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SENSOR ELETROQUiMICO CONTENDO NANOPART’iCULAS DE
CeO, PARA A ANALISE DE ANTIOXIDANTES FENOLICOS!

ELECTROCHEMICAL SENSOR CONTAINING CeO, NANOPARTICLES FOR
THE ANALYSIS OF PHENOLIC ANTIOXIDANTS

Elvandi da Silva Junior?, Sergio Roberto Mortari® e Luis Otavio Souza Bulhdes*
RESUMO

A Nanociéncia e sua ampla divulgacao no final do século passado, trouxe novas possibilidades para o mundo
da ciéncia. Entre elas, a possibilidade de desenvolver sensores eletroquimicos nanoestruturados, os quais
permitem identificar ou quantificar uma gama de substancias e compostos, nas mais diversas amostras em um
curto espaco de tempo. Neste contexto, o presente trabalho apresenta o desenvolvimento de um sensor, conten-
do nanoparticulas de CeO,, imobilizadas em ldmina de vidro condutor, recoberto com ITO (filme de dioxido
de estanho dopado com indio), para detecgdo de substancias antioxidantes fenolicas, presentes em vinhos. Este
sistema foi avaliado e otimizado usando técnicas eletroquimicas, como a voltametria ciclica e polarografia
diferencial de pulso. Para a otimizagao utilizou-se solugdes tampao de fosfato, com pH 7,2 ¢ com solugdes
contendo 4cido cafeico ou acido galico, a diferentes concentragdes. Como resultado comprovou-se que o CeO,
mimetiza a lacase na detec¢dao de compostos fendlicos. O sensor desenvolvido foi considerado eficiente, com
resposta rapida e linear, permitindo identificar e quantificar compostos fendlicos em amostras de vinho.
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ABSTRACT

Nanoscience and its wide dissemination at the end of the last century, brought several new possibilities to the
world of science. Among them, the possibility of developing nanostructured electrochemical sensors, which
allow analyzing an immense range of substances and compounds, obtaining their characteristics, quantities
and composition, in a short time. In this context, the present work deals with the development and testing
of a sensor containing CeQ, nanoparticles, immobilized in a conductive glass slide covered with ITO, for
the detection of phenolic antioxidant substances present in wines. This system was obtained by chemical
and electrochemical techniques, and its performance was evaluated using electrochemical measurements
using cyclic voltammetry and differential pulse polarography. The tests were carried out in phosphate buffer
solutions with pH 7.2 and solutions containing caffeic acid or gallic acid, at different concentrations. As a
result, there was evidence that CeO, mimics the laccase for the detection of phenolic compounds, using an
electrochemical technique. The developed sensor was considered efficient, linear with fast response, allowing
to recognize the different phenolic compounds investigated.
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INTRODUCAO

Hé um longo tempo, fala-se e sao frutos de estudo, as benesses a saide humana, causadas pela
ingestao didria e moderada de vinho, ante a composi¢ao da bebida. Os compostos fendlicos presentes
no vinho, apresentam efeitos benéficos para a satde, como agdes antimicrobianas, antivirais e, prin-
cipalmente, antioxidantes, protegendo o organismo contra a acdo dos radicais livres, que se formam
durante os processos celulares e sdo responsaveis, por exemplo, pelo envelhecimento precoce e por
doencas cardiovasculares (PILAR ef al., 2012). As substancias antioxidantes alteram o metabolismo
lipidico, prevenindo e/ou retardando a “oxidagao de lipidios, proteinas ou de outras moléculas ao ini-
birem a iniciagdo ou a propagacdo da reagdo de oxidagdo em cadeia” (GRANATO; NUNES, 2016).
As propriedades antioxidantes, aumentam assim a fracdo de HDL (High Density Lipoprotein, ou lipo-
proteina de alta densidade), dito colesterol bom, e diminuem o LDL (Low Density Lipoprotein, ou lipo-
proteina de baixa densidade), dito colesterol ruim (ZOECKLEIN et al., 2001, RIZZON; MIELE, 2001).

Para determinar a ocorréncia e quantificar os compostos fendlicos, industrias e instituigdes
de pesquisa utilizam métodos e equipamentos classicos, como a cromatografia a liquido com detector
de massa (LC-MS), biossensores, ensaios espectrofotométricos que empregam reagentes croméforos
especificos, como o Folin-Ciocalteu, (GRANATO; NUNES, 2016). A aquisi¢ao € manutengao destes
equipamentos apresentam um custo elevado, ndo sdo portateis, devendo permanecer em um local
fixo. Além disso, requerem um tempo de resposta médio a moderado, podendo ser de varios minutos,
resultando no processamento de poucas amostras/hora (GRANATO; NUNES, 2016).

A pesquisa continua acerca de novos compostos e interagdes, principalmente no campo da
nanociéncia, o desenvolvimento de novas técnicas e instrumentos baseados em principios fisicos
e quimicos, torna possivel cada vez mais quantificar analitos em concentragdes muito baixas, na
ordem de ng.g"' (BARROSO, 2020). Também, permite a obten¢ao de respostas aos testes em pou-
cos segundos, com equipamentos de tamanhos menores, portateis, possibilitando a realizacao de
testes em qualquer lugar, a qualquer hora e sem a necessidade de condi¢des controladas de um
laboratério (PICO, 2015;).

Ha um crescente interesse entre a comunidade académica e industrial, nos sensores de detecgao
nanoestruturados. Isso ocorre pelas vantagens que apresentam, como bom desempenho e processa-
mento, baixos custos de fabricacao e miniaturizacao, arquitetura simples ¢ por possibilitarem o mo-
nitoramento quimico em tempo real (THAKKAR et al, 2020).

A partir dessa contextualizagdo, o presente trabalho tem como objetivo desenvolver e otimi-
zar um sensor nanoestruturado para a detec¢do de compostos fendlicos em vinhos, formado por um
substrato de ITO (filme de dioxido de estanho dopado com indio) ¢ um filme de CeO,. Neste sistema
técnicas quimicas e eletroquimicas foram empregadas e seu desempenho foi avaliado com o uso de

medidas potenciodinamicas.
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MATERIAL E METODOS

Os materiais utilizados no desenvolvimento do sensor nanoestruturado, foram produtos ja dis-
poniveis na industria quimica, de facil consecucdo e manipulagdo. Assim, usou-se como substratos
ITO e Nitrato de Cério, sendo deste tltimo obteve-se nanoparticulas de CeO,.

Para a preparagao do substrato, utilizou-se uma lamina de ITO (Donnelly), com condutividade
eletronica de 20 'Q cm™, cortada em pecas de 3,0 cm x 1,5 cm, cuidadosamente limpas em um banho
ultrassonico com detergente neutro por 20 minutos. O detergente residual das laminas foi removido
em duas etapas: na primeira, foi efetuada a lavagem com agua corrente purificada por 10 segundos;
na segunda, utilizou-se sonicacdo, também em agua purificada por 20 minutos (PIROVANI, 2019).

As nanoparticulas de CeO, foram sintetizadas utilizando o método Pechini ou método dos pre-
cursores poliméricos (CHEN; CHANG, 2005). Solubilizou-se 2,5 g de Nitrato de Cério Hexa-Hidratado
(Ce(NO,),.6H,0) em uma mistura de etililenoglicol (C,H,O,) e écido citrico (C,H,O,) a 80 °C com agita-
¢ao magnética (2000 rpm). Apos a dissolugdo, foi adicionado Hidroxido de Amonio (NH,OH) € o material
resultante foi levado para tratamento térmico a 550 °C durante 3h. Aguardou-se o resfriamento do po
resultante até a temperatura ambiente, armazenando-o em uma dispersdo de acido acético (20% m/m).

Para a preparagdo dos eletrodos de ITO/CeO,, 2% v/v da dispersdo das nanoparticulas foi di-
luido em agua ultrapura. Em seguida 3 pL dessa mistura foi depositada sobre a superficie do eletrodo
e deixada para secar durante 2 dias, a temperatura ambiente. As medidas eletroquimicas foram reali-
zadas em solucao tampao fosfato pH 7,2, com o potencial variando no intervalode O a 1 V. O eletrodo
de referéncia utilizado foi de Ag/AgClI (1 mol L' KCl). Utilizou-se a voltametria de pulso diferencial,
com calibragdo externa, na faixa de concentragdes de 20 a 80 umol L.

A estrutura do eletrodo de nanoparticulas de ITO/CeO, foi analisada por duas técnicas ana-
liticas. A primeira foi a microscopia eletronica de varredura (MEV) e foi utilizado o microscopio
eletronico de varredura da marca Zeiss, modelo DSM 960. E a segunda foi a espectroscopia de raios
X por dispersao em energia (EDS), onde o equipamento utilizado foi o microscopio Zeiss, modelo
Sigma 300, acoplados a um sistema de espectroscopia de energia dispersiva.

As nanoparticulas de CeO, foram analisadas por difra¢do de raios X (DRX) € 0 equipamento
utilizado foi o de Difragdo de raios-X da marca Bruker, modelo D2. O tamanho das nanoparticulas
foi medido por espalhamento de luz no aparelho Zetasizer®. A estabilidade das nanoparticulas, por

sua vez, foi analisada por medidas de potencial zeta.

RESULTADOS E DISCUSSAO

As andlises foram divididas em trés partes: o po de CeO,, a superficie do substrato ITO € a
superficie do eletrodo de ITO/CeO,,.
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A caracterizagdo do p6 de CeO, foi realizada por MEV (Figura 1) e EDS (Figura 2). Na Figura 1,
foi possivel visualizar particulas aglomeradas, com tamanhos menores de 50 nm. Os dados de tama-

nho de particula do MEV foram comparados com os dados de DRX, pela equacao de Scherrer.

Figura 1 - Microscopia eletronica de varredura da amostra do p6 de CeO, (a, b) com diferentes magnitudes

Fonte: Construc¢do do Autor.

Através da técnica de EDS, comprovou-se a presenga de Ce proveniente do p6 de CeO,, con-
forme mostra a Figura 2. O sinal de ouro (Au) e de Carbono (C) que aparecem na Figura 2, tem ori-
gem no preparo da amostra, pela metalizacdo e recobrimento, respectivamente (DEDAVID; GOMES;
MACHADO, 2007).

A segunda parte avaliada, foi a superficie do substrato ITO, também obtida pelas técnicas de MEV
(Figura 3) e EDS (Figura 4). Pela imagem na Figura 3 verfica-se a homogeneidade da superficie do ITO.

Figura 2 - Espectroscopia de raios X por dispersdo

Figura 3 - Microscopia eletronica de
em energia da amostra de p6 de CeO,

varredura da superficie do substrato ITO
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Fonte: Constru¢do do Autor.

O filme de didxido de estanho dopado com indio - ITO, utilizado como substrato neste tra-

balho, foi caracterizado pela técnica de EDS, apresentado na Figura 4. Identifica-se os elementos
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presentes no ITO, o estanho (Sn) € o indio (In), além dos elementos presentes no vidro, silica (SiO,)
e o calcio (CaO).

O filme de CeO, sobre a superficie do substrato ITO foi caracterizado por MEV e as imagens,
com diferentes magnitudes, podem ser visualizadas na Figura 5. Pela imagem verifica-se a porosidade

do material assim como rugosidade, caracteristicas que conferem uma maior sensibilidade ao sensor.

Figura 4 - Espectroscopia de raios X por dispersdo em energia do substrato ITO.
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Fonte: Constru¢do do Autor.

Figura 5 - Microscopia eletronica de varredura (a, ¢) da superficie do
sensor ITO CeO, para detecgdo substancias antioxidantes diversas

Fonte: Construgdo do Autor.

Pelo EDS da Figura 6 identifica-se os constituintes presentes na composi¢ao do filme (ITO/
CeOQ,), depositado na superficie do eletrodo.

O difratograma de raios X do CeO, € mostrado na Figura 7. Os picos de difragdo, em 28,5°, 33,1°,
47,5°,56,3°, 59,1°, 69,4°, 76,7°, 79,1° ¢ 88,4°, indexados como os planos 111, 200, 220, 311, 222, 400, 331, 420
¢ 422, correspondem ao CeQ, cristalino, segundo os dados da ficha ICDD de n° 00-043-1002 (Cerianita/
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Ce0,), pertencentes ao grupo espacial //m 3 m. Os picos bem agudos ¢ intensos indicam que estes 6xidos

também possuem elevada cristalinidade.

Figura 6 - Espectroscopia de raios X por dispersdo em energia da superficie do
eletrodo de ITO/CeO, para detecgdo de substancias antioxidantes diversas
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Fonte: Construc¢do do Autor.
Figura 7 - Difratograma de raios X do CeO,
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Fonte: Construc¢do do Autor.

Devido as condigdes utilizadas para a de obtencdo da amostra, numa rampa de aquecimento
de 20 °C.min’!, esta apresenta uma menor largura de pico a meia altura, indicando maior aglomeragao

das particulas e maior cristalinidade. Para o calculo do tamanho do cristalito, foi utilizada a equagao

de Scherrer, conforme a Equagao (1):
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0,91
d FWHM cos@ ( )

Onde d (nm) ¢ o tamanho do cristalito, A (nm) o comprimento de onda incidente (CuKa:
0,15406 nm), 0,9 constante dependente da forma dos cristalitos; FWHM a largura do pico na meia
altura e 0 o angulo de Bragg.

A analise do p6 de CeO, por difragdo de raios X apresentou os picos caracteristicos do Oxi-
do de Cério (IV), informagdo que foi confirmada pela ficha ICDD de n° 00-043-1002. A partir da
equagdo de Scherrer, foi possivel verificar que a amostra obtida tem um cristalito da ordem de 18 nm.
Assim, pode-se afirmar que os Oxidos de Cério (IV) obtidos neste estudo apresentaram tamanhos
aproximados de cristalitos semelhantes aos descritos na literatura (CHEN; CHANG, 2005; KET-
ZIAL; NESARAJ, 2011; SHARPE et al., 2013; KUMAR; SELVARAJAN; MUTHURAJ, 2013).

A resposta do eletrodo de ITO, modificado com CeO,, foi obtido pelo comportamento de subs-
tancias antioxidantes como o 4cido gélico e cafeico. Na regido de -0,4 a 0,0 V, ndo ha qualquer processo

redox, quando o eletrodo foi polarizado em solugdo com tampao fosfato pH 7,2, conforme a Figura 8.

Figura 8 - Voltamogramas ciclicos a 0,1 Vs em solugdo tampao fosfato pH 7,2 (a) eletrodo de ITO,
(b) eletrodo de ITO/CeO,, (c) solugdo 2 mmol L™ de 4cido galico
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Fonte: Proprio autor.

O sistema eletrodo de ITO contendo CeO, mostrou um perfil semelhante, sem qualquer ativi-
dade eletroquimica na auséncia de 4cido cafeico ou galico. A adicdo de acido galico ou cafeico, con-
forme os voltamogramas representados nas Figuras 9 a 11 mostraram um pico de redugdo em -0,08
V para o acido galico e em -0,13 para o acido cafeico. Esta resposta foi atribuida a oxidac¢ao do acido

galico e cafeico pelo 6xido de cério.
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Figura 9 - Voltamogramas ciclicos a 0,1 Vs em solugdo tampao fosfato pH 7,2 (a) eletrodo de ITO,
(b) eletrodo de ITO/CeQ,, (c) solugdo 2 mmol L' de 4cido gélico, (d) solugdo 2 mmol L' de 4cido cafeico
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Fonte: Constru¢do do Autor.

Figura 10 - Voltamogramas ciclicos a 0,1 Vs em solugdo tampéo fosfato pH 7,2 com eletrodo de ITO/CeO, e
solugoes de acido galico (a) 0,05 mmol L, (b) 0,10 mmol L, (¢) 0,20 mmol L' ¢ (d) 0,35 mmol L
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Fonte: Construgao do Autor.

A corrente de redugdo foi proporcional a quantidade dos acidos presentes em solucdo, con-

forme as Figuras 11 a 15. Na Figura 11 observou-se uma dependéncia da corrente de redugao com o

pH, sendo a maior corrente obtida em pH 7,2, retratado na Figura 12. Esta foi a condi¢ao escolhida

para a analise com o tampao fosfato assegurando a estabilidade eletrolitica necessaria durante o teste.

Na Figura 13 observou-se a curva de calibracao com as correntes de pico dos voltamogramas
ciclicos, no melhor pH (7,2) para o sistema (Figuras 11 e 12).

Os voltamogramas de pulso diferenciais indicaram que a reduc¢do do acido cafeico ocorre em

-0,14 V, evidenciando um processo catalitico e se observa nas Figuras 14 e 15, uma linearidade de até

40 umol L.
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Figura 11 - Voltamogramas ciclicos do acido galico
0,10 mmol L™ a 0,1 V/s com eletrodo de ITO/CeO,
em solugdes tampao fosfato. pH 3,5; 5; 6; 7,2 ¢ 8,0
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Figura 12 - Corrente de pico catodica do acido galico
em fungdo do pH
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Fonte: Constru¢ao do Autor.

Figura 13 - Curva de calibragdo com as correntes de
pico dos voltamogramas ciclicos obtidos a 0,1 V s’
com o eletrodo de ITO/CeO, para solugdes de acido
galico com diferentes concentragdes em solugdo
aquosa de tampao fosfato pH 7,2
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Figura 14 - Eletrodo de ITO/CeO, voltamogramas de
pulso diferencial para solu¢des aquosas de
acido cafeico em tampao fosfato pH 7,2 a

diferentes concentragdes
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Fonte: Constru¢do do Autor.

Pelas Figuras 14 ¢ 15, verifica-se que o eletrodo de ITO/CeO, foi estavel e as medidas tém alta

reprodutibilidade. Em um préximo momento, sera avaliado o efeito de interferentes e realizadas as

medidas com diferentes amostras de vinhos.
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Figura 15 - Eletrodo de ITO/CeOZ.’ curva de calibragao da corrente de pico em func¢ao da concentrac¢ao do acido cafeico.
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Fonte: Proprio autor.

Conforme os resultados da voltametria ciclica, o pico de oxidacdo do acido cafeico e galico
s0 aparecem na presenca de particulas de CeO,, evidenciando a caracteristica que € verificada com a
lacase (RAJESHKUMAR; NAIK, 2018). As correntes obtidas com o eletrodo ITO/CeO, nos volta-
mogramas, em solu¢des com acido cafeico em igual concentragdo, ¢ de mil vezes maior que a obtida

em eletrodos com lacase imobilizada (JAROSZ-WILKOLAZKA; RUZGAS; GORTON, 2004).
CONSIDERACOES FINAIS

Em conclusao, tem-se que foi possivel, a partir de materiais € insumos mais simples ja dispo-
niveis na industria quimica, desenvolver, caracterizar e calibrar (com os compostos fendlicos presentes
em vinhos) um sensor, contendo nanoparticulas de CeO, depositadas sobre o eletrodo de ITO. Os
testes realizados em solucdes contendo somente d4gua deionizada, 4gua deionizada com acido cafeico
a diferentes concentragdes e agua deionizada com acido galico a diferentes concentragdes, demostra-
ram uma 6tima resposta do eletrodo voltamétricos para a deteccdo de compostos fendlicos.

Portanto, este sensor apresenta-se como uma nova ferramenta, bastante interessante, princi-

palmente pelo seu baixo custo, tempo de resposta rapido e tamanho portatil.
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