de baixas concentracgdes)
estd associada a virtual auséncia de corrente capacitiva e menor efeito na
contaminagao da superficie do eletrodo de trabalho devido ao menor tempo de
contato da amostra e dos produtos do processo redox com o eletrodo (comparando
aos processos estacionarios) [74]. Com isso uma maior estabilidade na resposta do
detector pode ser alcancada, proporcionando alta reprodutibilidade nos resultados
obtidos.

A amperometria também é muito utilizada em eletroandlise, principalmente
em aplicagcles envolvendo titulacGes amperométricas, sensores amperométricos e
medi¢des em fluxo. Quando associada a métodos de analise com alta velocidade, tais
como FIA e anilise por injecdo em batelada, esta técnica torna-se ainda mais atraente
em eletroanalitica.

Alguns problemas em relacdo a esta técnica estado relacionados com processos

adsortivos de alguns analitos na superficie do eletrodo durante as andlises. A
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contaminacdo da superficie do eletrodo pode afetar a taxa de transferéncia de carga
entre o eletrodo e o analito, como também pode produzir sinais eletroquimicos devido
aos produtos adsorvidos, que interferem no sinal desejado.

Uma das desvantagens/limitacbes de técnicas amperométricas é a baixa
seletividade. Se a andlise é realizada em potenciais extremos (positivos ou negativos),
promove-se a oxidacdo ou a reducdo de todas as espécies que sdo eletroativas em
potenciais abaixo do valor estabelecido. Portanto, é aconselhdvel empregar valores
minimos de potencial, mesmo quando esses ndo estdo no maximo de corrente de
oxidacdo/reducdo do analito.

A deteccdo amperométrica acoplada a sistemas em fluxo também pode ser
implementada no modo pulsado, onde pulsos de potenciais sao aplicados ao eletrodo
de trabalho sequencialmente e continuamente, em fun¢ao do tempo. A AMP permite
que a reposta do eletrodo apresente estabilidade por um periodo de tempo maior
devido a periddica limpeza eletroquimica realizada durante o experimento, evitando
ou diminuindo a contaminacao da superficie do eletrodo [75]. Nesta técnica, utilizando
determinados softwares, é possivel a aquisicdo simultanea de sinais amperométricos
(ou amperogramas) da aliquota da solucdo amostra (ou padrdo) injetada em até 10
potenciais diferentes, ou seja, permite a determinacdo simultanea direta ou indireta

de compostos eletroativos.
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1.4 ANALISE POR INJECAO EM FLUXO (FIA, DO INGLES "FLOW INJECTION ANALYSIS”)

Sistemas de analise em fluxo, particularmente os sistemas FIA tém sido
utilizados principalmente para a mecanizacdo/automacdo de andlises quimicas.
Empregando estes sistemas é possivel a implementacdo de todas as etapas envolvidas
no processo de andlise quimica (amostragem, separacdes, diluicdes, pré-
concentragoes, etc.).

Entretanto, embora pouco explorados neste sentido os sistemas também
apresentam grande potencialidade para a determinacdo de parametros fisico-
quimicos, tais como coeficiente de difusdo, viscosidade, capacidade complexante de
ligantes, parametros cinéticos e estequiometria de reac¢des [76].

A técnica FIA foi divulgada pela primeira vez em 1975 por Ruzicka e Hansen.
Estes autores propuseram um sistema onde era possivel realizar andlises quimicas de
maneira continua, de forma que as medidas fossem realizadas de forma rapida e com
menor manipulagdo de amostras. Nesta técnica, realiza-se a injecdo de uma amostra
liquida em um fluxo transportador continuo, que é constituido por uma solucdo
adequada. A amostra injetada forma uma zona que posteriormente atravessa uma
célula em fluxo, onde um detector medird continuamente o parametro fisico desejado
[77].

Resultados reprodutiveis e confidveis podem ser obtidos em FIA, desde que as
condicBes iniciais (vazdao, volume injetado e dimensGes do sistema) permanecam

inalteradas até o final do experimento.
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O processo de analise por injecdo em fluxo pode ser dividido em trés partes:
propulsdo dos fluidos, injecdo da amostra e deteccdo. Na Figura 3 é apresentado o

esquema geral de um sistema FIA de linha Unica e o perfil dos sinais analiticos obtidos.

—
A Sistema {"\_

propulsor I
Amostra oy @
solugio
padrio
y
2 S

B 1 |

| l
c ﬂk

Figura 3. (A) Disposicao dos componentes de um sistema FIA tipico de linha Unica. (B)

Esquema do gradiente de concentracdo das amostras (ou padrdes) criado em distintos

momentos no fluxo transportador com os (C) sinais analiticos obtidos.

Propulsores de bomba de pistdo, propulsdo a gas, fluxo gravitacional e bombas
peristalticas sdo alguns sistemas possiveis para movimentar a solucdo transportadora
em uma tubulag¢do. Porém, a bomba peristaltica é o propulsor mais utilizado, devido a
maior versatilidade relativa (vazdo constante gerada, controle da vazdo por sistemas
computadorizados, controle da vazdo em varias tubulagdes simultaneamente, etc.). No
entanto, as vazoes produzidas pelas bombas peristalticas sdo pulsadas, o que pode

gerar ruidos nos detectores, principalmente nos eletroquimicos. A fim de diminuir
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ruidos causados pela pulsacdo da bomba, comumente utiliza-se amortecedores de
pulsos [78].

O injetor (Figura 3) introduz a amostra ou solucdo padrao no sistema em fluxo.
Normalmente, nos sistemas FIA convencionais, volumes injetados sdo normalmente da
ordem de 50 a 300 pL. O injetor manual do tipo proporcional construido em Piracicaba
€ usado em nosso grupo de trabalho [79].

O detector é responsdavel pela quantificacdo do analito conduzido pela solucao
transportadora. Os detectores eletroquimicos apresentam algumas vantagens em
relacdo aos demais, como o baixo custo de implementacgao, alta sensibilidade e relativa
simplicidade (podem ser construidos em laboratério comum). Dentre estes, os

detectores amperométricos sdo bastante utilizados [80].

1.5 MICROBALANGA ELETROQUIMICA DE CRISTAL DE QUARTZO

Incluida no grupo das técnicas de monitoramento in situ, a MECQ tem
demonstrado ser uma ferramenta poderosa no estudo de reac¢des eletroquimicas que
produzem modificaces na interface eletrodo/eletrélito em uma magnitude suficiente
para ser detectada pela técnica e se destacado como uma técnica de baixo custo
relativo quando comparada a outras utilizadas em eletroquimica[81].

MECQ ¢ utilizada em varias aplicacbes de baixo custo, como por exemplo,
analise eletroquimica [81], caracterizacdo de gases [82], miniaturizacdo de sistemas de

analise [83], etc. Ela consiste de um cristal de quartzo piezoelétrico com uma das faces
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em contato com uma solucdo. A aplicacdo de um campo elétrico produz a oscilagdo do
cristal que depende da massa sobre a sua superficie exposta, conforme a equacao:
Af=K - Am
Em que, Af é a variacdo de freqiiéncia de ressonancia do cristal em Hz, Am é a
variacdo de massa e K é uma constante que depende das caracteristicas do cristal e da
microestrutura.
Através deste equipamento é possivel obter as seguintes informacdes [84]:
e Velocidade de corrosdo de filmes;
e Adsorc¢ao, dessor¢ao e decomposicao;
e VariacGes de massa em processos redox;
e Constante de associacdo;
e Constantes cinéticas;
e Grau de cobertura em superficies;
e Energia de adsorcao.
O principio de opera¢ao da MECQ esta relacionado com o efeito piezoelétrico.
Este efeito se deve a propriedade de certos materiais gerarem um campo elétrico
guando s3ao submetidos a deformacgdes ou pressdes externas. Quando a polaridade da
perturbacdo mecanica varia, varia também a polaridade do campo elétrico gerado.
Este fendbmeno é denominado efeito piezoelétrico direto e os cristais que exibem este
efeito sao chamados cristais piezoelétricos [81].
Quando a perturbacdo elétrica tem as caracteristicas adequadas (amplitude e
frequéncia), as quais sdo determinadas pela geometria e propriedades do cristal, este

oscilard mecanicamente em um modo ressonante [85].
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1.6 OBJETIVOS

1.6.1 Objetivo Geral

O objetivo geral deste trabalho foi o estudo da reducdo eletroquimica de sulfito em
eletrodo modificado com hexacianoferrato de dxido de ruténio e aplicacdo do eletrodo
como sensor amperométrico para a determinacdo de sulfito e determinacdo

simultanea de sulfito e acido ascérbico em amostras de sucos.

1.6.2 Objetivos especificos

A presente dissertacdo de mestrado apresenta trés objetivos especificos:

1. Investigacdao do crescimento do filme de RUOHCF, o perfil voltamétrico e sua
utilizacdo pratica na reducdo eletroquimica de sulfito em baixos potenciais.

2. Investigacdo do aparente efeito eletrocatalitico em termos do transporte de
massa do sulfito a superficie do eletrodo modificado.

3. Investigacdao da determinagao de sulfito usando eletrodo modificado em
sistema FIA com deteccdo amperométrica.

4. Investigacdo da determinacdo simultanea de AA e sulfito no eletrodo
modificado utilizando AMP.

5. Investigacdo do crescimento de massa do filme de RUOHCF em eletrodo de

ouro por MECQ.
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2.1 REAGENTES E SOLUCOES

Todos os reagentes utilizados nos experimentos sdo de pureza analitica (PA), e
todas as solucGes foram preparadas em agua deionizada de alta pureza (R> 18MQcm)
obtida de um sistema de purificacdo de agua Milli Q (Millipore, Bedford, MA, USA).

Sulfito de sédio, cloreto de ruténio (lll) e cloreto de ferro (lll) adquiridos da
empresa Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EUA), cloreto de potdssio e ferricianeto de
potdssio da empresa Proquimios (Rio de Janeiro, Brasil), acido ascérbico, acido citrico,
frutose, glicose, acido cloridrico concentrado (37% m/v), acido percldrico concentrado
(70%, m/v), acido acético (65%, m/v), acetato de sédio da empresa Vetec (Rio de
Janeiro, Brasil), foram de grau analitico e usados sem qualquer purificacao adicional.

As solucOes estoque de sulfito foram preparadas imediatamente antes dos
experimentos.

Amostras reais de sucos concentrados de diferentes sabores foram utilizadas
neste trabalho, e a preparagdao destas, necessitou apenas de etapas de filtracdo e

diluicdo em eletrdlito suporte.

2.2 ELETRODEPOSICAO DE FILME DE RuOHCF EM ELETRODO DE CV

O eletrodo de carbono vitreo foi previamente polido, utilizando uma suspensao
de po de alumina (0,3 um) seguida de lavagem com agua deionizada.
O filme de RUOHCF foi eletrodepositado sobre a superficie do eletrodo de

carbono vitreo utilizando voltametria ciclica em uma faixa de potencial de -0,5a 1,3 V
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a 100 mV s durante 60 ciclos. A solucdo de deposicdo continha 1 mmol L? de
K3[Fe(CN)e] e 1 mmol L't de RuCls em 0,5 mol L KCI/0,25 mol L'! HCI utilizado como
eletrélito suporte. Apds a deposicao, para estabilizacdo do eletrodo modificado foram
necessarios 10 ciclos em eletrélito suporte na mesma faixa de potencial a 100 mV s

[20].

2.3 ELETRODEPOSICAO DE FILME DE AP EM ELETRODO DE CV

Nesta forma de modificacdo, o eletrodo de CV também foi previamente polido
com alumina para descontaminacdo. O AP é eletrodepositado na superficie de um
eletrodo de CV ndo modificado.

A solucdo usada na eletrodeposicdo continha 4 mmol L de Ks[Fe(CN)e] e
4 mmol L de FeCls em 0,1 mol L1 KCI/0,1 mol L' HCI usado como eletrdlito suporte.
O filme de AP foi depositado por 90 s usando potencial constante de 0,4 V sobre
agitacdo. Apds a deposicao, o filme de AP foi ativado no mesmo eletrdlito suporte
durante 400 s (20 ciclos) em uma faixa de potencial de -0,05 V a 0,35 V com VV de 40
mV s,

Este procedimento de formacdo do filme foi publicado em 1996 por Karyakin e

colaboradores [86] onde ET modificados (biosensores) foram utilizados em andlises

empregando sistemas FIA.
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2.4 INSTRUMENTACAO

As medidas eletroquimicas foram realizadas empregando-se um potenciostato
MAUTOLAB tipo Il (Eco Chemie - Metrohm; software GPES 4.9.007). Uma célula
eletroquimica do tipo “wall-jet” com os trés eletrodos (trabalho, referéncia e auxiliar)
posicionados foi utilizada nos estudos em sistema FIA. Um eletrodo de Ag/AgCl/KClsat.
construido em laboratdrio [87] e um fio de platina foram usados como ER e EA,
respectivamente. Como ET foi utilizado eletrodo de CV.

O crescimento potenciodinamico do filme foi analisado por medidas de MECQ,
a qual foi realizada utilizando um potenciostato/galvanostato da Autolab modelo
PGSTAT 128 N equipado com mddulo de MECQ, acoplado a um microcomputador

contendo o software NOVA 1.7.

2.4.1 ELETRODO DE TRABALHO

O ET utilizado em todas as medidas (voltamétricas, amperométricas
convencionais e de multiplos pulsos) foi o de CV. Este apresenta didmetro de 1,5 mm e
foi adquirido da empresa CH instrument (Austin, TX,USA).

Apds as analises, a limpeza deste eletrodo foi feita manualmente, com o uso de
alumina (granulometria 0,3 um) e enxaguado exaustivamente com agua deionizada.

Antes de qualquer andlise eram realizados voltamogramas ciclicos em eletrélito
suporte para condicionamento do eletrodo e possivel descontaminacdo ainda

existente no eletrodo. Em casos de presenca de correntes de pico de possiveis
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contaminantes, o eletrodo além de um novo polimento em alumina, era colocado em

ultrassom na presenca de alcool etilico durante 10 minutos.

2.4.2 ELETRODO DE REFERENCIA

O eletrodo de referéncia foi preparado pela eletrodeposicao de AgCl sobre um
fio de Ag (30,0mm x 1,0 mm de didmetro) através da oxidacgdo (0,3 V versus Ag/AgCl)
do fio de prata em meio de HCl 0,1 mol L'! durante uma hora. Apds a eletrodeposicio,
o fio de Ag/AgCl foi inserido em uma ponteira de micro pipeta de 100 uL, a qual foi
obstruida na sua extremidade menor por meio de uma jungdo porosa (separador de
bateria de automodveis) e preenchida com uma solu¢do de KClsay 3 mol L7,

constituindo dessa forma o referéncia [87].

2.4.3 ELETRODO AUXILIAR

Foi usado um fio de platina.

2.4.4 SISTEMA FIA

Na deteccdo amperométrica em fluxo foi empregado um sistema FIA de linha

Unica montado em laboratdrio. O esquema e os componentes basicos deste sistema
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sdo detalhados nas Figuras 4 e 5. As solugbGes foram transportadas por tubos de
polietileno de 1 mm de didmetro e 20 cm de comprimento (percurso analitico). O
sistema de propulsdo é baseado na pressdo gerada por bomba peristaltica, a qual
permite um controle preciso de vazao e foi utilizado um sistema de amortecedor de
pulsos para impedir possiveis ruidos de variagdes de corrente no sistema. O volume da
célula é de 8 mL e esta possui orificio inferior de ago inox para entrada da solugdo e
outros trés para entrada de eletrodo e um orificio de saida de solu¢gdo como mostram
as Figuras 4 e 5.

As injecOes das solugdes foram feitas por um injetor comutador manual (CENA-
USP) [79]. A deteccdo foi realizada utilizando uma célula de vidro que permite a
utilizacao dos 3 eletrodos (trabalho, referéncia e auxiliar) e ainda possui uma linha de
saida de solucdo permitindo o fluxo continuo do eletrélito, em que é facilmente
adaptada no final da tubulacdo de um sistema FIA (célula do tipo “wall Jet”). O
eletrodo de trabalho foi posicionado a uma distancia aproximada de 2 mm da linha
final da tubulacdo, evitando assim, causar dispersao do fluxo ou difusdo sem toda

amostra entrar em contato com o eletrodo.
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Figura 4. Esquema FIA utilizado nas anadlises e a foto da célula ampliada. ET: eletrodo

de trabalho; ER: eletrodo de referéncia; EA: eletrodo auxiliar.
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Figura 5. Esquema do sistema FIA usado. ET: eletrodo de trabalho; ER: eletrodo de

referéncia; EA: eletrodo auxiliar.
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2.4.5 MICROBALANGA ELETROQUIMICA DE CRISTAL DE QUARTZO

O crescimento potenciodindmico do filme foi analisado por medidas de MECQ,
as quais foram realizadas utilizando um potenciostato/galvanostato da Autolab
modelo PGSTAT 128 N equipado com moddulo de MECQ, acoplado a um
microcomputador contendo o software NOVA 1.7. Foi utilizada uma célula de teflon
com capacidade de 3 mL com trés eletrodos sendo um fio de platina como contra
eletrodo, um eletrodo de Ag/AgCl como referéncia e, um eletrodo de cristal de quartzo
de corte AT, com frequéncia fundamental de 6 MHz e raio 0,35 cm, foi utilizado como
trabalho. Ambos os lados dos cristais de quartzo sao revestidos com peliculas finas de
ouro sobre uma camada de adesdo de titanio, mas apenas uma das faces (eletrodo de
trabalho) foi exposta para a solugdo como mostra a Figura 6 [81, 84].

Antes e depois das andlises o disco de ouro foi ativado com solu¢do “piranha”
(3H2S04:1H,0, V/V) e apods a ativagdo o mesmo foi colocado na célula para deposi¢cdo
do filme de RUOHCF.

O crescimento do filme foi feito com o disco de ouro imerso na solucdo
contendo 1 mmol L? de K3[Fe(CN)g], 1 mmol L'! de RuCls em 0,5 mol L'X NaNOs e 0,1
mol L't de HNOs usando voltametria ciclica e em uma faixa de potencial de -0,3V a 1,1
V durante 40 ciclos e VV de 20 mV s,

Face inferior Face Superior

//ﬁ\\ I.rf - _\‘\l‘

Figura 6. Desenho esquematico de um

cristal de quartzo com depdsitos metdlicos

Filme de Ouro Cristal Piezoelétrico em ambos os lados.

31



Resultados e

Discussoes




3.1 CRESCIMENTO ELETROQUIMICO DO FILME DE RuOHCF

O crescimento do filme foi observado pela corrente crescente no eletrodo de
CV, mostrando a formacdo do filme de RUOHCF, feita apds dezenas de ciclos em ampla

faixa de potencial (Fig. 7).

200 -
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Figura 7. Voltamogramas ciclicos (12, 109, 209, 309, 409, 502 e 602 ciclos) registrados
durante o crescimento eletroquimico de filmes RUOHCF no eletrodo de carbono vitreo
imerso em uma solucdo contendo 1 mmol L de K3[Fe(CN)s], 1 mmol L de RuCls, 0,5
mol L't de KCI/0,25 mol L't de HCI. Velocidade de varredura: 100 mV s. Os nimeros 1,
2 e 3 indicam diferentes pares de picos.

Os voltamogramas obtidos (Fig. 7) revelaram trés pares de picos, anddicos e

catddicos, bem definidos em cerca de (1) 0,0, (2) 0,9 e (3) 1,1 V (vs Ag/AgCl em KCI
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3 mol L), que foram relacionados com os processos de transferéncia de elétrons que
envolvem Ru(Il)/Ru(lll)/Ru(IV) e Fe(ll)/Fe(lll) [23] e podem ser atribuidos aos seguintes

processos eletrédicos:

Pico | : Na,Ru O[Fe' (CN),]=Na;Ru" O[Fe" (CN),] +Na  + ¢ (1)
i 1| SR | DS I o I -

Pico 2 : Na;Ru O[Fe (CN),]=Na,Ru O[Fe (CN),| +Na +e¢ (2)
: Mo T, IV o T, o, -

Pico 3 : Na,Ru O[Fe (CN).|=NaRu O[Fe (CN),]+Na" +e¢ (3)

O par de picos observado a 0,4 V ocorre devido a oxidacdo/reducdo de
Fe'"(CN)s3/* em solucdo. A formacdo de 6xido de ruténio durante o crescimento
eletroquimico do filme de RuOHCF foi confirmado em outro trabalho, através de
medidas em espectrometro de energia dispersiva (permite analise de composi¢do
elementar) realizada antes e apds da deposicdo do filme em eletrodo de CV [21].

Foi feita a eletrodeposicao do filme durante 60, 120 e 180 ciclos para estudar se
ocorre o aumento de corrente continuamente (Fig. 8) e a relagdao desse aumento com

o sinal do analito.
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Figura 8. Voltamogramas ciclicos (602, 1202 e 1809 ciclos) registrados durante o
crescimento eletroquimico de filmes de RUOHCF no eletrodo de carbono vitreo imerso
em uma solucdo contendo 1 mmol L de K3[Fe(CN)s], 1 mmol L'! de RuCls, 0,5 mol L*

de KCI/0,25 mol L'* de HCI. Velocidade de varredura: 100 mV s1.

Neste trabalho, a formacdo do filme, em todas as analises, ocorreu durante 60
ciclos, pois mesmo com o aumento de corrente provocado pelo aumento de ciclos, a
resposta nao foi satisfatéria devido a maior espessura do filme, o que dificulta uma
boa reprodutibilidade devido a grande variacao da area ativa do eletrodo e também a
menor permeabilidade. Foram realizados testes amperométricos (ndo mostrados) em
eletrodos modificados com 120 e 180 ciclos e os valores de desvio padrdao foram
elevados para ambas as condic¢des, indicando falta de repetitividade, além de queda de
sinal amperométrico.

O filme de RuOHCF apds a eletrodeposicdo foi ativado com 0,5 mol L? de

KCI/0,1 mol L'* de HCl durante 10 ciclos na mesma faixa de potencial da formagdo do
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filme. Apds essa ativacdo o eletrodo estava pronto para andlise, sendo um filme

bastante estavel e possivel de realizar analises durante o dia todo.

3.1.1 MICROBALANGA ELETROQUIMICA DE CRISTAL DE QUARTZO

O crescimento de massa do filme foi feito em uma faixa de potencial de -0,3 V
até 1,1 V, em potenciais acima de 1,1 V o disco de ouro também oxida dificultando as
analises. As medidas foram realizadas com uma VV de 20 mV s, pois para valores de
velocidade acima deste valor o equipamento apresenta dificuldades de leitura do
crescimento de massa.

A Figura 9 mostra os resultados obtidos com a MECQ. O aumento de corrente
no voltamograma ciclico é proporcional ao crescimento de massa na microbalanca.
Este equipamento apresenta os resultados em valores de frequéncia e através da
formula Af = K - Am é possivel converter para valor de massa. Esta Figura ja esta com

os valores convertidos.

60 pA

0,4V
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Figura 9. Voltamogramas ciclicos (parte superior) e voltamassogramas ciclicos (parte
inferior) registrados durante o crescimento eletroquimico de filmes RUOHCF em

superficie de ouro em uma soluc¢do contendo 1 mmol L™ de K3[Fe(CN)s], 1 mmol L de

RuCls, 0,1 mol L' de HNOs e 0,5 mol L'* de NaNOs. Velocidade de varredura: 20 mV s

O crescimento de massa é mais intenso do 32 ao 129 ciclo. Provavelmente nos
dois primeiros ciclos o efeito da dupla camada elétrica dificulta 0 aumento de massa e
apos o 122 ciclo a queda na intensidade se deve pela espessura razodvel do filme ja
adquirida que limita esse processo. Na Figura 10 sdo mostrados os graficos obtidos do

crescimento de massa sobre o voltamograma ciclico para o 42 e 82 ciclos.
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Figura 10. Voltamogramas ciclicos (____) e voltamassogramas ciclicos (----) em
diferentes etapas da formacao do filme de RUOHCF (42 e 82 ciclos extraidos da Figura
9).

Nos ciclos apresentados, observa-se ganho de massa na faixa de potencial entre
0,05V e 0,5V, e em seguida, uma perda de massa até 1,1 V. No sentido reverso, leve
perda de massa ainda ocorre até 1,0 V, sendo que a partir deste potencial verifica-se

um intenso aumento de massa até o potencial de 0,0 V. Os valores obtidos de ganhos e
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perdas de massa foram relacionados com a lei de Faraday, mas ndo foi possivel
relacionar o valor de massa molar encontrado com qualquer composto que
possivelmente se deposita no filme durante a eletrodeposicdo. Chen e colaboradores
[23] estudaram o mecanismo de formacdo de filmes mistos de RuOHCF / RuHCF
usando microbalanca eletroquimica de cristal de quartzo. Neste estudo, foi observado
o maior ganho de massa na varredura reversa entre a faixa de potencial de 1,1 e 0,2 V
(vs. Ag/AgCl), tal como foi verificado neste estudo, em ambos os ciclos.

Estes resultados mostram a massa de filme depositada pela area do eletrodo
durante 40 ciclos. Para valores acima de 60 ciclos a espessura do filme contribui para o
aumento da resisténcia elétrica. Estes resultados mostram que valores pouco acima de
7 ug cm2, massa aproximada de filme depositada no eletrodo apds 40 ciclos, foi a
condicao mais satisfatéria para as determinagées de sulfito.

Chen e colaboradores mostraram que cerca de 280 ng/cm? de filme de 6xido de
ruténio/hexacianoferrato/silico-molibdato foram depositados em eletrodo de ouro nos

11 primeiros ciclos, mas ndo associam essa massa depositada a alguma molécula [23].

3.2 ESTUDO DO COMPORTAMENTO ELETROQUIMICO DE SULFITO EM ELETRODO

MODIFICADO COM RuOHCF

A maioria dos trabalhos encontrados na literatura para determinacao

eletroquimica de sulfito realizou as andlises em potenciais positivos, pela oxidacdo do

mesmo. Neste trabalho, explorou-se a reducdo eletroquimica para determinacao de
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sulfito, em potenciais negativos. Este é o primeiro trabalho que realiza a determinacdo

de sulfito pela reducdo em eletrodo modificado.

3.2.1 VOLTAMOGRAMA CICLICO NA PRESENCA DE SULFITO

Foram realizadas adicGes de sulfito em batelada utilizando meio acido, e
primeiramente, foi feita uma comparacdo nas respostas obtidas com CV puro e CV
modificado com RuUOHCF. O eletrodo modificado com RuOHCF ndo é compativel com
solucdes alcalinas e mesmo em solugdes com pH 4,0, devido a formacdo de éxido de
ruténio e instabilidade do filme sob o eletrodo. Este efeito também foi observado com
eletrodos modificados com AP, onde ocorre a formacao de dxidos de ferro levando a
remocao do filme em solu¢do com pH maior que 7,0. Foram analisadas as correntes de
picos e os deslocamentos de potencial. Em nenhuma andlise houve a necessidade de
remover O; da solugdo, pois foram realizados alguns estudos com e sem O, em solu¢ao
e ndo houve mudanca no sinal. Assim, imediatamente apds a preparacdo das solucdes,
as medidas foram realizadas.

Um pico de redugao bem definido foi observado em -0,50 V, utilizando um CV
ndo modificado, com reducdo a partir de -0,3 V (fig. 11A). A reducdo eletroquimica de
sulfito em meio acido foi investigada previamente [88]. O processo ocorrido no

eletrodo foi atribuido a redugdo de SO, e HSO3’, que sao as espécies predominantes no
meio acido, resultando na formacdo do SO3-", dnion radical [88].

A voltametria ciclica de sulfito no eletrodo modificado com RuOHCF resultou
em um pico largo a partir de -0,15 V e atingindo um valor maximo em -0,45 V (Figura
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11B), apresentando uma diminuicdo no potencial da reacdo de redugdo de sulfito (em
comparac¢do com voltametria ciclica, fig. 11A). Além disso, a resposta da corrente no

eletrodo RUOHCF modificado foi significativamente aumentada (3 vezes).

25
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Figura 11. Voltamogramas ciclicos para 2,5 mmol L de sulfito em eletrodo de CV ndo
modificado (A) e modificado com RUOHCF (B). Eletrdlito: 0,5 mol L KCI/0,25 mol L*
HCl. Velocidade de varredura: 50 mV s. Linhas cinzas representam a resposta do

branco.

Apds esses testes, foi feita uma comparagao entre o eletrodo CV modificado
com filme de AP e do CV modificado com RuOHCF, em uma faixa de potencial menor,
para analisar a sensibilidade e o potencial frente a cada um deles, como mostra a
Figura 12. O voltamograma na Fig. 12A mostra que o filme de AP é pouco sensivel a
sulfito, apresentando um pico em -0,4 V com intensidade de 100 pA (similar ao
eletrodo ndo modificado), ou seja, com uma corrente de redugcdo menor que no
voltamograma do eletrodo modificado com RuOHCF. Além disso, observa-se um pico
de oxidacdo em 0,05 V confirmando estudo anterior sobre a atividade eletrocatalitica

do AP frente a oxidacdo de sulfito. Contudo, o filme de AP foi rapidamente lixiviado,
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sendo bastante instavel para andlises consecutivas, problema este que ndo ocorreu

com o RUOHCEF, por ser bastante estdvel e mais robusto.
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Figura 12. Voltamogramas ciclicos (22 ciclo) para a 2,5 mmol L de sulfito em eletrodo
modificado com AP (A) e eletrodo modificado com RUOHCF de CV (B). Eletrdlito: 0,5
mol L KCI/0,25 mol L HCl. Velocidade de varredura: 50 mV s?. Linhas cinzas

representam a resposta de base.

Nota-se um deslocamento do potencial de reducdo de sulfito em relacdo a Fig.
11B, que na préxima secao serd discutido. Nesta dissertacao o eletrodo modificado
com filme de RUOHCF foi utilizado em meio acido como eletrodo de trabalho, devido a

alta sensibilidade e seletividade para sulfito em potenciais negativos.
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3.2.2 ESTUDO DO MECANISMO DE TRANSPORTE DE MASSA DE SULFITO NO ELETRODO

MODIFICADO COM RuOHCF

Foram realizados voltamogramas para diferentes VV para estudar o mecanismo
envolvido no processo. Foram realizados voltamogramas ciclicos (5 ciclos) em VV de 10
até 60 mV st usando eletrodo modificado com RUOHCF na presenca de sulfito 2,5
mmol L't em 0,5 mol L' KCI/0,25 mol L HCI. A Figura 13 apresenta os 12 (A) e 22 (B)

ciclos para cada velocidade de varredura.

100 100

-200 - -200 -

08 06 04 02 00 02 04 08 06 04 02 00 02

Figura 13. Voltamogramas ciclicos para a 2,5 mmol L' de sulfito no eletrodo
modificado com RUOHCF em (a-f) 10-60 mV s™. (A) e (B) correspondem ao primeiro e

segundo ciclos, respectivamente. Eletrdlito: 0,5 mol L1 KCI/0,25 mol L'*HCI.

O perfil voltamétrico do primeiro ciclo de reducdo de sulfito mudou claramente
guando a VV foi aumentada, com correntes de picos catddicos bem maiores. Dois
picos de reducdo (em cerca de -0,20 e -0,45 V) sdo notados a baixas VV, e quando a

mesma é aumentada apenas um pico largo é observado (a -0,45 V). O segundo ciclo
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(fig. 13B), revela a presenca do pico em -0,2 V em todas as VV. Este perfil foi também
observado para os ciclos seguintes (terceiro e quarto ciclos ndo mostrados).

Estas medidas voltamétricas mostram que o transporte de massa no eletrodo
modificado com RuOHCF depende da VV selecionada. Ndo sé eletrocatalise, mas
também mudancas no processo difusional devem ser consideradas.

Estes resultados sugerem uma contribuicdo significativa de difusdo finita nas
camadas do filme. Em baixas VV ha tempo suficiente para a difusdo de espécies de
sulfito através dos poros do filme de RuOHCF (veja o pico a -0,2 V a 10 mV s na fig.
13A). Em VV relativamente elevadas, ndo ha tempo suficiente para ocorrer o processo
difusional no interior do filme e o processo difusional semi-infinito no seio da solugdo
predomina. O segundo ciclo em todas VV indica a reducdo das espécies de sulfito
“aprisionados” dentro das camadas RUOHCF (o processo de difusdo em camada fina,
ou seja, no filme, prevalece).

Considerando que as espécies de sulfito presas dentro da pelicula porosa do
filme sdo reduzidas, a corrente decresce rapidamente devido ao rapido esgotamento
das espécies eletroativas. Além disso, a corrente mais elevada observada no eletrodo
modificado (em comparacdo com o eletrodo ndo modificado) pode estar relacionada
com a alta drea superficial dentro dos poros do filme em que as espécies de sulfito tém
acesso.

O gréfico logaritmico da corrente de pico (em -0,45 V) vs. logaritmico da
velocidade de varredura (12 ciclo) apresenta coeficiente angular de 0,82. Este valor
indica que o processo ndo é governado apenas por difusdo (valores préoximos de 0,5) e
nem apenas por processos adsortivos de espécies eletroativas (valores proximos de 1).

Sugere-se que o deslocamento de potencial se deve a varia¢do de transporte de massa

44



do material eletroativo ao eletrodo. Em baixas velocidades, ha tempo suficiente para
gue espécies de sulfito penetrem nos poros do filme de RUOHCF e a reducdo das
espécies no interior do filme ocorre em potenciais menos negativos, conforme
demonstrado por Streeter e colaboradores [89].

Este resultado comprova que o transporte de massa é misto (regime de difusdo
em camada fina e semi-infinito) [89-91]. Além disso, a entrada de sulfito no filme foi
confirmada por voltamogramas registrados em solu¢do em branco depois de medidas
eletroquimicas na presenca de sulfito. Um pico de reducdo de sulfito (semelhante ao
observado na fig. 11B) foi notado (voltamograma ciclico ndo apresentado), que
também é um indicativo do aprisionamento de sulfito no filme RUOHCF.

Esta discussdo é relatada por trabalhos mais recentes, que demonstraram que
nao so eletrocatalise (devido as propriedades eletrénicas e estruturais do modificador
quimico), mas também altera¢des no processo difusional devem ser consideradas a fim
de interpretar a cinética de eletrodos modificados com vdrias camadas [89-91]. Por
conseguinte, a diminuicdo no potencial de redugdo para sulfito em eletrodo
modificado com RUOHCF deve ser interpretado por efeitos difusionais no interior da
pelicula e ndo por um processo eletrocatalitico real. Portanto, as medidas
voltamétricas demonstraram que o regime de transporte de massa depende da VV
selecionada. Outra evidéncia da inexisténcia de eletrocatalise é o fato de que a
reducdo eletroquimica de sulfito na superficie modificada com AP (andlogo ao
RUOHCF) ndo apresentou similar comportamento (diminuicdo do potencial de

reducdo).
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3.2.3 ESTUDO DO PH E VOLTAMOGRAMA HIDRODINAMICO

A Figura 14 apresenta os voltamogramas hidrodinamicos obtidos em solugdes
com agitagdo (tragando os valores de correntes de pico versus o potencial aplicado

correspondente) para 1 mmol L sulfito, em CV ndo modificado e modificado com

RuOHCF.
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Figura 14. Voltamograma de 1 mmol L de sulfito em eletrodo de CV ndo modificado

(@) e modificado com RUOHCF (m). Eletrélito: 0,5 mol L*KCI/0,25 mol L' HCI.

Pelo grafico é possivel observar que a corrente aumenta significativamente no

eletrodo modificado até aproximadamente -0,25 V. Neste trabalho os testes realizados
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para determinacdo de sulfito foram feitos em -0,2 V, visto que neste potencial a
chance de detectar possiveis interferentes é menor e apresenta corrente catédica
satisfatoria.

Para as analises de sulfito o eletrdlito usado foi o acido perclérico, pois foi
verificada uma menor quantidade de ruidos com este usando as técnicas
amperométricas e uma reprodutibilidade dos picos de corrente mais satisfatoria. A
resposta de corrente foi semelhante tanto para 0,5 mol L't KCI/0,25 mol L't HCI (Figura
12B) como para 0,1 mol L'* de HCIO4 (Figura 15). O efeito da concentracdo de &cido no

eletrdlito foi também investigado, como mostrado na Figura 15.
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Figura 15. Voltamogramas ciclicos para adi¢cdes de 1 mmol L de sulfito em diferentes

concentrac¢des de HCIOg: (---) 0,01 mol L, (----) 0,1 mol L%, (-++-) 0,25 mol L2,
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O estudo da concentragdo do eletrdlito foi realizada adicionando 1 mmol L de
sulfito em diferentes concentra¢gdes do dcido perclérico. Em eletrélitos mais

concentrados é verificada uma corrente catddica mais intensa (Fig. 16).

0 T v T v T v T . T e T
0,00 0,05 0,10 0,15 0,20 0,25

HCI04 / mol L-1
Figura 16. Gréfico de corrente de pico (®) versus a concentracdo de HCIO4 obtidos de

voltamogramas ciclicos de 1 mmol L de sulfito.

A resposta da corrente diminuiu a metade quando a concentragao de acido foi
alterada de 0,25 para 0,1 mol L e reduziu-se mais para concentrac¢des inferiores a 0,1
mol L%, conforme os resultados obtidos em CV puro, sendo atribuido ao equilibrio [53]:

SO3%+H*= HSO3 + H*= SO + H20

O aumento na concentrac¢do de acido conduz o equilibrio para o lado direito da

reacao, com consequente aumento do material eletroativo que sofre o processo de

reducdo eletroquimica [53]. Porém em meio bastante acido, como em 0,25 mol L%, o
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sulfito degrada mais rapidamente dificultando as analises e impossibilitando uma boa
reprodutibilidade. Assim, o eletrélito escolhido em todas as analises foi HCIO4 0,1 mol
L, visto que nesta concentragdo a corrente é satisfatdria e a degradacdo do sulfito

ocorre mais lentamente.

3.2.4 DETERMINAGAO AMPEROMETRICA DE SULFITO

Inicialmente, os estudos foram realizados em potencial de -0,2 V e o eletrdlito
utilizado em todas as andlises foi HCIOs 0,1 mol LY. O eletrodo modificado com
RUOHCF foi selecionado para a deteccdo amperométrica de sulfito a potencial
constante.

A Figura 17A apresenta o amperograma para adi¢Oes sucessivas de sulfito em
uma célula eletroquimica sob agitacdo constante. A Figura 17A mostra a respectiva
curva analitica. Como ja citado anteriormente, a maioria dos trabalhos na literatura
gue determinam sulfito eletroquimicamente utilizam potenciais positivos, ou seja,
exploram a oxidacdo. Nestes potenciais a oxidacdo de possiveis interferentes como
acido ascérbico, citrato, frutose e glicose pode ocorrer e dificultam as andlises. Dessa
forma, uma curva de calibracdo foi feita com adi¢Ges de sulfito em concentracdo
constante e logo apds estes interferentes foram adicionados (Figura 17B). Estas

moléculas, possiveis interferentes, sdo encontradas em amostras de suco.
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Figura 17. (A) Amperograma obtido para adi¢bes sucessivas de 50 pmol L de sulfito
de sédio (Na;S03) com a solucdo sob agitacdo constante. Eletrélito suporte HCIO4 0,1
mol L'}; E = -0,2 V. (B) Curva de calibracdo para adi¢cbes de 50 pmol L™ de Na;SOs3 e
adi¢bes de 50 umol L de acido ascorbico (I11) , citrato (12), frutose (I13) e glicose (14),

respectivamente. Equacdo da reta: i = 0,76442 + 0,04147*[Na,S0s].

As figuras de mérito obtidas para a curva foram: sensibilidade de 41,5 nA L /
umol (R =0,996), e LD estimado de 20 umol L*

O amperograma da Figura 17 demostra a potencialidade do eletrodo de CV
modificado com filme de RuOHCF para o desenvolvimento de um método
amperométrico para a determinacao de sulfito através de sua reducao eletroquimica.

Um problema que pode ser observado esta relacionado com o ruido excessivo
presente que pode ser causado pela agitacdo que é usada para realizar o transporte de

massa nestes experimentos.
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3.3 SISTEMA FIA

O sistema FIA é uma boa alternativa para diminuir o ruido por ser um sistema
de passagem continua de solucdo e aumentar a sensibilidade para o analito, devido a
configuracdao “wall jet”, em que maior quantidade de amostra entram em contato
direto com a superficie do eletrodo. Além disso, obtém-se aumento da frequéncia

analitica.

3.3.1 OTIMIZAGOES

Para realizar os testes no sistema FIA é necessdrio realizar as otimiza¢des de

vazao do eletrdlito e do volume injetado da amostra. A Figura 18 mostra esse estudo.

Volume injetado / pL
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Figura 18. Estudo da vazdo (m) em 1, 2, 3 e 4 mL min! e do volume injetado (0) em 50,
100, 150, 200 e 300 pL pelos seus respectivos valores de corrente. Eletrélito suporte:
HCIO4 0,1 mol L. No estudo da vazdo, o volume foi mantido constante em 200 pL. No

estudo do volume, a vaz3o foi fixada em 4 mL minL.
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O valor otimizado de vazdo foi de 4 mL min™ e volume injetado de 300 pL, visto
gue a corrente aumenta até esses valores devido a uma maior quantidade de amostra
que entra em contato com o eletrodo de trabalho em um menor espago de tempo.
Para valores de vaz3o acima de 4 mL min™ a corrente ndo aumenta pois a quantidade

de amostra que chega até o eletrodo é grande para um curto espaco de tempo.

3.3.2 ANALISE DE AMOSTRAS DE SUCO CONCENTRADO

Determinagdes de sulfito foram realizadas em 3 amostras de suco diferentes,
nas quais sulfito é usado como conservante, de acordo com informag¢des no rétulo
(ndo é apresentada a concentragdo). Apds as otimizagGes realizadas no sistema FIA, a
técnica de amperometria de potencial constante foi utilizada para as analises.

Foram injetados padrdes de sulfito nas concentragdes de 100, 75, 50 e 25 pumol
L'l e amostras de suco previamente filtradas e diluidas 10 vezes (fig. 19). A vantagem
deste método é que ndo é necessario nenhum tratamento da amostra, apenas a
filtragem e um simples processo de diluicdo da amostra em HCIO4 0,1 mol L. Os testes
foram realizados logo apds a preparacdo das amostras, para evitar erros nas medidas

pela degradacao de sulfito.
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Figura 19. Amperograma para adi¢des de solu¢des padrdo de 100, 75, 50, 25 pmol L*

de sulfito e adi¢cdes de amostras de sucos (A, B e C) diluidas em 10 vezes.
Para verificar se o método possui interferéncia de matriz da amostra, foram

feitas analises usando o método de adicdo de padrdo e os resultados foram

comparados pelo método usando a curva analitica.
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Figura 20. Amperograma para adicdes de amostras de suco (10 vezes diluidas)

dopadas e dopadas com 50, 100 e 150 umol L™ de sulfito, respectivamente.

Pela extrapolacdo da curva de corrente pela concentracdo é possivel encontrar

o valor inicial da concentracdo de sulfito no suco pelo método de adicdo de padrdo. Os

valores sdo comparados na Tabela 1. O teste estatistico t foi aplicado para avaliar os

métodos utilizados.

Tabela 1. Valores de concentracdo de sulfito em 3 amostras de suco concentrado

obtidos pelos métodos amperométricos empregando curva analitica e adicdo de

padrdo.
Amostras de suco Curva analitica/ Adic¢des de padrao Teste-t
mmol L-1 / mmol L1
A 0,41+0,03 0,44 +0,01 -1,6432
B 0,40 £ 0,06 0,341+ 0,004 1,6994
C 0,483 + 0,009 0,51+0,03 -1,6590
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O teste estatistico t (para 95% de confiancga, tiabelado = 2,78), para as diferentes
amostras, mostrou boa concordancia entre os resultados para as concentracdes de
sulfito nas amostras de suco obtidas pela curva analitica e pelo método de adicdo de
padrdo, em todos 0s casos, O talculado fOIi Menor que o tubelado, que estatisticamente

indica concordancia.

Os resultados para determinacdao de sulfito em amostras de suco sdo
satisfatorios, visto que ndo apresenta compostos interferentes que poderiam
apresentar erro no resultado final e os valores encontrados para a curva analitica e
para o método de adicdo de padrdao foram proximos, mostrando boa concordancia

pelo método utilizado.

As amostras também foram analisadas pelo método oficial, que consiste na
titulacdo iodométrica, porém os valores encontrados foram sempre menores que o
esperado, provavelmente por reagir apenas com o sulfito livre na amostra, ou seja, o

sulfito complexado ou agregado a matriz ndo era oxidado pelo iodo.

3.4 DETERMINACAO SIMULTANEA DE SULFITO E ACIDO ASCORBICO

Primeiramente foi realizado um estudo hidrodinamico para o sulfito e para o
ascoérbico com a finalidade de encontrar um potencial em que apenas o AA oxida, ou
seja, um potencial em que o sulfito ndo oxide para ndo interferir no sinal do AA, e
assim seja possivel realizar a determinacdo simultanea.

A Figura 19 apresenta os potenciais estudados e os sinais de corrente para os

analitos. E possivel perceber que o AA comeca a oxidar em 0,3 V antes do sulfito. O
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sulfito comeca a apresentar resposta a partir de 0,6 V. Desta forma o potencial de 0,4
V para o AA foi selecionado, pois quanto mais préoximo de zero menor a chance de

encontrar possiveis interferentes, sendo que neste potencial o sulfito ndo oxida.

54 = Acido ascorbico n
1 e Sulfito

Figura 21. Voltamogramas hidrodinamicos para a oxidagao de acido ascérbico e sulfito

(100 umol L de cada analito).

Para a reducdo do sulfito ja foi estudado anteriormente o melhor potencial
para reducdo e escolhido em -0,2 V. Para essa determinacdo simultanea foi necessario
utilizar a técnica AMP para aplicar mais de um potencial na forma de pulsos. Foram
entdo selecionados 0,4 V (oxidacdo do AA) durante 300 ms, 0,0 V (potencial de
limpeza) durante 60 ms, e -0,2 V (reducdo do sulfito) durante 60 ms. Os tempos de
cada pulso foram otimizados (ndo apresentados). Em tempos menores que 300 ms em
0,4 V o sinal de corrente para o AA é bem maior mas ndo apresenta boa
reprodutibilidade. Essa perda na sensibilidade ao aumentar esse tempo de pulso ndo é
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um problema para futuras analises simultaneas em amostras de suco, visto que a

quantidade de AA no suco é bem maior que a de sulfito.

Sendo assim, o teste de seletividade foi realizado para as amostras (fig 22).
Primeiramente foram injetadas em triplicata adi¢des de 500 umol L de sulfito, 500
umol L't de AA e por fim 500 umol L da mistura dos dois analitos, empregando os

parametros do sistema FIA previamente otimizados.

0,4V /300 ms LLL_JLLL uZmin
0,2V /60 ms “‘(“‘F‘r N‘f‘ 25 uA

Figura 22. Amperogramas de multiplos pulsos com inje¢des de solugdes em triplicata
contendo 500 umol L de sulfito, AA e da mistura respectivamente. O amperograma

de 0,0 V / 60 ms ndo foi apresentado.

Como o sinal da mistura ndo variou em relacdo a cada um dos componentes

separados, pode-se afirmar que o sinal de um analito nao interfere no sinal do outro,
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sendo desta forma, possivel a determinacdo simultanea de ambos os analitos
aplicando esta sequéncia de pulsos de potencial. Os valores de volume injetado e
vazao foram os mesmos utilizados para o sulfito anteriormente. O sinal de corrente
mais intenso para o sulfito é explicado pelo menor tempo de pulso aplicado do que
para o AA.

Logo apds o teste de seletividade, a repetibilidade do sistema foi testada com
10 adi¢des sucessivas de 100 pmol L da mistura de sulfito e AA e a frequéncia

analitica foi avaliada em aproximadamente 120 inje¢des por hora.

RN

3 min
-0,2V/60mMs e (M{'ﬁ
FF (’ 10 pA

Figura 23. Amperogramas de multiplos pulsos apds 10 injecdes consecutivas de 300 pL

de uma solucdo contendo simultaneamente AA e sulfito (100 umol L'! de ambos).

Os valores obtidos de desvio padrao relativo para o AA e para o sulfito foram

2,9% e 2,7%, respectivamente.
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Por conseguinte, a curva analitica foi construida com injecdes sucessivas de 50,
100, 200, 300, 400 e 500 umol L da mistura dos analitos (fig. 24). Os LD e limite de
quantificacdo (LQ) para o sulfito foram, respectivamente, 2,9 e 9,6 umol L'* e para o AA
foram 7,6 e 25 pmol L. A raz3o sinal/ruido com valor igual a 3 é geralmente

considerada aceitavel para estimar o LD e foi usada neste trabalho [92-95].

A
L4
2
D,4V1300mSMUlLLLULLLLuLL - 2mi
-0,2V/60 eiming.
“mﬂﬂqﬂrrmwm )
.60 B n 61
| |
501 . 5] C
< 40 ] 4 n
3 -30 1 ] % 34 ]
20 2 "
|
104 = 14 s
u
0 T T T T T 0 T T T T T
0 100 200 300 400 500 0 100 200 300 400 500
Concentragio / pmol L1 Concentragao / umol L™

Figura 24. (A) Resposta amperométrica em fluxo com injegbes em triplicata de
solucdes contendo 50, 100, 200, 300, 400 e 500 umol L da mistura de AA e sulfito e
suas respectivas curvas analiticas para (B) sulfito e (C) AA. Equacdo da reta para AA e
sulfito, respectivamente: i = 0,07588 + 0,00999*[AA] e i = 6,13405 + 0,11162*[Na,S0s],

ambos com R = 0,998.
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Conclusoes e

perspectivas




A formacdo de filmes de RuOHCF foi evidenciada por voltametria ciclica e
MECQ, com resultados semelhantes ao da literatura [23]. O eletrodo modificado com
RUOHCF apresentou uma resposta frente a adicdo de sulfito em potenciais menos
negativos do que observado em eletrodo limpo. No eletrodo modificado com AP,
verificou-se um sinal de reducdo apenas em potencial mais negativo (E = -0,35 V) e de
menor intensidade.

Medidas voltamétricas demonstraram que o regime de transporte de massa
depende da VV selecionada. Em baixas VV ha tempo suficiente para a difusdo de
espécies de sulfito através dos poros do filme de RuOHCF. Em VV relativamente
elevadas, ndo ha tempo suficiente para ocorrer o processo difusional no interior do
filme e o processo difusional semi-infinito no seio da solugdo predomina. Além disso,
apoés o primeiro ciclo, moléculas de sulfito ficam aprisionadas no interior do filme de
RUOHCF e o processo de difusdao no filme prevalece. Desta forma, os resultados estdo
de acordo com trabalhos recentes, que demonstraram que ndo sé eletrocatdlise, mas
também mudancas no processo difusional devem ser consideradas a fim de interpretar
a cinética de eletrodos modificados com varias camadas.

O eletrodo modificado proporcionou uma deteccdo amperométrica altamente
seletiva e sensivel de sulfito de 50-500 pmol L (em -0,2 V), livre de interferentes de
constituintes alimentares comuns, tais como o ascorbato, citrato, frutose e glucose
(promissor para determinagdes de rotina de sulfito em alimentos e bebidas). As figuras
de mérito obtidas para o método amperométrico: sensibilidade de 41,5 nA L / umol (R
=0,996), e LD de 20 umol L.

A insercio do eletrodo modificado no sistema FIA com deteccdo

amperométrica forneceu resultados com menor ruido do que nos experimentos em
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batelada. As condi¢cdes otimizadas de vazdo e de volume injetado foram de 4 mL min!
e 300 pL, respectivamente. A técnica de amperometria de multiplos pulsos permitiu a
determinagdo simultanea de sulfito e AA e os resultados demostraram que um sinal
ndo interfere no outro, ou seja, o método apresenta otima seletividade e boa
repetibilidade com baixos desvios de padrdo e frequéncia analitica satisfatéria (120
injecdes por hora). Os LD e LQ para o sulfito foram, respectivamente, 2,9 e 9,6 pmol L*
e parao AA 7,6 e 25 umol L.
Algumas perspectivas para a continuacdo deste trabalho sdo:
e A determinagao simultanea de sulfito e AA em amostras reais de sucos
concentrados;
e Investigacdo da area ativa deste eletrodo e um melhor entendimento da
superficie usando a técnica de microscopia eletroquimica;
e Investigar outras aplica¢des de interesse da industria alimenticia com o

filme de RUOHCEF.
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