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Resumen

En e presente trabgjo se describe un nuevo dispositivo electrodico que podria ser utilizado parala
determinacién de sulfito. Este dispositivo esté basado en el uso de un electrodo de pasta de carbon
modificado con p-rosanilina-formaldehido (PRA) en un buffer fosfato apH 7. El modificador fue soportado
sobre alimina neutra. EI PRA-formaldehido ha sido utilizado como un método estandar para la deteccién de
didxido de azufre en laatmdésferay sulfitos en alimentos usando técnicas espectroscdpicas. Los resultados
por voltametria ciclicay voltametria de pulso diferencial muestran que el electrodo modificado con estas
especies quimicas exhibe actividad cuando se sumerge en soluciones cuya concentracion es del orden
milimolar en sulfito. Mediante el método de adicion de estandar se pudo determinar la concentracion de
sulfito en dos muestras de vino blanco, cuyos valores oscilaron entre 0,34 y 0,36 mM. Se observo que las
muestras no presentan interferencias provenientes de la matriz para este andlisis y los porcentajes de
recuperacion exhiben valores ente 99 y 103.
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Electrochemical sensor for the deter mination of sulfite

Abstract

The present paper describes a new electrodic device which could be used for the determination of sulfite.
This deviceis based on the use of a carbon paste electrode modified with p-rosaniline-formaldehyde (PRA)
in a phosphate buffer at pH 7. The modifier was supported on neutral alumina. The pair PRA-formaldehyde
has been used as a standard method for the detection of sulfur dioxide in the atmosphere and sulfites in foods
by using spectroscopic techniques. The results from cyclic voltammetry and differential pulse voltammetry

show that the p-formal dehyde-rosaniline modified electrode exhibits activity when immersed in solutions



whose sulfite concentration isin the order of millimoles. It was observed that the samples do not show
interference from the matrix for this analysis and recovery rates exhibit values ??between 99 and 103.
Keywords:. Sulfite; Food aditive; Para-rosaniline

Introduccion

L os sulfitos son frecuentemente usados como conservantes en los alimentos. No obstante, a pesar de la
eficiencia de los sulfitos en su accién preservante, se ha determinado numerosos efectos adversos en € ser
humano, relacionados principalmente a su consumo. Por tal razon, la Food and Drug Administration (FDA)
requiere que la presencia de los sulfitos en cantidades igual es o superiores a 10 ppm, en alimentos
procesados, deben ser declarados en la etiqueta.

La oxidacion de sulfito es usualmente el primer método de deteccion electroquimicay ha sido estudiado con
unagran variedad de electrodos, incluyendo platino (Gasana et al., 2003), oro (Li et al., 2002), varias formas
de carbon (Casdllaet a., 1995), 6xidos metélicos (Corbo et al., 2002), electrodo de platino modificado
(Dadamos et al., 2009) y biosensores (Dinckaya et al., 2007). El proceso de oxidacion de sulfitos, puede ser
cuantificable en lamayoria de los electrodos y ofrece una simple ruta de andlisis, ya que tiende a ser métodos
rapidosy de bajo costos, en sustitucién alos métodos de titulacion (Isaac et al., 2006).

L os electrodos de pasta de carbén modificado (EPCM), han presentado gran interés en el desarrollo de
sensores voltamétricos para determinaciones analiticas, debido a su facil preparacion, bagja corriente de fondo
y amplio rango de potencial (Kalcher et al., 1995). En € presente trabajo se modificd un electrodo de pasta
de carbdn con p-rosanilina-formal dehido, esta especie forma complejo con € sulfito y ha sido usado como
un método estdndar parala deteccion de didxido de azufre en laatmosferay sulfitos en alimentos usando
técnicas espectroscopicas. Estas especies fueron soportadas sobre alUmina neutray utilizadaen la

determinacion de sulfito en muestras de vino blanco.

Parte experimental

Los reactivos utilizados fueron: Para-rosanilina (Aldrich), Sulfito de sodio anhidrido (J.T. Baker), Aceite
minera o nujol (Aldrich), Cloruro de potasio (Merck), Formaldehido (Merck), Grafito (Fischer Chemical),
AlUumina neutra para coluna (Merck), &cido tartérico (Aldrich), acido citrico (Fischer Chemical), &cido
ascorbico (Aldrich) y todas las soluciones se prepararon con agua ultra pura (Mullipore, 18 M?).

El electrodo de pasta de carbén (EPC) fue preparado al mezclar directamente polvo de grafito (G67-500) y
nujol como aglomerante. Mientras que €l electrodo de pasta de carbén modificado (EPCM) ala pastade
carbén se le agregd € modificador el cual estd compuesto por la mezcla PRA-formaldehido (1:1) soportado
sobre alimina neutra, en una proporcién 61,44%m/m carbén, 34,45%m/m nujol y 4,16%m/m modificador.
La mezcla se combind hasta obtener la mayor uniformidad. El material pastoso fue empacado en un cilindro

hueco de PlexyGlass con unavarilla de acero, la cual se usd como contacto eléctrico con el circuito del



potenciotato.

El electrodo con una superficie fresca, fue colocado en la celda electroanalitica en una solucion acuosa de
sulfito de sodio cuyas concentraciones se varié entre 3y 50 mM. Ademés, se utilizé como el ectrolito de
soporte un buffer fosfatoapH 7y KCl apH 7.

Para este estudio se utilizaron como técnicas de andlisis voltametriaciclicay de pulso diferencial. Las
medidas el ectroquimicas fueron realizadas en un Potenciostato/Galvanostato Autolab 30/PGSTAT 30,
acoplado a un procesador de datos. La celda el ectroanalitica consistié en un sistema de tres electrodos, €l
electrodo de referencia (Ag/AgCl), e contraelectrodo de Pt y el electrodo de trabgjo (EPC y EPCM). Todos

los reactivos fueron de grado analitico

Resultados y Discusion

a. Preparacién y caracterizacion de un electrodo pasta de carbon modificado con PRA-formaldehido

En lafigura 1, se muestralos voltagramas ciclicos de electrodo de pasta de carbén sin modificar (EPC) y
electrodo de pasta modificado (EPCM) en ausencia de alimina como soporte. El grafico muestra una
disminucién en la corriente de oxidacion del sulfito cuando se modifica con PRA-formaldehido. Sin
embargo, la corriente pico en €l electrodo modificado aparecen a val ores menos positivos (aproximadamente
0,800V) que aquellas observadas para €l electrodo sin modificar (1,000V). Parece que la modificacion
favorece energéticamente la oxidacion de sulfito a potenciales menores. La disminucion de la corriente se
debe ala poca estabilidad del modificador en la pasta ya que se observé como e PRA-formaldehido, el cual

es coloreado, se escapa de la pasta por difusion hacia el seno de la solucion.
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Figura 1. Oxidacion del sulfito por voltametria ciclicaen KCl 0.1 M apH 7, v=50mVs-1. A) En ausenciade

sulfito, usando EPCM y EPC; B) EPCM en Na2SO3 50mM; C) EPC sin modificar en Na2SO3 50mM

Se procedié amejorar |a estabilidad de EPCM mediante la adicion de alimina. La aliminaretiene por
adsorcion a PRA-formaldehido en la pasta. El porcentaje de modificador, PRA-formaldehido-al imina, fue
incrementandose a medida que se registraba la respuesta del electrodo en una soluciéon de Na2SO3 3mM. La
figura 2 resume los resultados. La corriente de pico alcanz6 un maximo para una composicién grafito-nujol-
modificador de 61,44%m/m, 34,45%m/my 4,16%m/m, respectivamente. Para valores mayores del
modificador (alimina + PRA-formaldehido) la corriente decrece debido ala disminucion de la coherencia
mecanica de |la pasta del electrodo. La corriente también disminuye a porcentajes menores a 4,16 debido

probablemente ala disminucion del PRA- formaldehido en la composicion de la pasta.
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Figura 2. Ip en funcién al % de modificador en un EPCM en buffer de fosfato pH 7 en Na2SO3 3mM. v =
8mVs-1. 7E=75mV.

El efecto de laincorporacion de la alimina ala pasta de carb6n sobre la oxidacién de sulfito puede ser
observado en lafigura 3. En este caso no se observé ladifusion del modificador hacia el seno de la solucién.
Laincorporacién de la alimina como soporte origina mayores corrientes en e EPCM que en el EPC. Sin
embargo, €l potencial pico cuando se usd EPCM de lafigura 3 aparece desplazado a valores mas positivos en
el observado en lafigura 1, donde no se usd aliimina. Posiblemente, laresistencia del electrodo se
incrementd con el aumento de la proporcion de a Umina. La oxidacién de sulfito en e electrodo modificado
ocurre siempre amenor potencial que en los electrodos sin modificar. El efecto del modificador es claro en
presenciay en ausenciade laalimina, pues favorece energéticamente la oxidacion del analito. La presencia
de laalimina en la composicién de la pasta del electrodo no afecta significativamente la magnitud de la

corriente, pero mejora la estabilidad del electrodo, haciéndolo Util para determinaciones analiticas.

En los voltagramas de pulso diferencial parael SO3-2 delafigura4.A, se observa que la corriente pico
aumenta linealmente con la concentracion de sulfito, siendo este comportamiento estable y reproducible. En
lafigura4.B se muestrala curvade calibracion correspondiente, la cual exhibe una zonalineal en el
interval o de concentracién comprendido 0,22 y 0,73mM SO3-2, obteniéndose un coeficiente de correlaciéon r
= 0,9976, con una desviacién estandar (SY/X) de 0,55692. La ecuacion deregresion es| = 20,57682 [SO3-2]

- 0,49896, determinandose un limite de deteccion de 0,08 mM y el limite de cuantificacién 0,27 mM.
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Figura 3. Oxidacién del sulfito por voltametria ciclicaen KCl 0.1 M apH 7, v=50mVs-1. A) buffer fosfato
pH 7; B) EPC con aUmina en Na2SO3 50mM; C) EPCM en Na2SO3 50mM

El limite de deteccion alcanzado para este sistema el ectroquimico fue 0,08mM, el cual es comparable con €l
reportado por Garcia et al (2005) en la determinacion de sulfito sobre carbén vitreo modificado con peliculas
de hexacianoferrato de hierro (80 uM), pero mas bajo que el correspondiente al electrodo de aluminio
modificado con hexacianoferrato de niquel (3*10-6M) (Pournaghi- Azar, 2003).

Sin embargo, la modificacién del presente trabajo del electrodo de pasta de carbon es de facil construccion,

el electrodo es muy econémico y fécil de operar que el electrodo de aluminio o carbdn vitreo y tiene ventgja



de tener superficies totalmente renovadas para cada medida.
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Figura4. A) Voltagramas de pulso diferencial, para varias concentraciones de SO3-2 en buffer fosfato a pH
8, v=8mVs-1. B) Curvade calibracion para SO3-2 construida a partir de los voltagramas de pulso

diferencial.

b. Estudio de interferencias

El estudio de interferencias fue realizado para evaluar € efecto interferente del &cido tartarico, acido citrico,
acido ascérhbico, glucosay sacarosa en el sistema utilizado. Estas sustancias fueron analizadas porque
acompanaal sulfito en las muestras reales, como es €l caso de bebidas y alimentos. Para poner a prueba €l
efecto de las sustancias interferentes mencionadas anteriormente, se prepararon soluciones de igual
concentracion de sulfito y del interferente. La concentracion de sulfito se mantiene constante y se le fue
adicionando alicuota o pequefios volUmenes de |a especie interferente, [o que implica el aumento de la
concentracion del interferente. Asi, determinar el rango de concentracion donde estas especies interferentes,
no interfieren con la sefial de oxidacion del sulfito, y poder detectar la concentracion de sulfito en muestras
reales, sin necesidad de realizar un pretratamiento previo ala muestra; paraello, se graficaron las Ip en
funcién de la concentracién de |a especie interferente.

Enlafigura5y 6, se observa que en un rango de concentracion 0,0 — 0,5 mM las especies interferentes como
el acido tartéricoy el acido citrico, no interfieren con la sefial de oxidacién sulfito, porque permanece
constante. Se puede inferir que a partir de 0,58 mM, el acido tartarico y € &cido citrico puede comenzar a
influir en la determinacion del sulfito en muestras reales.
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Figura 5. Efecto de la concentracidn écido tartérico sobre la corriente de pico en el EPCM con aliminaen
buffer fosfato apH 8. = 8mVs-1. ?E= 75mV.
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Figura 6. Efecto de la concentracion écido citrico sobre la corriente de pico en el EPCM con alimina en

buffer fosfato apH 8. = 8mVs-1. ?E= 75mV.

Mientras, en el andlisis realizado parala especie interferente, como €l acido ascérbico, se revelaque esta
especie estudiada interfiere seriamente en la respuesta de oxidacion del sulfito cuando est4 presente en una
concentracion mayor a 0,32 mM, como se muestraen lafigura 7. Esto concuerda con lo reportado por

Pournaghi- Azar, 2003 y Dadamos et a, 2009; sin embargo, las muestras de alimentos no poseen



general mente concentraciones tan elevadas de acidos ascorbico por |0 que no deberia ser un problemaen la
determinacién de sulfitos (Garcia et al, 2005).

Enlafigura8y 9 se observa que los azlicares (glucosay sacarosa) no interfieren en la determinacion de
sulfito, sino cuando esta presente en exceso con respecto a sulfito (Pournaghi- Azar, 2003)
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Figura 7. Efecto de la concentraci6n écido ascorbico sobre la corriente de pico en el EPCM con aliminaen
buffer fosfato apH 8. = 8mVs-1. ?E= 75mV.
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Figura 8. Efecto de la concentracién glucosa sobre la corriente de pico en el EPCM con alimina en buffer
fosfato apH 8. = 8mVs-1. ?E= 75mV.
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Figura 9. Efecto de la concentracion sacarosa sobre la corriente de pico en el EPCM con aiimina en buffer

fosfato apH 8. = 8mVs-1. ?E= 75mV.

En € estudio de interferencia se puede concluir, gque en una rango de concentracion de 0,0 — 0,5 mM las
especies interferente estudiadas no af ecta significativamente la determinacion de sulfito, a excepcion, del

&cido ascérbico, cuando se encuentra en concentraciones el evadas.

¢. Determinacion de sulfito usando un electrodo modificado con PRA-formaldehido en muestra de vino

Con € fin de examinar laaplicabilidad del EPCM, €l dispositivo se usd parala determinacién de sulfito en
muestra reales de vino blanco. Para ello se aplico el método de adicion estandar y la curva de calibracion
sencilla, tomando en consideracion que las interferencias mas comunes que pueda presentar €l vino no son
significativas para €l intervalo concentraciones entre 0,0-0,5 mM de las interferentes.

Las muestras de vino blanco que se analizaron de dos vinos provienen de dos marcas comercial es diferentes,
el vino 1 el “Frontera” y el vino 2 de “Las Condes’, ambos de procedencia chilena. Se tomaron alicuotas de
10 ml, las cuales se gjustaron a pH 8 y sucesivamente se realizaron las medidas por VPD.

El método de adicién esténdar serealizé con lafinalidad de verificar si existen interferencias provenientes de
lamatriz de las muestras de vino blanco. Se realizaron curvas de adicion estéandar, variando el volumen del
estéandar y manteniendo € volumen fijo de la muestra, que se desee analizar. Cada curva de calibrado incluy6
al menos una serie de cuatro puntos, y se midieron un minimo de tres veces cada uno. Enlafigurall. Ay
11.B se muestra las gréficas de adicion estandar obtenida para ambas muestra de vino de blanco,
obteniéndose la concentracion del sulfito en la muestras de vino blanco por extrapolacion de lalinea

segmentada. Los valores se muestran en latabla 1.



Tabla 1. Determinacion de sulfito en muestras de vino blanco usando un electrodo modificado con PRA-

formaldehido
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De los resultados obtenidos en latabla 1 se puede inferir que la cantidad de sulfito encontrada en las
muestras de vino 1 y 2 estan por encima de |os val ores encontrados por Cardwell y Christophersen (2000)
para vino blanco, donde usaron un electrodo de platino acoplado a un sistema de inyeccion de flujo. Mientras
gue la cantidad de sulfito establecida en muestra de vino blanco oscila en un rango de 0,3 -1,8mM seguin
Garciaet a (2005) y los valores encontrados usando el EPCM estan dentro de los niveles permitidos.

Al comparar €l valor de la pendiente de la curva de calibracion sencilla que fue de 20,57 pA/mM, con los
valores obtenidos de la pendiente paralas diferentes curvas del método de adicion estandar de las diferentes
muestras de vino blanco (20,18 pA/mM y 20,20 pA/mM), se observa que son muy reproduciblesy no
muestran diferencias significativas para las dos muestras de vino blanco. Este comportamiento permite
concluir que no existen interferencias de matriz, en la metodol ogia aplicada para la determinacién de sulfito

en diferentes tipos de muestras de vino blanco.
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Figurall. A) Curvade calibracion por adicion estandar, parael vino 1 (Frontera) en buffer fosfato apH 8,
v=8mVs-1. B) Curvade calibracién por adicién estdndar, para el vino 2 (Las Condes) en buffer fosfato a pH

8, v=BmVs-1.

d. Estudio de recuperacién para diferentes muestras de vino blanco

Paravalidar € procedimiento analitico se prepararon tres soluciones con una concentracion de sulfito
conocida de 0,5 mM. Estos resultados se muestran en latabla 2 donde se puede observar que larecuperacion
oscilaentre 98,92y 102,95 %, con un CV< 3%, |o que nos sugiere una exactitud aceptable del procedimiento

analitico, sin interferencias de la matriz.

Tabla 2. Porcentaje de recuperacion encontrada en SO3-2 en diferentes muestras de vino blanco
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Conclusiones

Se hadisefiado un nuevo electrodo parala determinacidn de sulfito basado en € uso de pasta carbédn



modificada con PRA-formal dehido, encontrandose que la composicion éptima para la elaboracién de los
electrodos de pasta de carbén modificados fueron de 61,44%m/m carbén, 34,45%m/m nujol y 4,16%m/m
modificador. La modificacion favorece energéticamente la oxidacion de sulfito a potenciales menores.

La presencia de alUminaen lacomposicion de la pastadel eectrodo mejorala estabilidad del sistema, de
maneratal que este electrodo podria ser utilizado en determinaciones analiticas. Este sensor exhibe una zona
lineal en el intervalo de concentracion comprendido 0,22 y 0,73 mM SO3-2 con un coeficiente de
correlaciéon r = 0,9976, donde el limite de deteccién es 0,08 mM y el limite de cuantificacion es 0,27 mM.
Mediante el método de adicion de estandar se determind la concentracion de sulfito en dos muestras de vino
blanco que oscilaen un rango de 0,34y 0,36 mM y a su vez se demostré que las muestras no presenta
interferencias proveniente de lamatriz y pueden utilizarse sin tratamiento previo.

El estudio realizado con diferentes muestras de vino blanco, empleando €lectrodo de pasta de carbén
modificado con PRA-formaldehido, mostraron en todos |os casos una recuperacion cuantitativa de 98,92 -
102,95 %y con un CV< 3%.La validacién del método mostré que € nuevo dispositivo tiene un rango linea
de 0,22-0,73 mM para €l sulfito en vino blanco, con un limite de deteccion y cuantificacion comparable alos

reportados en la bibliografia.
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