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RESUMO

Neste trabalho, acetato de celulose em p6 foi modificado com o6xido de titdnio
(Acel/TiO;) e utilizado como matriz para a realizagdo de estudos eletroquimicos. A
quantidade de TiO, incorporado na matriz de acetato de celulose foi de 1,8 mmol g™

Sobre a superficie da fibra do material modificado com o 6xido metalico, Acel/TiO,,
foram imobilizados trés corantes organicos; azul de metileno (AM), azul de meldola (AMeld)
e azul de toluidina (AT), resultando em trés materiais denominados de Acel/TiO/AM,
Acel/TiOo/AMeld e Acel/TiO»/AT. As propriedades eletroquimicas dos materiais foram
estudadas através das técnicas de voltametria ciclica e cronoamperometria.

Os estudos eletroquimicos do material, Acel/TiO,/AM indicaram que o potencial
médio da espécie eletroativa imobilizada é E° = 225 mV vs ECS (Eletrodo Calomelano
Saturado). O material apresentou alta estabilidade quimica, visto que ndo foi observado
lixiviagdo da espécie eletroativa da superficie da matriz, mesmo apos 100 ciclos de
experimentos. O estudo da estabilidade do material apds 100 ciclos redox demonstrou que
nado ocorre lixiviacdo da espécie eletroativa da superficie da matriz modificada. O tipo de
solugdo de eletrolito suporte bem como o pH nao afetaram significativamente as intensidades
de corrente de pico que permaneceram praticamente constante. O material Acel/TiO»/AM foi
utilizado como matriz para a preparacdo de eletrodos a base de pasta de carbono e foi
aplicado como um novo sensor eletroquimico que se mostrou eficiente na determinacao de
acido ascorbico em produtos comerciais.

As propriedades eletroquimicas dos materiais Acel/TiO,/AMeld e Acel/TiO,/AT
foram otimizadas utilizando um planejamento fatorial completo 2* com dois pseudo pontos
centrais (n= 20 experimentos). Os fatores experimentais escolhidos para os procedimentos de
otimizacdo foram aqueles que afetam a reversibilidade do processo de transferéncia de
elétrons. Duas respostas das propriedades dos sistemas foram investigadas: a separacdo dos
potenciais de pico, AE [AE = E,, - E,], € a razdo entre as correntes, |/l onde 1y, € I, sdo as
intensidades de corrente de pico anddico e catodico, respectivamente. Para a resposta L,o/Iyc,
nao foi observado nenhum efeito significativo em relagdo a reversibilidade do sistema.

As melhores condi¢des de reversibilidade eletroquimica do sistema estudado foram: o
eletrodo quimicamente modificado Acel/TiO,/AMeld, pH 7,0, [KCI] = 1,0 mol L e
velocidade de varredura de 10 mV s'. Estas condi¢des foram aplicadas na determinagdo do

cofator NADH. As propriedades eletrocataliticas do Acel/TiO,/AMeld para oxidar o cofator

Xiv



NADH sao bastante satisfatorias e o sistema eletrédico apresenta uma boa sensibilidade para

o NADH.
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ABSTRACT

In this work, the cellulose acetate surface was modified with titanium dioxide and
used as matrix for electrochemical studies. The content of TiO, incorporated in the cellulose
acetate matrix resulted in 1,8 mmol g

On the fiber surface of the titanium dioxide, Acel/TiO,, modified material three
organics dyes were immobilized; methylene blue; meldola blue and toluidine blue, resulting
in the materials assigned as Acel/TiO,/AM, Acel/TiO,/AMeld and Acel/TiO,/AT. The
electrochemical properties of these materials were studied through cyclic voltammetric and
chronoamperometric techniques.

The electrochemical studies of Acel/TiO,/AM indicated that the medium potential of
the electroactive species immobilized is E° = 225 mV vs SEC. The material present high
chemical stability, since leaching of the electroative species from the matrix surface has not
been observed, even after 100 experimental cycles. The type and the pH of the solution did
not affect the intensities of current peak that remained practically constant. The material
Acel/TiOo/AM was used as matrix for the preparation of carbon paste electrodes and it was
applied as a new sensor that shows to be efficiencty for ascorbic acid determination in
commercial products.

The electrochemical properties of the materials Acel/TiO»/AMeld and Acel/TiO,/AT
were optimized using a factorial design 2' with two pseudo central points (n= 20
experiments). The chosen experimental factors for the optimization procedure were those that
affect the reversibility of the electron transfer process. Two responses of the system properties
were investigated: the peak potentials separation, AE [AE = E,, - E], and the current ratio,
Ipa/lpe, where |, and Iy are the anodic and cathodic current intensities, respectively. For the
response I./I, any significant effect has been observed in relation to the reversibility of the
system. The best electrochemical reversibility conditions were: using the Acel/TiO,/AMeld
electrode, pH 7.0; 1.0 mol L™ KCI as supporting electrolyte and scan rate of 10.0 mV s™.
Afterwards, the Acel/Ti0,/AMeld modified electrode was tested as amperometric sensor for

NADH determination, presenting good sensitivity.
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1. INTRODUCAO

O desenvolvimento de sensores e biossensores eletroquimicos tem despertado grande
aten¢do da comunidade cientifica, pois esses sistemas aliam um grande potencial analitico
para medidas eletroquimicas com uma alta seletividade das espécies eletroativas mediadoras
de elétrons, o que lhes confere capacidade de aplicagdo nas mais diversas areas como
medicina e clinica geral, industria de alimentos e também no monitoramento ambiental. Nesse
contexto, um grande esfor¢o tem sido realizado para encontrar novos materiais que possam
ser utilizados como suportes sélidos de mediadores eletroquimicos ou enzimas fortemente
aderidas a superficie do material para evitar a lixiviacdo das espécies imobilizadas durante os
experimentos .

Os materiais que usualmente sdo utilizados na preparacao de eletrodos quimicamente
modificados (EQM) incluem silica gel, silica preparada pelo processo sol-gel e zedlitas™.
Recentemente, a utilizacdo de materiais alternativos como celulose e seus derivados na
preparacdo de suportes para o desenvolvimento de sensores eletroquimicos tem apresentado
crescente interesse.

Sintetizada inicialmente em 1865 por P. Schutzenberger, o acetato de celulose ¢ uma
celulose esterificada que tem sido muito pesquisada nas duas ultimas décadas devido as suas
propriedades termoelasticas™. Em particular, o acetato de celulose é usado na preparagio de
materiais hibridos, pois apresenta vantagens como baixo custo, alta disponibilidade e
facilidade de manuseio®.

O acetato de celulose ¢ um composto que se caracteriza por ser relativamente inerte do
ponto de vista quimico. Nesse sentido, para aumentar sua reatividade e possibilitar a
imobilizacdo de espécies eletroquimicas sobre sua superficie, a preparagdo de materiais
hibridos organicos-inorganicos tem sido realizada através da mistura do polimero organico
com solucdes de oOxidos metalicos. Os materiais hibridos resultantes siao utilizados em
processos de separagio’, para imobilizagdo de enzimas®, para preparagdo de membranas
semipermeaveis”'’ e também na preparagio de sensores eletroquimicos' "%,

Dessa forma, o desenvolvimento de novos materiais hibridos organicos-inorganicos
como acetato de celulose torna-se extremamente atraente. O acetato de celulose, além de ser
facilmente disponivel na natureza, pode ser sintetizado de maneira simples e econdmica,
apresentando a possibilidade de ser utilizado no desenvolvimento de sensores eletroquimicos
quimicamente modificados com aplicagdo em determinagdes analiticas.

O presente trabalho apresenta a sintese de uma matriz organica-inorganica sobre a qual



foram imobilizados trés corantes organicos: azul de metileno, azul de meldola e azul de
toluidina. Na primeira parte do trabalho, o corante azul de metileno foi imobilizado no suporte
acetato de celulose modificado com 6xido de titdnio (Acel/TiO,) e o material resultante foi
aplicado na determinagdo de acido ascoérbico presente em pastilhas de vitamina C. Na segunda
parte do trabalho, foi aplicado um planejamento fatorial completo na otimizagdo dos
parametros que influenciam as propriedades eletroquimicas dos corantes azul de meldola e
azul de toluidina imobilizados na matriz Acel/TiO,. As melhores condi¢des redox encontradas

foram aplicadas na determinacdo do cofator NADH.

1.1. OBJETIVOS

= Utilizar o acetato de celulose modificado com 6xido de titdnio como suporte solido de

espécies eletroativas.

» Verificar as potencialidades eletroanaliticas do corante azul de metileno imobilizado

no suporte solido para a determinagao de acido ascorbico.

* Aplicar um planejamento fatorial na otimiza¢do dos pardmetros que influenciam as
propriedades redox dos corantes azul de toluidina e azul de meldola imobilizados no

suporte solido.

» Estudar as potencialidades de aplicacdo das melhores condi¢des encontradas através
da otimizacdo das propriedades redox dos sistemas eletroquimicos na eletrooxidagdo

do cofator enzimatico NADH.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Eletrodos Quimicamente Modificados (EQM)

A imobilizacao de espécies quimicas na superficie de eletrodos ¢ uma area de pesquisa
da eletroquimica que tem apresentado notavel crescimento nas ultimas décadas'.

Na area de eletroquimica demonstra-se que os eletrodos quimicamente modificados
(EQM) apresentam algumas vantagens sobre os eletrodos convencionais, contribuindo para o
desenvolvimento de intimeras aplicagdes, como por exemplo, eletroanaliticas, eletrocatélise,
sensores eletroquimicos'*, permeagio de membranas e em sinteses eletroorganicas'”.

O termo eletrodo quimicamente modificado foi introduzido por Murray e
colaboradores para designar eletrodos com espécies imobilizadas sobre a superficie de
eletrodos convencionais tais como, platina e carbono, com o objetivo de pré-estabelecer e
controlar a natureza fisico-quimica da interface eletrodo-solugio'®.

A modificagdo da superficie de um eletrodo através da imobilizacdo de espécies
eletroquimicamente ativas ¢ uma forma de impor e controlar sua reatividade e seletividade
possibilitando o desenvolvimento de eletrodos para varios propositos e aplicagdes'’. As
caracteristicas especificas das espécies imobilizadas facilitam o estudo do processo
eletroquimico de transferéncia de elétrons e permitem investigar as propriedades quimicas e
fisicas dessas moléculas adsorvidas ao eletrodo®.

A utilizacdo de eletrodos quimicamente modificados permite a deteccdo de
substancias a serem analisadas em uma faixa mais ampla de potencial, na qual ndo
poderiamos aplicar o eletrodo gotejante de mercurio'®. Além disso, ocorre a diminui¢do do
sobrepotencial que € o potencial adicional ao potencial formal do analito, E”’, necessario para
vencer a barreira de ativacao da eletrolise de um determinado sistema eletrédico, mantendo a
reagdo em uma determinada velocidade; minimizando assim, o nivel de interferentes nas
analises e aumentando a velocidade de certas reacdes eletroquimicas, bem como, a
sensibilidade e a seletividade.

A interface eletrodo-solugdo para um EQM na presenca apenas da solucdo de

eletrolito-suporte, pode ser demonstrada esquematicamente na Figura 1'°.
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Figura 1: Interface eletrodo-solugdo para um EQM na presenga de um eletrdlito-

suporte.

A aplicacdo de um eletrodo quimicamente modificado é extremamente importante em
situagdes em que o analito apresenta uma reacdo redox lenta na superficie do eletrodo. Dessa
forma, com a utilizagdo do EQM temos a possibilidade de tornar essa reacao mais rapida, pois
com a presenc¢a da espécie eletroquimicamente ativa ocorre a mediagdo da transferéncia de
elétrons (Med,x/Med,eq) fazendo com que a rea¢do se torne mais rapida, reduzindo assim o
sobrepotencial de ativagdo da reagdo.

Na Figura 2, estd representado o processo de transferéncia de carga eletrocatalitico
onde o analito ¢ oxidado pelo mediador, que por sua vez, ¢ subseqiientemente re-oxidada na

superficie do eletrodo. O processo inverso, a redu¢do do analito, também pode ocorrer.

Med, 1 Analito,eq
'S |
€ i
—— S Mediea # | NAnalito,,,
Superficie do eletrodo Solugdo do

eletrolito suporte

Figura 2: Oxidagao eletrocatalitica de um determinado analito pelo EQM.

Entre os métodos mais comuns de obtengdo de eletrodos quimicamente modificados
encontrados na literatura podemos citar adsor¢do ou quimissor¢do, que ¢ uma das técnicas
mais simples de se modificar a superficie de um eletrodo. Esta técnica consiste em utilizar
eletrodos de carbono capazes de quimissorver espécies moleculares que apresentam sistemas

estendidos de elétrons . Uma das desvantagens deste método ¢ que a espécie imobilizada



apresenta uma baixa estabilidade na superficie do eletrodo, pois como a adsor¢ao ¢ um
processo de equilibrio, a dessor¢do ocorrerd inevitavelmente.

A técnica de Formagéo de ligacio covalente ¢ baseada na modificacdo da superficie
de carbono que ocorre através da reatividade dos grupos funcionais alcoois (fendis), acidos
carboxilicos, cetonas (quinonas) e anidridos resultantes da oxidagao de atomos de carbono,
com reagentes tais como, aminas, organossilanos, cloreto de tionila, cloreto ciandrico, entre
outros, dando origem a eletrodos mais estdveis que os obtidos pelo método de adsorgdo,
porém, de forma mais complexa.

Outro método ¢ a deposicao de filmes poliméricos onde o eletrodo de platina ou
carbono ¢ mergulhado em uma solucdo contendo o polimero. Deixando-se evaporar o
solvente ¢ possivel a formacdo de uma fina camada do polimero sobre o eletrodo, o qual
também pode ser produzido através de eletrodeposi¢do e eletropolimerizacdo de mondmeros
eletroativos.

Eletrodos quimicamente modificados por pasta de carbono (EPCQMs) foram
introduzidos por Adams em 1958, usando-se uma pasta obtida da mistura de grafite em po
com um liquido orginico de baixa volatibilidade. Em 1964, Kuwana e colaboradores
misturaram a pasta substancias eletroativas e constataram que estas apresentavam
propriedades eletrocataliticas nesse tipo de eletrodo'®.

Os eletrodos quimicamente modificados de pasta de carbono sdo constituidos de uma
mistura de grafite em po, o qual deve apresentar um tamanho de particula inferior a 20 ym'®
para facilitar o ajuste da superficie, melhorar a preparacao da pasta e minimizar a presenca de
ruido; com um liquido orgédnico aglutinante, ndo condutor, de baixa volatibilidade, inerte,
imiscivel com a solugcdo do eletrolito suporte e de alta pureza que ¢ utilizado para
homogeneizar a pasta.

A composicdo da pasta influencia significativamente a reatividade do eletrodo, pois
com o aumento da quantidade do conteudo de liquido organico verificamos um aumento da
resisténcia, diminuindo assim a velocidade de transferéncia de elétrons ¢ a intensidade da
corrente.

Os eletrodos quimicamente modificados de pasta de carbono t€ém apresentado um
grande desenvolvimento principalmente por apresentarem certas vantagens tais como,
versatilidade, baixa corrente de fundo, baixo ruido, baixo custo, ampla faixa de potencial de
trabalho, superficie facilmente renovavel, possibilidade de miniaturizagdo, além de permitir
uma facil incorporacao de suportes e mediadores que aumentam a variedade de aplicagdes,

superando problemas como a baixa reprodutibilidade e baixa resisténcia a solventes



organicos. Devido a essas propriedades os eletrodos de pasta de carbono apresentam um
extensivo uso em eletroanalise®’.

Entretanto, os eletrodos de pasta de carbono apresentam algumas desvantagens como
instabilidade quando submetidos a um longo periodo de uso, quando utilizados em condi¢des

hidrodinadmicas e falta de reprodutibilidade devido a variacio na pasta de carbono”'.



2.2. Acetato de Celulose

As unidades glicosidicas da celulose apresentam trés grupos hidroxila (um secundario
e dois primarios), envolvidos em um grande nimero de ligagdes de hidrogénio. O acetato de
celulose ¢ um biopolimero termoplastico produzido pela acetilagao da celulose. A acetilagao
ocorre preferencialmente nos grupos hidroxila ligados ao carbono 6. O niimero médio de
carbonos acetila, presente em cada unidade glicosidica depois da reacdo de acetilacdo ¢

chamado de grau de acetilagio ou grau de substitui¢do.(Figura 3)*.

R=CH—C— ou — H

Figura 3: Estrutura do acetato de celulose.

O acetato de celulose pode ser facilmente moldado em diferentes formas como
membranas, fibras ou pérolas. Para conjugar as propriedades mecanicas do polimero orgénico
com as propriedades intrinsecas de um composto inorganico, materiais hibridos organico-

inorganicos tém sido preparados®®.

A dispersdao de particulas de oOxidos metalicos
inorgéanicos na superficie de fibras ou interior de membranas de acetato de celulose permite

obter materiais com um alto grau de aderéncia, o que os torna atraentes para diversas

21,2 23,25,26

. ~ rps . ~ 4 . J ~ .
aplicagOes analiticas, tais como, processos de separacdo” ", imobilizacdo de enzimas e

como suporte de espécies quimicas eletroativas para uso como sensores eletroquimicos’” .
Esses materiais hibridos sdo normalmente feitos pela mistura de uma solugdo do polimero
com uma solu¢do do alcoxido metalico seguida de um processo denominado de inversdo de
fase®. A incorporacdo de particulas de 6xidos metalicos na matriz de acetato de celulose pode
produzir materiais poliméricos hibridos com ligagdes entrelacadas com alta resisténcia

s A_s r . ~ ’ ro. 29
quimica e mecanica e, também, com um alto grau de dispersdo das particulas do 6xido™".



2.3. Corantes organicos redox como mediadores de elétrons

A modificacdo da superficie de eletrodos e o desenvolvimento de novos materiais para
fins de obten¢do dos chamados eletrodos quimicamente modificados (EQMs) t€m sido muito

931 Nesse sentido, a preparacio de materiais com espécies eletroativas

investigados
imobilizadas tem se apresentado como uma excelente alternativa j& que estas espécies
constituem uma importante classe de compostos fenotiazinicos com interessantes
propriedades eletroquimicas®".

As estruturas poliaromaticas, como fenazinas, fenoxiazinas (Azul de Meldola, Azul do
Nilo) e fenotiazinas (Azul de Metileno, Azul de Toluidina), quando adsorvidas na superficie
do eletrodo, apresentam baixo potencial formal, permitindo a eletrooxidagdo de determinados
analitos e assim aumentam a velocidade da reagdo, pois essas substincias sao adicionadas aos
EQMs com a fun¢do de mediar a transferéncia de elétrons na superficie do eletrodo em um

processo de oxido-redugao.
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Figura 4: Corantes organicos com propriedades redox utilizados como mediadores de

elétrons.

Em varios processos eletroquimicos, a transferéncia de elétrons ¢ uma etapa lenta da
reacdo. O processo eletrocalitico tem por objetivo reduzir a energia de ativagdo da reagdo, no
caso, a reducdo de energia ocorre pela diminuicdo do sobrepotencial de resposta do analito.
Nesse processo, o mediador funciona como um eletrocatalisador interagindo com o analito,
diminuindo, assim, o potencial necessario para ocorrer a reagdo de resposta do mesmo e,

conseqiientemente, o nivel de interferéncia nas analises'®.
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As espécies eletroativas que se encontram altamente dispersas na superficie da matriz
aumentam a estabilidade e a agdo catalitica. Os mediadores adsorvidos podem apresentar
fraca ou forte afinidade com a matriz suporte, conferindo ao eletrodo alta ou baixa
estabilidade'®.

O corante organico Azul de Meldola (AMeld) ¢ um corante estdvel que apresenta
baixo potencial redox (E =-175 mV vs ECS a pH 7) tornando-se muito atrativa sua utilizagao
na preparacdo de EQM para varios fins, como por exemplo, sensores amperométricos na
determinagdo de P D-glicose e NADH (nicotinamida adenina dinucleotideo na forma
reduzida)®*.

O estudo da classe das hidrogenases ¢ de grande importancia, pois ¢ composta por
mais de 450 enzimas NAD(P)H dependentes. Essas enzimas necessitam do cofator
enzimatico, nicotinamida adenina dinucleotideo (NADH), sem o qual ndo se desenvolvem
suas atividades bioquimicas. Entretanto, esse cofator exige elevado potencial de operacao, o
que diminui a viabilidade de utilizagdo de sensores em aplicagdes analiticas devido a
interferéncia de outros componentes eletroativos presentes no meio. Na busca da reducao
desse potencial, faz-se o uso dos mediadores de elétrons'”.

O azul de metileno (AM) é um corante catidnico descoberto por Heinrich Caro em
1876 e inicialmente ganhou prestigio como um corante citolégico e como indicador de 6xido-
redu¢do. O composto ¢ muito importante em processos fotodinamicos, principalmente o da
geracdo de oxigénio singleto e, devido a suas propriedades fotoquimicas, pesquisas tém sido
desenvolvidas visando a sua aplicagdo na inativagdo de bactérias e virus, na utilizagdo do
corante em células fotogalvanicas e na area de eletrodos modificados. Essas ultimas
aplicacdes demonstram a importdncia de um conhecimento detalhado a respeito das
propriedades redox do corante. O AM sofre uma redu¢do de dois elétrons em solucdo aquosa.
Essa redug¢do ocorre via um mecanismo eletroquimico-quimico-eletroquimico, no qual
acontecem duas sucessivas transferéncias de um elétron, com uma réapida, protonagao,
interposta entre elas. Os estudos classicos das propriedades redox e acido-base do sistema
AM'/LAM, em que AM" é a forma oxidada de coloracio azul e a LAM ¢ a forma reduzida
incolor do corante denominada de leucometileno, foram conduzidos por Clark, Cohen e
Gibbs™.

O potencial formal do corante azul de metileno, EO’, esta entre -0,1 a -0,4 V (vs ECS)
em, respectivamente uma faixa de pH entre 4 a 11°°. Devido ao seu baixo potencial formal, o
AM facilita a transferéncia de elétrons entre a matriz ¢ o analito. Estudos revelam que esse

corante pode ser utilizado na eletrooxidacio do 4cido ascorbico'®.
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O corante azul de toluidina ¢ um derivado fenotiazinico que tem um potencial formal,
E”, em solugdo de pH 7 igual a -160 mV e quando imobilizado em eletrodos de grafite
solidos convencionais igual a — 235 mV vs Ag/AgCl em pH 7. Estudos revelam que esse
corante pode ser utilizado na eletrocatalise de NADH, peroxidase de raiz forte (horseradish) e

H,0,°°.
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2.4. Trocadores inorganicos

Eletrodos preparados com filmes de polimeros ou 6xidos metalicos tém sido utilizados
para imobilizar corantes catiénicos por meio de processos de troca idnica’®. A importancia
de trocadores inorganicos sintéticos tem aumentado devido a sua alta seletividade,
estabilidade em temperaturas elevadas e resisténcia para altos niveis de radiacdo. Dentre os
materiais inorganicos de troca iOnica, destacam-se os Oxidos hidratados e hidroxidos,
incluindo-se os de zirconio, antimonio, titdnio, manganés e estanho™.

Oxidos metalicos como 6xidos de titinio (TiO,) sdo conhecidos por apresentar uma
alta capacidade de troca idnica e propriedades condutoras™*’. Tais caracteristicas tornam
esses materiais atraentes para serem utilizados na imobilizagdo de espécies mediadoras do

At 4 11,12
processo de transferéncia de elétrons” ~.
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2.5. Acido Ascorbico

Acido ascorbico (H,AA) ou vitamina C ¢é encontrado em animais e vegetais. Nas
células animais, ocorre de forma livre e também freqlientemente ligado a proteinas. Entre os
organismos animais, o figado e a glandula pituitaria apresentam altas concentracdes de acido
ascorbico. A vitamina C também est4 presente em muitos sistemas biologicos e na preparagao
de vitaminas que sdo freqiientemente usadas como suplemento dietético. A vitamina C ¢ ainda
usada em alimentos como antioxidante para estabilizar a cor e o aroma e estender a validade
do produto. Dessa forma, ¢ essencial o desenvolvimento de métodos rapidos e simples para
analises rotineiras. A determinagdo de H,AA ¢é extremamente dificil de forma direta em
eletrodos inertes (metal ou carbono), pois ele possui um alto sobrepotencial e interferentes sao
produzidos pela oxidagdo™.

A literatura estéd repleta de diferentes métodos para determinacdo de acido ascorbico
em diferentes matrizes. Entre esses destacam-se os métodos colorimétrico‘”, ﬂuorométricos42,
potenciométricos®™, quimiluminescentes™ e cromatograficos**®. Os métodos voltamétricos
empregados para a determinagdo de vitamina C descritos na literatura utilizam eletrodos
convencionais e eletrodos de pasta de carbono. A aplicabilidade desses eletrodos decresce

com o uso repetitivo devido aos danos causados pelos produtos da oxidacio'*.

OH OH
c|—| OH OH
P N
O0—cC C C C H Ox
~No — \ | |
H H H
OH OH
I o on
/c_c\ | |
O==cC C C C —H Red
~o — \ | |
H H H

Figura S: Estrutura do 4cido ascorbico na forma oxidada e reduzida.
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2.6. Técnicas eletroquimicas utilizadas para o estudo de eletrodos quimicamente

modificados

2.6.1. Voltametria Ciclica

A técnica eletroquimica de voltametria ciclica ¢é extremamente utilizada
principalmente em investigacdes preliminares de mecanismos de processos eletroquimicos.

A voltametria compreende um conjunto de técnicas em que se estuda as relagdes entre
corrente-potencial durante uma eletrolise em microescala que se desenvolve em uma célula
eletrolitica submetida a uma varredura de potencial'®. A técnica consiste em submeter um
eletrodo polarizédvel, denominado eletrodo de trabalho, a um potencial de onda triangular
(sinal de excitagcdo). O voltamograma ciclico ¢ obtido através da medida de corrente nesse
eletrodo durante a varredura de potencial. A corrente pode ser considerada o sinal de resposta
a aplicagao desse potencial, medido em relagdo a um eletrodo de referéncia (os mais
utilizados sdo os eletrodos de calomelano saturado (ECS) e Ag/AgCl) no qual ndo ha fluxo de
corrente, sendo o circuito completado por um eletrodo auxiliar ou contra-eletrodo,
normalmente um fio de platina.

A voltametria ciclica ¢ uma técnica muito 1util para o estudo das propriedades de
espécies eletroativas. As investigacdes de espécies eletroativas envolvendo o estudo da
relacdo potencial-corrente em funcdo de diferentes eletrolitos’” tém mostrado algumas
propriedades interessantes como por exemplo, a permeagdo seletiva de ions metalicos e boa
estabilidade quimica dos sistemas eletrodicos™. Esses sistemas podem ser utilizados na
investigacdo de mecanismos de transporte de carga e sdo apropriados como agentes
mediadores de reacdes redox entre o eletrodo e o analito presente no eletrolito. Essas
caracteristicas sdo muito importantes para materiais utilizados na constru¢do de sensores
eletroquimicos com propésitos analiticos®’.

Em um voltamograma ciclico tipico, os principais pardmetros de interesse medidos
sdo os valores de potenciais de pico anoddico e catddico, respectivamente Ep, € E,, as
correntes de pico, I, e I, e a diferenga entre os potenciais de pico AE, = E,s — Epe. O
potencial de pico médio pode ser obtido através da média entre os potenciais de pico anddico
e catodico En, = (Epa + Epc)/2. Na Figura 6, apresentamos um voltamograma ciclico tipico para
espécies redox em solucdo, que apresentam comportamento controlado por difusao.

Podemos notar que quando o potencial torna-se suficientemente positivo para que

ocorra a oxidagdo da espécie em solugdo, o Ep, (potencial anddico que € uma propriedade
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intrinseca da espécie), hd um aumento da corrente anoddica, I, (proporcional a concentragdo
da espécie), até atingir um valor maximo. Como a concentracdo da espécie reduzida na
interface eletrodo-solu¢do nessa etapa torna-se muito pequena, observa-se um decréscimo
significativo da corrente apds ter sido atingido um méximo, pois o passo determinante vem a
ser agora a difusdo da espécie eletroativa ao eletrodo. Quando invertida a varredura de
potencial, no sentido catddico (para potenciais mais negativos), a espécie ¢ entdo reduzida,

observando-se novamente um aumento de corrente, I,c, a um determinado potencial, E,..

—
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Figura 6: Principais parametros obtidos a partir de um voltamograma ciclico tipico de

espécies redox em solucao.

Em sistemas eletroquimicamente reversiveis, a relacdo L./l € igual a 1 e a separagdo
entre os potenciais de pico é de AE, = 59/n mV (em que n ¢ o nimero de elétrons envolvidos
na semi-reagdo) € o qual mantém constante com o aumento da velocidade de varredura.
Voltamogramas ciclicos reversiveis podem ser obtidos somente quando as espécies oxidada e
reduzida sdo estdveis e a cinética de reagdo eletronica ¢ rapida. Valores maiores do que 1 e
um aumento do AE, com a velocidade de varredura indicam que o processo de transferéncia

de elétrons no eletrodo & lento*”*°.
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2.6.2. Cronoamperometria

Os cronométodos sao métodos eletroanaliticos nos quais a magnitude de um sinal
elétrico ¢ medida em funcdo do tempo. Os parametros elétricos medidos podem ser: corrente
(como no caso de cronoamperometria), no qual o processo ¢ iniciado por um pulso de
potencial; ou pode ser o potencial (cronopotenciometria), no qual o processo por sua vez ¢
iniciado por um fluxo de corrente.

A cronoamperometria a potencial constante ¢ a classe das medidas eletroanaliticas nas
quais a corrente que flui através do eletrodo de trabalho é monitorada em fun¢do do tempo, a
um potencial fixo no qual ocorre a reagdo redox do substrato de interesse. Em sistemas em
que a espécie eletroativa encontra-se adsorvida na superficie do eletrodo, como no caso dos
eletrodos quimicamente modificados, quando aplicado um potencial fixo, ocorre a redugdo ou
oxidagao total do mediador, a corrente estabiliza eletroquimicamente a espécie (analito) a qual
se deseja determinar, observando-se uma variacdo de corrente devido ao processo catalitico.
Se a corrente observada apresentar uma correlacdo linear com a concentracdo do analito, tal

. - fes 4951
eletrodo modificado pode ser utilizado como sensor amperométrico” .
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2.7. Planejamento Fatorial

Atualmente a possibilidade de obtengdo de uma grande quantidade de dados
numéricos tem crescido em todos os campos da ciéncia, incluindo a quimica analitica, devido
ao desenvolvimento de novas técnicas e instrumentagdo que permitem obter respostas de
forma mais rapida. Nesse contexto, a aplicacdo de ferramentas estatisticas ¢ de fundamental
importincia, principalmente para explorar e entender uma gama crescente de dados e
informagdes originadas de um sistema®>”".

Os planejamentos estatisticos de experimentos sdo uma ferramenta de grande utilidade
na pesquisa cientifica, pois fornecem com menor quantidade de experimentos maior
quantidade de informacgdes e de indicacdes sobre a influéncia de diferentes varidveis e
principalmente das implicag¢des das interagdes dessas variaveis sobre a resposta estudada.

Um planejamento fatorial consiste na realizacdo de experimentos que investigam um
processo produtivo ou um determinado sistema, no qual sdo alteradas as variaveis de entrada e
observadas as respostas obtidas, com o objetivo de determinar as varidveis que mais
influenciam o resultado de um determinado processo. O planejamento fatorial, além de ser
mais racional, possibilita economia de tempo, de material e de recursos quando comparado a
experimentos feitos por tentativa®.

A utilizagdo de métodos estatisticos, como planejamento fatorial e andlise de
superficie de resposta, passou a ser mais freqiiente devido ao desenvolvimento dos recursos
computacionais e a facilidade de acesso a tecnologia®>™’.

Um planejamento experimental deve passar por varias etapas, sendo uma exploratoria,
uma de refinamento e outra de andlise estatistica dos resultados finais. Na fase exploratoria
pode-se empregar planejamentos fatoriais de dois niveis, os quais permitem avaliar
quantitativamente a influéncia de uma ou mais variaveis sobre uma resposta de interesse, bem
como suas possiveis interagdes, com a execu¢do de um numero minimo de experimentos.
Planejamentos desse tipo sd@o de grande utilidade em investigacdes preliminares, quando se
deseja saber se determinados fatores tém ou ndo influéncia sobre a resposta e ndo se esta
preocupado ainda com uma descricdo muito rigorosa dessa influéncia. Planejamentos
experimentais mais sofisticados sdo importantes quando se deseja conhecer melhor a relagdo
funcional existente entre a resposta ¢ os fatores™ .

Para executar um planejamento fatorial ¢ necessario especificar os fatores e os niveis

que serdo estudados e também, selecionar a variavel resposta. Os fatores, que s3o as variaveis
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controladas pelo pesquisador, podem ser tanto qualitativos como quantitativos. Os niveis sdao
os valores dos fatores que serdo empregados nos experimentos.

Na execugdo de um planejamento fatorial estdo envolvidos k fatores (ou variaveis)
cada um deles presente em diferentes niveis. O caso mais simples é aquele em que cada fator
k esta presente em apenas dois niveis. Na realiza¢do de um experimento com K fatores em dois
niveis, sdo feitas 2 x 2 x ... x 2 (kK vezes) = 2k observagdes da variavel resposta e, portanto,
esse planejamento ¢ denominado experimento fatorial 2%,

Tendo selecionado as variaveis importantes, os ensaios delineados por uma matriz de
experimentos sdo executados e os registros das respostas, para todas as possiveis combinagdes
dos niveis e fatores, efetuados. Os resultados obtidos no planejamento sdo interpretados a
partir do célculo dos efeitos dos fatores isolados (efeitos principais) e dos efeitos de interacao
entre os fatores. Tanto os efeitos principais quanto os efeitos de intera¢do sdo calculados a
partir de todas as respostas observadas. A existéncia de um efeito de interacdo significativo
indica que esses valores devem ser interpretados conjuntamente.

No planejamento fatorial completo, cada possivel combinacdo dos niveis dos fatores
precisa ser testada para se determinar o quanto o processo ou experimento em estudo ¢é
afetado pelas varidveis individualmente. O nimero de experimentos aumenta
geometricamente com o numero de varidveis, de modo que esse método nao € usualmente
pratico quando estdo envolvidas acima de quatro variaveis. Para evitar a realizagdo do grande
nimero de experimentos necessarios pelo fatorial completo, podem ser utilizados outros
planejamentos experimentais como o fatorial fracionado, as redes ortogonais de Taguchi e os
planejamentos de Plackett e Burman. Contudo, essas alternativas sdo nao apenas complexas
como produzem, geralmente, resultados misturados, isto ¢, nem sempre ¢ possivel dizer se
uma determinada resposta ¢ devida a uma interag¢do de diversas variaveis ou ao efeito de uma

{inica variavel®.
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DESENVOLVIMENTO DE UM SENSOR ELETROQUIMICO PARA A
DETERMINACAO DE ACIDO ASCORBICO
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3. DESENVOLVIMENTO DE UM SENSOR ELETROQUIMICO PARA
A DETERMINACAO DE ACIDO ASCORBICO

3.1. PARTE EXPERIMENTAL

3.1.1. PREPARACAO DA MATRIZ Acel/TiO;,

O material Acel/TiO, foi preparado misturando-se butdxido de titdnio com um xarope
de acetato de celulose. Cerca de 10 g de acetato de celulose (Aldrich, 2,5 graus de acetilago),
(AcelOH) foram adicionados a uma mistura contendo 40 mL de anidrido acético e 50 mL de
acetona. Em torno de 7,5 mL de butoxido de titdnio foram adicionados a esta solucado e, em
seguida, a mistura foi agitada para homogeneizacdo de fase. O xarope resultante foi
lentamente transferido para um béquer contendo um litro de 4gua deionizada sob rapida
agitacdo. As fibras foram coletadas por filtracdo, lavadas com agua destilada e secas em
estufa a 60 °C por 12 h, apds foram trituradas resultando no material designado de
Acel/Ti0,”. A reagdo de preparagio do material Acel/TiO, pode ser representada pelas

seguintes equacdes:

Eq.1 nAcelOH + Ti(OC4Hg)s — (AcelO),Ti(OC4Hy)s, + n C4HoOH

Eq.2 (AcelO),Ti(OC4Hg)sn, + (4-n)H,O — (AcelO),Ti(OH)4,, + (4-n)C4sHoOH

3.1.2. IMOBILIZACAO DO CORANTE AZUL DE METILENO NA MATRIZ
Acel/TiO;

Em 50 mL de solu¢io aquosa de azul de metileno 1,0 x 10° mol L™ em pH 7.0 foi
adicionado 0,5 g de Acel/TiO,. A mistura foi agitada por 30 minutos e o sélido resultante foi
filtrado, lavado varias vezes com 4gua desionizada e seco em estufa por 30 min a 60° C. O

material resultou em um produto final de coloragdo azul-escura e foi designado de
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Acel/Ti0,/AM. A quantidade de azul de metileno (AM) adsorvido na matriz Acel/TiO; foi
determinada por analise elementar CHN, resultando em 0,17 + 0,01 mmol g

A imobilizacdo da forma oxidada do azul de metileno na superficie do material
Acel/Ti0; ocorre por reagdo de troca idnica, e pode visualmente ser observada pela coloracio

azul assumida pelo material, sendo representada pela equaqﬁozoz

Eq.3 Acel/TIOH* + AM>® ~ Acel/TiOAM + 2H"

3.1.3. ANALISE QUIMICA

A quantidade de o6xido de titdnio incorporado na matriz de acetato de celulose foi
determinada em triplicata por analise gravimétrica na qual a queima do material ocorreu a
900 °C por 3 h e posterior pesagem do residuo como Acel/TiO,. Os resultados obtidos foram

de 1,8 mmol g'1 de TiO; (10,1 % m / m).

3.1.4. MEDICOES ELETROQUIMICAS

Os eletrodos de pasta de carbono dos materiais Acel/TiO, e Acel/TiO,/AM, foram
preparados pela mistura de grafite de grau analitico (Fluka, grau 99,9 %) na proporg¢ao 1:1 (m
/ m) utilizando uma gota de 6leo mineral (Nujol), resultando numa pasta homogénea com
massa de aproximadamente 20 mg. A pasta foi colocada dentro de uma cavidade na
extremidade de um tubo de vidro cuja profundidade ¢ de 0,2 cm e que possui internamente
um disco de platina, selado para contato elétrico, com 3 mm de didmetro interno, conforme

esta representado na Figura 7.
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fio de cobre

jhabo de vidrvo

iz de platina
placa de platima

pasta de grafite
Figura 7: Eletrodo de pasta de carbono.

A pasta de carbono contendo o material preparado foi utilizada como eletrodo de
trabalho, um fio de platina como contra-eletrodo e eletrodo de calomelano saturado (ECS)
como eletrodo de referéncia. Os estudos voltamétricos e amperométricos foram realizados em
um potenciostato-galvanostato da Autolab modelo PGSTAT 30 interfaciado a um
microcomputador para controle do potencial, aquisi¢do e tratamento dos dados. A cela
eletroquimica de trabalho continha 20 mL de solugio do eletrolito KCI 1,0 mol L™ imerso em
banho termostatizado a 25,0 = 0,2 °C. O pH da solugdo do eletrolito-suporte foi ajustado
através da adicdo de HCl ou KOH de acordo com a faixa de pH desejada. Os experimentos

foram realizados na presenga de argdnio e sob agitagao.

eletradn de trabalho

[eletrado de pasta de catbone)
eletrodo de referénca
(eletrodn de calomelano saturada)

\ / —eomtra eletrodn de plating

Coe i i\%
&

Figura 8: Esquema da cela eletroquimica utilizada.
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As propriedades eletrocataliticas do eletrodo modificado de pasta de carbono
Acel/Ti0,/AM foram testadas utilizando-se acido ascorbico como analito. Tal solug¢ao foi

preparada no mesmo dia em que foi utilizada.

3.1.5. DETERMINACAO DE ACIDO ASCORBICO (H,AA)

3.1.5.1. Obtencio da curva de calibracio para H,AA por cronoamperometria

A resposta do eletrodo modificado com Acel/TiO,/AM para acido ascorbico foi
avaliada utilizando-se a técnica de cronoamperometria. Para a obtengdo da curva de
calibracdo, foi preparada uma solu¢do-mie de 4cido ascorbico 0,010 mol L. Na cela
eletroquimica, contendo 20 mL de solu¢do de KCl 1,0 mol L'l, e pH 7,0, em atmosfera de
argodnio, foram adicionadas sucessivas aliquotas de 100 pL da solucdo-mae até completar 1
mL, aplicando-se um potencial fixo de 300 mV vs ECS. A curva de calibragdo obtida foi
utilizada para determinagao de 4cido ascoérbico em pastilhas de vitamina C (1g/tablete). As
solugdes foram preparadas na mesma hora do experimento, acondicionadas em um frasco

escuro e tampadas com papel aluminio para evitar o contato com a luz e o ar.

3.1.5.2. Determinacio de HAA em pastilhas de Vitamina C (1g/tablete)

Uma pastilha (~ 1g) ¢ dissolvida em 4gua bidestilada e completa-se o volume a
100 mL (solugdo A). A solucdo A ¢ preparada no mesmo momento do experimento e ¢
acondicionada em um frasco escuro e tampada com papel aluminio para evitar o contato com
a luz e o ar. A resposta cronoamperométrica ¢ obtida adicionando-se 100 pL da solucdo A na
cela contendo 20 mL de solu¢do de KCIl 1,0 mol L'a pH 7,0, em atmosfera de argdnio,

aplicando-se um potencial fixo de 300 mV vs ECS.

3.1.5.3. Determinacio de H,AA pelo método iodométrico

Para efeito de comparagao dos resultados obtidos por cronoamperometria utilizando-se

o eletrodo modificado com Acel/TiO,/AM, realizou-se a determinagdo de acido ascorbico em
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pastilhas de vitamina C pelo método iodométrico®'. Para tanto, dissolveu-se a pastilha (~1g)
com agua bidestilada e completou-se o volume a 250 mL. Dessa solugdo, transferiram-se 50
mL para um erlenmeyer e adicionaram-se 40 mL de solugio padrio de iodo 0,04510 mol L™ e
3 mL de solucdo de amido e titulou-se o excesso de iodo com tiossulfato de sodio 0,1156

mol L.

3.1.6. Microscopia Eletronica de Varredura - MEV

O acetato de celulose puro na forma de pd, bem como o material Acel/TiO, foram
depositados sobre uma fita de carbono condutora de dupla face aderida a um suporte de
aluminio. As amostras foram recobertas com um filme condutor de ouro usando-se um
equipamento Baltec SCD 050 Sputter Coater. As micrografias por microscopia eletronica de
varredura (MEV) foram feitas em um microscopio eletronico de varredura JEOL, modelo

JSM 5800, equipado com microssonda de energia dispersa de elétrons (EDS).
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3.2. RESULTADOS E DISCUSSOES

3.2.1. DISPERSAO DE TiO, NA SUPERFICIE DE ACETATO DE CELULOSE

A textura do acetato de celulose puro e do material hibrido Acel/TiO, foi avaliada
através da microscopia eletronica de varredura (Figura 9). A dispersao das particulas de TiO,
pode ser observada através da imagem do material Acel/TiO, sugerindo que o filme de TiO,
esta altamente disperso sobre a superficie da fibra, embora de forma heterogénea. Alguns
particulados de aglomerados brancos sdo devidos ao TiO, e podem ser detectados na

superficie modificada.

Figura 9: Imagens do Acel/Ti0O,, obtidas por microscopia eletronica de varredura, (A)

imagem MEV e (B) imagem EDS.
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3.2.2. ESTUDOS DE VOLTAMETRIA CICLICA

Os voltamogramas ciclicos do eletrodo modificado de pasta de carbono Acel/TiO; ndo
apresentaram ondas voltamétricas relevantes o que pode ser observado na Figura 10, curva A;
enquanto que foram observadas claramente ondas voltamétricas mostradas na Figura 10,
curva B, para o eletrodo modificado de pasta de carbono Acel/TiO,/AM. O potencial médio,
Em, (Em = E, + E,c/2) em que E,, € o potencial de pico anddico e E, € o potencial de pico
catodico, foi - 225 mV vs. ECS em solugdo de KC1 1,0 mol L'em pH 7,0.

A quantidade de espécies eletroativas (AM), I, a qual representa a quantidade de sitios
ativos presentes na superficie do eletrodo e expressa como carga por unidade de area e pode

ser calculada aplicando a equagdo™:

Eq. 4 I'=Q/mFA  onde n=2 elétrons

Q ¢ a carga integrada sob a onda voltamétrica ciclica, n ¢ o nimero de elétrons envolvidos, F
¢ a constante de Faraday e A ¢ a 4rea geométrica do eletrodo igual a 0,28 cm?”. O valor obtido
para o pico anddico foi de 3,1 x 10™® mol cm™ o que sugere que suporte-solido apresenta-se

relativamente poroso.

150 ~

100 ~ B

50 A

| (mA)
\
>

-50

-100 - /

-150 : : : . : . :
-1000 -500 0 500 1000
E (mV)vs ECS

Figura 10: Voltamogramas ciclicos do eletrodo Acel/TiO, (A) e do eletrodo
modificado Acel/TiOo/AM (B). Solugdo de eletrolito-suporte KC1 1,0 mol L™ e velocidade de
varredura 20 mV s\, Einiciat = - 800 mV e Einverszo = 800 mV.
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A estabilidade do eletrodo de trabalho foi testada medindo-se os valores das correntes
anodica e catddica em fun¢do do nimero de ciclos. Os resultados mostram que nenhuma
variacdo significativa foi observada apos 100 ciclos redox (Figura 11). As intensidades de
corrente de pico permanecem praticamente constantes. Isso indica que o corante estd
fortemente adsorvido sobre a superficie do eletrodo modificado nao ocorrendo lixiviagao do
corante imobilizado ou decomposi¢do durante o experimento. A estabilidade observada para o
eletrodo modificado Acel/TiO,/AM indica que o material eletrddico pode ser utilizado como

sensor eletroquimico.

300 -
Ipc
u u u n [ ]
150
%\.
N 04
(S
-150 Ipa
[ ] [ ] L ] [ ] [ ]
-300
T T T T T T T " J
20 40 60 80 100

Numero de ciclos

Figura 11: Estabilidade quimica do eletrodo Acel/TiO,/AM apds 100 ciclos redox.

Solucdo de eletrolito-suporte KCI 1,0 mol L™ e velocidade de varredura 20 mV s™.

As curvas voltamétricas obtidas em diferentes velocidades de varredura mostradas na
Figura 12 indicam que a separagao entre os potenciais de pico, AE = E,, — E,c, aumenta com o
aumento da velocidade de varredura de 2 até 50 mV s (Tabela I), indicando que a velocidade

de transferéncia de carga nao ¢ muito rapida.
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Figura 12: Voltamogramas ciclicos obtidos utilizando-se EPC modificado com
Acel/Ti0,/AM em diferentes velocidades de varredura (2, 5, 8, 10, 20, 30, 40, 50 mV s'l).
Solugio de eletrolito-suporte KCI 1,0 mol L.

A correlagdo linear entre as correntes de pico e a raiz quadrada da velocidade de

1 . . g .
varredura (I, vs v'/5), mostrada na Figura 13, indica que o sistema apresenta comportamento
similar aqueles onde o processo ¢ controlado pela difusdo das espécies eletroativas a

49,50 . o
~". Nesse sistema, podemos atribuir o comportamento do eletrodo

superficie do eletrodo
quimicamente modificado, a lenta difusdo do anion Cl',q) do eletrélito-suporte dentro da
estrutura do material que ocorre para garantir a neutralidade de carga durante a reacao de oxi-
reducdo. Dessa forma, observa-se um gradiente de concentragdo no seio da solucdo atribuido
ao anion do eletrolito-suporte.

A reagdo de oxidagdo e redugdo do corante orgdnico ocorre inicialmente pelo
equilibrio do anion do eletrolito suporte com a superficie do material, o qual pode ser

1620
representado pela equacdo

Eq. 5 Acel/TiOz/AM2+ +2¢ = Acel/Ti0,/AM
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Para espécies adsorvidas na superficie do eletrodo, isto ¢, confinadas, as correntes de
pico anddico e catddico sdo linearmente proporcionais a velocidade de varredura e ndo se
observa difusdo das espécies eletroativas, pois ndo hd um gradiente de concentragdo,
conseqiientemente ndo observamos um aumento no AE com o aumento da velocidade de

varredura.

450 +
Ipa
i [ ]
u . -
300 -
- [ ]
150
_ 1
<
= 0 -
SN
p—
1 Ipc
[ )
-150 . ° ° °
-4 . .
-300
1 T T T T T T T
1 2 3 4 5 6 7 8

Figura 13: Dependéncia entre as correntes I,y e I,c com Vl/z. Solucao de eletrolito-

suporte KC1 1,0 mol L™
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Tabela I: Parametros ciclovoltamétricos do eletrodo Acel/TiO/AM em diferentes

velocidades de varredura.

V/mV s?!

10
20
30
40
50

Tpa/Tpe
0,892
0,951
1,000
0,948
0,904
0,919
0,890
0,913

AE (mV)
19
89
109
113
119
192
228
256

3.2.3. INFLUENCIA DO ELETROLITO-SUPORTE

Foram realizados estudos voltamétricos em diferentes eletrélitos suportes e os

resultados indicaram que praticamente ndo ocorreram mudangas significativas no potencial

médio do eletrodo modificado. Os valores de potenciais médios e a razao entre as correntes de

pico anodico e catodico observados nesses estudos sao mostrados na Tabela II. Isso significa

que os eletrdlitos-suportes utilizados ndo interagiram com a espécie eletroativa e nem

deslocam o corante da superficie do eletrodo modificado para a solugdo, através de uma

~ A 22 .
reacdo de troca idnica™. Portanto, para os estudos posteriores, escolheu-se KCl como

eletrolito-suporte.
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Tabela II: Potenciais médios e razdo entre as intensidades de pico anddica e catddica
do Acel/TiO/AM em diferentes eletrolitos-suportes, em concentracdio 1,0 mol L! e

velocidade de varredura de 20 mV s

Eletrolitos Em/ mV vs ESC Ipa/Ipc
KNO; 176 0,70
NaNOs; 254 0,73
NH4NO3 257 0,70
NaCl 223 0,80
NH,4CI 245 0,77
KCl 226 0,72

3.2.4. INFLUENCIA DO pH

A reacdo do corante azul de metileno apresenta um comportamento fortemente
dependente do pH, pois envolve a participagdo de protons, H™ (Figura 15). Dessa forma, o
efeito do pH do meio ¢ extremamente relevante no estudo do comportamento eletroquimico
do eletrodo quimicamente modificado.

O comportamento do AM ¢ extremamente dependente do pH do meio quando em
solugdo aquosa, adsorvido em eletrodos de grafite ou imobilizado sobre matrizes poliméricas.
Em tais sistemas, observa-se um deslocamento de 30, 60 ou 90 mV por unidade de pH,
dependendo do numero de H' participantes da reagio redox. Em pH < 6 ocorre um
deslocamento de potencial em torno de 90 mV, indicando que 3H" estdo envolvidos no
processo redox nessas condi¢des de pH, enquanto que em pH > 6 esse deslocamento ¢ de
apenas 30 mV sugerindo que ha apenas 1H" envolvido no processo redox.

Em pH < 5,4, a forma reduzida (Figura 14, forma IV) do AM ¢ predominante,
provocando um deslocamento de potenciais médios para valores mais positivos. Em 5,4 < pH

< 6,0 predomina a forma V. Em pH > 6, a forma predominante do azul de metileno ¢ a II, que
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¢ a forma oxidada, provocando um deslocamento dos potenciais médios para valores mais
negativos™*.

Em meios mais basicos, a forma oxidada do AM apresenta-se mais estdvel e o
deslocamento de potencial ocorre na dire¢dao negativa, enquanto que em meios mais acidos a
forma reduzida encontra-se mais estabilizada sobre o eletrodo e esse deslocamento ocorre na
diregdo positiva de potencial.

A influéncia do pH no comportamento do eletrodo Acel/TiO,/AM foi investigada
utilizando-se como eletrolito-suporte uma solug¢io de KC1 1,0 mol L ¢ uma faixa de pH entre
3 a 7 (Figura 14). Foi observado que na faixa de pH estudada o potencial médio, E.,, para o
AM imobilizado na matriz, ndo foi afetado, permanecendo praticamente constante. Esse
comportamento ¢ muito diferente para o corante azul de metileno quando em solu¢do aquosa,
onde o corante apresenta mudancgas no comportamento com a variagdo do pH. Nesse caso,
com a diminui¢do do pH, maior ¢ o numero de protons presentes na solugdo e,
conseqiientemente, mais eficiente ¢ o processo de transferéncia de elétrons e maior ¢ a
corrente observada. Esse comportamento ndo ¢ observado para o corante imobilizado no
material Acel/TiO,. Dessa forma, o resultado obtido sugere que o corante esta interagindo

com a matriz na forma protonada, através de ligacdes eletrostaticas, tornando-se pouco

sensivel a mudancas no pH do sistema.
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Figura 14: Dependéncia entre o E,, e o pH para o Acel/TiO»/AM em solugdo de KCl

1,0 mol L e velocidade de varredura 20 mV s™.
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Figura 15: Comportamento redox do azul de metileno em diferentes pHs.

3.2.5. EFEITO DO pH NA OXIDACAO DO HAA

O pH da solugao do eletrolito-suporte apresenta consideravel influéncia na reagdo de
oxidagdo do 4cido ascorbico'®. Sendo assim, foram realizados estudos da resposta do eletrodo
em diferentes pHs. Para tanto, foram medidas as correntes de pico e os potenciais de pico em
solugdo de KCI 1,0 mol L™ com pH entre 2 ¢ 7 ¢ 1,0 x 10° mol L™ em H,AA. Na faixa de pH
entre 2 ¢ 7, a intensidade da corrente de pico da oxidagdo do acido no eletrodo modificado
permaneceu praticamente constante (Figura 16).

Podemos observar através da Figura 17, a ndo dependéncia do Em para o eletrodo
Acel/TiO»/AM na eletrooxidagdo do HAA em uma faixa de pH entre 3 e 7. Este aspecto ¢
muito importante pois o comportamento do corante AM em solugdo aquosa ¢ dependente do

pH do meio (Figura 15).
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Figura 16: Influéncia do pH nas correntes de pico para o eletrodo Acel/TiO/AM em
solucdo de KCI1 1,0 mol L™, velocidade de varredura de 20 mV s e concentragio de 4cido

ascorbico 1,0 x 10 mol L.

-0,40

-0,35 1
-0,30

-0,25- . .

Em (mV)

-0,20 +

-0,15

-0,10

Figura 17: Influéncia do pH no Em para o eletrodo Acel/TiO,/AM em solugdo de KC1
1,0 mol L, velocidade de varredura de 20 mV s’ e concentracio de 4cido ascérbico

1,0x 10 mol L.
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3.2.6. OXIDACAO DO ACIDO ASCORBICO

Para verificar as propriedades eletrocataliticas do eletrodo Acel/TiO,/AM realizaram-
se estudos utilizando o acido ascorbico, H;AA, como analito. O 4cido ascérbico apresenta um
potencial redox E* = 54 mV, mas sua oxidacdo eletroquimica em eletrodos convencionais
ocorre em altos sobrepotenciais, sofrendo, dessa forma, a interferéncia de outras espécies
oxidaveis existentes em amostras biologicas. A utilizacdo de eletrodos quimicamente
modificados possibilita baixar esse sobrepotencial facilitando a eletrooxidacao do H,AA.

Podemos observar pela Figura 18, curva A, que o voltamograma obtido para o
eletrodo modificado Acel/TiO, ndo apresenta picos de oxidagdo e reducao definidos. A curva
B apresenta o voltamograma obtido para o eletrodo modificado Acel/TiO/AM sem a
presenga de HoAA. A eletrooxidacdo do H,AA em eletrodos de grafite ocorre em 400 mV
como demonstrado na literatura'®. Utilizando-se o eletrodo modificado Acel/TiO»/AM, foi
observado um aumento de corrente apés a adicdo do HpAA (Figura 18, curva C) e uma
antecipacdo de potencial em cerca de 200 mV na mesma regido de potencial de oxidag¢do do
corante redox, comprovando, dessa forma, a atividade catalitica do azul de metileno

imobilizado na matriz Acel/Ti0,.

0,3

-0,2 1

'0,3 T T T T T T T
-1000 -500 0 500 1000
E (mV)vs ESC

Figura 18: Voltamogramas ciclicos obtidos utilizando-se eletrodo de pasta de carbono
em 20 mL do eletrélito-suporte KCI 1,0 mol L'l, pH 7,0 e velocidade de varredura de
20 mV s™: (A) Acel/TiO; na auséncia de H,AA, (B) Acel/TiO,/AM na auséncia de HoAA e
(C) Acel/TiO»/AM na presenca de 5 mmol L™ de HoAA.
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A Figura 19 mostra os voltamogramas obtidos com o eletrodo Acel/TiO,/AM imerso
em solucao de KCI 1,0 mol L'eem pH 7,0, na auséncia de acido ascorbico (Figura 19, curva
A) e na presenca de diferentes concentracdes de acido ascorbico (Figura 19, curva B-F). Foi
observado um aumento na intensidade da corrente de pico anodico, quando foram adicionadas
sucessivas quantidades de 4cido ascorbico 1,0 x 10° mol L até 40,0 x 107 mol L'l, 0 que
indica que a oxidacdo catalitica do 4cido ascdorbico ¢ mediada pelo eletrodo Acel/TiO,/AM.
Na Figura 20 podemos observar que a corrente ¢ proporcional a concentracdo do 4cido
ascorbico.

O mecanismo da reagdo na interface do eletrodo pode ser descrito como a equacgdo
abaixo'®:

Eq.6  Acel/TiO/AM, " + H,AA — Acel/TiOy/AM,eq + HAA™ + H

Eq. 7 Acel/TiOy/AMq — Acel/TiO)/AMy”" + 2¢°

0,64
0,54
0,4
0,3
0,2-

[(mA)

0,14
0,04

-0,1 1

-800 -600 -400 200 0 200 400 600 800
E (mV) vs ECS

Figura 19: Voltamogramas ciclicos para o eletrodo Acel/TiO,/AM na auséncia de
acido ascorbico (A) e na presenca de H,AA nas concentracdes em mol L' (B)1,0x 107; (C)
10,0 x 10”; (D) 20,0 x 10; (E) 30,0 x 10 e (F) 40,0 x 10~. Solugéo de eletrolito suporte 20
mL de KCI 1 mol L, velocidade de varredura de 20 mV s™' e pH 7,0.
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Figura 20: Relacdo entre a intensidade de corrente de pico versus a concentragdo de

H>AA.

Analisando a Figura 19, observamos também que, com o aumento da concentragao do
acido ascorbico, ocorre um aumento no AE a uma velocidade de varredura de 20 mV s!. Esse
comportamento pode ser atribuido a difusdo do acido ascorbico na superficie do eletrodo, pois
ocorre um gradiente de concentragdo no seio da solug¢do tornando o processo de transferéncia

de carga lento.

3.2.7. ESTUDOS CRONOAMPEROMETRICOS

Medidas cronoamperométricas foram realizadas com o intuito de verificar a
potencialidade do eletrodo Acel/TiO,/AM e sua utilizagdo como sensor eletroquimico para
acido ascorbico. Inicialmente os estudos cronoamperométricos foram realizados para se
determinar o melhor potencial a ser aplicado. O potencial foi escolhido através das medidas
de intensidade de corrente para uma solu¢do contendo [H,AA] = 1,0 x 10° mol L' em pH
7,0. Para os futuros experimentos, o potencial foi fixado em 300 mV.

A Figura 21 mostra a curva de calibragdo por cronoamperometria para HyAA através

de adicdes de sucessivas aliquotas de 100 pL de solugdo-padrdo de 4cido ascorbico,
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[HAA] = 0,010 mol L™, & 20 mL de solu¢do de KCI 1,0 mol L' em um potencial fixado
Epa =300 mV.

Na Figura 22, pode-se observar a curva cronoamperométrica para o eletrodo
Acel/Ti0,/AM em funcdo da concentracdo de acido ascorbico. Na faixa de concentragoes
compreendida entre 1,0 e 5,0 x 10 mol L'l, observou-se uma correlagdo linear demonstrada
pela equacdo I = (0,96 + 2,46) + (71,26 = 1,61) [H,AA], com um coeficiente de correlacao
linear R = 0,999. O limite de deteccdo (considerando a relacdo sinal / ruido = 3) foi de 15
mmol L™ e o limite de quantificagdo encontrado foi de 50 pmol L. A sensibilidade foi de
7,13 pA L mol™. O tempo de resposta do eletrodo, medido apés a adi¢do do analito na cela
eletroquimica foi de 1,0 s. Sendo assim, o presente eletrodo apresenta potencial para ser usado
como sensor de 4cido ascorbico.

Objetivando testar o eletrodo foi realizado um experimento para determinar a
concentracdo de acido ascorbico em uma amostra comercial. Foi utilizado um tablete de
vitamina C comercial, comprado em drogaria local, que foi dissolvido em 100 mL de agua
bidestilada (solugdo A). A resposta cronoamperométrica foi obtida adicionando-se 50 pL da
solugio A na cela eletroquimica contendo 20 mL de solu¢io de KCI 1,0 mol L™ em pH 7,0 e
entdo realizada a medida de corrente utilizando-se o eletrodo Acel/Ti0,/AM, com a aplicacao
de um potencial de 300 mV. A quantidade de &cido ascorbico nos tabletes foi calculada a
partir da curva de calibragdo. Os resultados obtidos foram comparados com os obtidos através

do método iodométrico. Os dados obtidos estdo demonstrados na Tabela III.

Tabela III: Resultados obtidos na determinagdo de acido ascérbico em amostras de vitamina

C utilizando-se o eletrodo modificado Acel/Ti0O,/AM e através da técnica de iodometria.

Amostra Quantidade declarada /g  M¢étodo iodométrico ~ Cronoamperometria

m/g m/g

A 1g/tablete 0,997 g/ tablete 1,021 g/tablete

A — Amostra de acido ascorbico comercial
A resposta do sensor pode ser considerada muito rapida cerca de 1,0 s. O eletrodo

modificado de pasta de carbono Acel/TiO,/AM mostrou-se eficiente na detec¢do de acido

ascorbico.
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Figura 21: Estudo cronoamperométrico para o eletrodo Acel/TiO,/AM em solugdo de
KCl 1,0 mol L™". O cronoamperograma obtido por sucessivas adi¢des de 100 pL de acido
ascorbico 0,010 mol L' em uma cela eletroquimica contendo 20 mL de solugdao de KCI 1,0

mol L em pH 7,0.
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Figura 22: Grafico da corrente de pico anddica (I,a) pela concentragdo de éacido

ascorbico.
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3.3. CONCLUSOES

Nao foi observada lixiviagdo do corante azul de metileno mesmo quando imerso em
solucdes concentradas do eletrélito-suporte e em circuito aberto. Esse fato sugere que o
corante estd fortemente aderido a matriz Acel/TiO,. A natureza do eletrdlito-suporte nao
afetou significativamente a resposta do eletrodo. Os potenciais redox do corante imobilizado
nao foram afetados pelo pH da solugdo do eletrolito suporte na faixa de pH de 3,0 a 7,0, bem
como as intensidades de corrente em uma faixa de pH de 2,0 e 7,0. As propriedades
eletrocataliticas do Acel/TiO,/AM para oxidar 4cido ascérbico sdo bastante satisfatorias e o
sistema eletrddico apresenta uma boa sensibilidade para o 4cido ascorbico. A resposta do
eletrodo, apds a adigdo do analito, foi muito rapida, cerca de 1 segundo. Portanto, a matriz
modificada apresenta-se como excelente suporte para a imobilizacdo de outras espécies

eletroquimicas abrindo a possibilidade de utilizd-la no estudo de outros analitos.
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AVALIACAO DOS CORANTES AZUL DE MELDOLA E AZUL DE
TOLUIDINA IMOBILIZADOS EM ACETATO DE CELULOSE
MODIFICADA COM DIOXIDO DE TITANIO COMO SENSORES
AMPEROMETRICOS POR PLANEJAMENTO FATORIAL
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4. AVALIACAO DOS CORANTES AZUL DE MELDOLA E AZUL DE
TOLUIDINA IMOBILIZADOS EM ACETATO DE_ CELULOSE
MODIFICADA COM DIOXIDO DE TITANIO COMO SENSORES
AMPEROMETRICOS POR PLANEJAMENTO FATORIAL

4.1. INTRODUCAO

Os corantes organicos azul de meldola (AMeld) e azul de toluidina (AT) tém sido
usados como efetivos mediadores de elétrons no processo redox através da imobilizagdo em
superficies quimicas tratadas com o6xidos metélicos para produzir eletrodos quimicamente
modificados (EQM)**%.

O comportamento redox e as propriedades eletrocataliticas desses corantes organicos

36,63

~ . . ~ . . . , . 64
tém sido estudadas para a determinagdo de diferentes analitos tais como H,O, ", 4lcoois™,

lactose®>%%-¢7

, amonia®®, 4cido formico®, enzimas como aminotransferase aspartato70 e
peroxidase de raiz forte (horseradish)®, NADH e oxalatos’""%.

Essas caracteristicas sdo muito importantes para o desenvolvimento de sensores e de
biossen|sores baseados na ligagdo redox entre o material do eletrodo ¢ o centro redox na
biomolécula’"*.

Neste trabalho foram desenvolvidos dois materiais hibridos quimicamente
modificados preparados pela imobilizacdo do azul de meldola na matriz acetato de
celulose/TiO; (Acel/TiO/AMeld) e azul de toluidina imobilizado na matriz acetato de
celulose/TiO; (Acel/TiO,/AT).

Os dois mediadores estudados apresentam processos de oxidagdo e reducdo
envolvendo dois elétrons e dois protons (Figuras 23 e 24). Dessa forma, a concentragdo
hidrogenidnica do eletrolito suporte pode afetar o potencial de resposta dos eletrodos.

As reagdes de oxidagdo e reducdo dos compostos ocorre inicialmente pelo equilibrio

do anion do eletrolito suporte com a superficie do material e podem ser representadas pelas

~ .16
equagoces

Eq.8 Acel/TiOy/AMeld® +2¢ = Acel/TiO,/AMeld
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Eq.9 Acel/TiIOyAT* +2¢ = Acel/TiOy/AT

Para chegarmos as melhores condi¢des de reversibilidade desses eletrodos, foi

realizado um planejamento fatorial 2* com dois pseudopontos centrais (n= 20 experimentos).

H+

(CH3)N

= N ‘
JL LY (e
(CHg)zN O \26\\
! \ﬂ p“<5

(CH3)2

Ox Red

Figura 23: Comportamento redox do Azul de Meldola em diferentes pHs.
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Figura 24: Comportamento redox do corante Azul de Toluidina em diferentes pHs.
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4.2. PARTE EXPERIMENTAL

4.2.1. PREPARACAO DA MATRIZ Acel/TiO;,

A preparagdo da matriz Acel/TiO; esta descrita no item 3.1.1..

4.2.2. IMOBILIZACAO DOS CORANTES AZUL DE MELDOLA E AZUL DE
TOLUIDINA NA MATRIZ Acel/TiO;

Em 50 mL de solu¢do aquosa de azul de meldola (Aldrich) 1,0 x 10° mol L " e,
alternativamente de azul de toluidina (Aldrich) 1,0 x 10° mol L', em pH 6,0, foram
adicionados 0,5 g de Acel/TiO,. A mistura foi agitada por 1 h e o s6lido resultante foi filtrado,

lavado varias vezes com dgua bidestilada e seco em estufa por 30 min a 60 °C.

4.2.3. ANALISE QUIMICA

As quantidades de corantes imobilizados no suporte foram determinadas por analise
elementar baseada no elemento nitrogénio (N). Os materiais resultantes foram denominados

Acel/Ti0O/AMeld e Acel/TiO,/AT.

4.2.4. MEDICOES ELETROQUIMICAS

As medigdes eletroquimicas foram realizadas conforme descrito no item 3.1.4. Os
estudos voltamétricos e amperométricos foram realizados em um potenciostato-galvanostato
Radiometer modelo DEA 332.

4.2.5. DETERMINACAO DE NADH POR CRONOAMPEROMETRIA

Para a construcdo da curva de calibracdo do NADH, foi preparada uma solu¢do-mae

concentragio, [NADH] 0,01 mol L. Foram entdo adicionadas aliquotas de 100 WL desta
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solucdo na cela eletroquimica contendo 20 mL de solu¢ao do eletrélito-suporte KCI1 1,0
mol L™, O pH da solugdo do eletrolito-suporte foi ajustado através da adi¢do de HCl ou KOH

de acordo com a faixa de pH desejada.
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4.3. RESULTADOS E DISCUSSOES

A imobiliza¢do dos corantes azul de meldola e azul de toluidina em Acel/Ti0; foi feita
em pH 6,0. O comportamento eletroquimico do corante AMeld*" em diferentes pHs ¢
mostrado na Figura 23 ¢ do corante AT>" na Figura 24. A imobilizagdo dos corantes azul de
meldola e do azul de toluidina na superficie Acel/TiO; ocorreu através da reagdo de troca

A . ~ .16
10nica representada pelas seguintes reagoes

Eq. 10 Acel/TiOH”" + AMeld*" S Acel/TiO/AMeld + 2H"

Eq. 11 Acel/TIOH* + AT*" 5 Acel/TiO/AT +2H"

As quantidades de azul de meldola (AMeld) e azul de toluidina (AT) adsorvidos na
matriz Acel/TiO, foram determinadas por analise elementar CHN, resultando em 0,054 +
0,005 ¢ 0,133 + 0,004 mmol g’ respectivamente.

As Figuras 25A e 25B mostram os voltamogramas ciclicos para Acel/TiO; e
Acel/Ti0,/AMeld e as Figuras 26A e 26B os voltamogramas ciclicos para Acel/TiO; e
Acel/TiOo/AT. Os potenciais médios, Em, (Em = (Epa + Epe )/2) em que Ep € 0 Epe sdo
respectivamente os potenciais de pico anoddico e catddico, foram - 113 mV para
Acel/TiOy/AMeld e - 93 mV para Acel/TiO»/AT. Uma pequena diferenca observada entre os
potenciais médios dos materiais Acel/TiO,/AMeld e Acel/TiO,/AT sugere que as moléculas
dos corantes estdo, provavelmente, fortemente ligadas pela atracao eletrostatica através dos
grupos aminas e/ou pelos nitrogénios presentes nos heterociclos das moléculas dos corantes

;. yqe . 5,76
com o 6xido metélico disperso sobre as fibras de acetato de celulose”’.
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Figura 25: Voltamogramas ciclicos: (A) Acel/TiO, e (B) Acel/TiO,/AMeld, em
velocidade de varredura 10 mV s™, pH 7,0 e solucao de KCI 1,0 mol L.
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Figura 26: Voltamogramas ciclicos: (A) Acel/TiO, e (B) Acel/TiOy/AT, em
velocidade de varredura 10 mV s™, pH 7,0 e solucao de KCI 1,0 mol L.
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Estudamos a estabilidade dos eletrodos quando submetidos a varios ciclos redox em
solugdo de eletrélito-suporte KC1 1,0 mol L™ ¢ pH 7,0 (Figura 27). Foi observado que mesmo
apods 120 ciclos de trabalho para os eletrodos Acel/TiO,/AMeld e Acel/TiO,/AT, as correntes
de pico catdédico permanecem praticamente constantes demonstrando que os corantes nao
lixiviam da superficie da matriz devido a sua larga afinidade. Em relacao as correntes de pico

catodico foi observado o mesmo comportamento.

8004 A
400{ w = = = = "
0l ®  Ipc
® Ipa
-4004
[ ]
® o o ¢ o
<—800—
3. T T T T T T T T T T T
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Figura 27: Corrente de pico (A) Acel/TiO/AT e (B) Acel/TiO,/AMeld em funcdo do
ntimero de ciclos redox. Velocidade de varredura: 10 mV s™, pH 7,0 e solugdo de KCI 1,0

mol L™, (m) corrente de pico catddica e (@) corrente de pico anddica.
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4.4. OTIMIZACAO DOS SISTEMAS ELETROQUIMICOS ATRAVES DE UM
PLANEJAMENTO FATORIAL COMPLETO 2* COM DOIS PSEUDO PONTOS
CENTRAIS

A otimizacao das condigdes voltamétricas com o intuito de determinar as melhores
condicdes de reversibilidade em sistemas de eletrodos quimicamente modificados pode
depender de varios fatores tais como a acidez do meio (pH), concentragdo do eletrdlito
suporte, velocidade de varredura (mV s™), tipo de eletrodo quimicamente modificado e
temperatura, etc. A otimizacdo de todas essas varidveis usando um procedimento univariado
na pratica pode ser muito tediosa, pois existe a necessidade de se variar um fator de cada vez
enquanto os outros fatores sdo fixados.

A desvantagem do processo univariado ¢ que as melhores condi¢des experimentais ndo
podem nao ser alcangadas, pois as interagdes envolvendo os fatores sdo negligenciadas. Uma
outra desvantagem se refere ao numero total de experimentos executados em que em um
procedimento univariado este nimero ¢ muito maior quando comparado com planejamentos
estatisticos de experimentos.

Neste estudo, foi utilizado um planejamento fatorial completo 2* com dois pseudopontos
centrais (n= 20 experimentos) (Tabela IV) com o objetivo de determinar a importancia de
diferentes fatores experimentais na otimizag¢do das condi¢des voltamétricas para a utilizagdo
de um sistema eletrodico modificado quimicamente. Os fatores experimentais escolhidos para
os procedimentos de otimizagdo foram aqueles que afetam a reversibilidade de transferéncia
de elétrons, tais como pH da solugdo, concentracio de KCI (mol L™), velocidade de varredura
(mV s), e o tipo de corante organico imobilizado na matriz (Acel/TiO,/AMeld e
Acel/TiO,/AT).

Duas respostas das propriedades dos sistemas foram investigadas: a separagdo dos
potenciais de pico, AE, [AE = E,, - E,], € a razdo entre as correntes, lpa/lpc (Ipa € lpe sdo as
intensidades de corrente de pico anddico e catddico respectivamente). Os pardmetros foram
analisados usando o software estatistico MINITAB® Release 14.12.0, o qual calcula os
principais efeitos e as interacdes entre os fatores, o desvio padrdo entre coeficientes e a

probabilidade de cada um dos termos.
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Tabela IV: Otimizagio do sistema eletroquimico usando o planejamento fatorial 2* com dois

pseudo pontos centrais (20 experimentos).

Fatores
Experimentos A B C D AE (mV) | IV
1 -1 -1 -1 -1 444 0,955
2 1 -1 -1 -1 121 0,956
3 -1 1 -1 -1 215 0,987
4 1 1 -1 -1 223 0,956
5 -1 -1 1 -1 171 0,935
6 1 -1 1 -1 314 0,954
7 -1 1 1 -1 496 1,006
8 1 1 1 -1 359 0,987
9 -1 -1 -1 1 611 1,002
10 1 -1 -1 1 333 1,008
11 -1 1 -1 1 171 0,975
12 1 1 -1 1 193 0,975
13 -1 -1 1 1 703 0,965
14 1 -1 1 1 678 1,002
15 -1 1 1 1 460 0,965
16 1 1 1 1 496 1,001
17 0 0 0 -1 444 1,003
18 0 0 0 1 551 0,987
19 0 0 0 -1 352 1,003
20 0 0 0 1 528 0,972
Niveis
Fatores -1 0 1
A pH 3,0 5,0 7,0
B Concentragio KCI (mol L™) 0,2 0,6 1,0
C Velocidade de varredura (mV s™) 10,0 30,0 40,0
D Tipo de eletrodo Acel/TiO/AMeld  Acel/TiO,/AT

53



Tabela V: Planejamento Fatorial: Efeitos principais e interagdes sobre o AE.

Efeitos
Termos AE Coeficientes P
Constantes 374,25 0,000
Principais Efeitos
A -69,25 -34,62 0,041
B -95,25 -47,63 0,018
C 170,75 85,37 0,003
D 158,50 79,25 0,003
Interagdes para dois fatores
A*B 51,50 25,75 0,083
A*C 73,50 36,75 0,035
A*D 8,00 4,00 0,718
B*C 81,50 40,75 0,027
B*D -156,00 -78,00 0,004
C*D 86,50 43,25 0,023
Interagdes de trés fatores
A*B*C  -106,25 -53,12 0,013
A*B*D 38,75 19,38 0,150
A*C*D -6,75 -3,37 0,759
B*C*D -42,75 -21,37 0,124
Interagdes de quarto fatores
A*B*C*D 46,50 23,25 0,104
Ponto central 94,50 0,025
Fatores
A pH
B Concentragao do eletrolito
C Velocidade de Varredura
D Tipo de eletrodo

S=40.2399 R*>=99.17%
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Através da analise da Tabela V para separagdo dos potenciais de pico, AE, podemos
verificar que os principais efeitos e interagdes significativas apresentam probabilidade de 5 %
(p< 0,05).

Todos os efeitos e as interacdes que apresentaram probabilidades inferiores a 0,05
foram significativas. Os principais efeitos e as interagdes significativas para p < 0,05 foram:
A, B, C, D, e as interagoes A*C, B*C, B*D, C*D, A*B*C. Onde A: pH; B: concentragdo do
eletrolito KCI; C: velocidade de varredura (mV s™) e D- tipo de eletrodo (Acel/TiO,/AMeld e
Acel/TiOy/AT).

Todos os efeitos e interagcdes que apresentaram probabilidade superior a 5 % ndo
foram significativos. O modelo apresenta-se apropriado com um coeficiente de correlagao
linear (r?) de 99,17%. Nesse sentido, o AE para o processo de transferéncia de elétrons usando

os eletrodos quimicamente modificados pode ser expresso pela equacao:

Eq. 12 AE= 374,25 — 34,62*A — 47,63*B + 85,37*C + 79,25*D + 36,75*A*C +
40,75*B*C — 78,00*B*D + 43,25*C*D -53,12*A*B*C

Os valores positivos obtidos para os efeitos indicam a ocorréncia de um aumento na
separagdo dos potenciais de picos anddico e catddico (AE) e, como resultado, temos um
aumento na dificuldade do sistema eletrodico em mediar elétrons. Por outro lado, valores
negativos obtidos para os efeitos indicam uma diminui¢ao da resposta (AE), sugerindo que as

melhores condi¢des de reversibilidade poderdo ser atingidas.
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Tabela VI: Planejamento Fatorial: Efeitos principais e interagdes sobre Ipa/Ip..

Termos Efeitos AE Coeficientes P
Constantes 0,97681 0,000
Principais Efeitos
A 0,00612 0,00306 0,633
B 0,00937 0,00469 0,476
C 0,00013 0,00006 0,992
D 0,01100 0,00550 0,365
Interagdes entre dois fatores
A*B -0,00963 -0,00481 0,466
A*C 0,01212 0,00606 0,371
A*D 0,01363 0,00681 0,323
B*C 0,01637 0,00819 0,251
B*D -0,02463 -0,01231 0,123
C*D -0,00688 -0,00344 0,594
Interagdes entre trés fatores
A*B*C -0,00012 -0,00006 0,992
A*B*D 0,00787 0,00394 0,544
A*C*D 0,00463 0,00231 0,716
B*C*D -0,00162 -0,00081 0,897
Interagdes de quatro fatores
A*B*C*D  0.00137 0,00069 0,913
Ponto central 0,01444 0,345
Fatores
A pH
B Concentragao do eletrolito
C Velocidade de Varredura
D Tipo de eletrodo

Para avaliar melhor cada fator e suas interagdes, na Figura 28 A, foi apresentada a
curva de probabilidade normal dos efeitos. Esse grafico ¢ dividido em duas regides, sendo que
na regido com porcentagem abaixo de 50% estdo os fatores e as interagcdes que apresentam
coeficientes negativos (B*D, A*B*C, B, A) e na regido com porcentagem acima de 50%
estdo os fatores que apresentam coeficientes positivos (D, C, C*D, B*C, A*C). Todos os
fatores e interagdes representados por um quadrado sdo significativos e os pontos estao fora
da linha central que cruza o ponto zero na abscissa em 50 %. Os efeitos posicionados
proximos dessa linha representados por um circulo correspondem a uma estimativa de erros
dos efeitos, ndo sao significativos (B*C*D, A*C*D, A*D, A*B*D, A*B*C*D e A*B).

Na Figura 27 B ¢ apresentado o grafico de Pareto para os efeitos padronizados para p

= 0,05. Todos os efeitos padronizados estdo em valores absolutos (Figura 28 A permite
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verificar quais efeitos sdo positivos ou negativos). Todos os valores que apresentam valores
absolutos maiores que 3,18 (p= 0,05) e que estdo localizados a direita da linha pontilhada sdao
significativos. O valor padronizado absoluto do efeito de cada fator e sua interacdo aparece a
direita da cada barra.

Analisando os graficos de Figura 28 e os valores da Tabela V podemos observar que a
velocidade de varredura foi a varidvel mais importante da otimizagdo global do sistema. Pode-
se constatar que, quando passamos da velocidade de varredura de 10 mV s™' para 40 mV s™,
ocorreu um aumento no AE, tornando o processo menos reversivel. De acordo com a teoria da
voltametria ciclica, em processos reversiveis, o potencial de pico, E,., ¢ independente da
velocidade de varredura®°. No entanto, em um processo totalmente irreversivel, hd uma
correlagdo linear entre o potencial de pico e a raiz quadrada da velocidade de varredura. Esse
comportamento pode ser atribuido ao fato de que o processo de transferéncia de elétrons do
mediador é lento, favorecendo a reversibilidade do sistema em baixas velocidades de
varredura.

O segundo fator importante para a otimizagao global do sistema eletroquimico foi o
tipo de eletrodo quimicamente modificado. O valor positivo obtido para o coeficiente
significa que, quando o eletrodo modificado quimicamente foi mudado de Acel/TiO,/AMeld
para Acel/TiO,/AT, a separagdo entre os picos anddicos e catddicos foi aumentada, isto €, o
sistema se tornou menos reversivel. Esses resultados indicam que o azul de meldola ¢ um
melhor mediador eletroquimico quando comparado com o azul de toluidina. Esse
comportamento pode ser explicado observando-se a estrutura de cada um dos corantes. O
corante azul de meldola possui dois nitrogénios nos anéis € mais um anel heterociclico
aromatico enquanto que o corante azul de toluidina apresenta dois nitrogénios nos anéis € um
heterociclico aromatico. O maior nimero de anéis na estrutura do azul de meldola melhora a
transferéncia de elétrons nas reagdes eletroquimicas’’. Além disso, observando a forma do
voltamograma do eletrodo Acel/TiO,/AT (Figura 26B) podemos notar que a curva anodica
apresenta uma regido linear pronunciada demonstrando que o processo de transferéncia de
carga nessa regido ¢ controlado apenas pela cinética conforme a Lei de Ohm, e,
conseqlientemente, o processo de transferéncia de carga se torna mais lento.

O terceiro fator importante foi a interacdo de dois fatores B*D ([KCl]*tipo de
eletrodo) que foi mais significativa que o principal fator B ([KCI). Somente a obtengdo desse
resultado justifica o uso do planejamento estatistico de experimentos sobre o processo
convencional univariado da otimizacdo de sistemas. Essa informag¢do ndo poderia ser

adquirida em uma otimiza¢ao univariada de sistemas eletroquimicos. O resultado indica que,
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com o aumento da concentracdo de KCI associado ao uso do eletrodo quimicamente
modificado azul de meldola, verificamos uma diminuicao significativa no AE.

O quarto fator relevante foi a interagdo entre trés fatores A*B*C (pH*
[KCl]*velocidade de varredura) que apresenta maior significancia do que o efeito da
concentragdo do eletrdlito KCl1 (quinto fator em ordem de importancia). Isso pode enfatizar a
importancia da aplicacdo do planejamento fatorial para avaliar as melhores condigdes de
reversibilidade dos sistemas eletroquimicos. Ainda que a otimizacao dos sistemas pudesse ser
realizada em um modelo univariado, um pequeno aumento do pH da solu¢do combinada com
um pequeno aumento da concentracdo do eletrdlito associados a um pequeno aumento na
velocidade de varredura (variagdes provocadas por uma possivel oscilagdo do potenciostato)
poderiam conduzir a uma interpretacdo erronea dos resultados obtidos pelo método
univariado. Provavelmente o analista teria de refazer todos os experimentos, pois nao
conseguiria perceber o efeito sinérgico causado por uma pequena variagdo dos trés fatores
combinados, levando a um aumento inexplicavel no AE. Esses resultados ndo podem ser
explicados usando um procedimento univariavel para a otimizacao dos sistemas eletrodicos.

O quinto fator em ordem de importdncia para a otimizacdo dos sistemas
eletroquimicos foi a concentracdo do eletrolito KCI. Foi observado que um aumento na
concentragdo do eletrélito-suporte conduz a um aumento na reversibilidade do sistema. Esse
fato pode ser explicado pelo aumento da for¢a idnica que deve facilitar a transferéncia de
carga, favorecendo um aumento na resposta de corrente e uma diminui¢do na separagao entre
os potenciais de pico™*".

O sexto efeito importante foi a interagdo C*D (velocidade de varredura*tipo de
eletrodo). Quando a velocidade de varredura foi modificada de niveis mais baixos (-) para
niveis mais altos (+) e o eletrodo variado do azul de meldola para o eletrodo de azul de
toluidina, o AE aumentou. Esse comportamento sugere que, em velocidades de varredura mais
baixas e utilizando o eletrodo quimicamente modificado azul de meldola, temos uma menor
separac¢do entre os picos anddico e catddico.

O sétimo fator a ser considerado foi a interagdo entre B*C (concentragdo de
KCl*velocidade de varredura). Quando a concentragdo da solugdo de KCl foi aumentada,
associada com o aumento da velocidade de varredura, observou-se um aumento na separagao
dos picos anodico e catddico. Como ja foi discutido, somente com o aumento da concentragdo

de KCl ocorre uma diminui¢do na separagdo dos picos. Entretanto, o aumento da velocidade

de varredura leva a um aumento no AE. Portanto, o efeito negativo desse ultimo fator
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sobrepuja o efeito positivo para o sistema eletroquimico quando a concentracao do eletrélito €
aumentada, o que explica esse resultado.

O oitavo fator significativo foi a interagdo A*C (pH*velocidade de varredura), e o
ultimo fator importante foi o fator principal A (pH). Quando o pH foi aumentado a partir do
nivel mais baixo (-) para o nivel mais alto (+), foi observada menor separagdao dos picos
eletroquimicos. Esse comportamento pode ser atribuido aos processos de protonacdo e
desprotonacao dos grupos funcionais existentes na molécula dos corantes que ndo participam
das ligagdes com a superficie da matriz hibrida, mas que estdo envolvidos na transformagao
entre as formas oxidada e reduzida de ambos os corantes. O aumento do pH significa uma
diminui¢do na concentracao hidrogénionica, sendo assim, o processo de transferéncia de
elétrons ¢ mais eficiente, levando a uma diminui¢do na separacio dos potenciais (AE)"®”’.

Para a resposta I,./I,c (Tabela VI), ndo foi observado nenhum efeito significativo em
relacdo a reversibilidade do sistema. Ambos os eletrodos quimicamente modificados
Acel/TiO,/AMeld e Acel/TiO»/AT apresentaram uma razao de corrente /I, muito proxima
da unidade, o que sugere que eles sdo apropriados para a utilizacdo como mediadores

eletroquimicos.
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Figura 28: (A) Curva de probabilidade normal dos efeitos padronizados com p= 0,05.

A linha pontilhada em 50% divide os efeitos negativos dos efeitos positivos. (B) Grafico de

Pareto para os efeitos padronizados com p= 0,05.
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4.5. DETERMINACAO DE NADH

Apbs a determinagdo das melhores condigdes voltamétricas através do planejamento
fatorial completo, a oxidagdo eletrocatalitica do NADH sobre a superficie do eletrodo
quimicamente Acel/TiO,/AMeld foi investigada através das técnicas de voltametria ciclica e
cronoamperometria. A Figura 29, mostra os voltamogramas ciclicos obtidos para o eletrodo
Acel/Ti0,/AMeld na presenga de uma concentracao fixa de NADH, [NADH] = 7,69 x 10
mol L em solucdo de eletrélito suporte 1,0 mol L™ de KCl, velocidade de varredura de 10
mV s’ e em pH 7,0 na auséncia de NADH. Comparando-se os voltamogramas obtidos na
presenca de NADH com o obtido na auséncia de NADH podemos observar claramente um
aumento na densidade de corrente de anddica e uma diminui¢do da corrente catddica de
acordo com o mecanismo proposto para a oxidacdo eletrocatalitica do NADH com o este

mediador. A oxidacdo eletrocatalitica do NADH ocorreu em torno de 0,07 V vs. ECS®.
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J
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Figura 29: Voltamogramas ciclicos obtidos com EPC Acel/TiO,/AMeld na auséncia e
na presenc¢a de NADH para: (—)na auséncia de NADH e (---) com [NADH] = 7,69 x 10 mol
L. Solugio de eletrolito suporte KC1 1,0 mol L™, pH = 7,0 e velocidade de varredura 10

mV s
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O aumento da intensidade de corrente anddica, apods a adi¢do do cofator, indica que o
corante azul de meldola imobilizado na matriz eletrocatalisa a sua oxida¢do. Ocorre uma
significativa diminui¢ao do sobrepotencial de oxidagdo do NADH, de cerca de 380 mV vs
ECS (a oxidagao direta do NADH em eletrodos de grafite ndo modificados ocorre em torno de
400 mV vs ECS)™®.

Esse potencial onde ocorre a oxidacdo do NADH propicia a utilizagdo do eletrodo
quimicamente modificado Acel/TiO,/AMeld na determinagdo cronoamperométrica do

cofator.

4.5.1. APLICACAO DE UM SENSOR PARA NADH

Para verificar o potencial do eletrodo Acel/TiO,/AMeld como sensor para o cofator
NADH foram realizados estudos cronoamperométricos. O potencial aplicado foi escolhido
através da medi¢do das intensidades de corrente anddica para uma concentragdo de NADH de
7,69 x 10* mol L' em pH 7,0 e KC1 1,0 mol L. O estudo mostrou que uma alta densidade de
corrente anddica foi observada para valores de potenciais mais altos do que 0,01 V e,
portanto, o potencial escolhido para as medi¢gdes cronoamperométricas foi de 0,02 V vs ECS.
A Figura 30 mostra os cronoamperogramas para o eletrodo modificado em uma faixa de
concentracio de NADH entre 2,09 x 10° ¢ 1,82 x 10° mol L, fixando-se o potencial em 0,02
V vs ECS. A Figura 31 mostra a relacdo entre a densidade de corrente anoddica e a
concentragdo do cofator apresentando uma curva ajustada pela equagao j/pA cm? = 1,29 (+
0,24) + 15023,56 [NADH]/pumol L™ (r = 0,998 para n = 12), onde Jpa € a densidade de corrente
anodica (A cm™) e [NADH] é a concentragio de NADH (umol L™). O limite de deteccio
encontrado (considerando a relagdo sinal / ruido = 3) foi de 0,1 pmol L™, demonstrando a boa

sensibilidade do eletrodo na dosagem de NADH.
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Figura 30: Cronoamperogramas para o eletrodo modificado ACel/TiO,/AMeld em

varias concentracdes de NADH. Solugdo de eletrolito suporte KCI 1,0 mol L'l, pH 7,0 e Eyp =
0,02 V vs ECS.
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Figura 31: Relagdo entre a densidade de corrente anodica VS concentragio NADH

para o eletrodo ACel/Ti0O,/AMeld.
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Na Tabela VII, podemos comparar o resultado obtido com o eletrodo
Acel/TiOo/AMeld com outros sensores amperométricos de pasta de carbono para a
determinagdo do cofator NADH. Podemos observar que o eletrodo modificado
Acel/TiOo/AMeld apresenta um bom resultado com baixo limite de deteccdo e alta
sensibilidade, mostrando o potencial de sua utilizagdo como sensor amperométrico para

NADH.

Tabela VII: Comparagdo dos resultados do eletrodo modificado Acel/TiO,/AMeld com
outros sensores amperométricos preparados com diferentes suportes solidos para a

determina¢do de NADH.

Eletrodo Suporte Faixa Linear =~ Limite de Sensibilidade Referéncia
Soélido (mmol L™ Detecgdo  (mA cm™ /mol L)
(umol L™
Acel/TiO,/AMeld Acetatede  0,01-1,82 0,1 15 este
celulose trabalho
CPE/SNPDA Silica gel 0,04-0,8 7,1 24,2 81
S10,/Zr0,/Sb,Os/MB  Sol-gel 36 82
ZPMB Fosfato 0,1-2,0 10 32
ZPNB Fosfato 0,1-2,0 5 32
SiSbMeB Sol-gel 0,1-0,6 7 4,6 83
SiSbMB Sol-gel 0,1-0,6 25 1,8 83
SiSbMTB Sol-gel 0,4-1 42 0,5 83
CPE/SNNB Silica gel 0,01-0,52 18 84
C:ZrP:NB Fosfato 19,2-60,8 85
C.ZrP:MV Fosfato 18,4-50,9 85
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4.6. CONCLUSOES

Este estudo demonstrou que a aplicacdo de um método estatistico pode proporcionar
um modo eficiente de extrair informagdes relevantes de um planejamento experimental
envolvendo os corantes azul de meldola (AMeld) e azul de toluidina (AT) adsorvidos na
superficie de acetato de celulose modificada para otimizacdo das caracteristicas de
reversibilidade do mediador adsorvido. O planejamento fatorial completo utilizado permitiu a
investigagdo simultdnea de quatro fatores selecionados realizando somente vinte
experimentos. O planejamento fatorial multivariado utilizado neste estudo foi mais econémico
do que se fosse utilizada metodologia univariada. As melhores condi¢des de reversibilidade
eletroquimica do sistema estudado foram: o eletrodo quimicamente modificado
Acel/TiOy/AMeld, pH 7,0, [KCI] = 1,0 mol L' e velocidade de varredura de 10 mV s'. Essas
melhores condigdes obtidas foram aplicadas na determinacdo do cofator NADH. Os
resultados obtidos para esse sistema eletrodico indicaram propriedades eletrocataliticas

bastante satisfatorias e boa sensibilidade para o NADH.
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