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RESUMO

O presente trabalho baseia-se no desenvolvimento de um sensor fotoeletroquimico altamente
seletivo para a determinacdo de dcido clorogénico (ACG), um antioxidante fendlico,
empregando-se um eletrodo de 6xido de indio e estanho (ITO) modificado com didxido de
titinio (TiO,) e laranja de acridina (LA). Uma lampada LED (Light Emitting Diode) foi
utilizada como fonte de irradiag¢do do sistema fotoeletroquimico. Os materiais que compdem o
fotossensor foram caracterizados individualmente e simultaneamente por espectroscopia de
infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) e espectroscopia de impedancia
eletroquimica (EIE). O fotossensor desenvolvido foi denominado de ITO/LA/TiO, e mostrou
uma rdpida resposta para o analito em um tempo de um segundo com elevadas fotocorrentes
para o ACG quando comparado aos sensores ITO/LA e ITO/TiO,. Sob as condigdes
experimentais e operacionais otimizadas, o sensor a base de ITO/LA/TiO, apresentou uma
correlacdo linear entre a fotocorrente e a concentragao de ACG num intervalo de concentracao
de 2 a 200 pmol L", bem como um limite de deteccdo de 0,54 pmol L™. O sensor foi aplicado
para a determinacido de ACG em amostras de café soluvel, cha e suco de maca empregando-se
o método de adi¢do de padrdo. A exatidao do sensor foi avaliada através de estudos de adi¢ao
e recuperacdo do analito fornecendo percentagens de recuperacdo entre 102,16 % a 102,42 %.
A precisdo do sensor foi verificada por meio da repetibilidade das medidas e do preparo do
sensor proporcionando um desvio padrdo relativo (DPR) inferior a 2% em ambos os estudos,
demostrando um excelente resultado para o sensor proposto. A seletividade do sensor foi
testada avaliando-se diferentes espécies comumente encontrados em amostras que contém o
ACG e os resultados obtidos sugerem que ndo hd interferéncia significativa destes compostos
na resposta do analito, demostrando uma boa seletividade para o sensor fotoeletroquimico. O
fotossensor mostrou-se um método eficiente para a determinacdo do antioxidante ACG em

amostra de alimentos, de maneira pratica, rapida, com grande confiabilidade e de baixo custo.

Palavras-chave: ACG; laranja de acridina; TiO,; sensor fotoeletroquimico; café soluvel; cha;

suco de maga.



ABSTRACT

The present work is based on the development of a highly selective photoelectrochemical
sensor for the determination of chlorogenic acid (CGA), a phenolic antioxidant, using a
indium doped tin oxide electrode (ITO) modified with titanium dioxide (TiO;) and acridine
orange (AO). A light emitting diode (LED) lamp was used as the source of irradiation for the
photoelectrochemical system. The materials that compose the photosensor were individually
and simultaneously characterized by Fourier transform infrared spectroscopy (FTIR) and
electrochemical impedance spectroscopy (EIS). The developed photosensor was named
ITO/LA/TiO; and showed a rapid response to the analyte with high photocurrent for the CGA
when compared to the ITO/LA and ITO/TiO, sensors. Under optimized experimental and
operational conditions, the ITO/LA/TiO; based sensor showed a linear correlation between
the photocurrent and the CGA concentration in a concentration range of 2 to 200 pmol L™, as
well as a detection limit of 0.54 umol L. The sensor was applied for the determination of
CGA 1n soluble coffee, tea and apple juice samples by using the standard addition method.
The accuracy of the sensor was evaluated through addition and recovery studies of the analyte
providing recovery percentages from 102.16% to 102.42%. The accuracy of the sensor was
verified by evaluating the repeatability of the measurements for several prepared sensors,
providing a relative standard deviation (RSD) lower than 2 % indicating an excellent result
for the proposed sensor. The selectivity of the sensor was tested by evaluating different
species commonly found in samples containing the CGA and the results obtained suggest that
there is no significant interference of these compounds on the analyte response, demonstrating
a good selectivity for the photoelectrochemical sensor. The photosensor showed to be an
efficient method for the determination of the CGA antioxidant in food samples, in a practical,

fast, high reliability and low cost.

Keywords: CGA; acridine orange; TiO,; photoelectrochemical sensor; soluble coffee; tea;

apple juice.
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1. INTRODUCAO

A Eletroanalitica, também conhecida como Eletroandlise, caracteriza-se como 0
desenvolvimento, caracterizacdo, entendimento e aplicagdo de métodos de andlise quimica
empregando fendmenos eletroquimicos, os quais tém contribuido para o entendimento de
varios processos eletroquimicos, tais como catdlise, inibicdo e transferéncia eletrdnica,
fotoeletroquimica e determinagdes analiticas (ZANONI et al., 2017).

Na ciéncia analitica moderna, a Eletroanalitica tem papel importante no
desenvolvimento de novos métodos de andlise, sensores quimicos, dispositivos e sistemas
capazes de identificar, monitorar e quantificar os mais diversos tipos de analitos nas mais
diferentes matrizes, tais como fluidos biolégicos, matrizes ambientais, microssistemas e
outros universos que requerem avangos tecnologicos para resolucdes de problemas cada vez
mais complexos (ZANONI et al., 2017). Assim, desde os primérdios da Eletroquimica até o
momento atual tem-se observado um considerdvel crescimento, tanto em magnitude quanto
em diversificacdo. No Brasil, isto tem se tornado evidente pelo elevado nimero de trabalhos
publicados na literatura técnica e cientifica, pela formacdo e consolidacdo de sociedades
cientificas profissionais e diferentes subdivisdes, por uma série de congressos que redinem
pesquisadores nacionais e internacionais que ocorrem regularmente e, principalmente, pela
notdria qualidade na formacgao de recursos humanos na drea (ZANONI et al., 2017).

Novos estudos eletroanaliticos vém sendo desenvolvidos em vdrias partes do
mundo, e, dentre estes destaca-se a degradacdo de compostos organicos empregando sistemas
fotoeletroquimicos. Nos processos fotoeletroquimicos o fotocatalisador € depositado sobre a
superficie de um material condutor, o que permite a coleta de elétrons fotogerados por
aplicacdao de um potencial externo (TAUCHERT E PERALTA-ZAMORA, 2004). Um f6ton
promove a excitacao eletronica de um elétron no material condutor, de modo que, ocorre uma
separacdo de cargas, ou seja, ocorre a formacdo de um par elétron/buraco (BORGES, 2009).
Esta separacdo de cargas maximiza o tempo de vida dos buracos fotogerados, o que favorece
a geracdo de radicais hidroxila o qual possui a capacidade para promover uma degradacdo
efetiva do poluente a ser tratado.

Adicionalmente, substratos organicos podem ser oxidados diretamente via
processo eletroquimico, e indiretamente pela acdo de agentes oxidantes eletroquimicamente
gerados (ex. peroxido de hidrogénio e oxigénio singlete). Como resultado, tem-se um

importante efeito sinérgico entre os processos, fator que permite a degradacdo de inimeros
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substratos de relevancia ambiental (PELEGRINI er al., 1999; WALDNER et al., 2003;
QUAN et al., 2004).

Além da degradagdo de compostos orginicos por meio de sistemas
fotoeletroquimicos pode-se realizar a detec¢do/quantificagdo desses compostos empregando
os chamados sensores fotoeletroquimicos. Um sensor fotoeletroquimico ¢ um novo tipo de
dispositivo analitico baseado nas propriedades fotoeletroquimicas de materiais,
principalmente materiais semicondutores. Devido as suas notdveis caracteristicas, tais como
sensibilidade, possibilidade de miniaturizacdo e portabilidade, estes tipos de andlises
fotoeletroquimicas estdo se tornando muito promissoras, principalmente para aplicacdes
analiticas (ZHANG et al., 2011), indicando uma gama de interessantes aplicagdes.

O uso de materiais fotoeletroquimicamente ativos que otimizem a geracdo de
fotocorrente/fotopotencial € um fator extremamente importante para o desenvolvimento de
sensores fotoeletroquimicos (WANG et al., 2009). Dentre estes materiais, estdo inclusos os
semicondutores, como diéxido de titdnio (TiO;), ou mesmo a combina¢do de dois
semicondutores inorganicos.

Dentre os compostos que tem sido recentemente determinados via sensores
fotoeletroquimicos destacam-se os compostos fendlicos (YAN et al., 2014; LIU et al., 2015;
YAN et al., 2015; ZHU et al., 2016). que sdo substincias que consistem em um grupo
hidroxila ligado diretamente a um grupo hidrocarboneto aromatico, podendo ser um fenol
simples ou polifenol (CARTEA et al., 2011). Neste contexto, a grande motivagdo para a
deteccdo destas moléculas é devida sua alta toxicidade, principalmente em ambientes
aquéticos (GUERRA, 2001). Outra caracteristica indesejavel destes contaminantes é o fato de
que, no processo de cloragdo da dgua potdvel, a sua reacdo com cloro produz clorofendis e
policlorofendis que sdo carcinogénicos (COLARIETI ez al., 2002).

Outra importante classe de compostos fendlicos sdo os antioxidantes fendlicos que
sdo substancias que retardam o inicio da reacdo de oxidacdo, pois reagem com os radicais
livres formando compostos estdveis e, assim, impossibilitam a propagacdo das reacdes em
cadeia de formacao dos compostos oxidados (RAMALHO e JORGE, 2006). Os radicais livres
sao moléculas com elétrons altamente instiveis que podem causar doencgas degenerativas e
morte das células. Eles sdo formados durante o metabolismo ou devido a exposi¢do a fatores
ambientais (RAHMAN, 2007; LOBO et al., 2010).

Os nossos sistemas de defesa antioxidante captam e aniquilam o excesso de
radicais livres. Estes antioxidantes constam de enzimas, pequenas moléculas produzidas nas

nossas células. Deste exército antioxidante, nem todos os compostos podem ser produzidos
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pelo nosso organismo e, por isso, t€ém que ser obtidos pelos alimentos. Os antioxidantes
produzidos pelo nosso organismo sdao denominados enddgenos, tais como as enzimas
superoxido dismutase, catalase e glutationa peroxidase, e os antioxidantes que ndo sao
produzidos pelo nosso organismo sdo denominados exdgenos, tais como, o beta caroteno,
vitaminas C, E, selénio, zinco, cobre, manganés, 4cido lipdico, polifendis, bioflavondides,
isoflavonas da soja entre outros. Acredita-se que os antioxidantes ajudam na prevencdo do
desenvolvimento de doencgas cronicas como o cancer, doengas cardiacas, derrame, mal de
Alzheimer, artrite reumatoide e catarata (PHAM-HUY et al., 2008; LIANG e KITTS, 2016).
Assim, a quantificacdo desses compostos em diferentes tipos de amostra é algo
extremamente importante uma vez que € possivel relacionar a ingestdao de alimentos ricos em
antioxidantes no tratamento ou prevencdo de doencas. Neste contexto, a presente pesquisa
descreve o desenvolvimento de um sensor fotoeletroquimico para detec¢do de um importante
antioxidante, o 4cido clorogénico, em amostras de alimentos, visando um sistema com alta
estabilidade, sensibilidade, seletividade e baixo custo. Para tanto, utilizou-se como eletrodo de
trabalho o 6xido de indio e estanho (ITO) modificado com o diéxido de titdnio (TiO,)
sensibilizado com o corante laranja de acridina (LA), os quais foram submetidos a luz
proveniente de uma lampada LED com radiacdo eletromagnética na regido do visivel.
Ressalta-se que até o presente momento, nenhum fotossensor a base de 6xido de titanio
modificado com laranja de acridina foi relatado na literatura visando a detec¢ao/quantificacao
do 4cido clorogénico, o que, com certeza, nos motivou para o desenvolvimento desse

trabalho.
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2. OBJETIVOS

Este trabalho tem como objetivo geral o desenvolvimento de um sensor
fotoeletroquimico a base de 6xido de indio e estanho modificado com laranja de
acridina e diéxido de titdnio, para a determinacio de 4cido clorogé€nico em amostras
alimenticias, visando o desenvolvimento de um sistema com alta sensibilidade,
seletividade, ampla faixa de resposta linear e estabilidade.

Para atingir o objetivo geral do trabalho os seguintes objetivos especificos
foram estabelecidos:

e Caracterizar simultaneamente e individualmente os componentes do
sensor empregando a espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier e
espectroscopia de impedancia eletroquimica;

e Modificar o eletrodo de trabalho (eletrodo de 6xido de indio e estanho)
com laranja de acridina e didxido de titanio e avaliar a contribui¢do de cada material
sobre a resposta do sensor visando a eletrooxidacio do 4cido clorogénico;

e Avaliar e otimizar as respostas do sensor proposto utilizando-se a
cronoamperometria;

e Construir a curva analitica referente a espécie de interesse;

e Realizar estudos de possiveis interferentes, bem como verificar a
estabilidade e repetibilidade das medidas e no preparo do sensor;

e Aplicar o sensor na determinagdo de ACG em amostras comerciais de

café, cha verde e suco de maca.



20

3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. Compostos fenélicos e sua capacidade antioxidante

Os compostos fendlicos variam de compostos simples, de baixo peso molecular e
com um unico anel aromadtico, a polifendis como os taninos, que possuem alto peso
molecular. Eles podem ser divididos em cinco diferentes categorias, com base no seu nimero
de anéis aromadticos ligados ao grupo hidroxila, e na forma como eles se ligam a essas
hidroxilas em: 4cidos fendlicos, flavondides, taninos, estilbenos e lignanos (LIU et al., 2017)
e sdo comumente encontrados conjugados com agucares e dcidos organicos (CROZIER et al.,
2007; PEREIRA et al., 2009).

Os compostos fendlicos sdo essenciais na dieta humana, pois possuem uma
variedade de atividades bioldgicas valiosas, incluindo propriedades antioxidantes (LI er al.,
2016), antimicrobianas (CETIN-KARACA e NEWMAN, 2015), antimutagénicas
(BASGEDIK et al., 2014) e anti-inflamatéria (FURTADO et al., 2016), e sdo amplamente
usados nos campos da biologia, medicina, alimentos e em outros campos. Além dessas
propriedades, os compostos fendlicos também sdo responsdveis por alguns fatores na
qualidade dos alimentos, como sabor, adstringéncia e cor (RODRfGUEZ et al., 2009), seja
presente naturalmente na composi¢ao do produto ou adicionados como aditivos naturais.

O potencial antioxidante dos compostos fendlicos pode basear-se na transferéncia
de dtomos de hidrogénio ou na transferéncia de um tnico elétron por transferéncia de prétons.
No entanto, o potencial antioxidante de um fendlico particular depende principalmente do
numero e posicao dos grupos hidroxilas na molécula (ZHANG e TSAO, 2016). Sendo assim,
os compostos fendlicos podem atuar como terminadores de cadeias de radicais livres e como
quelantes de ions metdlicos redox ativos que s@o capazes de catalisar a peroxidacdo lipidica
(SCHROETER et al., 2002). Estes compostos também sdo capazes de eliminar particulas
reativas de oxigénio, devido a sua propriedade de doacdo de elétron (PODSEDEK, 2007).

O mecanismo de agdo deste tipo de antioxidante estd representado na Figura 1.
Um atomo de hidrogénio ativo do composto fendlico € atraido pelos radicais livres R* ¢ ROO
com maior facilidade do que os hidrogénios alilicos das moléculas insaturadas. Desse modo,
formam-se espécies inativas para a reacdo em cadeia e um radical inerte (A’) procedente do
antioxidante. Este radical, estabilizado por ressonancia, ndo tem a capacidade de iniciar ou

propagar as reacoes oxidativas (RAMALHO e JORGE, 2006).
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Figura 1: Mecanismo de acdo da atividade antioxidante de um composto fendlico

ROO + AH - ROOH + A’
R +AH - RH + A
Onde: ROO" e R' —radicais livres; AH — antioxidante com um atomo

de hidrogénio e A" — radical inerte

Fonte: Ramalho e Jorge, 2006 (adaptado)

Os antioxidantes podem ser de origem sintética ou natural (SHAH et al., 2014).
Os 4cidos fendlicos, por sua vez constituem uma importante classe de antioxidantes naturais
frequentemente encontrados em diversas frutas, vegetais e bebidas (café, chds e sucos de
frutas) (PIAZZON et al., 2012). Na natureza, esses compostos ocorrem principalmente nas
formas insoldveis ou conjugadas (ACOSTA-ESTRADA et al., 2014) e podem ser divididos
em duas categorias dependendo da sua estrutura: derivados do acido benzdico e derivados do
acido cinamico. Estes compostos consistem em um anel de benzeno ligado a um grupo
carboxilico (4cidos benzoicos) ou a um 4acido propendico (4cidos cindmicos) (OROIAN e
ESCRICHE, 2015).

Em muitas frutas e vegetais, os dcidos cindmicos (especialmente o dcido cafeico)
estdo presentes como derivados de éster (4cido clorogénico, outros acidos cinamoilicos
quininos, glicosideos feniletandicos) que apresentam um alto potencial como antioxidantes.
Os 4cidos hidroxicinamicos mais importantes sdo os dcidos cafeico, ferulico, p-cumarico e
sindptico. Os 4cidos hidroxibenzoicos incluem dcidos gdlico, p-hidroxi-benzdico,
protocatequico, vanilico e siringidico. (OROIAN e ESCRICHE, 2015). A atividade
antioxidante destes compostos e seus ésteres depende do numero e grupos hidroxilas na
molécula e a atividade pode ser fortalecida por impedimento estérico. As propriedades de
retirada de elétrons do grupo carboxilato em &cidos benzoicos t€ém uma influéncia negativa
sobre as habilidades de doacdo de hidrogénio dos hidroxibenzoico (RICE-EVANS et al.,
1996). Os derivados do 4cido hidroxicinamicos sdo antioxidantes mais ativos do que o0s
derivados do dcido hidroxibenzoico. Isto deve-se a dupla ligagdo presente na molécula dos
derivados do 4cido cindmico, que participa na estabilidade do radical por ressonancia de
deslocamento do elétron desemparelhado, enquanto que os derivados do 4cido benzoico nao

apresentam essa caracteristica (ANGELO e JORGE, 2007).
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Os 4cidos fendlicos, além de se apresentarem sob sua forma natural, podem ligar-
se entre si ou com outros compostos. A combina¢cdo mais importante destes dcidos ocorre
quando o 4cido cafeico, o qual, associado ao dcido quinico, origina o &4cido clorogénico
(SOARES, 2002). Por isso, dentre essa gama de compostos fendlicos, escolheu-se o dcido

clorogénico devido a sua ampla distribuicao na dieta humana.

3.2. Acido Clorogénico

O 4cido clorogénico ou &cido 3-(3,4-di-hidroxicinamol) quinico (ACG) é um
polifenol encontrado em larga escala na natureza e faz parte diretamente da dieta humana,
pois estd presente em vdrios alimentos e bebidas, incluindo café, chds, frutas e vegetais. Este
composto também possui influéncias significativas nas propriedades organolépticas dessas
bebidas e alimentos (CLIFFORD, 2000; UPADHYAY e RAO, 2013). E conhecido por ser
um composto bioativo que possui propriedades antioxidantes, antimicrobiana, antibacteriana,
antiviral e propriedades anti-inflamatérias (MEINHART et al., 2017).

Os 4cidos clorogénicos (ACGs) sdo formados pela esterificacdo de 4cidos trans-
cindmicos (incluindo o dcido cafeico, 4cido ferdlico e 4cido p-cumadrico) com 4cido quinico
(CLIFFORD, 2000). A caracteristica distintiva dos ACGs € que eles geralmente possuem
diferentes formas isoméricas e podem ser subdivididos em mais subgrupos de acordo com o
tipo de substituinte éster (por exemplo, acidos cafeoilquinicos, CQAs, 4cidos feruloilquinicos,
FQAs, acidos p-cumarilquinicos, p-CoQAs, etc.) e o numero de substituintes éster (4cidos
monoacilinilicos, 4cidos diacilquinicos, ou 4cidos triaciliniquicos) (FARAH, 2012; ZHANG
et al.,2013; SERUGA e TOMAC, 2014).

O termo dcido clorogénico parece ter sido introduzido em 1846 por Payen para
designar um composto fendlico com funcdo 4cida de estrutura ainda desconhecida, que
conferia coloracdo verde quando em meio levemente alcalino e exposto ao ar. Foi isolado pela
primeira vez em 1907 na forma de complexo cristalino, denominado clorogenato de cafeina, e
com sua estrutura quimica posteriormente estabelecida por Fisher (1932), como sendo o 4cido
3-cafeoilquinico, hoje conhecido como acido S-cafeoilquinico (DE MARIA e MOREIRA,
2004).

O 4cido 5-cafeoilquinico (5-CQA) € o representante mais importante e abundante
da série dos 4cidos clorogénicos, sendo o mais conhecido dos fendis dietéticos biologicamente

ativos (GARAMBONE e ROSA, 2008). Devido a abundancia desse composto estima-se que
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uma pessoa consuma em média 1 g de 4cido clorogénico por dia (SEFKOW, 2001;
MEINHART et al., 2017).

Quando radicais livres oxidam os antioxidantes fendlicos, alguns intermedidrios
reativos podem ser produzidos, como dimeros e quinonas, o que sugere que a toxicidade
dessas substincias fendlicas depende do curso das reacOes radicalares de degradacdo
oxidativa (KADOMA et al., 2009). O acido clorogénico ¢ um composto incolor que possui
dois grupos adjacentes (orto) hidroxilo, que se oxidam produzindo um dimero com uma
fracdo o-hidroquinona (Figura 2), por meio de reagdes enzimdticas ou ndo enzimdticas na
presenca de oxigénio (NAMAZIAN e ZARE, 2005; RAWEL e ROHN, 2010). E por mais que
se pense que a atividade antioxidante do ACG resida na estrutura de catecol do anel fenilo, a
ligacdo dupla conjugada com o grupo catecol pode também servir como um local para ataque
de radicais livres. Portanto a estabilizacdo do ACG € uma das preocupagdes mais importantes
para suas aplicagdes, pois ele € facilmente oxidado e sensivel ao calor e a luz, o que restringe

sua aplicacdo na industria (CHAO et al., 2012).

Figura 2: Semi-reagdo de oxida¢do do 4cido clorogénico.

¢ 0
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Fonte: Namazian e Zare, 2005 (adaptado)

Os radicais livres podem causar reacdes radicais nocivas, como a oxidacio
lipidica que é responsdvel pelo aparecimento de sabores e odores desagraddveis nos
alimentos, tornando-os improprios para o consumo. Estes radicais também causam alteracdes
nas células, agindo diretamente sobre alguns componentes celulares que causam doencgas
crOnicas como o cancer, doengas cardiovasculares e desordem neurodegenerativa. Contudo, o
acido clorogénico tem a capacidade de interagir diretamente com as espécies reativas de
oxigénio, apresentando assim um amplo espectro de atividades bioldgicas, que sao resultados

do ACG doando atomos de hidrogénio para reduzir os radicais livres e inibir as reacdes de
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oxidagdo. Dessa maneira, este antioxidante pode inibir a oxidagdo lipidica e prevenir o risco
dessas doencas (SOARES, 2002; LIANG e KITTS, 2016).

O 4cido clorogénico tem atraido atencdo da comunidade cientifica por sua ampla
distribuicao e importancia para a alimentacdo e saide humana. Portanto, ¢ muito importante
estabelecer alguns métodos quantitativos para monitorar a concentracdo deste antioxidante em
todos os tipos de amostras reais.

Dessa maneira, vdrios métodos analiticos para a detec¢do de édcido clorogénico
sao relatados na literatura incluindo métodos espectrofotométricos, espectrométricos,
cromatogrificos e quimiluminescentes (OZYURT et al., 2007; BELAY e GOLAP, 2009;
QIU, 2011; ARAI et al., 2015; LIANG et al., 2016). Embora cada um desses métodos tenha
vantagens distintas, normalmente eles sdo demorados, trabalhosos, além de exigirem
instrumentos complicados e de custo elevado (WANG et al., 2007).

Por outro lado, os métodos eletroquimicos vém se tornando bastante difundidos,
principalmente por ser simples, de baixo custo e rdpidos, se comparado a varios métodos
analiticos (KEMPAHANUMAKKAGARI et al., 2017). A fotoeletroquimica (FEQ), por sua
vez, tem surgido como um método alternativo para a determinagdo de inumeras moléculas,
pois oferece desempenho semelhante e vantagens adicionais quando comparadas aos sistemas
eletroquimicos convencionais, além de apresentar um excelente desempenho analitico e uma
alta sensibilidade, com uma ampla capacidade para proporcionar elevados intervalos de
resposta (HAN et al., 2016), o que justifica a utilizagdo desse sistema para a deteccdo do
analito no presente trabalho.

Nos subitens a seguir abordar-se-4 um pouco sobre os sensores eletroquimicos

convencionais e fotoeletroquimicos para melhor entendimento de ambos os sistemas.

3.3. Sensores eletroquimicos: Aplicaciao para a deteccao de acido clorogénico

Os sensores eletroquimicos representam uma subclasse importante de sensores
quimicos e t€m sido amplamente relatados como um método barato e simples para detectar
sensivelmente uma variedade de analitos (HANRAHAN et al., 2004; YANG et al., 2015).
Um sensor eletroquimico consiste em um transdutor eletroquimico (eletrodo quimicamente
modificado (EQM)) revestido com uma pelicula quimica ou bioquimica como material
condutor, e que por meio de reacdes faradaicas (transferéncia de carga) ou diferengas de
potencial exibem propriedades quimicas, eletroquimicas e/ou Opticas do filme (BARROSO et

al.,2011; RAGAVAN et al., 2013).
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Sensores eletroquimicos geralmente compreendem um eletrodo de detecgcdo
(como elemento de transducdo), um contra-eletrodo, um eletrodo de referéncia e um eletrélito.
A informacao analitica € obtida a partir do sinal elétrico resultante da interacdo do analito alvo
e da camada de reconhecimento no eletrodo de deteccao (RASSAEI et al., 2011; BAHADIR e
SEZGINTURK, 2016; WANG, 1995). Neste sentido, vérios sensores tém sido desenvolvidos
para a deteccdo de 4cido clorogénico, dos quais, alguns serdo relatados a seguir:

Ma et al., (2016) propuseram um método eletroquimico para a determinacdo de
ACG empregando voltametria ciclica e voltametria de pulso diferencial, utilizando um
eletrodo de tela impressa (ETI) modificado com nanotubos de carbono de paredes multiplas
(NTCPMs). Todos os estudos foram realizados em solugdo tampao de acetato de sdédio-acido
acético 0,10 mol L (pH 6,2). O analito apresentou um par de picos redox bem definidos, o
potencial do pico de oxidacdo e do pico de redugdo foi de 0,08 V e -0,19 V, respectivamente.
Uma curva de calibracdo foi construida empregando a técnica de voltametria de pulso
diferencial (VPD) para a determinacdo de ACG, obtendo-se intervalos de resposta linear de
0,17 a 15,8 pg mL" (R= 0,9976). O limite de deteccio calculado foi de 0,12 ug mL™". O
sensor proposto foi aplicado em amostras de graos de café e os valores de recuperacio
variaram entre 94,74 a 106,65 %, os quais foram similares aos encontrados pelo método de
CLAE, corroborando a acurdcia do método proposto.

Mohammadi et al.,, (2017) desenvolveram um sensor eletroquimico baseado em
carbono mesoporoso altamente defeituoso, RTIL [BMIM.PF¢] e 6leo mineral para a
determinagdo de ACG em solu¢do tampao Britton-Robson 0,04 mol L' a pH 2,0. O
comportamento eletrocatalitico do sensor foi explorado pela técnica de voltametria de onda
quadrada (VOQ) devido a sua sensibilidade de corrente muito maior e melhor resolucao
quando comparado com a técnica de voltametria ciclica. Sob as condi¢bes previamente
otimizadas, uma faixa de resposta linear variando entre 2x10% a 2,5)(10'6 mol L™ foi obtida
com uma sensibilidade de 4,55 pA L umol™ e limite de deteccio de 1x10™® mol L. O método
para a determinacdo de ACG foi aplicado em amostras de extratos de ervas (Calendulas
Officinalis e Echinacea purpurea) em determinadas concentracOes mostrando recuperacoes
entre 98,6 a 105,8% demonstrando uma boa acuracia.

Vasilescu et al., (2015) construiram um biossensor amperométrico para a
determinacdo de ACG a base de lacase. O eletrdlito utilizado foi uma solucdo tampao acetato
pH 5,0. A curva analitica foi obtida para o analito, apresentando uma faixa de resposta linear
variando entre 2,91 a 26,47 umol L! (R=0,9889) com uma sensibilidade de 0,02 pA L pmol~

' ¢ limite de deteccdo de 2,67 pumol L. O biossensor mostrou-se estivel durante duas
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semanas, e apos dois meses, obteve-se uma resposta de cerca de 80% do seu valor inicial. O
método proposto foi aplicado para a quantificacdo de ACG em amostras de café usando as
equacdes das curvas de calibragdo dando concentracdes na faixa de 92,67 a 297,28 umol L™
Os resultados foram plotados em relagdo a resultados obtidos por CLAE, mostrando valores
mais elevados para este antioxidante usando a matriz desenvolvida do que os valores obtidos
por CLAE.

Chao e Ma, (2014) modificaram um eletrodo de carbono vitreo (ECV) com um
filme de poli (4&cido aminossulfonico, (PASA)) para a determina¢do de ACG em solucao
tampdo fosfato pH 8,0 por voltametria ciclica. O eletrodo modificado apresentou uma alta
atividade eletrocatalitica para o pico redox do ACG quando comparado ao ECV e dessa
forma, a taxa de transferéncia de elétrons no filme foi muito mais rdpida. A faixa linear variou
entre 4x107 a 1,20x10™ mol L™ (R= 0,9996), o limite de deteccdo de 8,0x10™ mol L foi
estimado pela diminui¢do gradual dos niveis de concentracdo de ACG. O sensor foi aplicado
em uma variedade de produtos farmacéuticos e os valores de recuperacao de ACG obtidos
com o método proposto variaram entre 96,3 a 102,8 %. Os resultados analiticos das amostras
farmaceéuticas obtidos foram validados usando CLAE como método tradicional, os quais estao
de acordo, demonstrando a boa acurédcia do método proposto.

Tomac et al., (2017) descrevem a determinacdo de ACG empregando a
cronopotenciometria de fluxo continuo com um eletrodo de carbono vitreo microporoso
(ECVM) em tampao fosfato (pH 7,0). Sob as condi¢des otimizadas, o sensor apresentou uma
resposta linear para o antioxidante de 5 a 100 umol L' (R= 0,9998), com um limite de
deteccdo de 5,7x107 umol L'. O ECVM foi aplicado em amostras de extrato aquoso de café
usando a curva de calibragdo para o dcido 5-cafeoilquinico como padrio para a quantificacdo.
Os resultados foram apresentados pelos valores médios de cinco medidas separadas para cada
amostra de café com desvio padrdo relativo (DPR) no intervalo de 2,20 a 6,91%, indicando
uma boa precisao (repetibilidade) na determinac¢do do teor total de ACG nas amostras de café.
Os autores compararam os resultados obtidos com resultados realizados por VOQ e VPD para

as mesmas marcas de café, os quais mostraram uma excelente correlagdo.
3.4. Sensores fotoeletroquimicos
O uso da energia solar para a producdo direta de eletricidade tem se tornado um

campo de bastante interesse nos ultimos anos e atraido novas investigacdes a respeito da

interacdo entre a luz, fluxo de elétrons e reacdes quimicas na superficie de eletrodos em
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células eletroquimicas. Uma das abordagens mais promissoras no planejamento desses
sistemas envolve o desenvolvimento de células fotoeletroquimicas, as quais abrem espaco
para a construgdo e aplicacdo de sensores fotoeletroquimicos (BARD, 1980).

Os sistemas fotoeletroquimicos sdo sistemas que mantém as vantagens dos
métodos eletroquimicos tradicionais combinadas as dos métodos Opticos, acoplando
fotorradiacdo com deteccdo eletroquimica (LI, X. ef al., 2015; WU et al., 2017). O processo
fotoeletroquimico refere-se a conversao de fétons para eletricidade, resultante da separacdo da
carga e posterior transferéncia de carga apds absor¢do de fétons durante a iluminacdo
(DEVADOSS et al., 2015). A luz age como um impulsionador de elétrons, resultando na
geracdo de energia elétrica ou quimica através de reagdes redox. Quando um &dtomo ou
molécula com propriedades fotoeletroquimicas absorve um féton, um elétron € transferido de
um orbital de menor energia para um orbital de maior energia (Figura 3), e a frequéncia de luz
absorvida que causa esta transicao apresenta energia igual ou superior a diferenca de energia
entre os dois orbitais. Com isso, tem-se a formacdo de um par elétron-buraco (e/h") (BARD,
1980).

Figura 3: Orbitais eletronicos e formagado do par e/4" em uma molécula S ap6s absor¢do de

luz.
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Fonte: Bard, 1980 (adaptado)

Um sensor fotoeletroquimico é um tipo de método analitico recentemente
desenvolvido baseado na técnica fotoeletroquimica, onde a deteccdo ocorre pelo processo de
transferéncia de elétrons fotoinduzidos na interface eletrodo/solu¢cdo (PENG et al., 2014; SHI
et al., 2016). Estes sensores combinam as vantagens dos sensores eletroquimicos e 6pticos,

tais como baixo sinal de fundo — devido a separacdo entre a fonte de excitacdo (luz) e o sinal
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de deteccdo (fotocorrente), alta sensibilidade, instrumenta¢do simples, baixo custo,
portabilidade e facil miniaturizagdo, pois possuem a capacidade de acoplar o processo de
fotoexcitagdo com detec¢ao eletroquimica (LISDAT et al., 2013; WANG, L et al., 2014,
DEVADOSS et al., 2015; MOAKHAR et al., 2017).

O mecanismo de deteccao dos sensores fotoeletroquimicos baseia-se na mudanga
da fotocorrente/fotopotencial, que é gerada pelas interacdes fisicas/quimicas entre analitos e
materiais fotoeletroquimicos, de modo que a fotocorrente de saida possa ser aproveitada de
forma eficiente (WANG et al., 2009). Quase todos os sistemas de detec¢do fotoeletroquimica
atuais estdo focados em fotoanodos constituidos por semicondutores do tipo n ou
semicondutores do tipo p sensibilizados, isso porque os orificios fotogerados em
semicondutores do tipo n transferem-se para a superficie do fotoeletrodo que recebe a
radiacdo eletromagnética e reagem com substincias redutoras (atuando como doadores de
elétrons) (WANG, G.-L., LIU, K.-L., et al., 2014; WANG et al., 2015).

O desempenho analitico dos sensores fotoeletroquimicos € determinado por
materiais de eletrodos, isso porque a eficiéncia de conversdo fotoelétrica € um parametro
importante para a sensibilidade da deteccdo, pois a eficiéncia de conversdo fotoelétrica do
sensor depende principalmente de materiais fotoativos imobilizados no eletrodo. Assim, o
“design” de sistemas fotocataliticos ¢ a manipulacdo de captura e transporte de elétrons em
fotoeletrodos sdo caracteristicas importantes que definem a eficiéncia geral dos sensores
fotoeletroquimicos (DEVADOSS et al., 2015; SHEN, Q., SHI, X., et al., 2015). Atualmente,
diversos materiais com excelentes propriedades optoeletronicas estdo sendo estudados e
preparados para a aplicacdo em sensores fotoeletroquimicos (ZHOU et al., 2014; SHEN, Q.,
HAN, L., et al., 2015; MONTEIRO et al., 2017).

3.5. Materiais semicondutores e compostos organicos/inorganicos empregados em

sistemas fotoeletroquimicos

A fotoeletroquimica geralmente requer a utilizacdo de um eletrodo semicondutor
para permitir a interacdo da luz com sistemas eletroquimicos, a Figura 4 ilustra o conceito
basico de uma célula fotoeletroquimica, onde um semicondutor estd conectado a um contato
metdlico e também a um circuito eletronico externo e finalmente a um contra eletrodo
metdlico. O eletrodo semicondutor também estd conectado ao contra eletrodo através da
solucdo que completa o circuito. Apds a absor¢do de luz pelos materiais semicondutores,

ocorre a formacdo do par elétron/buraco (e/h") na interface o que causaria a reacdo redox das
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espécies em solucdo e assim, o elétron seria coletado pelo contato de metal. Um terceiro
eletrodo pode ser utilizado para controle e medicao do potencial aplicado, esse eletrodo é
chamado de eletrodo de referéncia. Esse principio fotoconduzido tem sido aplicado ha muito
tempo a fotocatdlise, fotoeletrossintese, bem como a conversdo de energia solar (ZHAO et al.,

2014).

Figura 4: Diagrama esquematico de uma célula fotoeletroquimica.

Circuito eletronico externo

Eletrodo de trabalho
Semicondutor

Contra eletrodo de
metal

Processo
Redox

Fonte: Zhao et al., 2014 (adaptado)

Um aspecto chave para a constru¢do de uma célula fotoeletroquimica eficiente é
encontrar materiais fotoeletrodos semicondutores abundantes capazes de absorver a luz solar e
conduzir, por exemplo, reacdes de divisdio de dgua para produzir hidrogénio. Um
semicondutor ideal deve apresentar baixo custo, obtido a partir de materiais abundantes em
terra, caracterizados por alta estabilidade fotoquimica e redox e com um intervalo de banda
apropriado para ter uma forte absor¢do de luz visivel (NGUYEN et al., 2017,
PASSALACQUA et al., 2017).

Em um semicondutor, os orbitais estdo contidos em uma banda de valéncia (BV)

preenchida e uma banda de condugdo (BC) vazia, separadas por uma diferenga de energia
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denominada band gap (Eg) ou banda proibida (BARD, 1980). Desse modo, quando um
semicondutor absorve fétons com energias superiores a energia de sua E,, os elétrons da
banda de valéncia sdo excitados para a banda de condu¢do deixando buracos, de carga oposta,
na banda de valéncia do semicondutor. A formagdo do par e/h" (Figura 5) resulta na
formacdo de um estado excitado no semicondutor (S*). Os pares fotogerados migram, na
escala de tempo de picossegundos, para locais ativos de superficie onde as reagcdes de reducao
e oxidacdo podem ser vidveis se a termodindmica dos processos for favordvel antes da
ocorréncia da recombinacdo de carga. As vias de migracdo e o tempo de vida dos
transportadores de carga sdo cruciais, porque eles se recombinam mais rdpido do que o
esperado, de modo que a eficiéncia de conversdo de energia € muito baixa. Como o interesse
do processo fotoeletroquimico € converter energia luminosa em corrente elétrica, a separagdo
dos pares e/h" deve ser mantida efetivamente para evitar a recombinagdo, e tal separa¢do
pode ser promovida através de uma diferenca de potencial elétrico (como em um eletrodo) ou
utilizando espécies aceitadoras ou doadoras de elétrons, que capturam os elétrons fotogerados
e transformam a energia em energia quimica redox (BARD, 1980; GRATZEL, 2001;
NGUYEN et al., 2017; PASSALACQUA et al., 2017).

Figura 5: Banda de valéncia e de conducdo de um semicondutor e formagio do par e/h*.

BC
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Fonte: Bard, 1980 (adaptado)

Uma espécie doadora de elétrons em solugdo, captura os buracos fotogerados na
banda de valéncia do material e reduz a recombinacdo dos pares e/h", desse modo, depois

desse processo hd um aumento de fluxo de corrente do material para o eletrodo, o que resulta
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em uma fotocorrente anddica (Figura 6a). Também vai ocorrer uma redu¢do na recombinacao,
quando uma espécie aceitadora de elétrons, captura os elétrons transferidos para a banda de
condugdo do material e o buraco na banda de valéncia é preenchido por um elétron a partir do
eletrodo, em consequéncia, o fluxo de corrente do material para o eletrodo é bloqueado,
resultando em uma fotocorrente catddica que flui do eletrodo para o material neutralizando o
excesso de buracos (Figura 6b). A fotocorrente anddica e catddica geradas no eletrodo sdo

proporcionais a quantidade de analito que interage com o material, logo, a sua concentracdo

no meio (WANG et al., 2009; SHI et al., 2011; WANG, L. et al., 2014).

Figura 6: Mecanismo de geracdo de fotocorrentes de um material semicondutor inorganico

(a) Fotocorrente anddica; (b) Fotocorrente catddica.
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Fonte: Wang et al., 2009 (adaptado)

A utilizacdo de materiais compoésitos tem maior eficiéncia de conversao
fotoelétrica do que um material dnico, sendo estes usados em sistemas analiticos
fotoeletroquimicos com mais frequéncia, e normalmente também referem-se a materiais
fotoelétricos organicos ou complexos com material fotoelétrico inorganico, ou a diferentes
materiais de dois semicondutores inorganicos com diferentes larguras de banda de energia
(ZHANG e ZHAO, 2013).

Um grande ndmero de semicondutores que apresentam propriedades
fotoeletroquimicas t€m sido explorados, incluindo 6xidos metdlicos, sulfetos metdlicos e

calcogenetos (CHEN et al., 2010). Dentre estes, os 6xidos metédlicos nanoestruturados (como
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diéxido de titanio - TiO,, 6xido de zinco - ZnO, 6xido de cobre - CuO e dioxido de estanho -
Sn0,) tém sido explorados intensivamente em uma ampla faixa de aplicacdes, apresentando
excelentes propriedades cataliticas, Opticas e elétricas que levam a uma variedade de
aplicacdoes (MASSAGLIA e QUAGLIO, 2017). Entretanto, o TiO, é um dos semicondutores
mais utilizados em sistemas fotoeletroquimicos devido seu baixo custo, ndo toxicidade e
estabilidade fotoeletroquimica, porém seu amplo band gap (~3.2 eV para o polimorfo
anatase) limita sua adsor¢@o principalmente na regido UV, apenas cerca de 4 % da energia
solar recebida é utilizada pelo TiO,, limitando o efeito fotoelétrico e assim suas aplicagdes
diretas (DING et al., 2016; PARK er al., 2017, WANG et al., 2017). Sendo assim, muitas
pesquisas estdo atualmente em andamento para ampliar a absor¢do do TiO, e de outros
semicondutores na regido visivel do espectro eletromagnético.

Um método simples para aumentar a regido de absorcdo de radiacio
eletromagnética na regido do visivel € usar um corante orginico para aumentar a
fotossensibilidade. Muitos corantes, tais como eritrosina B, eosina, rodamina B, tionina,
feoférbido, porfirina, laranja de acridina, ftalocianina podem ser utilizados como
sensibilizantes (JAYAWEERA et al., 2005; ZHANG e ZHAO, 2013). Neste método, o
corante absorve a luz que ndo pode ser absorvida pelo TiO,, de modo que a espécie
sensibilizadora € promovida a um estado excitado S* (Figura 7). Quando a molécula
fotossensibilizante no TiO, absorve os fétons incidentes, os elétrons dessa molécula sdo
excitados do orbital HOMO (orbital molecular ocupado de mais alta energia) para o orbital
LUMO (orbital molecular desocupado de mais baixa energia) e, consequentemente, ocorre
uma transferéncia rdpida de elétrons do orbital LUMO do sensibilizador para a banda de
conducdo do semicondutor, os quais sdo coletados pelo eletrodo e assim, a fotocorrente &
gerada. Para tornar a transferéncia de carga energeticamente favoravel, o orbital LUMO do
corante deve ser maior do que a banda de conducio do semicondutor. Com a transferéncia de
elétrons, o sensibilizador passa do estado S* para S* (oxidado), o qual pode retornar para o
estado fundamental (S) na presenca de espécies doadoras de elétrons em solugdo (analito). A
separacdo de cargas fotogeradas €, portanto, garantida pela transferéncia rapida de elétrons do

sensibilizador para o TiO; (WANG et al., 2009; LI e WU, 2015; JAAFAR et al., 2017).
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Figura 7: Mecanismo de geracdo de fotocorrente em um compdsito de TiO,-sensibilizador.
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Fonte: Wang et al., 2009 (adaptado)

Para obter uma fotossensibilizacdo altamente eficiente em um sistema
fotoeletroquimico, o fotossensibilizador deve exibir as seguintes propriedades (JAAFAR et

al., 2017):

e boa absor¢ao na superficie do semicondutor através de subgrupos;

e forte absorcao no espectro de luz visivel;

e alinhamento adequado do nivel de energia do estado excitado do corante e da
borda da banda de condug¢do do semicondutor;

e alta taxa de transferéncia do corante para o 6xido de metal semicondutor com
uma pequena perda de elétrons; e

e boa estabilidade térmica e eletroquimica.

Portanto, a sensibilizacio de corantes orginicos melhora a fotocatdlise de
semicondutores na regido do visivel, formando um material compdsito que tem uma maior
eficiéncia na conversao fotoelétrica.

Neste contexto, o presente trabalho teve como propdsito o desenvolvimento de um
sensor fotoeletroquimico a base de ITO modificado com nanoparticulas de TiO;

sensibilizadas com laranja de acridina (LA) para a deteccio de ACG em amostras de
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alimentos, usando luz LED visivel como fonte de energia. Ressalta-se que este foi o primeiro
sensor fotoeletroquimico desenvolvido e aplicado para a determinacdo deste analito

explorando a interagao de LA e nanoparticulas de TiO,.
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4. PROCEDIMENTO METODOLOGICO

Esta pesquisa foi desenvolvida no Laboratério de Sensores, Dispositivos e
Métodos Analiticos (LabS) da Universidade Federal do Maranhdao (UFMA), em Sio
Luis — MA. Os reagentes, solugdes, equipamentos e procedimentos analiticos

empregados no presente trabalho sdo descritos a seguir:

4.1. Reagentes e solucoes

Todos os reagentes quimicos utilizados no presente trabalho foram de grau
analitico e usados sem mais passos de purificacdo. Laranja de acridina (LA),
nanoparticulas de TiO, na forma anatase (d < 25 nm), 4cido clorogénico (ACGQG), cloreto
de sédio (NaCl), cloreto de potassio (KCI) , sulfato de sédio (Na,SOy), hidréxido de
sédio (NaOH), fosfato de sdédio monobasico (NaH,PQ,), fosfato de sédio dibasico
(Na;HPO,), etanol (C,H¢O), acido ascorbico (CsHgOg), acido citrico (CcHgO7), glicose
(Ce¢H120¢), L-cisteina (C3H7NO,S), acido tartarico (C4HgOg), acido acético (C,H405),
acido bérico (H3BO;3), acido fosférico (HsPO,) e acido [4-(2-HidroxiEtil)-1-
PiperazinEtanolSulfénico] (HEPES) foram adquiridos da Sigma-Aldrich®, St. Louis,
EUA.

Todas as solucdes foram preparadas com &dgua purificada utilizando um
sistema OS10LXE (Gehaka, Sao Paulo, Brasil) com resistividade maior ou igual a 18,2
MQ. Para o ajuste do pH das solucdes tampdo utilizou-se um pHmetro modelo
Q400AS.

As solugdes-padrao de ACG foram preparadas diariamente por meio da
diluicdo apropriada das solucdes estoque preparada em 0,1 mol L™ de uma solucdo
tampao fosfato pH 7,0. A solugdo tampao fosfato (STF) foi preparada a partir de
NaH,PO, e NaHPOQ,, sendo o pH ajustado com solu¢des 0,1 mol L' de HCl e 0,2 mol
L' de NaOH. A solucdo tampio Britton-Robinson (B-R) foi preparada pela mistura de
dcido acético, 4cido bdrico e acido fosférico de forma que a concentracdo final da
solugdo fosse 0,1 mol L' A solu¢do tampao Mcllvaine (0,1 mol L") foi preparada
empregando-se 0,1 mol L" de Na,HPO, ajustada com 0,1 mol L' de 4cido citrico. A
solucdo tampdo HEPES foi preparada empregando-se 0,1 mol L' do écido [4-(2-
HidroxiEtil)-1-PiperazinEtanolSulfonico] ajustado com 0,2 mol L' de NaOH.
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4.2. Construcao do sensor fotoeletroquimico ITO/LA/TiO,

Inicialmente, o eletrodo de trabalho (ITO) foi previamente sonicado em
ultrassom por 10 minutos e lavado com 4gua e detergente, seguida de enxague com
dgua destilada e etanol a fim de remover qualquer espécie adsorvida. Em seguida,
preparou-se uma suspensao contendo 196,5 mg de nanoparticulas de TiO, e 6,6 mg de
LA em 5 mL de 4gua com o auxilio de sonicacdo para obter uma dispersdao homogénea.
Ap6s um periodo de 24 h, foi realizada a filtragem da suspensdo e o sélido retido foi
lavado com &dgua e, em seguida, seco em estufa a 50 °C durante 2 h, obtendo-se o
compdsito LA/TiO;.

Uma segunda suspensdo foi preparada para a modificacdo do eletrodo de
ITO, misturando-se 3,5 mg do composito LA/TiO, com 350 pL. de 4gua com o auxilio
de sonicacdo durante 10 min. Dessa suspensdo, foi retirada uma aliquota de 10 pL para
modificar o substrato ITO. Apds esta etapa o fotoeletrodo foi deixado secar a
temperatura ambiente por aproximadamente 20 min para a modificagdo do ITO com o

nanocompdsito LA/TiO;. O fotossensor foi denominado ITO/LA/TiO,.

4.3. Caracterizacio por espectroscopia na regiao do infravermelho com

transformada de Fourrier (FTIR)

A caracterizacdo estrutural dos materiais (LA, TiO, e LA/Ti0;) utilizados
para modificar o fotoeletrodo, foi realizada em um Espectrofotometro de Infravermelho
Shimadzu, modelo FT-IR Prestige-21, conforme mostrado na Figura 8, o qual estd
instalado na Central Analitica da P6s-Graduagdo em Quimica da UFMA. Os espectros
IV foram obtidos na faixa de 4000 a 400 cm™. Foram preparadas pastilhas KBr 1% para
a analise de cada material (LA, TiO; e LA/TiO5).
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Figura 8: Espectrofotometro Shimadzu FT-IR Prestige-21.

4.4. Medidas fotoeletroquimicas e espectroscopia de impedancia eletroquimica
(EIE)

Todas as medidas fotoeletroquimicas foram realizadas com um
potenciostato/galvanostato Autolab PGSTAT204 (Metrohm Autolab B.V., Utrecht, the
Netherlands) (Figura 9a) controlado por software Nova 2.1.1 por meio de um
microcomputador. O sistema fotoeletroquimico utilizado (Figura 10) foi constituido de
uma célula eletroquimica com capacidade de 5,0 mL, em um sistema de trés eletrodos
constituido por Ag/AgCl(sauradoy cOmo eletrodo de referéncia (ER), Au como contra
eletrodo (CE) e o eletrodo de ITO como eletrodo de trabalho (ET). Durante as medidas,
a célula era mantida no interior de uma caixa contendo uma lampada LED de luz visivel
de 20 W, usada como fonte de energia de irradiac@o, sendo as respostas de fotocorrente
coletadas na auséncia e na presenga de luz em um intervalo de 10 s.

Os estudos de EIE foram realizados em um potenciostato/galvanostato
Autolab® modelo PGSTAT 128 N da Echo Chemie (Ultrecht, The Netherlands) (Figura
9b), com mddulo de impedancia e de baixas correntes acoplado a um microcomputador
com o software FRA 2 para controle dos parametros impedimétricos, bem como para a
aquisi¢cdo de dados numa faixa de frequéncia de 10%a10°Hz e amplitude de potencial
de 10 mV. Um sistema de célula eletroquimica contendo trés eletrodos também foi
utilizado nesse sistema, sendo utilizados os mesmos eletrodos descritos anteriormente, o

eletrélito utilizado foi 5 mL de uma solug¢do de KC1 0,1 mol L' contendo 5 mmol L' de
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K3[Fe(CN)g] para o estudo eletroquimico na auséncia de luz e 5 mL de uma solugao 0,1

mol L™ de Na,SO, para o estudo eletroquimico na presenca de luz.

Figura 9: Potenciostato/galvanostato da (a) Autolab PGSTAT204 utilizado para as
medidas fotoeletroquimicas e (b) Autolab PGSTAT 128 N utilizado para a medidas de

espectroscopia de impedancia eletroquimica.

Figura 10: Esquema de trabalho do sistema fotoeletroquimico utilizado.
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Eletroquimica
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4.5. Estudo do comportamento eletroquimico do fotossensor na presenca e

auséncia de ACG

As respostas do sensor fotoeletroquimico ITO/LA/Ti0, foram avaliadas por

meio de medidas cronoamperométricas na auséncia e presenca de ACG. Este estudo foi
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realizado em 0,1 mol L' de uma solugdo tampdo fosfato pH 7,0, cujo potencial aplicado

foi de 300 mV.

4.6. Otimizacdo dos parametros experimentais e operacionais do sistema

fotoeletroquimico

A fim de se obter um melhor desempenho para o sensor ITO/LA/TiO,
proposto, os parametros experimentais e operacionais do sistema que influenciam a
sensibilidade do sistema, a estabilidade e o perfil da resposta analitica foram

investigados.

4.6.1. Parametros experimentais

Primeiramente realizou-se o estudo da influéncia do pH do meio sobre a
resposta do sensor para o processo de oxidacdo do analito, utilizando-se 0,1 mol L de
uma solucdo tampao fosfato como eletrélito suporte, variando-se o pH numa faixa de
5,0 a 9,0. Ap6s a otimizacdo do pH, verificou-se também o sinal analitico referente a
deteccao de ACG em solucdes tampao HEPES, STF, B-R e Mcllvaine, ambos em

concentragdo de 0,1 mol L' e no mesmo valor otimizado de pH.

4.6.2. Parametros operacionais

Para a construcio da curva analitica foi empregada a técnica
cronoamperométrica. Desse modo, otimizou-se o potencial aplicado (E,,) para a
oxidagdo do analito. Os potenciais estudados foram: 50, 100, 150, 200, 250, 300, 350 e
400 mV vs Ag/AgCl, empregando-se a solucdo tampdao e o pH sob as condi¢des

otimizadas.

4.7. Caracterizacao analitica do sensor

Apés a otimizagdo dos pardmetros experimentais e operacionais construiu-
se a curva analitica para a determinacdo de ACG empregando-se a cronoamperometria.
O limite de deteccdo (LD) foi estimado utilizando a relacao estatistica [3x(DP/b)], onde

DP ¢ o desvio padrdao entre as medidas de corrente para o “branco” (solugdo que ndo
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contém o analito) e b € o coeficiente angular ou sensibilidade da curva analitica que foi

determinada pela equacao da reta (Y=a + bx).

4.8. Aplicacao em amostras de alimentos

Para se avaliar o desempenho do fotossensor ITO/LA/TiO;, o mesmo foi
aplicado em amostras comerciais de café soldivel, chd de saché e suco de maca de caixa.
O preparo de cada amostra esté descrito a seguir:

Amostra_de café soluvel: Preparou-se uma solu¢do misturando 0.5 g da

amostra de café solivel com 10 mL de dgua, a qual foi agitada vigorosamente até a
completa solubiliza¢do da amostra.

Amostra de chd: A infusdo foi preparada por imersdao de uma bolsa de chi

em 10 mL de dgua fervente durante 3 min.

Amostra de suco de macd: A amostra de suco de maca foi utilizada sem

qualquer tratamento prévio, sendo a aliquota retirada diretamente da caixa do suco.

Para andlises individuais das amostras citadas utilizou-se aliquotas de 10
pL, 200 puL e 500 pL das solugdes de café soluvel, chd e suco de maca,
respectivamente, as quais foram adicionadas a célula eletroquimica contendo 5,0 mL de

uma solugdo 0,1 mol L™ de tampdo fosfato (pH = 8,0) para posterior anlise.

4.9. Determinacao de ACG em amostras de alimentos empregando o fotossensor
ITO/LA/TiO, e avaliacio da sua exatidio por meio de estudos de adicdo e

recuperacao

A quantidade de ACG nas amostras de alimentos foi determinada pelo
método de adi¢do padrio, utilizando-se 5,0 mL de solucdo 0,1 mol L de STF (pH =
8,0) contidos na célula eletroquimica, onde foram adicionadas as amostras, e logo em
seguida fez-se adicOes sucessivas do analito a partir de uma solugdo padrdo estoque 1
mmol L' de ACG. A partir dos resultados obtidos construiu-se uma curva analitica
relacionando as quantidades de ACG adicionadas as amostras com 0s respectivos sinais
analiticos obtidos, e, por extrapolacdo obteve-se a concentragdo real do analito presente
nas amostras. Os valores adicionados das amostras e da solucdo padrao podem ser

vistos na Tabela 1.
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Tabela 1: Adi¢des das amostras e da solu¢do padrao do analito.

Amostras Adicao da amostra (u.) Adicao do padrao ACG (uL)
Café soluvel 10 25,75, 175 e 475

Cha 200 50, 100, 500, 700, 1150 e 2650

Suco de maga 500 50, 150, 250, 500, 900 e 2200

Apbs a determinagdo de ACG nas amostras fez-se estudos de adi¢do e
recuperacao do analito nas amostras, 0os quais serviram para avaliar a exatiddo do
fotossensor proposto. Nestes estudos preparou-se uma solucdo contendo a amostra
fortificada com uma concentragdo conhecida do analito, seguida pela adicdo de
diferentes concentracdes do analito na célula eletroquimica. As porcentagens de
recuperacdo foram calculadas pela razdo entre a concentracio de ACG (amostra +
solucdo do analito adicionado) encontrada e a concentragdo total esperada multiplicada
por 100. As determinacdes do analito foram feitas em cinco replicatas para maior

confiabilidade dos resultados.
4.10. Avaliacao da precisao do fotossensor

A precisdo do sensor desenvolvido foi avaliada considerando-se a
repetibilidade das medidas através de 50 medi¢des sucessivas da fotocorrente do analito
(100 pmol L), e logo ap6s, foi calculado o desvio padrio relativo (DPR) para cada
fotocorrente obtida, bem como considerou-se a repetibilidade no preparo de quatro
sensores preparados da mesma forma e em dias diferentes, a qual também foi avaliada
pelo cédlculo do DPR dos valores de fotocorrente dos amperogramas obtidos.

Todas as medidas foram realizadas sob condicdes experimentais ja

otimizadas para o ITO/LA/TiO,.
4.11. Estudo de Interferentes

A capacidade seletiva do ITO modificado com LA/TiO, foi avaliada
medindo-se a intensidade do sinal na presenca de ACG (5 umol L) e de algumas
espécies (5, 25 e 50 umol L™ que podem ser encontradas em amostras que contém esse

analito, tais como L-cisteina, dcido ascorbico, dcido citrico, 4cido tartdrico, glicose e
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possiveis fons interferenciais (Na*, CI" e K*). O estudo foi realizado sob condi¢des

experimentais e operacionais otimizadas.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Caracterizacao dos materiais que compoem o sensor por Espectroscopia no

Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR)

A fim de se investigar as possiveis interacdes entre o LA e o TiO,, foram
realizadas andlises utilizando a espectroscopia vibracional no infravermelho por
transformada de Fourier (FTIR, do inglés Fourier Transform Infrared). Desse modo,
obteve-se espectros para o sensibilizador, para as nanoparticulas de TiO, e para o
composito LA/TiO,, como mostra a Figura 11. O espectro obtido para o TiO;
apresentado na Figura 11a mostra uma banda em torno de 3500 cm™ e um pico em 1630
cm™ atribuidos respectivamente as vibracdes de alongamento e flexdo dos grupos O-H
das moléculas de dgua adsorvidas. O pico localizado em 1400 cm’ estd associado as
vibragdes de rede do TiO,. E por fim, observa-se uma ampla banda de absor¢do
caracteristica da forma anatase entre 820-400 cm™ indicando a presenca de vibra¢des da
ligacdo Ti-O-Ti (HAMADANIAN et al., 2009; CUI et al, 2016; HEYDARI-
BAFROOEI et al., 2016).

O espectro de FTIR obtido para o corante LA (Figura 11b) mostra sinais em
torno de 3418 cm™ atribuido a vibracdo de alongamento N-H e uma banda em torno de
1594 cm™ caracteristica da vibracio de estiramento do anel fenil (SHARMA e
ILANCHELIAN, 2014). As bandas de absor¢do em 2896 ecm” e 2807 cm™ sdo
referentes as deformacgdes das ligagdes CH,, enquanto que os trés picos localizados a
1635 cm™, 1503 cm™ e 1338 cm™ correspondem as deformacdes das ligacdes C-C.
Outras bandas de absorcdo foram observadas em 1231 cm™, 1164 cm™ e 1061 cm™
correspondentes as deformagdes CH, CH e CH3, respectivamente. Finalmente, os picos
em 918 e 697 cm’ sdo relacionados aos anéis aromdticos da molécula
(LAGUTSCHENKOYV e DOPFER, 2011).

O espectro obtido para o compésito LA/TiO, (Figura 11c) confirma a
modificacdo do TiO, pelo laranja de acridina por meio de um processo fisico de
adsor¢do, uma vez que as bandas caracteristicas referentes ao corante e ao TiO;

verificados nas Figuras 11a e 11b, foram novamente observadas apds a modificagdo do
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TiO, sem o aparecimento de novas bandas no espectro do compdésito. O espectro do
compdsito também mostrou que a banda entre 820 a 400 cm™ observada no espectro do
TiO; deslocou-se para nimeros de onda mais baixos e apresentou uma melhor nitidez,
devido a menor quantidade do TiO, no material compdsito LA/TiO;, esse
comportamento também foi observado por Ganesh et al., 2012. Os picos do corante (no

intervalo entre 820 cm™ e 400 cm™) foram suprimidos devido a faixa intensa do TiO,.

Figura 11: (a) Espectro de FTIR do TiO, (b) do LA (c) e do compésito LA/TiO,.
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5.2. Caracterizacio da plataforma fotoeletroquimica por Espectroscopia de

Impedéancia Eletroquimica

O desempenho do fotossensor LA/TiO; foi avaliado em relagdo a cada um
dos componentes isolados utilizando a técnica de Espectroscopia de Impedancia
Eletroquimica (EIE) com a lampada LED ligada e desligada. Os espectros de
impedancia incluem uma regido de semicirculo e uma regido linear. O didmetro do
semicirculo em frequéncias mais altas corresponde a resisténcia a transferéncia de
cargas (Rct) e a parte linear em frequéncias mais baixas corresponde ao processo de
difusao (LI S. et al., 2015).

A Figura 12 mostra os diagramas de Nyquist para os fotoeletrodos ITO/LA,
ITO/TiO, e ITO/LA/TiO, obtidos em 0,1 mol L' de solucdo de KCl contendo 5 mmol
L'de Ki[Fe(CN)g]. O experimento foi realizado no intervalo de frequéncia de 100 kHz
a 0,01 Hz na auséncia de luz. Os valores de R para os fotoeletrodos ITO/LA, ITO/TiO,
e ITO/LA/TiO, na auséncia de luz foram 212, 106 e 175 (), respectivamente,

Cdl

Rs
AVAYA
. . . . Rct . .
considerando um circuito simples ( AN , onde R, € a resisténcia da
solucdo, R € a resisténcia a transferéncia de carga e Cy € a capacitancia da dupla
camada), indicando que o nanocompdsito na auséncia de luz apresenta uma resisténcia a

transferéncia de carga maior que a do eletrodo ITO/TiO; e menor que a do ITO/LA.
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Figura 12: Diagramas de Nyquist para os fotoeletrodos ITO/LA, ITO/TiO, e
ITO/LA/TiO; em solucao de 0,1 mol L' de KCI contendo 5 mmol L' de K; [Fe(CN)g]
na auséncia de luz. Eappl(LA) = 0,203 V; Eappl(TiOZ) = 0,204 V; Eappl(LA/Tjoz) = 0,216 V.
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A EIE também foi utilizada para caracterizar o fotossensor ITO/LA/Ti0,
sob irradiacio de luz LED na regido do visivel em 0,1 mol L' de uma solucio de
Na,SOy4 (Figura 13). Os valores de R para os fotoeletrodos de ITO/LA, ITO/TiO; e
ITO/LATIiO; sdo de 0,28, 0,42 e 0,14 MQ, respectivamente. Os espectros para os
fotoeletrodos ITO/LA, ITO/TiO;, e ITO/LA/TiO, na presenca de luz mostraram que a
resisténcia do nanocompdsito foi levemente menor que as dos demais materiais, porém
esse fato ndo é suficiente para saber se a velocidade a transferéncia de carga serd maior
ou menor e se apresentard, consequentemente, uma maior fotocorrente para o analito.

Para tanto, realizaram-se estudos amperométricos.
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Figura 13: Espectros de impedancia eletroquimica para os fotoeletrodos ITO/LA,
ITO/TiO; e ITO/LA/TiO; em solucao 0,1 mol L!de Na,SOy sob ilumina¢do LED

visivel sob potencial de circuito aberto.
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Estes resultados mostram que a R para o eletrodo modificado com TiO; foi
maior sob irradiacdo luminosa, o que pode estar relacionado ao fato deste semicondutor
apresentar uma baixa absorcdo na regiao do visivel, dificultando a formagao dos pares e
/h* e assim apresentando uma baixa mobilidade eletronica. Enquanto que o espectro do
fotoeletrodo ITO/LA na presenca de luz mostrou uma R intermediaria, evidenciando
que este fotoeletrodo apresenta uma boa absor¢do na regido do visivel, o que implica em
uma melhor mobilidade de elétrons com separagdo mais efetiva de cargas. No entanto,
sob irradiacdo de luz LED visivel, pode-se observar uma tendéncia de um semicirculo
de menor Ry para o eletrodo modificado com LA/TiO,, em relagdao aos componentes
isolados no ITO. Estes resultados sugerem que a fotossensibilizagdao do TiO, com o
corante LA, contribui para a diminui¢do da R, pois este corante promove uma melhor
taxa de transferéncia de elétrons com o TiO; e o ITO, resultando em uma excelente
eficiéncia de separa¢do dos pares e/h”, e assim, melhora o desempenho do sensor, que

estd de acordo com os resultados obtidos pelas andlises amperométricas.
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5.3. Influéncia dos materiais que compdem o fotossensor na resposta de ACG e

o efeito da concentracao do analito na intensidade da fotocorrente

Primeiramente, medidas de cronoamperometria foram realizadas em solucao
de ACG numa concentracdo de 200 umol L', preparadas em 0,1 mol L' de solucdo
tampao fosfato (pH 7,0) sob um potencial aplicado de 0,3 V para investigar a atividade
catalitica do fotossensor ITO/LA/TiO;, e assim, comparou-se a resposta amperométrica
do fotossensor com a resposta dos sensores ITO/TiO, e ITO/LA na auséncia (1) e
presenca (2) de ACG, sob luz LED, ligada e desligada (Figura 14). O tempo de resposta
do sensor foi de um segundo e os valores de fotocorrente obtidos para os fotossensores
ITO/TiO,, ITO/LA e ITO/LA/TiO,, foram, respectivamente: a) na auséncia de ACG:
0,005 pA, 0,081 uA e 0,052 pA e b) na presenca de ACG: 0,17 pA, 0,22 uA e 0,42 pA.
Com base nos dados da Figura 14 podemos observar que a presenca do ACG
proporcionou um aumento da fotocorrente para os trés sensores, pois este analito vai
atuar como uma espécie doadora de elétrons em todos os casos, suprimindo os buracos
fotogerados no modificador e, portanto, diminuindo a recombinag¢do dos pares e/h’.
Além disso, a fotossensibilizagdo do TiO, com o corante também promove uma
amplificacdo do sinal analitico, j4 que o aprimoramento na fotocorrente obtida com o
sensor ITO/LA/TiO, € aproximadamente 2 vezes maior do que com 0S sensores
ITO/TiO, e ITO/LA, o que sugere que com o sensor compodsito ha uma melhor
separacdo das cargas fotogeradas, dificultando sua recombinacao, resultando em maior
eficiéncia no processo de transferéncia eletronica entre o analito e a superficie do
sensor, fator importante para determinar o ACG com maior sensibilidade (WANG, G-

L., JIAO, H.-1., et al.,2014; WANG, L. et al., 2014).
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Figura 14: Resposta de fotocorrente do sensor ITO/TiO,, ITO/LA e ITO/LA/TiO; na
auséncia (1) e presenca (2) de 200 umol L' de ACG em 0,1 mol L de STF (pH 7,0).
Eap1 = 0,3 V vs. Ag/AgClaurado-
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Para verificar se a sensibilidade do fotossensor ITO/LA/TiO, aumenta com
o aumento da concentracdo de ACG, foram obtidos amperogramas em diferentes
concentracdes de ACG (100, 200, 300 ¢ 400 umol L), conforme pode ser observado na
Figura 15. Com base nesses dados, observa-se um aumento proporcional nas

fotocorrentes em funcdo da concentracdo, mostrando uma relacdo linear entre a

fotocorrente e a concentragdo do analito, com um coeficiente de correlacdo de (R
0,999). Assim, o fotossensor proposto ndo apenas apresenta uma boa resposta para a

deteccao do ACG, mas também permite a quantificacdo/determinagao desse analito.
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Figura 15: Amperogramas do fotossensor ITO/LA/TiO; na presenca de diferentes
concentracdes do analito (100, 200, 300 e 400 umol L'l) em 0,1 mol L' de STF (pH
7,0). Figura inserida: Grafico de fotocorrente versus concentragdo do analito. E,p = 0,3

V vs. Ag/AgClsaturado-
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A representacdo esquemadtica proposta para a oxidacdo fotoeletroquimica do
ACG ¢ apresentada na Figura 16. O material compdsito formado por laranja de acridina
e TiO, absorve radiacdo quando iluminado com luz LED visivel, de forma que os
elétrons do corante sdo excitados e promovidos do orbital HOMO para o orbital LUMO,
e os elétrons do semicondutor sdo promovidos da banda de valéncia para a banda de
conducdo. Concomitantemente ocorre uma rapida transferéncia de elétrons do LUMO
do corante para a banda de conducdo do TiO, anatase, e esses elétrons sdo coletados
pelo eletrodo gerando uma fotocorrente anddica. Enquanto isso, 0 ACG atua como uma
espécie doadora de elétrons, que por sua vez € oxidada por buracos positivos
fotogerados na banda de valéncia do TiO, e no HOMO do corante. O ACG suprime os
buracos que sdo fotogerados no material compdsito, contribuindo, portanto, para uma
melhor separacdo das cargas fotogeradas e assim melhorando a resposta de fotocorrente

do sensor.
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Figura 16: Representacido esquemadtica da detec¢do fotoeletroquimica usando o sensor

ITO/LA/TiO..

OH
o) AN O~_ _OH OH

+2H" +2¢”

OH
OH

5.4. Otimizacdo dos parametros experimentais e operacionais do sistema

fotoeletroquimico
54.1. pH

Inicialmente, foi investigada a influéncia do pH da solug¢do tampdo sobre a
oxidacdo de 200 umol L' de ACG utilizando o sensor fotoeletroquimico ITO/LA/TiO,
em 0,1 mol L' de solucdo tampao fosfato em diferentes valores de pH (5,0 a 9,0) sob

potencial aplicado de 0,3 V vs Ag/AgCl (Figura 17).
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Figura 17: Influéncia do pH da solugdo sobre a resposta do fotossensor para 200 umol

L™ de ACG. Eyp=0,3 V vs Ag/AgCl sat.
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De acordo com os resultados apresentados na Figura 17, observa-se que a
resposta de fotocorrente do sensor aumenta ligeiramente do pH 5,0 ao pH 8,0 e diminui
em valores de pH maiores que 8,0. Dois aspectos relacionados ao sistema investigado se
apresentam como provaveis fatores responsdveis por esse comportamento, como a boa
estabilidade do corante sensibilizador (laranja de acridina) em valores de pH levemente
alcalino (LIU et al., 2014), bem como a maior fotocorrente apresentada para esse
corante nesse meio, evidenciando uma melhor separacdo das cargas sobre a superficie
do eletrodo. Consequentemente esses dois fatores influenciam na resposta do
fotossensor, inferindo diretamente em uma melhor resposta para o analito em solugdo,
visto que o ACG vai se oxidar mais facilmente, pois este antioxidante reage com o0s
buracos fotogerados no fotoeletrodo evitando a recombinacao de cargas e, aumentando,
portanto, a resposta da fotocorrente. Por isso, o pH 8,0 foi escolhido como o valor de

pH ideal para as proximas medig¢des realizadas com o sensor ITO/LA/TiO,.
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5.4.2. Solucdo tampao

Para o estudo dos tipos de solugdes eletroliticas testou-se tampao fosfato,
Macllvaine, HEPES e Britton-Robinson, as quais foram preparadas em concentragdo 0,1
mol L' e pH 8,0 contendo 200 umol L™ de ACG, para se avaliar qual destes eletrélitos
proporcionaria a melhor resposta para o sensor fotoeletroquimico proposto. A Figura 18
mostra as respostas de fotocorrente para o eletrodo de ITO modificado com LA/TiO,
nas diferentes solucdes tampdes. Observa-se que a solugdo tampao que proporcionou a
melhor resposta de fotocorrente para o ACG foi a solucdo tampao fosfato. Esse
resultado pode ser associado a grande mobilidade i0nica dos fons fosfatos decorrentes
do pequeno tamanho que apresentam, o que possibilita um melhor transporte de carga
na solucdo de forma a favorecer a compensagdo de carga durante a oxidacdo do ACG.

Desse modo, a solugdo tampao fosfato foi escolhida para os demais experimentos.

Figura 18: Influéncia do tipo de solu¢do tampao na resposta do fotossensor

ITO/LA/Ti10O; para 200 umol L' de solug¢do de ACG. Eyp = 0,3 V vs Ag/AgCl sat.
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5.4.3. Potencial aplicado

Em amperometria, o potencial aplicado (Eup) ao sistema € um parametro
diretamente relacionado com a sensibilidade do sistema analitico. Sendo assim, avaliou-
se a influéncia do potencial aplicado sobre a resposta do fotossensor para 100 umol L™
de ACG. As medidas cronoamperométricas foram realizadas em tampao fosfato pH 8,0
(0,1 mol L'l) variando-se o potencial de 50 a 400 mV vs. Ag/AgCly, (Figura 19).
Conforme mostrado na Figura 19, a resposta do fotossensor para o ACG aumenta de 50

a 300 mV, tornando-se praticamente constante em potenciais acima deste. Portanto, o

potencial de 300 mV foi fixado para todas as determinagdes subsequentes de ACG.

Figura 19: Influéncia do potencial aplicado na resposta do fotossensor ITO/LA/TiO,

para 100 pmol L' de solucdo de ACG. Egyp. = 0,3 V vs Ag/AgCl sat.
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Um maior potencial de polarizacdo anddica gera mais elétrons fotogerados
para o eletrodo e suprime a recombinagdo dos pares elétrons-buracos de forma mais

efetiva, levando a uma fotocorrente maior (LIU et al., 2015). Portanto, a fotocorrente
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maxima observada em 300 mV pode estar relacionada ao fato de que o ACG se oxida
completamente neste potencial, implicando na saturagdo dos buracos fotogerados na
banda de valéncia consumidos pelo ACG, e por conseguinte, em potenciais mais
elevados ocorre uma ligeira reduc¢do da fotocorrente, mantendo-se constante apds 300

mV.

5.5. Caracterizacao analitica do sensor para a determinacio de ACG

Apds a otimizagdo dos parametros que envolvem a cronoamperometria e
demais condigdes experimentais, construiu-se a curva analitica através de adicdes
sucessivas de aliquotas da solu¢do padrao de ACG a solucdo do eletrélito suporte. Na
Figura 20 sdo apresentados os amperogramas para as diferentes concentracdes de ACG
sob as condicdes previamente otimizadas. A partir destes amperogramas construiu-se
um grafico de If0c vs. [ACG] (insercao da Figura 20), no qual se observa que a resposta
do fotossensor ITO/LA/TiO, aumenta linearmente com o aumento da concentracdo
apresentando uma ampla faixa linear de trabalho de 2 a 200 pumol L', com R = 0,999

(n=8). A equacdo matemdtica que define a curva analitica pode ser escrita como:

Totocorrente (WA) = 1.961 (£ 0.010) x 10 + 3.670 (£0.046) x 10> [ACG] (umol L")
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Figura 20: Resposta de fotocorrente de ACG em eletrodo de ITO/LA/Ti0O; nas
condi¢des otimizadas, nas concentracdes de 2 a 200 pmol L. Figura inserida: Curva

analitica obtida. Eyp. = 0,3 V vs Ag/AgCl sat.
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O limite de deteccdo (LD) foi determinado seguindo as relagdes
matemadticas recomendadas pela IUPAC, utilizando-se a expressdao 3x(DP/b), onde DP
corresponde ao desvio padrdo de 10 amperogramas do branco e b € o coeficiente de
regressdo angular da curva analitica, correspondente a sensibilidade. O valor do LD
encontrado foi de 0,54 pmol L'ea variagdo da resposta linear foi comparado com
outros trabalhos reportados na literatura para a detec¢do de ACG utilizando sensores
eletroquimicos (Tabela 2). A partir desta comparagdo, podemos observar que os
resultados obtidos com o sensor proposto apresenta um LD e uma faixa de resposta
linear préximos ou até melhores em relagdo a esses outros sensores relatados na
literatura. Apenas os sensores eletroquimicos dos estudos realizados por Alpar et al.,
(2018) e Ma et al., (2016) apresentaram um LD menor que o do fotossensor proposto,
contudo, a faixa linear do sensor ITO/LA/TiO; foi mais ampla em comparacio a esses

dois estudos, indicando que o sensor fotoeletroquimico € eficiente na detec¢ido de ACG.
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Tabela 2: Comparacdo de alguns parametros analiticos de sensores relatados na

literatura para a determinacao de ACG.

Faixa linear LD
Eletrodo Técnica X ) Referéncia
(umol L) (umol L)
(YARDIM et al.,
BDD SW-AdSV 5,64 — 147 1,26
2013)
CPT-BDD SW-AdSV 2,8—-170 0,40 (ALPAR et al., 2018)
C-SPE/ Pt- (VASILESCU et al.,
Amp. 2,91 — 26,47 2,67
NPs/RGO/lacc 2015)
GC FTCP 5-100 0,57 (TOMAC et al., 2017)
(TOMAC e SERUGA,
GCE VPD 5-50 1,20
2016)
(SERUGA E
GCE vOQ 5-50 0,77
TOMAC, 2014)
(FERNANDES et al.,
Ir-BMI.PF6-PPO/CPE VOQ 3,48-49.5 0,91
2009)
MWCNTs/SPE VPD 0,48 — 44.59 0,34 (MA et al., 2016)
Tyrosinase/Al,O; sol-
Amp. 5-30 0,61 (ZEJLI et al., 2008)
gel/Sonogel-Carbono
ITO/LA/TiO, FEQ 2-200 0,54 Esse trabalho

Eletrodo: BDD, diamante dopado com boro; CPT-BDD, diamante dopado com boro pré-tratado
catodicamente; C-SPE/Pt-NPs/RGO/lacc, eletrodo de tela impressa de carbono modificado com
nanoparticulas de platina, 6xido de grafeno reduzido e lacase; GC, carbono vitreo microporoso; GCE,
carbono vitreo; Ir-BMI.PF6-PPO/CPE, pasta de carbono modificado com nanoparticulas de iridio com o
liquido idnico 1-n hexafluorofosfato-butil-3-metilimidazolio e polifenol oxidase; MWCNTSs/SPE,
eletrodo de tela impressa modificado com nanotubos de carbono de paredes muiltiplas; Tyrosinase/Al,O3
sol-gel/Sonogel-Carbono, sonogel-carbono modificado com tirosinase e alumina de sol-gel;
ITO/LA/TiO,, indio 6xido e estanho modificado com laranja de acridina e diéxido de titdnio. Técnica:
SW-AsSV, voltametria de remocdo adsortiva de onda quadrada; Amp, amperometria; FTCP,
cronopotenciometria transitéria; VOQ, voltametria de onda quadrada; VPD, voltametria do pulso

diferencial; FEQ, fotoeletroquimica.
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5.6. Determinacio de ACG em amostras de alimentos e estudo da exatidao do

sensor proposto por meio da adi¢ao e recuperacao do analito

Com o intuito de verificar a compatibilidade do fotossensor desenvolvido
(ITO/LA/Ti0O,) para aplicacdo prética, foi determinada a concentracdo de ACG em
amostras de alimentos utilizando-se o método da adicdo de padrdo. A determinacdo de
ACG para cada amostra foi realizada em 5,0 mL de tampdo fosfato (0,1 mol L', pH 8,0)
contendo 10 uL, 200 uL e 500 uL de café solivel, ché e suco de maca, respectivamente.
Dessa forma, foram realizadas adicdes sucessivas da solucdo padrio de ACG em
tampao fosfato para a determinacdao do antioxidante. Os resultados obtidos sdo

apresentados na Tabela 3 os quais foram obtidos a partir da Figura 21.

Tabela 3: Determinagdo de ACG obtidos para trés amostras de alimentos (n=5) e

estudos de adi¢do e recuperagdo.

Amostras [ACG] [ACG] esperada [ACG] encontrada  Recuperacao*
adicionada (uM) (uM) (uM) (%)
Café 0 - 37,97 (+ 0,03) -
soluvel 10 47,97 48,39 (+ 0,05) 102,37
Suco de 0 - 29,00 (+ 0,02) -
maca 10 19,00 29,41 (+0,01) 101,41
0 - 12,60 (+ 0,05) -
Cha
10 22,60 23,14 (+ 0,02) 102,42

*DPR <1%
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Figura 21: Resposta fotoeletroquimica do sensor ITO/LA/Ti0O, nas condi¢des
otimizadas, na presenca de (a) 2 umol L™ de café solivel com adi¢des sucessivas de 10
a 149,3 ymol L' de ACG, (b) 38,5 umol L' de ch4, com adicdo de 10,0 a 187,0 pmol
L' de ACG e (c) 91 umol L™ de suco de magi, com adicdo de 10,0 a 152,5 pmol L™ de
ACG. Figura inserida: relagdo linear da fotocorrente vs [ACG]. E,,. =0,3 V.
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Com base na figura anterior verifica-se um aumento na fotocorrente de
oxidagdo para o ACG cujos valores sdo diretamente proporcionais a concentracdo de
ACG para a amostra de café (Figura 21a), de cha (Figura 21b) e suco de maca (Figura
21c). As curvas de adicdo de padrio correspondentes a estes amperogramas
(considerando-se cada amostra), estdo inseridas nas Figuras 21a, 21b e 2lc, onde
observa-se uma correlacdo linear entre a concentracdo de ACG e o valor de fotocorrente
com um coeficiente de correlacdo de 0,9992 para o café solivel, 0,9973 para o cha e
0,9940 para o suco de magd. Adicionalmente, a Tabela 3 também mostra as
percentagens de recuperacio de ACG obtidas com o método proposto, os quais
variaram de 101,41 a 102,42%. Desse modo observa-se que esses valores foram
proximos a 100% indicando que o fotossensor pode ser aplicado nesses tipos de
amostras sem interferéncia significativa da matriz, bem como atestando que o novo
sensor permite uma boa exatiddo considerando-se as percentagens de recuperacdo

encontradas.

5.7. Avaliacao da precisao do sensor por meio da repetibilidade das medidas e

da repetibilidade do preparo sensor

Inicialmente, a precisdo do fotossensor ITO/LA/TiO; na presenca de 100
pmol L de ACG foi avaliada considerando-se 50 medidas amperométricas sucessivas,
realizadas em solucdo tampao fosfato (0,1 mol L, pH 8,0) num tempo de 1000 s
(Figura 22). O DPR das medidas foi o parametro utilizado para avaliar a precisdo do
método analitico e os resultados sdo apresentados na Tabela 4. O desvio padrdo foi
calculado para um conjunto de 5 valores de fotocorrente, conforme mostrado na Figura
22 e, a partir desses valores calculou-se o valor final do DPR num tempo de 1000 s.
Uma outra forma de calcular o DPR foi considerando todos os valores de fotocorrente
nesse mesmo tempo. Neste caso o DPR calculado foi de 1 %. De acordo com os
resultados observa-se que o sensor proposto forneceu um excelente valor de DPR

(1,27%) para medidas realizadas no mesmo dia.
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Figura 22: Amperogramas do fotossensor ITO/LA/TiO5 na presenca de 100 umol L™

de solu¢do de ACG obtida no mesmo dia.
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Tabela 4: Avaliacdo da repetibilidade das medidas obtidas com o fotossensor
ITO/LA/TiO; em solugdo 0,1 mol L' de tampao fosfato, pH 8,0, contendo 100 pmol Lt
de solugdo de ACG obtida no mesmo dia. E;;=0,3 V.

Medidas 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

(I;A) 0,193 0,193° 0,194° 0,190° 0,191 0,191° 0,193° 0,195 0,198" 0,196

Média das medidas = 0,193 DPR =1,27%

*Média para 5 medidas de fotocorrente

Adicionalmente, também avaliou-se a repetibilidade inter-dia no preparo
dos sensores, no qual testou-se quatro eletrodos modificados da mesma maneira (nas
condic¢des otimizadas) em dias diferentes. Os cronoamperogramas mostrados na Figura
23, foram obtidos em 100 pmol L' de ACG mantido em solugdo 0,1 mol L de tampao
fosfato (pH 8,0) e um valor de 0,73% de DPR das fotocorrentes foi obtido (Tabela 5).
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Figura 23: Amperogramas do fotossensor ITO/LA/TiO5 na presenca de 100 umol L™
de solu¢do de ACG obtida em dias diferentes.
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Tabela 5: Avaliacdo da repetibilidade das medidas obtidas com quatro sensores de
ITO/LA/T10, imerso em 0,1 mol L' de STF, pH 8,0, contendo 100 pmol L' de solucdo
de ACG. E4p1=0,3 V.

Sensor 1 2 3 4
Itotoc (MA) 0’123* 0,121* 0,122* 0,123*
Média das medidas DPR
0,122 0,73 %

*Média para 5 medidas de fotocorrente

Com base nos resultados da andlise de repetibilidade das medidas e do
preparo dos sensores, podemos observar que os valores encontrados de DPR foram
inferiores a 2%. Estes resultados podem estar relacionados a boa adsor¢do do material
composito na superficie do eletrodo de ITO, bem como a simplicidade de modificagdo

do mesmo, indicando, portanto, que o método proposto apresenta elevada precisao.
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5.8. Estudo de interferentes

A seletividade do fotossensor ITO/LA/TiO; foi investigada na presenca de 5
umol L' de ACG e de compostos interferentes comumente encontrados em amostras
que contém esse analito, tais como 4cido ascorbico, dcido citrico, acido tartdrico,
glicose, cisteina e alguns fons (Na*, CI', K*) em diferentes razdes molares (5, 25 e 50
umol L'l). Os interferentes estudados foram escolhidos, pois sdo substincias
coexistentes em amostras que contem o analito de interesse.

Os resultados sao apresentados na Tabela 6, onde se verifica que mesmo
com a adi¢do de 10 vezes o excesso das espécies interferentes na solucdo que continha o
analito de interesse, ndo ha alteracdo significativa no sinal analitico do fotossensor na
presenca dos compostos testados. Estes resultados demonstram que a determinacdo
deste antioxidante ndo foi significativamente afetada por esses possiveis interferentes,
indicando uma boa seletividade para a determinacdo do ACG na presenca de espécies

coexistentes.

Tabela 6: Valores da resposta de fotocorrente (uA) obtidas com o fotossensor
ITO/LA/TiO, para 5 umol L™ de ACG na presenca de compostos interferentes em

diferentes razdes molares (n = 3).

Razao molar (acido clorogénico:compostos interferentes-

Compostos pA) + DPR (%)

Interferentes 111 ‘ 1:5 ‘ 1:10
Acido ascérbico 1,27 £ 1,47 1,15 £5,67 1,50 £ 1,14
Acido citrico 1,21 £0,25 1,18 £4,95 1,58 £ 0,27
Acido Tartarico 1,28 +£0,29 1,14 £2,62 1,60 + 1,01
Glicose 1,24 + 0,29 1,11 £222 1,70 £ 0,34
L-cisteina 1,20 £ 2,31 1,14 + 1,58 1,58 + 3,39
KCl 1,15 + 3,69 1,12 +4,76 1,60 + 2,26

NaCl 0 125+238  L11£026  1,73£2,50
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6. CONSIDERACOES FINAIS

Neste estudo foi desenvolvido o primeiro sensor fotoeletroquimico relatado
para a detec¢do e quantificacdo do antioxidante fendlico, o ACG, em amostras de
alimentos com base no material LA/TiO, utilizando o eletrodo de ITO e explorando
uma lampada LED. Adicionalmente, a fotossensibilizacao do TiO, com corante laranja
de acridina foi eficiente e proporcionou a absor¢do de luz na regido do visivel
garantindo um 6timo desempenho analitico para o fotossensor proposto, incluindo
répida resposta (tempo de um segundo).

A caracterizacdo estrutural realizada pela espectroscopia de infravermelho
para os materiais LA, TiO, e LA/TiO, mostrou que ocorreu uma modificacao do TiO,
com o corante por adsorcdo de espécies, pois as bandas correspondentes ao corante e ao
semicondutor também foram observadas no espectro do material compdsito. A
caracterizacdo eletroquimica realizada para estes materiais incorporados na superficie
do eletrodo de ITO demonstrou que com o material compdsito na presenca de luz ha
uma menor resisténcia a transferéncia de carga, pois a fotossensibilizacio e a presenca
da luz proporcionaram uma maior eficiéncia das cargas fotogeradas que mantém o
processo fotoeletroquimico.

O sensor a base de LA/TiO, exibiu uma excelente resposta eletrocatalitica
para a determinacdo do 4cido clorogénico, evidenciada pelo aumento significativo da
fotocorrente em comparacao aos demais eletrodos modificados LA e TiO,.

A otimizacdo das condicdes experimentais garantiu ao sistema a obtencdo
de uma sensibilidade e LD satisfatorios, além de uma ampla faixa linear de trabalho
para a determinacdo do analito, sendo que os resultados obtidos foram préximos ou
ainda melhores que muitos trabalhos descritos na literatura.

O fotossensor proposto além de ser de baixo custo e simples, apresentou boa
repetibilidade das medidas e do preparo do sensor, refletindo-se nos baixos valores de
DPR encontrados, e, consequentemente, numa boa precisdo. Estes resultados podem
estar relacionados a estabilidade do material compdsito na superficie do ITO.

O estudo de interferentes comprovou a excelente seletividade do fotossensor
desenvolvido, j4 que apresentou interferéncia negligencidvel a outras espécies
comumente presentes em amostras contendo o ACG. Logo, a aplicabilidade do sensor

foi promissora, tendo apresentado bons resultados de adi¢do e recuperacdo do analito



64

obtido em amostras de alimentos, podendo-se, portanto, considerar o método proposto
como um método que apresenta boa exatidao.

Pelo exposto, pode-se afirmar que o fotossensor desenvolvido apresenta-se
como uma nova metodologia de baixo custo, facil operacdo, precisa, estdvel, sensivel, e
seletiva para a determinacdo deste antioxidante, podendo, portanto, ser aplicado com
confianca em amostras de alimentos como café soldvel, cha e suco de maca, bem como

em outros tipos de amostras reais.
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