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RESUMO

O estudo de eletrodos a base de carbono ceramico (ECC), tem aumentado
significativamente devido as vantagens sobre os demais eletrodos. Os ECC
apresentam grande area superficial, alta condutividade elétrica, além de uma maior
resisténcia mecanica, o que aumenta a estabilidade e durabilidade desses eletrodos.
Os diferentes parametros utilizados na preparacdo dos ECC, tais como, tipo de
precursor, material de carbono, quantidade de catalisador, entre outros, influenciam
significativamente nas propriedades morfoloégicas e consequentemente nas
respostas eletroquimicas dos mesmos. Baseando-se nisto, esse trabalho apresenta
um planejamento fatorial 2° (2 niveis e 3 fatores) onde os fatores analisados foram a
quantidade de catalisador (HCI 12 mol L™), proporcéo grafite/precursor, e o tipo de
precursor (TEOS - tetraetoxisilano e MTMOS - metiltrimetoxisilano). Tais variaveis
foram otimizadas analisando-se as respostas eletroquimicas obtidas na presenca de
ferrocianeto de potassio (na concentracéo fixa de 1,0 x10° mol L™Y). O planejamento
resultou numa interagao significativa de terceira ordem para os valores de corrente
de pico anddico (Ipa) e também para a diferenca de potencial (AE), entre os fatores
estudados o que ndo poderia ser observado utilizando-se um estudo univariado. O
eletrodo otimizado foi modificado com acido ferrocenocarboxilico (denominado
ECC/Ferroceno) visando principalmente o aumento da sensibilidade em relacdo ao
eletrodo ndo modificado. As imagens de MEV indicaram que os componentes do
eletrodo estdo homogeneamente dispersos na amostra, mas com pequena
aglomeracdo de particulas segregadas do ferroceno. Através dos estudos de
voltametria ciclica (VC), observou-se que o ECC/Ferroceno apresentou um par redox
em Epa = 390,3 mV e Epc = 298,7 mV (AE = 91,7 mV), relacionados ao processo
ferroceno / ion ferroceno ja que o ECC sem modificacdo ndo apresentou picos
redox. O estudo do eletrodo modificado em diferentes velocidades de varredura (v)
resultou em uma relagdo linear entre os valores de corrente de pico anddica e v,
sendo esse um comportamento tipico de espécies confinadas na superficie do
eletrodo. Para verificar a possibilidade da aplicacdo do ECC/Ferroceno como sensor
eletroquimico foram realizados estudos na presenca de dopamina (DA). Neste caso,
foi observado que ap6s a adicdo de DA na solucdo eletrolitica, um consideravel
aumento nas correntes redox foram observados no mesmo potencial de oxidacdo do
ferroceno (Epa = 408,0 mV vs Ag / AgCl), diferente do que foi observado para o
ECC. Nesse ultimo caso, a corrente de pico anddica foi consideravelmente mais
baixa além do potencial de pico anddico ligeiramente deslocado para regides mais
positivas (Epa = 446,1 V vs Ag / AgCl). A técnica de voltametria de onda quadrada
(VOQ) foi aplicada para a determinacdo de DA, com os parametros otimizados.
Nessas condicOes, 0s sensores propostos apresentaram uma faixa de resposta
linear de 0,2 a 1,0 umol L™ e um limite de detecc&o de 1,5 umol L™ para o ECC e
0,43 pmol L™ para o ECC/Ferroceno. A partir dos estudos de VOQ, foi observado
ainda que a oxidacédo de acido ascoérbico (AA) no ECC/Ferroceno ocorreu em um
potencial diferente da oxidagéo de DA, com separagao de pico de aproximadamente
170,5 mV. Além disso, o ECC/Ferroceno ndo apresentou aumento da corrente de
pico com a variacdo da concentragcdo de AA, indicando uma possivel aplicagdo
deste eletrodo na determinacdo de DA sem a interferéncia do AA.

Palavras-chave: Eletrodo de carbono ceramico, planejamento fatorial, acido

ferrocenocarboxilico, dopamina, acido ascorbico.



ABSTRACT

The study of carbon-based ceramic electrodes (CCE) has been significantly
increased due to advantages over other electrodes. The CCE features as large
surface area, high electrical conductivity and higher mechanical strength, increases
their stability and durability. Different parameters of CCE preparation, such as type of
precursor, carbon material, catalyst amount, among others, significantly influence the
morphological properties and consequently their electrochemical responses. Based
on these factors this work presents a 2° factorial design (2 levels and 3 factors) which
the factors analyzed were catalyst amount (HCI 12 mol L™), graphite / precursor ratio,
and precursor type (TEOS - tetraethoxysilane and MTMOS - methyltrimetoxysilane).
These variables were optimized by analyzing the electrochemical responses obtained
in presence of potassium ferrocyanide (at fixed concentration of 1.0 x10™ mol L™).
The design resulted in a significant third order interaction for anodic peak current
values (Ipa), and also to the potential difference (AE) between the factors studied
which could not be observed using an univariated study. The optimized electrode
was modified with ferrocenecarboxylic acid (designated as CCE/Ferrocene) mainly
aiming at the increase the sensitivity to the unmodified one. SEM images indicated
that the components are homogeneously dispersed in the sample but with some little
agglomeration of segregated ferrocene particles. From cyclic voltammetric
experiments, it was observed that the CCE/Ferrocene presented a redox pair at Epa
= 390.3 mV and Epc = 2987 mV (AE = 91.7 mV), related to the
ferrocene/ferrocenium process, since the non- modified CCE did not presented any
redox peaks. Studies of the modified electrode in different scan rates resulted in a
linear relationship between the anodic peak current values and the scan rate, a
characteristic behavior for confined species in the surface electrode. In order to verify
the possibility of using the CCE/Ferrocene as an electrochemical sensor, studies in
presence of dopamine (DA) were carried out. In this case, it was observed that after
DA addition in the electrolyte solution, a considerably increase in the redox currents
were observed at same oxidation potential of ferrocene (Epa= 408.0 mV vs Ag/AgCl),
different from the observed when using only CCE as electrode material, which the
increase in the anodic peak was considerably lower and slightly dislocated to higher
positive potential (Epa= 446.1 mV vs Ag/AgCl). Square wave voltammetry (SWV)
experiments were evaluated in presence of DA, with optimized parameters. In these
conditions, the proposed sensor has shown a linear response range from 0.2 to 1.0
pumolL™ with a detection limit of 1.5 pmol L™ to CCE and 0.43 pmol L for
CCE/Ferrocene. From SWV experiments, it was observed that the AA oxidation at
CCE/Ferrocene occurred in a different potential of DA oxidation, with a peak
separation of approximately 170.5 mV. Moreover, CCE/Ferrocene did not respond to
different AA concentrations indicating that is possible with this electrode determine
DA without the interference of AA.

Keywords: Carbon ceramic electrodes, factorial design, ferrocenecarboxylic
acid sensors, dopamine, ascorbic acid.
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1. INTRODUCAO
1.1 APRESENTACAO

A construcdo de eletrodos utilizando-se materiais porosos, tais como silica,
teve um grande desenvolvimento a partir do inicio da ultima década, e tem se
expandido até os dias de hoje.'-®! Esses materiais porosos apresentam areas
superficiais elevadas possibilitando um grande aumento na superficie ativa e
consequentemente na sensibilidade e velocidade das reacdes eletroquimicas, além
de relativa seletividade. No entanto, uma grande desvantagem é que estes ndo sao
condutores da eletricidade, o que a principio ndo os credencia para utilizacdo em
processos eletroquimicos, diferentemente de quando incorporados em eletrodos de
pasta de carbono ou dispersos em superficies metélicas.!*!

Este trabalho apresenta o estudo das condicbes de preparacdo dos
chamados eletrodos de carbono ceramico (ECC), que constituem uma nova geracao
de materiais que apresentam alta condutividade elétrica quando comparados aos
demais eletrodos modificados tais como os de pasta de carbono. Os ECC sé&o
basicamente obtidos através da dopagem da matriz de silica obtida pelo método sol-
gel com materiais derivados de carbono, tais como, grafite, nanotubos de carbono e
carbono vitreo.>®” Os primeiros eletrodos obtidos por esta técnica foram propostos
por Lev e colaboradores® e desde entdo estes tém sido aplicados na determinacéo
de diversas espécies de interesse.®~ !

A versatilidade dos ECC os torna cada vez mais promissores devido as suas
caracteristicas estruturais em particular a maior resisténcia mecanica quando
comparada a de eletrodos de pasta de carbono, o que favorece a aplicacdo destes
como sensores, possibilitando o desenvolvimento de novas configuragbes de
eletrodos, além de miniaturizacdo. Estes podem ser preparados de diversas
maneiras, dependendo das caracteristicas analiticas desejadas e de suas
aplicacdes.*?

As variaveis utilizadas na preparacdo desses materiais, tais como
guantidade de catalisador, tipo de precursor e material de carbono podem influenciar
nas propriedades do material. Estruturalmente isso pode favorecer um controle da
porosidade do compodsito, que esta totalmente relacionada com a resposta

eletroquimica das espécies analisadas no caso da aplicacdo como sensor. Além
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disso, tais fatores podem ser manipulados no sentido de favorecer a estabilidade do
eletrodo modificado com enzimas.™

O carbono ceramico proporciona um aumento da superficie ativa com
relacdo a outros sensores a base de carbono. Como consequéncia ha um
incremento na sensibilidade, o que favorece uma ampla aplicagdo como sensor
eletroquimico. Além disso, ha ainda a possibilidade de modificacdo do bulk
aumentando a quantidade de espécies ativas presentes no mesmo, o que facilita o
processo de transferéncia de elétrons. Essa modificacdo pode ser fundamental na
andlise simultdnea de espécies jA que a atuacdo do mediador de elétrons pode
deslocar os potenciais de pico, muitas vezes separando o sinal de espécies cujos
picos voltamétricos encontram-se em regiées muito préximas, de modo a aumentar a
seletividade da determinacéo. **!

O estudo das diferentes formas de preparacdo do carbono ceramico abre
grandes possibilidades para esse campo. Apesar disso poucos sao os trabalhos na
literatura a cerca da otimizacédo das condi¢ces de preparacdo dos mesmos, abrindo
assim a oportunidade da analise da variacdo dos diferentes parametros de sintese
visando a melhoria das propriedades apresentadas por esse material. Esses estudos
juntamente com a aplicagdo dos mesmos como biossensores e modificacdo com
oxidos metalicos ilustram a grande versatilidade dos eletrodos a base de carbono
ceramico, que consequentemente resulta numa ampla area de pesquisa e de

desenvolvimento crescente.
1.2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.2.1 O Método Sol Gel

O termo "sol gel" € usado para descrever uma ampla classe de processos em
que uma fase sélida é formada pela gelificagdo de uma suspenséao coloidal (sol). (4]
A secagem do gel pode entdo resultar em um gel seco (xerogel) e o tratamento
térmico pode ser usado para remover residuos organicos, estabilizar o gel, densifica-
lo. ™ A terminologia, foi inicialmente reservada para a producdo de metais e
oxidos de semimetais, no entanto esta foi progressivamente estendida a preparacao
de hibridos organico-inorganicos,!”! e ainda pode ser utilizado para descrever a

producéo de cadeia organica pura. 8%
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O sol é constituido de uma suspenséo de particulas coloidais (dimenséo entre
1 e 1000 nm) em um liquido e o gel é formado pela estrutura rigida de particulas
coloidais (gel coloidal) ou por cadeias poliméricas (gel polimérico) que imobilizam a
fase liquida nos seus intersticios.*” Os géis coloidais resultam da agregacéo linear
de particulas primarias (Figura 1a) que ocorre com a alteracdo apropriada das
condi¢gbes fisico-quimicas da suspensdo. Entretanto, quando o gel obtido é
proveniente de reacfes de polimerizacéo, este é denominado gel polimérico (Figura
1b). Nesse caso, a gelificacdo ocorre pela interacdo entre as longas cadeias

poliméricas lineares.?
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Figura 1 - Transicéo sol-gel: (a) formacao de gel particulado e (b) formacéo de gel polimérico. (2

A quimica do processo sol-gel é baseada em reacdes de polimerizacdo
inorganica envolvendo um precursor, geralmente um alcéxido ou sal inorganico que,
apos reacoes de hidrolise e condensacéo, conduz a formagéo de particulas coloidais
ou cadeias poliméricas lineares.*? O método consiste de uma rota sintética a baixa
temperatura, em que a partir um precursor quimico, pode-se obter ceramicas e
vidros com melhor pureza e homogeneidade quando comparados com o0s obtidos

através de processos quimicos convencionais, nos quais se utilizam altas
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temperaturas. Este método tem possibilitado a producdo de materiais de grande
interesse, principalmente pela possibilidade de variagcdo nas suas composicoes.

1.2.2 Preparacéo de Eletrodos Compdsitos a Base de Carbono Ceramico

O processo sol-gel difere-se de outros métodos de preparacdo de eletrodos
principalmente pela simplicidade e versatilidade, possibilitando a obtencdo de
diversas configuracgdes tais como: pastilhas, discos, incorporacdo em tubos de vidro,

microeletrodos, entre outras.?!

O carbono ceramico é preparado pela mistura de uma quantidade
apropriada de carbono em pé com precursores sol-gel. Apds a gelatinizacao e
posterior processo de secagem (tratamento térmico) obtém-se um compadsito poroso
e quebradico, que combina as propriedades mecanicas e térmicas do esqueleto de
silica e a boa condutividade elétrica fornecida pelo material de carbono. A eficiéncia
dos materiais ceramicos carbono-grafite depende do grau de disperséo das espécies
que devem ter dimensdes nanométricas, garantindo assim uma boa conducédo
elétrica.l”?

A preparacao do ECC envolve primeiramente a reacao de polimeriza¢éo sol-
gel a qual pode ser subdividida em duas etapas. A primeira delas, denominada
reacdo de hidrélise do grupo alcéxido, onde ocorre a formacédo de grupos reativos do
tipo silanol, a qual pode ser catalisada por &cido ou base,*? de acordo com a reagéo

geral:
Si(OR)4 + NH,O — Si(OR)4.n(OH), + NROH

A segunda etapa consiste na condensacgao do grupo silanol. Sob condi¢cbes
de catalise acida, a condensacao ocorre preferencialmente entre os grupos silanois
localizados em mondémeros ou no final de cadeias poliméricas, levando a formacgao
de géis compostos de cadeias poliméricas lineares entrelacadas, as quais, apos
secagem formam uma matriz de baixo volume de poro. Sob condi¢gbes basicas, a
condensacao ocorre preferencialmente entre oligbmeros altamente ramificados, os
quais levam a formacdo de geéis particulados que, apO0s secagem, produzem

materiais com alta porosidade:
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Condensacdo em meio acido:

=Si-OH+HO-Si= — =Si-0-Si=+H,0

Condensacdo em meio basico:

=Si-OR+HO-Si= — =Si-0O-Si=+ROH

Dentre as principais diferencas estruturais apresentadas, sugere-se gque se a
reacdo de gelificagdo for realizada em meio acido obtém-se uma matriz compacta
com baixo volume de poros (menor que 2 nm de diametro), chamados de
microporos. O ataque acido se dara ao oxigénio do alcoxido, que é mais abundante
nas extremidades dos oligdmeros, resultando em cadeias que se unem para formar
géis poliméricos (Figura 1b). Na reacdo em meio béasico, o gel tente a crescer mais
esfericamente formando particulas primarias esféricas (Figura 1a). Esse processo
caracteriza-se devido ao ataque nucleofilico ao silicio por HO™ para hidrolise ou Si-O
no caso da condensacdo, o ataque dar-se-a no silicio mais acido que é o mais
reticulado. O gel referente as particulas primarias € chamado de gel coloidal que
apos a secagem resultara em matriz com maior porosidade que o gel polimérico
(obtido utilizando-se catalisador acido), com largas fracdes de poros entre 2 e 50 nm
de diametro (mesoporos).[t#14:2324]

Na Figura 2, estd mostrado o esquema da formacdo do gel particulado e a
incorporacdo das particulas de carbono no esqueleto de silica. Observa-se que
primeiramente ocorre a gelatinizacdo, formando o gel particulado proveniente da
mistura hidrolisada contendo o precursor de silano, o solvente e o catalisador da
polimerizagdo. A dopagem ocorre na etapa posterior da sintese, onde o material de
carbono é adicionado sobre a mistura hidrolisada, arranjando-se entre os esqueletos

da matriz de silica.[*
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Figura 2 - Esquema da transicdo sol-gel: formacdo de gel particulado e posterior dopagem com as

particulas de grafite.

Apos a dopagem, o gel resultante é geralmente incorporado em tubos de
vidro ou teflon de aproximadamente 0,5 cm de didmetro, deixando-se secar em
temperatura ambiente por 48h. ®°-21 Os ECC também podem ser submetidos ao
empacotamento apds o processo de secagem.?® Segundo Maroneze et al. ** antes
da preparacao do eletrodo é feita primeiramente a trituracdo do xerogel obtido apos
a condensacdao e posterior lavagem do p6 obtido com agua bidestilada e etanol em
um extrator Soxhlet por 12 h. Em seguida o material resultante é submetido a um
tratamento térmico a 323 K, para evaporar todo solvente residual seguido da
compactacdo sob alta pressdo (2,5 x 10° kg cm™) em formato de disco. O disco
pressionado (com aproximadamente 8 mm de diametro) € colado na extremidade de
um tubo de vidro com 0 mesmo diametro externo inserindo-se um fio de cobre para o

contato elétrico.

1.2.2.1 Fatores que influenciam nas propriedades do ECC

As condi¢gBes de preparacdo do eletrodo de carbono ceramico influenciam
diretamente nas suas propriedades. Fatores como a quantidade de catalisador,
proporcao grafite/precursor, tipo de precursor e o material de carbono utilizado
conferem mudancas na caracteristica do material obtido, sendo estas refletidas na
resposta eletroquimica do eletrodo. Alguns dos principais parametros estdo

discutidos na sequéncia.
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1.2.2.1.1 Caracteristicas do precursor

As caracteristicas dos eletrodos de carbono ceramico estdo diretamente
relacionadas a estrutura do precursor utilizado na obtencdo do compadsito. A escolha
entre um precursor hidrofilico ou hidrofébico, deve ser feita considerando-se as
caracteristicas da analise e suas possiveis aplicacoes.

A maior parte das diferentes configuracbes de eletrodos de carbono
ceramico descritas na literatura utiliza precursores hidrofébicos, em particular o
metiltrimetoxisilano, para a construcdo de sensores eletroquimicos. [2°* Ta|
caracteristica pode ser explicada devido ao aumento da hidrofobicidade da interfase
eletrodo-solucéo, possibilitando que somente poucas particulas de carbono na
superficie do eletrodo figuem em contato com o eletrdlito. Esta configuracao
minimiza a corrente de fundo, a qual é proporcional a superficie condutora do
eletrodo, aumentando a sensibilidade do mesmo.*?

Por outro lado, a obtencdo de um eletrodo compdésito hidrofilico € menos
empregada, sendo observado um pequeno namero de publicacdes do género. Tem-
se como um dos principais exemplos, o trabalho proposto por Macdonald et. al.
que utilizaram nanoparticulas de carbono para a obtencdo do eletrodo com o
precursor tetrametoxiortosilicato, resultando em um material com boa condutividade.
A propriedade hidrofilica proporcionou caracteristicas eletroquimicas peculiares ao
eletrodo, sendo a principal delas a adsorcao eletroquimicamente reversivel do
sistema redox de 1,1'-ferrocenodimetanol, favorecendo a modificacdo do eletrodo

com espécies redox, tais como liquidos inicos. ¥

1.2.2.1.2 Tipo de material de carbono

O tipo de material de carbono é considerado outro fator que influencia na
resposta dos eletrodos de carbono ceramico, em particular na sua condutividade.
Eletrodos de carbono ceramico tém sido recentemente preparados com nanotubos
de carbono ["*? carbono vitreo,*”! além da grafite e derivados. &**!

A utilizag&o de carbono vitreo na preparacéo do eletrodo compésito (ECCV),

|-27

desenvolvida por Sun et. al.“* resultou em pequena separacdo de potenciais de pico
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em meio a ferrocianeto de potassio (AEp= 66 mV), similar ao do ECC preparado com
grafite (AEp= 60 mV). Porém, devido a estrutura particulada do carbono vitreo, o
ECCV mostrou-se mais versatil no caso da modificacdo com fenantrenoquinona,
com uma ampla faixa de potencial.

O emprego de nanotubos de carbono em eletrodos compdsitos tem
resultado em eletrodos de carbono ceramico com propriedades elétricas e
mecanicas aprimoradas, que favorecem sua aplicagcdo como sensores. Um eletrodo
de nanotubo de carbono ceramico (NTCC) foi desenvolvido por Zhu et. al.” Na
analise comparativa entre o composito preparado com nanotubo de carbono e grafite
(ECC), foi observada na presenca do ferrocianeto uma menor separacdo de
potenciais pico (AEp= 59 mV) para o NTCC além de maiores valores de corrente de
pico. Os resultados evidenciaram que a reacdo redox do ferrocianeto para o NTCC é
controlada pela difusdo das espécies a superficie do eletrodo, ja que uma relagéo
linear entre a corrente de pico e a raiz quadrada da velocidade de varredura foi
observada. Tais caracteristicas favoreceram a aplicagdo do sensor para a
determinacdo de diversas moléculas biologicas, tais como: &cido ascorbico,
dopamina, acido urico e cisteina. Os resultados com o NTCC também demonstraram
maiores valores de sensibilidade de corrente e menor separacao entre 0os potenciais
de picos para as moléculas analisadas, quando comparadas aos valores obtidos

para o composito preparado com grafite.!”!

1.2.2.1.3 Proporgao entre material de carbono, precursor e catalisador do processo

sol-gel

Aléem dos fatores anteriormente citados, existem outros com menor
abordagem na literatura, mas que também podem influenciar nas propriedades dos
ECC, dentre os quais se podem citar: a propor¢céo entre material de carbono e
precursor, além do tipo e quantidade de catalisador do processo sol-gel.

O tipo e a quantidade de catalisador séo fatores determinantes na estrutura
do material compdsito, sendo diretamente ligados as reagcfes de polimerizacédo e
condensacdo dos grupos silandis. Em geral, preparacées com baixo valor de pH e

baixo teor de agua produzem materiais densos com tamanho médio de poros
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pequeno, enquanto preparacdes com valores altos de pH e altos teores de agua
produzem materiais mais porosos.™*?

Zhu et. al. (2007) propuseram uma melhor relacdo de proporcdo entre o
material de carbono e o precursor (metiltrimetoxisilano) analisando-se as respostas
eletroquimicas para os eletrodos preparados com diferentes proporgbes. Os
melhores resultados foram obtidos utilizando-se a propor¢do intermediaria de
quantidade de grafite e da mistura hidrolisada (50/50% m/m), na qual foi observada
uma melhor reversibilidade do sistema eletroquimico (menor resistividade), além de
maior sensibilidade em meio a ferrocianeto de potassio..”

Em um outro trabalho, Gong et. al. constataram que ECC a base de
nanotubos de carbono (MWNT - nanotubo de carbono de parede multipla) exibiam
caracteristicas que iam desde um eletrodo convencional a um ultramicroeletrodo, as
quais variavam conforme a quantidade de MWNT disperso na matriz de silica. O
eletrodo foi preparado pelo processo sol-gel, utilizando-se o precursor
metiltrietoxisilano no preparo da mistura hidrolisada (composta por 0,5 mL do
precursor, 0,6 mL de agua destilada 1,2 mL de etanol além de 10 uL de HCI
concentrado). As quantidades de nanotubo de carbono de parede multipla (MWNT)
foram variadas, nas seguintes proporcées MWNT/mistura hidrolisada: 2,0; 0,5; e
0,08 mg/mL. Uma aliquota de 0,5 uL da suspenséao foi inserida sobre um eletrodo de
carbono vitreo, finalizando a obtenc&o do eletrodo (simbolizado pela sigla CCNNE).
Os voltamogramas ciclicos em meio a 1,0 mmolL™ de ferrocianeto de potassio dos
trés eletrodos apresentaram grandes diferencas. O CCNNE com maior quantidade
de MWNT apresentou um par de picos redox muito mais definido, além de pequena
separacao de potenciais (AEp = 60 mV), e Ipa/lpc.= 0,99 sugerindo que 0 processo
Fe(CN)s*/Fe (CN)s* é facilitado pelo eletrodo nessa proporcao (Figura 3A). A
resposta eletroquimica do CCNNE preparado na menor propor¢cdo mudou
consideravelmente, resultando numa resposta voltamétrica sigmoidal de baixa
corrente, indicando que pequenas quantidades de MWNT séo favoraveis para a

construcéo de ultramicroeletrodos na configuragéo estudada (Figura 3B) 1*?
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Figura 3 - Voltamogramas Ciclicos em meio a K;Fe(CN)g e tampéo fosfato (0,1 moIL'l) dos CCNEs

preparados nas propor¢6es MWNT/mistura hidrolisada (A) 2,0 (B) 0,08 mg/mL.[32]

1.2.3 Aplicacbes como Sensores Eletroquimicos

As propriedades dos eletrodos de carbono ceramico, tais como éarea
superficial elevada e resisténcia mecanica, tém sido exploradas para a obtencéo de
sensores eletroquimicos, ja que ha o aumento da superficie ativa e
consequentemente na sensibilidade e velocidade das reacdes. A possibilidade de
modificacdo do bulk do eletrodo pode propiciar ainda o aumento da quantidade de
espécies ativas presentes no mesmo.2* -3¢

As vantagens apresentadas pelos ECC tem sido extensivamente exploradas
principalmente na utilizagdo desses materiais para a construgcdo de sensores
eletroquimicos. Essa aplicacdo tem sido ampliada cada vez mais com as novas
possibilidades de modificacéo dos eletrodos com espécies mediadoras de elétrons.

Salimi, Mamkhezri e Hallaj (2007) utilizaram o eletrodo de carbono ceramico
preparado com metiltrimetoxisilano como sensor amperométrico para a
determinacao do acido urico, além dos neurotransmissores entre eles a dopamina na
presenca de acido ascérbico (0,1 mmolL™). Estudos eletroquimicos do sensor
proposto levaram a conclusdo de que este pode ser utilizado para analise em
amostras reais e na deteccdo de neurotransmissores, sendo considerado sensivel, e

estavel na analise de biomoléculas. Além disso, 0 sistema proporcionou a analise
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simultanea das espécies acima citadas, sem a necessidade de separacao prévia da
amostra, resultando em voltamogramas ciclicos com trés picos bem definidos em
100, 300 e 450 mV, correspondentes respectivamente a oxidacdo de &cido

ascorbico, dopamina e acido trico.!”

1.2.3.1 ECC modificado

Existem possibilidades de aumentar a gama de aplicacdes dos eletrodos de
carbono cerdmico como sensores eletroquimicos. Uma dessas estratégias estd na
modificacdo desses materiais utilizando-se espécies mediadoras de elétrons tais
como enzimas, complexos inorganicos e organicos, 6xidos metalicos, entre outros.
[11. 25,30 Estes mediadores agem como eletrocatalisadores facilitando o processo de
transferéncia de elétrons, diminuindo os valores de potenciais aplicados.
Consequentemente a modificacdo pode proporcionar ao eletrodo caracteristicas que
favorecem um aumento na sua sensibilidade e a seletividade em relacdo aos néo

modificados.B" 4!

A modificacdo de eletrodos compdsitos consiste na maioria das vezes na
mistura do carbono em p6 a uma solucdo adequada do agente modificador. Apds a
evaporacao do solvente as particulas de carbono ficam recobertas pelo modificador,
numa distribuicdo homogénea deste ultimo.

A abordagem a seguir destaca os agentes modificadores mais utilizados na
construcdo de eletrodos compdsitos sendo estes os complexos inorganicos,

complexos organicos, 6xidos metalicos e enzimas.

1.2.3.1.1 Modificadores inorgénicos e 0xidos metalicos

Eletrodos compdsitos modificados com complexos inorganicos tém sido
aplicados principalmente na determinacdo de espécies de interesse farmacologico e
ambiental.

Por exemplo, o ECC modificado com um complexo de ruténio
[Ru(bpy)(tpy)CI]PF¢ foi aplicado com éxito na deteccdo amperométrica de insulina
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em pH fisiolégico (Tabela 1). A incorporacdo do modificador na matriz sol-gel
proporcionou uma excelente atividade eletrocatalitica para oxidagdo da insulina
apresentando um potencial de pico anddico em 700 mV. Os resultados foram
comparados aos do ECC ndo modificado, o qual ndo apresentou resposta
voltamétrica para o analito em quest&o.®”!

Salimi e Abdi (2007) construiram um sensor amperomeétrico para a deteccao
de hidrazina e hidroxilamina, baseado na modificacdo do ECC com pé de niquel e
posterior deposicdo de um filme de hexacianoferrato de niquel. Os parametros
analiticos obtidos pelo ECC maodificado (conforme a Tabela 1) demonstraram-se
melhores do que os obtidos para o ndo modificado, justificando a vantagem da
modificacéo para aplicacdo em espécies de interesse ambiental.*®

Os ECC também tém sido extensivamente aplicados na determinacéo
eletroanalitica de gases, devido a sua estrutura porosa, a qual permite uma alta
permeabilidade para gases.”” Tsionsky e Lev aplicaram o ECC modificado com
porfirina de cobalto (CoTMMP), na deteccdo de oxigénio, além de estudar o
comportamento deste sensor em meio a diéxido de carbono e diéxido de enxofre.?

Uma das novas alternativas de modificacdo consiste na incorporagcdo de
oxidos metalicos (tais como o Oxido de estanho, titdnio, dentre outros) no carbono
ceramico visando o aumento da condutividade do ECC, reduzindo dessa forma a
resisténcia interna apresentada pela matriz de silica. Neste sentido, Maroneze et. al.
desenvolveram um ECC modificado com azul de meldola imobilizado sobre o
composito SiO,/TiO/grafite, preparado com o precursor tetraortosilicato, o qual foi
utilizado na deteccéo do cofator NADH.*Y O sensor proposto resultou em uma faixa
de resposta linear de 18,00 pmol L™ a 7,29 mmol L™ e um limite de deteccéo de 8,00
umol L™ demonstrando que o material de SiO./TiO./grafite é promissor para ser
utilizado como suporte de espécies mediadoras de elétrons para a construgdo de
possiveis sensores eletroquimicos. Em outro trabalho similar, o ECC preparado com
SnO, foi modificado com ftalocianina de cobalto, resultando em um material com boa
dispersdo e homogéneo, o qual foi aplicado na determinacdo de acido oxalico.®
Eletrodos compdsitos também tem sido preparados com Oxidos de zirconio,

aumentando as possibilidades de aplicacdo destes materiais.?®!



Tabela 1 - Exemplos de sensores modificados com compostos inorganicos.
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Analito Tipo de modificador Faixa de resposta linear Sensibilidade Limite de deteccédo Ref
Modificadores inorganicos
Insulina em pH [Ru(bpy)(tpy)CI]PFs 0,50 nmol L™ - 0,85 pmol L™ 7,60 A/ molL™ 0,40 nmolL™ 25
fisioldgico
Acido ascorbico Hexacianoferrato de 0,50 umol L*~ 0,10 mmol L* | 0,14 pA/mmolL™ 0,20 pmolL™ 2
térbio
L-cysteina [Ru(bpy)(tpy)CIIPFs 5,00 umol L™ - 0,67 mmol L*e | 5,00 nA/umolLe | Ambos = 1,00 umolL™ | 40
e 5,00 pmol L* - 0,70 pmol L™ | 7,80 nA/umolL™
Glutationa
1,33 pA/mmolL™ 0,36 pmolL™
Tiossulfato Hexacianoferrato de 5,00 umoIL'l‘ 20,00 mmolL™ 42
niquel (1)
0,46 pA/umolL™ 0,24 pmolL™
Hidrazina P6 de Ni e 1,00 umolL™~ 50,00 mmolL" | E 0,26 pA/umolL™ e 0,28 umolL™ 26
E Hidroxilamina hexacianoferrato de e 1,00 umoIL'l‘S0,00 mmolL?
niquel
0,16 pmolL™~20,00 mmolL™ - 7,10 umolL™

Acido oxalico

Ftalocianina de cobalto

10
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Outra proposta consistiu na eletrodeposicdo de filmes de PbO,, sobre a
superficie dos eletrodos de carbono cerdmico (ECC| PbO, preparado com MTMOS e
grafite) e aplicado como sensor de pH em amostras de suco comerciais. Duas
diferentes estruturas cristalinas de a e B PbO,, foram utilizadas resultando em
respostas similares. Estudos comparativos em amostras de suco de laranja e maca,
com eletrodos de vidro convencionais demonstraram respostas similares com as do
ECC| PbO,, o que indica que estes podem ser utilizados no monitoramento de pH.*!

Recentemente alguns trabalhos tém utilizado nanoparticulas de platina na
modificacdo de eletrodos compdsitos.****! Razmi et. al. prepararam um filme de poli
(o-fenilenodiamina) eletropolimerizado em um eletrodo de carbono ceramico,
incorporando nanoparticulas de Pt (sendo denominado Pt|PoPD|CC) visando a
investigagdo do eletrodo resultante para a oxidacdo eletrocatalitica de metanol. O
estudo resultou em uma maiores valores de corrente do eletrodo proposto quando
comparado aos resultados do mesmo processo de modificacdo substituindo o
carbono cerédmico por carbono vitreo e Pt. Além disso o Pt|PoPD|CC apresentou
estabilidade e reprodutibilidade durante as duas semanas de estudo. ¢

1.2.3.1.2 Modificadores organicos

Mediadores redox organicos também tém sido explorados na modificacao
dos eletrodos de carbono ceramico. Sheng, Yu e Zheng utilizaram o composto
violeta de pirocatecol para a modificacdo de um ECC preparado com grafite e o
precursor metiltrimetoxisilano, na deteccdo amperométrica de peroxido de
hidrogénio, resultando em um eletrodo com sensibilidade consideravel, conforme os
dados da tabela (Tabela 2).”!

A adsorcdo de azul de metileno no ECC obtido pelo processo sol-gel
contendo particulas de silica e Oxido de zirconio, resultou em uma importante
aplicacao para os eletrodos compositos. Nesse sentido, Arguello et. al. aplicaram o
eletrodo composito resultante na determinacdo de acido ascoérbico, dopamina e
acido urico com consideravel separacao de picos, 74, 94, 181 mV respectivamente,
possibilitando a andlise simultanea de dopamina e acido Urico, sem a interferéncia

do &cido ascérbico.”’ Esse trabalho ilustra a importancia do aumento da
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potencialidade do eletrodo com a incorporacao de 6xido metalico conforme discutido
anteriormente, associado a propriedade de mediador de elétrons do azul de metileno
(Tabela 2).

Outro exemplo de modificadores organicos foi descrito por Zhu et al. (2007)
que construiram um eletrodo de carbono vitreo ceramico (ECCV) modificado com
fenantroquinona, para a determinacdo amperométrica de iodeto. A modificacdo do
ECCV, possibilitou o estudo do iodeto através de cronoamperometria fixando-se o
potencial em 50 mV relativo ao eletrodo de Ag/AgCI. A faixa de resposta linear para
o analito foi de 6,00 umol L™ & 2,00 mmol L?, com alta sensibilidade e um limite de
deteccéo de 1,60 umol L™, sendo portanto segundo estes parametros analiticos um

6timo sensor para fons iodeto.!”!

1.2.3.1.3 Enzimas

Uma interessante aplicacdo para os compoésitos de carbono ceramico esta
relacionada com a construcao de biossensores. O processo sol-gel tem se mostrado
um Otimo método para imobilizacdo de enzimas, uma vez que possibilita o
encapsulamento das mesmas no interior da matriz inorganica em temperatura
ambiente, minimizando assim a sua desativacdo. O esqueleto de silica do compdésito
confere rigidez ao biossensor enquanto que a superficie organicamente modificada
garante que a agua ndo ira penetrar no seu interior. Por outro lado, o material de
carbono contribui para a condutividade elétrica além de proteger a enzima durante o
processo sol-gel. Mediadores redox também podem ser incorporados juntamente
com a enzima na matriz, de modo a facilitar o processo de transferéncia de
carga.l®4]

Dentro deste contexto, a enzima HRP, foi incorporada ao ECC preparado
com grafite e o precursor (3-mercaptopropil) trimetoxisilano (MPTMOS), através da
interacdo da enzima com o grupo tiol presente na superficie do ECC. Sobre o
material resultante adicionou-se uma monocamada de nanoparticulas de Au (nano-
Au) que agiu como um mediador ativo. O biossensor obtido foi utilizado na deteccéo
de H,O, em meio a hidroquinona a qual foi empregada como mediadora de elétrons.

Os resultados mostraram que a HRP imobilizada em conjunto com as nano-Au sobre
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o ECC facilitou o processo eletrocatalitico de redugdo do H,O,, com boa
sensibilidade, uma grande faixa linear (0,12 umol L™ - 1,10 mmol L ™), além de um
baixo limite de detec¢éo (6,1 umol L™).1"

Um biossensor para glicose foi construido pela deposicao eletroquimica do
Polipirrol (ppy) em presenca de glicose oxidase sobre a superficie de um eletrodo de
carbono ceramico com HRP incorporada durante o processo sol-gel. A deteccéo de
glicose foi realizada em 0,16 V (versus eletrodo de calomelano saturado) em meio a
solucéo de tampao fosfato (pH 6,9). O biossensor apresentou uma faixa de resposta
linear entre 0,80 e 0,13 umol L™, mantendo a sensibilidade inicial para o analito com
uma estabilidade de deteccdo 92% apOs a primeira semana, e 62 % apos 3
semanas.®” Na Tabela 2 estdo resumidas as caracteristicas de alguns sensores
modificados com compostos organicos e biossensores eletroquimicos a base de

carbono ceramico, descritos na literatura.



Tabela 2 - Exemplos de sensores modificados com compostos organicos e biossensores a base de carbono ceramico.
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Analito Tipo de modificador Faixa de resposta linear Sensibilidade Limite de deteccdo | Ref
Modificadores organicos
5,37 umolL™ - 6,15 mmolL™ _
H,0, Azul de toluidina 2,15 ymolL™ 48
H,O, Violeta de pirocatecol 7,80 umoIL'1 - 0,16 mmolL?
(VP) 11,20 nA/umolL™ 4,00 pmolL™ 5
lodeto Fenantroquinona 6,00 umolL™ - 2,00 mmolIL™? | 6,95 pA/mmolL™
1,60 pmolL™ 27
o _ _ 10,00 pmolL™ - 1,60 mmolL™"/ | 21,90 pA/mmolL™ 8,30 umolL™*
Acido ascorbico, Azul de metileno 6,00 umolL™ - 0,10 mmolL™ | 482,80 pA/mmolL™ 1,70 umolL™ 9
dopamina 22,00 pmolL™ - 0,35 mmolL™ | 120,15 pA/mmolL™* 1,70 pmolL™
E &cido Urico
Biossensores
0,12 pmolL™ - 1,10 mmolL™ _
H,0, Horseradish peroxidase 6,10 umolL™ 47
Glicose oxidase/ _
Glicose Horseradish peroxidase 0,80- 0,13 umolL™ 1,11 pAmmolL™ 30
NADH Acido clorogénico 1,00 umolL™ - 0,12 mmolL™ 25,00 nA molL™ 0,20 umolL™ 49
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1.2.4. Métodos de Caracterizagéo
1.2.4.1 Caracterizacao eletroquimica

Os métodos voltamétricos baseiam-se na medida da corrente em funcao do
potencial aplicado a um eletrodo, sob condicbes de completa polarizacdo de
concentracdo. As informacdes qualitativas e quantitativas de uma espécie quimica
sdo obtidas a partir do registro de curvas corrente-potencial, feitas durante as
reacdes de oxidacdo e reducdo dessa espécie.’® Para a realizacdo de um estudo
de voltametria ciclica s&@o utilizados um eletrodo de trabalho (estacionario e
pequeno), juntamente com um eletrodo de referéncia e um contra-eletrodo (ou
eletrodo auxiliar) constituindo o sistema convencional de trés eletrodos.®%? O
trabalho de Heyrovsky e Kuceras em 1922 foi o pioneiro utilizando-se a técnica,
inicialmente chamada de polarografia. Atualmente, existem diversas técnicas de
voltametria que sado utilizadas pelos quimicos inorganicos, fisico-quimicos e
bioquimicos para fins analiticos. Entre os exemplos de técnicas voltamétricas, pode-
se citar a voltametria ciclica, voltametria de pulso diferencial e voltametria de onda

quadrada, entre outras.®"

1.2.4.1.1 Voltametria ciclica

Das diferentes técnicas eletroquimicas a voltametria ciclica (VC) € a técnica
mais comumente usada para analises qualitativas sobre os processos redox de
eletrodos em geral. A técnica consiste na realizacdo da varredura do potencial direto
e inverso em varios ciclos sucessivos em funcdo do tempo sobre o eletrodo de
trabalho, observando-se os picos catodicos e anddicos da espécie eletroativa. Gera-
se entdo um voltamograma que consiste num gréafico de corrente em funcdo do
potencial, fornecendo informacgdes qualitativas e quantitativas.®

Nesse sistema, analisa-se a resposta da corrente do eletrodo de trabalho, em
solucéo aplicando-se um potencial de onda triangular, representado na Figura 4. O
potencial aplicado no eletrodo de trabalho, utilizando-se um potenciostato € medido

relativamente a um eletrodo de referéncia (onde o Ag/AgCl e o eletrodo de
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calomelano saturado sdo os mais utilizados), no qual ndo ha fluxo de corrente, e o

circuito é completo pelo contra eletrodo (geralmente um fio de platina).*?

EA
E | — _

max

min

Figura 4 - Variagdo do potencial aplicado com o tempo em voltametria ciclica, mostrando o potencial

- N . L - 52
inicial, E;, o potencial final, E;, 0s potenciais maximo, Es, € minimo, Emm.[ ]

O potencial no inicio da varredura varia linearmente de um valor no qual
nenhuma reducao ocorre. Com o aumento do potencial para regiées mais negativas
(catddica) ocorre a reducao do composto em solucdo, gerando um pico de corrente
proporcional & concentracdo deste composto, quando o potencial ja tiver atingido um
valor no qual nenhuma reacéo de reducdo ocorre, o potencial € varrido no sentido
inverso. O grafico da corrente versus potencial é chamado de voltamograma.®

Os principais parametros analisados nos voltamogramas ciclicos sdo os
potencias de oxidacdo e reducdo (Epa e Epc, respectivamente), as correntes de
picos anddicas e catddicas (Ipa e Ipc, respectivamente). A corrente total € dada pela
soma da corrente capacitiva com a corrente faradaica. A corrente faradaica ocorre
devido a reacdo no eletrodo e a corrente capacitiva devido a contribuicdo da carga
da dupla camada elétrica. Quando as velocidades de varredura sdo elevadas, a
corrente capacitiva deve ser subtraida de modo a obter valores exatos das
constantes de velocidade.®™ A Figura 5 ilustra um voltamograma ciclico com os

principais parametros de analise.
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Figura 5 - Voltamograma ciclico tipico de espécies redox em solu¢cdo e 0s principais pardmetros

obtidos a partir do mesmo.

Os picos catodicos e anddicos crescem a cada varredura quando ha
adsorcdo no eletrodo. O crescimento dos picos é interrompido quando ocorre
saturacdo na superficie do eletrodo. Se o sistema for reversivel, isto é, se a
quantidade de cargas envolvidas nas varreduras catodicas e anoddicas forem iguais,
0 crescimento ird ocorrer no mesmo potencial. A técnica possibilita a avaliacdo dos
processos de oxidacdo, reducdo, reversibilidade, mecanismos de reacfes redox,
formacdo de intermediarios e adsorcdo sobre eletrodos. A desvantagem desta
técnica estd no fato de ndo conseguir determinar espécies com concentracdes
abaixo de 10 a 10° mol L.

A partir da andlise dos parametros eletroquimicos é possivel determinar se
0 sistema € reversivel, irreversivel ou quase-reversivel. Sistemas reversiveis sao
caracterizados por uma separacdo de potenciais de pico de Epa-Epc= 59 mV/n
(onde n € o numero de elétrons envolvidos na semi-rea¢do), sendo este valor
independente da velocidade de varredura e uma relacdo Ipa/lpc igual a 1, com
valores de Ipa e Ipc linearmente dependentes da raiz quadrada da velocidade de
varredura (v*) (Equacdo 1). Para uma reacdo reversivel em eletrodo planar, a
cinética da reacao de transferéncia de carga é rapida, ou seja, Ks > 10" cm s™ (onde
Ks é velocidade de transferéncia de carga), neste caso apenas a etapa de
transferéncia de massa sera responsavel pelo processo. A corrente do pico (em

amperes) neste caso é dada por:
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Ipc = (2,69.10°) n?® AD, Y2 v C,
Equacéo 1

sendo n o0 numero de elétrons envolvidos no processo, A area do eletrodo
(cm?), Do é o coeficiente de difusdo (cm?s™), Co é a concentracdo da espécie em
soluggo (mol cm™), e v a velocidade de varredura (Vs™).*?

Numa reacao reversivel onde a reagdo ocorre com velocidade suficientemente
alta para estabelecer um equilibrio dindmico na interface, a equacdo de Butler-
Volmer se reduz na equagéo de Nernst (Equacgao 2) :

E= E° - 0,059 log A
n

Equacéo 2

onde E é o potencial, E° é o potencial padrdo, A é a razdo entre as atividades
dos produtos e reagentes, cada uma delas elevadas aos respectivos coeficientes
estequiométricos e n é o numero de elétrons envolvidos na reagdo global da
célula.5?54

Em sistemas quase-reversiveis, a diferenca de potencial AE aumenta com o
aumento da velocidade de varredura, verificando-se ao mesmo tempo, uma
diminuicdo das correntes de pico quando comparadas a sistemas reversiveis. Na
reacdo quase-reversivel (10" > Ks > 10° cm s™), a corrente é controlada pela etapa
de transferéncia de massa e pela etapa de transferéncia de carga e a equacao de
Nernst é aproximadamente satisfeita.

No caso de sistemas irreversiveis os valores de AE geralmente sdo muito
elevados.®” Nessa caso a velocidade de transferéncia de carga é lenta quando
comparada com a velocidade de varredura (Ks < 10° cm s™), as concentracdes das
espécies oxidadas e reduzidas nao serdo mais funcdo apenas do potencial,
possuindo um comportamento ndo nernstiano. Portanto os termos a (coeficiente de
transferéncia) e Ks devem ser considerados. Nestas circunstancias, a equacao que

descreve a corrente de pico (Ipc) é dada por:

Ipc = (2,99.10°) n (an)*? ACy Dg*2 v}/
Equacéo 3
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Desta forma, o voltamograma costuma apresentar apenas pico anédico, que ira
deslocar-se com o aumento da velocidade de varredura. Além disso, este pico varia
também com a e Ks.*?

Baseando-se nos parametros apresentados, a técnica de voltametria ciclica
tem sido amplamente utilizada para caracterizagdo de eletrodos. Um exemplo de
aplicacdo da VC na caracterizacdo de eletrodos compdésitos foi apresentado no
trabalho de Salimi et. al. que desenvolveram um eletrodo de carbono ceramico
modificado com po6 de niquel para a deteccdo de derivados sulfdricos tais como
S05%, S,04%. O estudo em diferentes velocidades de varredura em meio ao
eletrdlito NaOH ndo demonstrou variagdo entre os potenciais de pico sob diferentes
velocidades de varredura (Figura 6), sugerindo a estabilidade do sistema em estudo.
A razado das correntes Ipa/lpc encontrada foi aproximadamente igual a um e estas
foram diretamente proporcionais a velocidade de varredura apresentando um
comportamento tipico de espécies confinadas. Além disso, ndo houve deslocamento
de potenciais de pico com o aumento da velocidade, sugerindo que a transferéncia

de elétrons é facilitada nessa faixa de velocidade.%

Current(pA)

Corrente/ pA

-50

0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6
Potenciall v vs SCE

Figura 6 - Voltamogramas ciclicos do ECC modificado com niquel em solugéo de 0,1 molL™ de NaOH

(pH 13), em diferentes velocidades de varredura: 10 a 100 mVs ™. Gréfico Inserido: Relacdo entre a
(39]

corrente e a velocidade de varredura.
Zheng et. al. aplicaram a técnica de voltametria ciclica para quantificacdo de
hidrazina. Para tanto foi utilizado um ECC modificado com hexacianoferrato de

bismuto, variando-se a concentracéo do analito de 0,4 a 10,0 mmol L™ (Figura 7). O
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estudo resultou em uma relag&o linear entre a corrente de pico e a concentracdo da
espécie analisada indicando uma possivel aplicacdo deste eletrodo como sensor

para hidrazina.*!
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Figura 7 - Voltamogramas ciclicos do BIHCF/ECC em diferentes concentragdes de hidrazina. Figuras

inseridas (A) Voltamogramas do eletrodo ndo modificado na auséncia da hidrazina [a], e na presenca

de 0,4 mmol L'l[b]_ (B) Curva analitica entre Ip e diferentes concentragdes de hidrazina.[4l]

1.2.4.1.2 Voltametria de onda quadrada

A voltametria de onda quadrada (VOQ) é uma das técnicas voltamétricas de
pulso mais rapidas e sensiveis. Os limites de detec¢cdo podem ser comparados aos
das técnicas cromatograficas e espectroscopicas. Inicialmente foi definida como
polarografia de onda quadrada por Geoffery Barker et. al. em 1953 quando
estudavam uma maneira de compensar a corrente capacitiva residual obtida nas
andlises polarograficas."™® Em 1969, Ramaley e Krause®® utilizaram eletrodos
estacionarios, eliminando assim a influéncia dos ruidos intensificados pelo uso do
capilar de mercurio. Eles substituiram a rampa linear de potencial por uma variacao
na forma de escada, surgindo entdo a voltametria de onda quadrada que utilizava
uma variagdo de potencial na forma de onda, aliada a uma rampa de potencial na
forma de escada, gerando um pico simétrico que poderia ser utilizado para

determinacdes analiticas.”!
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7z

A forma da curva de corrente-potencial &€ proveniente da aplicacdo de
potenciais de altura AEs (incremento de varredura de potenciais), que variam de
acordo com uma escada de potencial com largura a (amplitude do pulso de
potencial) e duracdo t (periodo). Na curva de potencial-tempo, a largura do pulso
(t/2) é chamada t e a frequéncia de aplicacdo dos pulsos é chamada de f e € dada
por (1/t). As correntes elétricas sdo medidas ao final dos pulsos diretos e reversos e
o sinal & obtido como uma intensidade da corrente resultante (Al) de forma
diferencial, e apresenta excelente sensibilidade e grande diminuicdo das correntes
capacitivas. Esta medida precede um tempo inicial (ti) onde o eletrodo de trabalho é
polarizado a um potencial onde a reacao redox ndo ocorre. A Figura 8 apresenta a
forma de aplicacdo do potencial da VOQ. O pico voltamétrico resultante apresenta

posicao, largura e altura caracteristicas do tipo de sistema redox avaliado.*®

N
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Figura 8 - Forma de aplicacdo do potencial na voltametria de onda quadrada.[58]

A VOQ tornou-se uma das técnicas de pulso mais empregadas na
determinacao analitica, por fornecer resultados tdo sensiveis quanto aqueles obtidos
nas técnicas cromatograficas ou espectroscopicas, com a vantagem da amostra nao
necessitar de nenhum tratamento ou separacao prévia, 0 que minimiza o tempo e o
custo das analises.®®

As vantagens da VOQ ampliam a aplicagcdo da mesma em determinacdes
eletroanaliticas. Nesse sentido, Adarkani et. al. utilizaram medidas VOQ no estudo
da determinacdo simultanea de dopamina em meio a acido Urico e cisteina
utilizando-se um eletrodo de pasta de carbono modificado com nanoparticulas de

TiO, (EPC/TiO,). A oxidacdo da DA foi estudada na faixa de 8,0-1400 umol L™,
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obtendo-se um limite de deteccdo de 8,4 x 107 mol L* (pH = 7,0). A andlise
simultanea resultou em dois picos redox sendo um referente a DA (em 155 mV) e

em regides mais positivas (574 mV) o pico resultante da cisteina (Figura 9).>°

0.1 0.2 05 0.8

E/Vwvs SCE
Figura 9 - Voltamogramas de onda quadrada do eletrodo EPC/TiO, na presenca de uma
concentracao fixa de DA (0,1 mmol L) em meio a tamp&o fosfato (pH 7.0) contendo e diferentes

concentracdes de cisteina (10 - 2000 pmol L™).*!
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1.2.4.2 Caracterizagdo morfolégica por microscopia eletrénica de varredura

Atualmente, informacfes de alta resolucdo sobre superficies sdo obtidas por
trés técnicas: a microscopia eletronica de transmissao (MET), a microscopia de forca
atdmica (AFM), e a microscopia eletrdnica de varredura (MEV), sendo esta Ultima
apresentada na sequéncia com maiores detalhes por ter sido utilizada no
desenvolvimento do trabalho*%¢%

Na microscopia eletrénica de varredura os sinais de maior interesse para a
formacéo da imagem sdo os elétrons secundarios e os retroespalhados. A medida
que o feixe de elétrons primarios vai varrendo a amostra estes sinais vao sofrendo
modificacdes de acordo com as variacdes da superficie. Os elétrons secundarios
fornecem imagem de topografia da superficie da amostra e sdo 0s responsaveis pela
obtencdo das imagens de alta resolucdo, jA os retroespalhados fornecem imagem
caracteristica de variacédo de composicéo.'®”!

A Microscopia eletrdnica de Varredura fornece informacdes morfolégicas e
topograficas sobre as superficies de solidos, fatores fundamentais para entender o
comportamento das mesmas. O aumento maximo conseguido pelo MEV fica entre o
microscépio 6tico e o Microscopio Eletrénico de Transmisséo. A grande vantagem do
MEV em relacdo ao microscopio 6tico € sua alta resolucdo, na ordem de 2 a 5 nm
(20 - 50 A°) - atualmente existem instrumentos com até 1 nm (10 A°) - enquanto que
no 6tico é de 0,5 ym. Comparado com o MET, a grande vantagem do MEV esta na
facilidade de preparacdo das amostras. A elevada profundidade de foco (imagem
com aparéncia tridimensional) e a possibilidade de combinar a andlise
microestrutural com a microandlise quimica também sdo fatores que contribuem
para o amplo uso desta técnica.®

O Microscoépio Eletrénico de Varredura (MEV) se tornou um instrumento
imprescindivel nas mais diversas areas: eletrbnica, geologia, ciéncia e engenharia
dos materiais, ciéncias da vida, etc. Em particular, o desenvolvimento de novos
materiais tem demandado um numero de informacdes bastante detalhado a cerca
das caracteristicas microestruturais destes, sO possivel de ser observado no
MEV.[GO’Gl]

O MEV tem seu potencial ainda mais desenvolvido com a adaptagdo na
camara da amostra de detectores de raios-X permitindo a realizacdo de analise

guimica na amostra em observacdo. Através da captacdo pelos detectores e da
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andlise dos raios-X caracteristicos emitidos pela amostra, resultado da interagdo dos
elétrons primarios com a superficie, é possivel obter informac¢des qualitativas e
guantitativas da composicdo da amostra na regiao submicrométrica de incidéncia do
feixe de elétrons. Este procedimento facilita a identificacdo de precipitados e mesmo
de variagdes de composicao quimica dentro de um gréo. Atualmente quase todos os
MEV sé&o equipados com detectores de raios-X, sendo que devido a confiabilidade e
principalmente devido a facilidade de operacéo, a grande maioria faz uso do detector
de energia dispersiva (EDS).[*%

O uso da caracterizacdo morfologica explicou a melhor reatividade e
performance do eletrodo de carbono ceramico preparado com nanotubo de carbono
(ENC) sobre o ECC preparado com grafite nos estudos de voltametria ciclica em
meio a ferrocianeto de potassio foi justificada através das imagens de MEV (Figura
10). Os resultados indicaram que a estrutura tubular do nanotubo, favorece o
envolvimento de suas particulas pela estrutura de silica formada no processo sol-gel,
sendo esta configuracdo um dos fatores que determinam a maior sensibilidade de
corrente para o ENC. Além disso, as imagens também indicaram uma estrutura
porosa distribuida pela superficie (Figura 10a). Ao contrério, a estrutura tubular esta
ausente no compadsito preparado com grafite, j& que as estruturas lamelares desse
material de carbono apresentaram-se agregadas (Figura 10b).!"

doe X .
100nm WU 60mm S 5.0k, X30.000  100am WD 6 0mm

Figura 10 - Imagens de MEV (a) do eletrodo de nanotubo de carbono ceramico e (b) eletrodo de

carbono ceramico com grafite (aumento de 30000X, escala= 10pm).[7]
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A modificagdo de eletrodos compdésitos também pode ser monitorada através
das imagens de MEV. Heidari et. al. incorporaram nanoparticulas de platina no ECC
(preparado com o precursor hidrofilico metiltrimetoxisilano (MTMOS e grafite)
através da deposicao eletroquimica, visando a aplicagcdo como sensor para metanol.
A caracterizacdo do ECC modificado (Figura 11) demonstrou através das imagens
uma alta densidade globular de particulas de Pt com diferentes tamanhos agregadas

ao carbono ceramico.®

Figura 11 - Imagens de MEV do (A) ECC (B) Pt | ECC (ap0s a deposicéo de platina).[ss]
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1.2.5 Planejamento Fatorial

O procedimento mais utilizado para a otimizacdo de experimentos com mais
de uma variavel consiste em investigar uma variavel de cada vez. Procedendo desta
forma, acredita-se que as variaveis sdo mais facilmente controladas e que os
resultados sejam consequentemente, melhor interpretados. Entretanto, as variaveis
(ou fatores) podem interagir fortemente e, neste caso, a utilizacdo do procedimento
tradicional ndo permite a observacéo de tais interacdes. >

O planejamento fatorial € uma metodologia utilizada para a otimizacao de
experimentos onde as diferentes varidveis de interesse estudadas, sdo avaliadas
simultaneamente. Dessa forma existe a possibilidade de analisar as influéncias
significativas que cada variavel exerce sobre a resposta de interesse, assim como 0
efeito de interacdo entre variaveis. Para a realizacdo de um planejamento fatorial,
deve-se primeiramente determinar os fatores e as respostas de interesse para o
sistema estudado. Em seguida define-se o objetivo que se pretende alcancar com os
experimentos visando determinar o tipo de planejamento que deve ser utilizado.*?

Dentre os planejamentos fatoriais os do tipo 2% sdo os mais comuns. Segundo
a representacdo 29 tem-se que "a" € o nimero de fatores e 2 € o nimero de niveis
escolhidos, 0s quais permitem otimizar o sistema, com um pequeno numero de
experimentos, e principalmente tornam possivel a verificacdo dos efeitos entre os
fatores nos diferentes niveis estudados. Um numero reduzido de niveis né&o
possibilita explorar de maneira completa uma grande regido no espaco das
variaveis, entretanto é possivel observar tendéncias importantes para a continuacao
de um determinado estudo, como por exemplo a otimizacdo de um eletrodo, que
pode futuramente ser aplicado como sensor eletroquimico.!®*- !

Em funcé@o dos diferentes parametros que influenciam as caracteristicas de
eletrodos, e principalmente dos efeitos de interacdo ja observados por outros
autores utilizando-se métodos quimiométricos, este método é de grande importancia
para otimizacdo da preparacdo e obtencdo das respostas analiticas dos eletrodos
com o objetivo de aplica-los como sensores eletroquimicos.

Kubota et. al. empregaram essa metodologia para a otimizagdo da
preparacdo de um eletrodo de pasta de carbono modificado com riboflavina
imobilizada em suporte inorganico, utilizando-se um planejamento fatorial do tipo

232 niveis e 3 fatores), no qual foram analisados os seguintes fatores: a relacdo
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entre as quantidades de grafite e silica modificada (fator 1), a forma de preparacéo
(fator 2) e a concentragdo de eletrdlito suporte (fator 3).[¢l

Um planejamento fatorial 2% também foi empregado para otimizar parametros
experimentais, na obtencdo de um eletrodo de carbono vitreo modificado com
nanotubo de carbono, nafion e um complexo de niquel (Ni/Ciclan) para a deteccéo
de estradiol. Os trés fatores analisados foram a propor¢ao nanotubo dissolvida em
nafion (fator 1) a concentracdo desse ultimo (fator 2) e o numero de ciclos para a
eletropolimerizacdo do complexo de Ni (Fator 3). Observou-se uma interacdo de
segunda ordem significativa entre os fatores 1 e 3, verificando-se a resposta
otimizada na preparacao do eletrodo com 15 uL de solugcdo nanutubo em nafion (1%
m/V), utilizando-se 20 ciclos para a eletropolimerizagdo. O eletrodo foi
posteriormente aplicado na detec¢do de estradiol em proteinas livres de amostras de

soro humano.®]
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2. OBJETIVOS

Este trabalho tem como objetivo geral o estudo das condi¢cdes na preparacao

de eletrodos a base de carbono ceramico (ECC) além da modificagdo com uma

espécie mediadora de elétrons visando a aplicacdo dos eletrodos desenvolvidos

como sensores eletroquimicos.

Para que este objetivo geral fosse alcancado foram cumpridas as seguintes

etapas definidas abaixo:

v
v

Preparacao dos eletrodos a base de carbono ceramico.

Utilizagdio de um planejamento fatorial 2° para avaliar a resposta
eletroquimica a partir de dados obtidos pela técnica de voltametria
ciclica (correntes de pico (Ip) e separagdo entre os potencias de pico
(AEp) dos eletrodos de carbono ceramico obtidos a partir de diferentes
condicBes de sintese (parametros estudados: quantidade de HCI,
proporcao grafite/precursor e tipo de precursor).

Modificacdo do ECC com acido ferrocenocarboxilico (ECC/Ferroceno).
Caracterizacao morfolégica utilizando-se a técnica de microscopia
eletrbnica de varredura (MEV) e Espectroscopia por Energia dispersiva
(EDS).

Caracterizacao eletroquimica pelas técnicas de voltametria ciclica e
voltametria de onda quadrada.

Aplicacéo dos eletrodos preparados sob condicGes otimizadas na

deteccdo simultdnea de dopamina e acido ascorbico.
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3. PARTE EXPERIMENTAL

3.1 REAGENTES UTILIZADOS

Os reagentes utilizados na preparacao dos eletrodos foram: os precursores
trimetilmetoxisilano (Aldrich) tetraetoxisilano (Sigma-Aldrich), além da grafite (Fluka),
metanol (Aldrich) e HCI.(Synth) Como eletrdlito suporte utilizou-se NaCl (Vetec) e
tampéo fosfato (preparado com fosfato de s6dio monobasico e dibasico ambos da
fabricante Vetec). Para avaliar a aplicacéo dos eletrodos como sensores utilizaram-
se dopamina (Sigma) e acido ascorbico (Vetec).

3.2 SINTESE DO ELETRODO DE CARBONO CERAMICO E PLANEJAMENTO
FATORIAL

Primeiramente preparou-se a mistura hidrolisada (onde grupos alcoxidos do
precursor sdo convertidos em grupos do tipo silanol),** contendo 1,5 mL de metanol,
que atua como o solvente da reacdo, além de trés quantidades distintas de &cido
cloridrico 12 mol L™ [15 pL referente ao nivel (-), 25 uL para o nivel (0), e 35 uL ao
nivel (+)]. Adicionou-se ainda, quantidades variadas (conforme a Tabela 3) dos
precursores (MTMOS ou TEOS), mantendo-se o sistema sob agitacdo durante cinco

minutos, sendo realizado um planejamento fatorial para cada um dos precursores.

Tabela 3 - Propor¢cdes de grafite/precursor referentes ao nivel determinado pelos ensaios realizados

no processo de otimizagdo de experimentos.

(% m/m) Q) (0) (+)
Quantidade 50/50 55/45 60/40
Grafite 159 1,659 1849
Precursor * 1.5mL | 1,35mL | 1,20 mL

* MTMOS: d= 0,955 g/mL; TEOS: d= 0,934 g /mL
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A mistura obtida foi entdo adicionada em quantidades variadas de grafite
(Tabela 3), que também seguiram a propor¢do referente ao nivel do planejamento.
Apos esta etapa, introduziu-se o sol resultante em um tubo de vidro (area exposta de
aproximadamente 0,2 cm?), inserindo-se um fio condutor de niquel-crémio (Ni-Cr),
para o contato elétrico. Os eletrodos obtidos foram submetidos ao processo de
secagem a temperatura ambiente em um dessecador, durante o periodo de uma

semana. Na Figura 12 estd mostrado um esquema do eletrodo preparado.

=—> Fio de Ni-Cr

!
| \ Tubo de vidro

|

i —p Carbono Ceramico

Figura 12 - Eletrodo de carbono ceramico (ECC).

Foi realizado um planejamento fatorial, 2° analisando a interagdo entre as
diferentes condi¢Bes de preparacao e as propriedades eletroguimicas dos ECC na
presenca de 10 mL de solugdo do ferrocianeto de potassio (1,0 x10° mol L) em
meio ao eletrélito suporte (NaCl 0,5 mol L™, pH = 6,5). Os fatores estudados foram a
proporcao grafite/precursor, a quantidade de HCI, e o tipo de precursor, onde 0s
valores utilizados foram variados de acordo com os intervalos apresentado na
Tabela 4.

Tabela 4 - Fatores estudados no planejamento fatorial 2° com replicata do ponto central.

FATORES ) (0) +)
1) HCI (uL) 15 25 35
2) Grafite/precursor (% m/m) 50/50 55/45  60/40

3) Tipo de Precursor MTMOS - TEOS
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Apés as diferentes sinteses variando-se os fatores nos diferentes niveis
(Tabela 5), as respostas eletroquimicas dos ECC foram analisadas com relacdo as
correntes de pico anddica (lpa) e a variagdo dos potenciais de pico (AE,) dos
respectivos voltamogramas ciclicos referentes ao K4Fe(CN)g]. Foram calculados
com o auxilio do programa Statistica 8.0 os efeitos principais e os efeitos de
interacdo (segunda e terceira ordem) referentes as respostas estudadas. Observou-
se a presenca ou ndo de efeitos significativos comparando-se os valores de efeito
com a estimativa do desvio padréo calculado com os valores das replicatas do ponto

central.

Tabela 5 - Coeficientes de contraste para o planejamento fatorial 2°

ENSAIO HCI Proporcdo  Tipo

1 - - -
2 + - -
3 - + -
4 + + -
5 - - +
6 + - +
7 - + +
8 + + +
9 0 0 -

10 0 0 -

11 0 0 -

12 0 0 +

13 0 0 +

14 0 0 +
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3.3 SINTESE DO ELETRODO DE CARBONO CERAMICO MODIFICADO COM O
ACIDO FERROCENOCARBOXILICO (ECC/FERROCENO)

O ECC/Ferroceno foi preparado de acordo com o procedimento otimizado
usando o planejamento fatorial descrito no item anterior. Trés diferentes quantidades
de &cido ferrocenocarboxilico foram adicionadas (2,5; 5,0 e 10 mg) sobre a mistura
hidrolisada e 1,8 g de grafite. ApOs esta etapa, o0 sol resultante foi introduzido em um
tubo de vidro (area exposta de aproximadamente 0,2 cm?), inserindo-se um fio de
niquel-cromo (Ni-Cr) para contato elétrico. Os eletrodos foram submetidos ao

processo de secagem em temperatura ambiente por um periodo de uma semana.

3.4 ESTUDOS ELETROQUIMICOS

As medidas eletroquimicas foram realizadas em um potenciostato PalmSens®
(Palm Instrument BV) conectado a um microcomputador para a aquisicao dos dados.
As respostas eletroquimicas de potenciais e correntes de pico foram obtidas pelas
técnicas de voltametria ciclica (VC), e voltametria de onda quadrada (VOQ)
utilizando-se uma cela com capacidade de 10 mL e um sistema convencional de trés
eletrodos: contra eletrodo de platina, eletrodo de referéncia (Ag/AgCl) e o ECC,

como eletrodo de trabalho (Figura 13).

Figura 13 - Esquema da cela eletroquimica (A) Eletrodo de referéncia Ag/AgCl (B) Eletrodo de
trabalho [ECC] (C) Contra eletrodo de platina.
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O eletrdlito suporte utilizado foi o NaCl na concentracéo de 0,5 mol L™ (pH =
6,5) e nos estudos em diferentes pH este foi ajustado adicionando-se solugbes de
HCl e NaOH (1,0 e 0,5 mol L™). Os estudos de caracterizacdo por voltametria ciclica
do ECC foram realizados na presenca de KiFe(CN)¢] (1,0 mmol L™?). Todos os
ensaios por voltametria ciclica foram realizados a uma velocidade de varredura de
50 mVs™, exceto o estudo em diferentes velocidades onde esta variavel foi avaliada
na faixa de 10 a 100 mVs™. Os parametros de VOQ em presenca de DA foram
avaliados individualmente mantendo as demais condicdes fixas em: frequéncia =
100 s™, amplitude = 50 mV e incremento= 2,0 mV.

Para os testes da aplicacdo dos eletrodos como sensores eletroquimicos foram
preparadas solucdes estoque de dopamina e acido ascorbico (10 x10° mol L™Y), em
meio a tamp&o fosfato pH 7,0 (0,1 mol L™ ). A faixa das concentracdes dos dois
analitos na cela eletroquimica variou entre 0,2 a 1,0 x10° mol L™ (com intervalo de
0,1 mL entre as medidas) no estudo de VC e 1,0 a 2,5 pmol L™ na VOQ, sendo
estas resultantes da adicdo sucessiva da solucéo estoque.

No estudo da adicdo simultanea de dopamina e acido ascérbico utilizou-se a
técnica de voltametria de onda quadrada. Realizaram-se as medidas eletroquimicas
em diferentes concentracdes de dopamina na faixa de 1,0 a 2,5 umol L* e
concentracéo de fixa de &cido ascérbico de 0,1 x10° mol L™, de modo a obter uma
relacdo de &cido ascérbico cem vezes mais concentrado que a dopamina na cela

eletroquimica.

3.5 CARACTERIZACAO MORFOLOGICA E ANALISE QUIMICA

A caracterizacdo morfolégica dos ECC foi realizada a partir de micrografias
obtidas por microscopia eletrbnica de varredura (MEV). Para a analise do
ECC/Ferroceno foram obtidas imagens por dois modos: elétrons secundarios (ES) e
por elétrons retroespalhados (ERE). As medidas foram realizadas no equipamento
marca Shimadzu modelo SSX-550, no Laboratério de Microscopia Eletronica do
Departamento de Engenharia de materiais - UEPG. A andlise quimica qualitativa e
guantitativa foi obtida pela microanalise de energia dispersiva (EDS), com o

espectrofotometro acoplado no proprio microscépio eletrbnico de varredura. As
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amostras foram fixadas no porta-amostra utilizando-se uma fita condutora. As
micrografias dos ECC preparados foram obtidas com um aumento de 1500 vezes,
na escala de 10 um e as imagens do ECC/Ferroceno foram obtidas com aumentos

de 500 e 1500 vezes na faixa de 20 e 10 um.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 SINTESE DO ELETRODO DE CARBONO CERAMICO

O processo sol-gel de obtencéo dos eletrodos de carbono ceramico pode ser
explicado pela de hidrélise em meio acido do grupo alcoxido com a formacédo de
grupos reativos do tipo silanol, seguida da etapa da condensacéo dos grupos silanol,
ambas ocorridas via substituicdo nucleofilica bimolecular no atomo de silicio.*?
Abaixo estdo mostradas as reacdes de hidrélise dos diferentes precursores com

subsequente condensacédo dos grupos silandis em meio acido:
Reacdo de hidrdlise do MTMOS
CH3 Si (OCH3) 3+ H,G—> CHj3 Si (OCHj3), (OH) + CH;OH
Reacéo de hidrolise do TEOS
Si (OCH,CHg)s + 2H,0 —  Si (OCH, CHg) » (OH) » + 2 CH,CH3OH
Condensacao dos grupos silan6is em meio &cido:
=Si-OH+HO-Si=—> =Si-0-Si=+H;0

A dopagem do esqueleto de silica formado pela condensacdo dos grupos
silandis, ocorre na etapa posterior a sintese. Quando o material de carbono é
adicionado sobre a mistura hidrolisada, as particulas de grafite arranjam-se entre os
intersticios da matriz de silica, e apds a evaporacao do solvente o carbono ceramico
é obtido."*?

As caracteristicas dos eletrodos de carbono ceramico estdo diretamente
relacionadas a estrutura do precursor utilizado na obtencdo do compdsito. Um
exemplo dessa influéncia se reflete na diminuicdo das correntes de fundo de
eletrodos compdsitos, devido ao aumento da hidrofobicidade do precursor.® Em

funcdo disto, a escolha dos precursores MTMOS e TEOS (Figura 14) para a
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obtencdo dos ECC foi baseada na diferenca estrutural destes, permitindo dessa
forma verificar a influéncia dos diferentes precursores nas propriedades do ECC.

(A) (B)
TCHs OCH,
H,CO — si — OCH, H,C— si — OCH,
OCH; OCH,

Figura 14 - Estrutura molecular dos precursores (A) MTMOS (B) TEOS

Além disso, as propriedades fisicas (tais como, area superficial especifica,
tamanho médio dos poros) de um gel seco (o xerogel) dependem fortemente dos
parametros utilizados na obtencdo do processo de sol-gel, fato esse que motivou
primeiramente a utilizacdo do planejamento fatorial para otimizacdo das condicdes

de preparacédo do ECC.

4.2 PREPARACAO E CARACTERIZACAO DO ELETRODO DE CARBONO
CERAMICO

4.2.1 Planejamento Fatorial

A maior parte dos trabalhos recentemente publicados na area de eletrodos de
carbono ceramico avalia individualmente a influéncia dos parametros de preparagéo
desses eletrodos levando-se em consideragdo as propriedades eletroquimicas dos
mesmos.’Y Dessa forma, um estudo para a andlise do comportamento
eletroquimico de ECC obtidos a partir de dois tipos de precursores, TEOS e MTMOS
foi realizado empregando-se a metodologia de planejamento fatorial. Neste caso,
além de avaliar a influéncia de cada variavel sobre as respostas dos eletrodos, foi
possivel verificar a interacdo entre as mesmas. As variaveis estudadas foram: a
guantidade de HCI concentrado do processo sol-gel, proporcao grafite/precursor e o

tipo de precursor. Como esta ultima varidvel estudada é qualitativa, o planejamento
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fatorial completo com ponto central foi construido realizando-se uma triplicata com o
precursor MTMOS e outra utilizando-se o TEOS.

As respostas dos ECC foram analisadas por voltametria ciclica na presenca
de ferrocianeto de potassio (utilizado como molécula sonda). As respostas
eletroquimicas dos ECC foram analisadas com relacéo as correntes de pico anddica
(Ipa) para avaliar a sensibilidade do eletrodo e a variagdo de potenciais (AE) dos
respectivos voltamogramas ciclicos para verificar a reversibilidade do sistema. Os
resultados obtidos para os eletrodos preparados nas diferentes condicbes mostradas
na Tabela 6. A determinagcdo da estimativa do desvio padréo foi realizada a partir
das replicatas do ponto central, a fim de verificar os efeitos significativos de cada

variavel sobre as respostas dos eletrodos.

Tabela 6 - Respostas eletroquimicas para o planejamento fatorial 2.

ENSAIO HCI Propor¢édo  Tipo Ipa (uA) AE (mV)

1 - - - 5,83 198,8
2 + - - 9,61 234,6
3 - + - 10,34 165,7
4 + + - 0,22 389,6
5 - - + 0,33 4475
6 + - + 0,25 447,2
7 - + + 1,13 370,7
8 + + + 0,32 408,0
9 0 0 - 6,22 96,7
10 0 0 - 3,73 88,1
11 0 0 - 6,93 71,7
12 0 0 + 0,44 475,7
13 0 0 + 0,29 408,1
14 0 0 + 0,33 415,2

Analisando-se os resultados obtidos, uma maior sensibilidade de corrente
(Ipa=10,34 pA) e reversibilidade (AE=165,7 mV) na resposta eletroquimica foi obtida
para o ECC preparado com precursor MTMOS, 15 uL de HCI e proporcao 60/40%

m/m (grafite/precursor). No entanto, pode ser constatado que os dados
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eletroquimicos referentes ao ponto central preparado com o precursor MTMOS,
quando comparados ao ensaio 3, resultaram em menores valores de AE. Por outro
lado, essa mesma triplicata apresentou uma menor sensibilidade além do
deslocamento de potenciais de pico para regides mais positivas (Epa= 476,5 mV,
Epc= 404,8 mV) em relacédo ao ensaio 3 (Epa=334,6 mV, Epc= 168,9 mV). Como a
construcdo desse eletrodo visa a sua aplicagdo como sensor eletroquimico,
caracteristicas voltamétricas mais favoraveis foram obtidas para o eletrodo
construido a partir do ensaio 3.

O tratamento estatistico evidenciou que os fatores que obtiveram efeito
significativo (com 95% de confiangca) para os valores de Ipa, foram o tipo de
precursor, a interacdo entre quantidade de catalisador e a proporcao
grafite/precursor, assim como a interagao entre os trés fatores analisados (Tabela 7).
Essa interacdo de terceira ordem indica que para a obtencdo de uma melhor
sensibilidade de corrente os trés fatores estudados devem ser levados em

consideracao.

Tabela 7 - Efeitos calculados para um planejamento fatorial 2%,

Ipa (pA) AE (mV)
Média: 3,28 pA £ 0,32 Média: 301,2 mV £ 7,42

Efeitos Principais Efeitos Principais

1) HCI -1,81+0,84 1) HCI 74,2+ 19,6
2) Grafite/precursor -1,00+0,84 2) grafite/precursor 1,47 + 19,6
3) Tipo de precursor -5,68+0,64 3) Tipo de precursor 246,7 £ 14,8
Interacéo de 22 ordem Interac&o de 22 ordem

1x2 -3,66 + 0,84 1x2 56,4 + 19,6
1x3 1,36 + 0,84 1x3 -55,7+ 19,6
2x3 1,44+ 0,84 2x3 -59,5+19,6
Interacdo de 32 ordem Interacdo de 32 ordem

1x2x3 3,29+£0,84 1x2x3 -37,6£19,6

(valores em negrito) Efeitos estatisticamente significativos com 95% de confianca.
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Todos esses efeitos podem ser melhor visualizados através da interpretacao
geomeétrica dos dados mostrada na Figura 15. O efeito principal 3 (tipo de precursor)
para os valores de Ipa, pode ser visualizado na face correspondente ao precursor
MTMOS (nivel -), trés dos quatro vértices possuem valores de sensibilidade de
corrente maiores quando comparadas aos valores da face referente ao TEOS
(apenas o vértice +++ é mais sensivel comparados a face do MTMOS). J& o efeito
de interacdo entre os fatores 1 x 2 (face do cubo em destaque), pode ser observado
fixando-se a quantidade de HCI e o tipo precursor (niveis - -), um acréscimo de 4,51
A na sensibilidade de Ipa ocorre quando varia-se a propor¢cdo do menor para o
maior nivel. Porém fixando-se o tipo de precursor (nivel -), na quantidade de HCI no
nivel (+) a tendéncia de acréscimo de corrente ndo foi observada, pelo contrario
houve um decréscimo de 9,39 pA, evidenciando que o efeito da quantidade de HCI
depende da proporcéo grafite/precursor utilizada. Finalmente, o efeito de interacao
1x2x3 pode ser observado através da comparacao entre os vértices opostos (- + -,
ensaio 3) e o (+ - +, ensaio 5). Verifica-se que com a variacdo dos trés fatores ao
mesmo tempo, houve uma grande variacdo nos valores de Ipa (10,09 nA). Nenhuma
outra comparacao entre vértices opostos gera um valor dessa magnitude,
confirmando que a interagdo entre os trés fatores influencia diretamente sobre a

resposta de corrente do ECC.

+ -
o

L)

o

8 +

o

o Tipo de

_ - precursor

Figura 15 - Interpretacdo geométrica dos efeitos do planejamento fatorial 2° considerando os valores
de Ipa.
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A partir do célculo dos efeitos observou-se que para os valores de AE, todas as
interagbes de segunda ordem sé&o significativas, bem como a presenca da interacao
de terceira ordem, o que pode ser melhor visualizado pela interpretacdo geomeétrica
para os dados de variacdo de potencial (Figura 16). Neste caso, € possivel visualizar
a face correspondente ao precursor MTMOS (nivel -), que os quatro Vvértices
possuem menores valores de AE quando comparados aos da face referente ao
TEOS. Analisando-se a face com melhor resultado foi possivel observar o efeito de
interacdo 1x2, cuja interpretacdo indica um aumento na reversibilidade (diminuicéo
do AE) analisando-se o fator HCI fixo no nivel (-), e variando-se o fator proporgéo. Ao
contrario, uma diminuicdo de reversibilidade (representada pelo aumento de 155,0
mV) foi observado quando se fixa o fator HCI no nivel (+).

E importante salientar que uma baixa reprodutibilidade foi observada nas
triplicatas dos pontos centrais (estimativa de desvio padrao - Ipa: 1,68 pA e AE: 12,7
mV), provavelmente em funcdo de dificuldades no controle de algumas variaveis
associadas a construcdo do eletrodo (por exemplo: empacotamento da matriz de
carbono cerémico). Entretanto, € necessario esclarecer que a realizacdo de multiplas
medidas com um unico eletrodo fornece uma excelente repetibilidade (ver resultados
no item 4.2.3 Caracteriza¢do Eletroquimica do ECC Otimizado), o que, pelo menos

em principio, sugere uma boa potencialidade analitica.

370,7 }408‘0
+ 165,7 389,6
+ ./ Nl
=}
O
o
Q
(@3
E% 447 5 +
/ Tipo de
precursor

-1 198.E -

I

- HCI

Figura 16 - Interpretagdo geométrica dos efeitos do planejamento fatorial 2° considerando os valores
de AE.
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Comparando-se os valores de Ipa e AE obtidos através do planejamento fatorial
conclui-se que as melhores condi¢des para obtencéo dos ECC, seriam referentes ao
ensaio 3 [15 pL de HCI, propor¢ao 60/40 m/m (grafite/precursor) e precursor
MTMOS]. A maioria dos trabalhos publicados sobre carbono ceramico sem a
utilizacado do planejamento fatorial utilizam 50 uL de HCI e a proporgédo 50/50 m/m e
0 MTMOS como precursor.?3%3%4248 pgrém a diminuicdo da quantidade de HCI,!"!!

e a variacdo da proporgéo!**1®

pode conferir ao ECC propriedades eletroquimicas
diferenciadas.*? A utilizacdo de uma menor quantidade de HCI pode resultar em um
material cerdmico mais poroso, o que favorece a difusdo das espécies do
eletrélito.®® Por outro lado, a maior proporcdo de grafite em relacdo ao precursor
pode proporcionar um aumento na condutividade do ECC. Analisando-se o0s
voltamogramas dos eletrodos nestas condi¢cdes observa-se uma maior sensibilidade
de corrente para o ECC sintetizado com MTMOS, além de uma maior reversibilidade
do sistema (Figura 17A), em relacdo ao obtido com TEOS nas mesmas condi¢gbes
(Figura 17B). Essa maior reversibilidade (165,7 mV) é uma indicacao que 0 processo
de transferéncia de elétrons ocorre de maneira mais efetiva para o eletrodo

preparado com precursor MTMOS.

30

A 61 B
20/ Al
101
EL 0 < 2
- = o]
-101 =
'20‘/ 2| /] TEOS
ol MTMOS N
200 0 200 400 600 800 0 200 400 600 800 1000
E/mV vs Ag/AgCI E/mV vs Ag/AgCI

Figura 17 - Voltamogramas ciclicos dos ECC obtidos nas melhores condigées (15 yL de HCI, e
proporcdo 60/40 m/m) de preparacdo em meio a ferrocianeto de potassio 1,0 x10° mol L™, (A)
MTMOS (B) TEOS. Eletrélito suporte: [NaCl]= 0,5 mol L™, pH= 6,5, v = 50mVs™.
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4.2.2 Caracterizacao Morfoldgica

A caracterizacdo morfoldgica dos ECC foi realizada pela técnica de microscopia
eletrbnica de varredura (MEV). Para facilitar as comparacfes e gerar indicios que
possibilitassem explicar as diferentes respostas voltamétricas com 0s precursores
MTMOS e TEOS, as microscopias para os melhores e piores resultados
eletroquimicos foram obtidas. A imagem da amostra referente ao ensaio 3 do
planejamento fatorial [15 puL de HCI, propor¢ao 60/40 m/m (grafite/MTMOS)], indicou
uma menor compactacdo dos materiais compésitos obtidos, quando comparadas ao
ECC do ensaio 7 [15 yL de HCI, proporgéo 60/40 m/m (grafite/ TEOS)]. (Figuras 18A

e 18B respectivamente).

K- -
AccV Probe  Mag WD Det ; AccVY Probe  Mag WD Det
15.0k¥ 3.7 x1500 19 SE 15.0ky 3.7 x1500 19 SE

AccY  Probe Mag WD Det 5 AccY  Probe Mag WD Det
15.0k¥ 3.7 1500 19 SE 15.0ky 37 %1500 19 SE

Figura 18 - Imagens de MEV para os ECC (A) MTMOS (B) TEOS preparados com 15 L de HCI, e
proporcao 60/40 m/m (grafite/precursor) (C) MTMOS (1,8 g de grafite e 15 uL de HCI) (D) TEOS (1,8
7 g de grafite e 35 uL de HCI) (aumento de 1500X, escala= 10um).

Os mesmos estudos foram realizados com as amostras dos materiais

referentes as piores sensibilidades de corrente e reversibilidade observados pelo
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planejamento fatorial, ou seja, o ECC preparado com MTMOS (Figura 18 C) na
proporcao 60/40 m/m (grafite/precursor) e 15 uL de HCI, e o ECC obtido com TEOS
(Figura 18 D), na mesma proporcao de grafite/precursor, porém com 35 uL de HCI.
As imagens obtidas nas Figuras 18 C e 18 D indicaram uma maior compactacao do
carbono cerdmico, quando comparadas com as analises referentes aos ECC
preparados nas melhores condi¢des (Figuras 18 A e 18 B).

Relacionando-se as imagens de MEV obtidas, com a resposta eletroquimica
dos mesmos (Figura 17), sugere-se que uma estrutura morfolégica menos
compactada do ECC, provavelmente facilita o processo de transferéncia de elétrons
na interfase eletrodo-solucéo, proporcionando uma maior reversibilidade e melhor

definicdo dos picos voltamétricos.

4.2.3 Caracterizacao Eletroquimica do ECC Otimizado

Estipuladas as melhores condi¢des de preparagdo do ECC foram realizados os
estudos de voltametria ciclica para caracterizacdo do comportamento eletroquimico
do eletrodo otimizado verificando-se um par de pico redox em Epa= 355,7 mV Epc=
156,3 mV (AE=188,4 mV) atribuido ao processo redox apresentado pelo ferrocianeto
de potassio (Fe?*— Fe®"). Estudos em diferentes velocidades de varredura foram
realizados, resultando em uma relacéo linear entre os valores de corrente de pico
anodico e a raiz quadrada da velocidade (inserida na Figura 19). Esse resultado
indica que o processo de transferéncia de elétrons na interfase eletrodo-solucéo é
controlado apenas pela difusdo das espécies, o que possibilita a sua aplicacdo como

sensor eletroquimico.
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Figura 19 - Voltamogramas ciclicos do ECC obtido nas melhores condi¢des de preparacao [15 pL de
HCI, e propor¢cdo 60/40 m/m (grafite/MTMOS)] em meio a ferrocianeto de potéssio 1,0 x10° mol L™
em diferentes velocidades de varredura: 10 a 100 mVs™ Gréfico inserido: relacdo entre Ipa versus

v, Eletrélito suporte:[NaCl]= 0,5 molL™, pH= 6,5.

Para verificar a repetibilidade da resposta eletroquimica do ECC otimizado,
foram obtidos consecutivos voltamogramas ciclicos do eletrodo na presenca de uma
concentracdo fixa de K4[Fe(CN)g]= 1,0 x10° mol.L™}, numa velocidade de 50 mvs™.
O perfil voltamétrico obtido foi avaliado em funcdo dos valores de corrente de pico

anddica e do potencial de pico anddico (Figura 20).
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Figura 20 - Estudo da repetibilidade do ECC em meio a KiFe(CN)sJ=1,0 x10° mol L™
Condicdes: eletrdlito suporte: [NaCl]= 0,5 mol L™ e v= 50 mVs™. Variacdo em fungéo do nimero de

ciclos (A) Ipa (B) Epa
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Os resultados indicaram que mesmo apdés a aquisicdo de 100 ciclos de
varredura, ndo ocorreram variacdes significativas tanto de Epa (variacdo de 0,14 %),
qguanto de Ipa (variacao de 0,76 %), como pode ser visualizada nas Figuras 20 A e
20 B respectivamente, quando comparados aos voltamogramas inicialmente obtidos.
A resposta do ECC na presenca Ky[Fe(CN)e¢] também foi verificada em funcdo dos
dias (Figuras 21 A e 21 B). Os resultados apresentaram pequenas variacdes tanto
de Ipa (de 0,97 %) quanto de Epa (0,32 %). O resultado indica que os dias de uso
nao alteram a resposta do eletrodo. Essa estabilidade constitui outro fator

preponderante que favorece a aplicagdo do ECC como sensor eletroquimico.
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Figura 21 — Estabilidade do ECC em func¢éo dos dias de uso na presenca de K4[Fe(CN)g]=1,0 x10®
mol L™ (A) Correlacdo entre Ipa versus dias (B) Epa versus dias de uso.

4.3 ELETRODO DE CARBONO CERAMICO MODIFICADO COM ACIDO
FERROCENOCARBOXILICO (ECC/Ferroceno)

Uma alternativa para aumentar as aplicagbes dos eletrodos de carbono
ceramico como sensores eletroquimicos consiste na modificacdo destes materiais
utilizando espécies mediadoras de elétrons, tais como complexos organicos ou
inorganicos, bem como enzimas.?"3**%! Estes mediadores podem fornecer as
caracteristicas interessantes ao eletrodo, tais como a diminui¢cdo da separacao entre
os potenciais de pico e aumento da sensibilidade do eletrodo. ®*""® Ferroceno e
compostos derivados sdo exemplos de mediadores de elétrons em sistemas
eletroquimicos, tais como em reacdes enzimaticas,'*’? determinacdo de

ascorbato,” dopamina,” além de sensor para pH e oxigénio.”
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4.3.1 Caracterizagdo Morfoldgica do ECC/Ferroceno

A morfologia do ECC/Ferroceno foi estudada pela técnica de microscopia
eletrbnica de varredura (MEV) e a andlise quimica realizada por espectroscopia de
energia dispersiva (EDS) (Figura 22). Na etapa de gelatinizacdo do processo sol-gel,
o ferrocenocarboxilico foi adicionado a fim de modificar o eletrodo de carbono
ceramico. Pode ser observado a partir das imagens obtidas por elétrons secundarios
do ECC/Ferroceno (Figuras 22 A e 22 C), que o material obtido ndo apresentou
fases distintas. No entanto, as micrografias com emissdo de elétrons
retroespalhados indicam que os componentes estdo homogeneamente dispersos na
amostra, mas com alguma pequena aglomeracdo de particulas segregadas do

ferroceno (Figuras 7 B e 7 D).

AccY Probe Mag WD Det 3 AccY Probe Mag WD Det
25.0kV 35 x 500 18 SE 25 0kY 35 500 18 SBSE

AccY Probe Mag WD Det 3 AccY  Probe Mag WD Det
25.0kY 35 x1500 19 SE 25.0kY 35 x1500 19 SBSE

Figura 22 - Imagens de MEV do ECC/Ferroceno em (A) 500X e (C) 1500 X (B) 500X e (D) 1500 X (A
e C elétrons secundarios, B e D retroespalhados). Destaque em vermelho para a provavel particula

contendo ferro.
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A partir das informacdes contidas no espectro de EDS referentes as imagens
de MEV é possivel obter informag¢des qualitativas e quantitativas acerca da
composicdo da amostra.l®®% A andlise quantitativa de uma ampla regido da amostra
(referente a Figura 22 A) indicou uma porcentagem de 1,83 % em peso e 0,46% em
massa atdmica para as particulas de ferro, conforme o observado no espectro da
Figura 23 A, onde pode-se verificar também a os sinais referentes ao Si e ao C
presentes na amostra. Para confirmar que as regides mais claras das imagens
obtidas por elétrons retroespalhados, realmente tratavam-se de particulas de
ferroceno aglomeradas realizou-se a microandlise quantitativa da regido destacada
na Figura 22 D O espectro resultante indicou uma porcentagem de 72,38 % em peso

de ferro na amostra (Figura 23 B).
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Figura 23 - Espectro de energia dispersiva (A) Analise quimica da regido mostrada na Figura 7 B (B)

Analise quimica da regido destacada na Figura 22 D.
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A analise qualitativa do espectro 23 B mostra ainda a diminuicdo dos sinais no
espectro referentes ao carbono e ao silicio indicando, portanto que a regido
analisada € referente ao ferrocenocarboxilico presente na amostra do
ECC/Ferroceno.

4.3.2 Caracterizagdo Eletroquimica do ECC/Ferroceno

O eletrodo de carbono ceramico foi modificado com trés diferentes
quantidades de ferroceno (2,5 mg; 50 mg e 10,0 mg), sendo denominado
ECC/Ferroceno. Como a modificagdo com o ferroceno afeta apenas uma variavel na
preparacao do ECC e devido a auséncia de resposta voltamétrica em duas das trés
propor¢cdes estudadas nao foi realizado o planejamento fatorial para o eletrodo
modificado. A partir dos estudos de voltametria ciclica, verificou-se que somente o
ECC modificado com a maior quantidade de ferroceno apresentou picos redox, em
Epa = 390,3 mV e Epc = 298,7 mV (AE = 91,7 mV), como pode ser observado na
Figura 24. Os picos voltamétricos estdo provavelmente relacionados com o processo
redox do ferroceno para o ion ferroceno (Fc < Fc* + 1e-),”® uma vez que o ECC n&o

modificado ndo apresentou nenhum pico redox.

1009 —— EccrFerroceno 2,5mg
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Figura 24 - Voltamogramas ciclicos do ECC/Ferroceno preparados com diferentes quantidades de

ferroceno (v=50 mVs™, Eletrolito suporte: [NaCl]= 0,5 moIL"l).

Estudos voltamétricos em diferentes velocidades de varredura resultaram em

uma relacdo linear entre os valores de corrente de pico anddico e a velocidade de
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varredura (dado inserido na Figura 25), indicando que o ECC/Ferroceno apresenta
um comportamento tipico de espécies confinadas na superficie do eletrodo.

100
801 100 mvs®

R =0,998
0 20 40 60 80 100

-80 ] v/mvs®
0 200 400 600 800
E/mV vs Ag/AgCl

Figura 25 - Voltamogramas ciclicos do ECC/Ferroceno em diferentes velocidades de varredura: 10 a

100 mVs™ Gréfico inserido: relagéo entre Ipa versus v. Eletrolito suporte: [NaCl]= 0,5 molL™.

A estabilidade do eletrodo modificado foi verificada através de consecutivos
voltamogramas obtidos em presenca do eletrélito (Figura 26 A). O perfil voltamétrico
foi analisado em funcéo dos valores de corrente de pico anddico observando-se que
mesmo apos a repeticdo de 100 ciclos de varredura, as respostas de corrente de
pico ndo apresentaram variacdes significativas (Figura 26 B), indicando que o ECC/
Ferroceno é consideravelmente estavel o que favorece a aplicagdo como sensor

eletroquimico.
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Figura 26 — (A) Estudo de estabilidade (B) Correlacéo entre corrente de pico anddica e o nimero de

ciclos. (v=50 mVs™, Eletrélito suporte: [NaCl]= 0,5 molL™).
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O estudo da reprodutibilidade do ECC/Ferroceno em funcéo dos dias em meio
ao eletrdlito indicou um pequeno aumento de Ipa com variacdo de 1,42 % e uma
pequena variacdo de Epa (0,18 %) como pode ser visualizada nas Figuras 27A e
27B respectivamente. O resultado indica que os dias de uso nao alteram a resposta

do modificador, o0 que matem a eficiéncia do eletrodo.
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Figura 27 — Estabilidade do ECC/Ferroceno em fungédo dos dias de uso (A) Correlagéo entre Ipa

versus dias (B) Epa versus dias de uso.

4.4. ESTUDOS ELETROQUIMICOS PARA APLICACAO DO ECC/Ferroceno COMO
SENSOR

A dopamina (DA) é um importante neurotransmissor pertencente a classe
das catecolaminas e encontrado no sistema nervoso central de mamiferos. A
variacdo da quantidade desse neurotransmissor no organismo tem sido relacionada

a vérias doencas, tais como esquizofrenia e parkinsonismo.’"®

A principal
dificuldade em detectar DA in vivo a partir de medidas eletroanaliticas é devido a
interferéncia causada pelo acido ascérbico (AA), o qual geralmente é oxidado em
potencial muito préximo ao da DA.® Outro problema desta determinacdo esta
associado a relacao entre as concentracdes da dopamina e acido ascorbico no fluido
extracelular. O primeiro varia na faixa de 1x10” a 1x10 mol L™, enquanto o AA
varia numa concentragdo de 100 a 1000 vezes maior que o da DA. Como estas
espécies oxidam em potenciais muito préximos em eletrodos sélidos convencionais
dificilmente consegue-se uma determinacdo seletiva de DA por métodos

eletroquimicos em tais condicdes.®” Por estes motivos, o desenvolvimento de
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métodos para quantificacdo de dopamina e acido ascorbico no sangue e fluidos
bioldgicos é objeto de intensa investigacdo.[*##2 Compostos derivados de ferroceno
tém sido utilizados como mediadores de elétrons na modificacdo de eletrodos de
pasta de carbono® e carbono vitreo® para determinacdo de DA, e também na
preparacdo de filmes sobre superficies de ouro® e carbono vitreo para a deteccéo
de AA.1B4

4.4.1 Deteccgdo de Dopamina

4.4.1.1 Estudos de voltametria ciclica

Para verificar a possibilidade de utilizar o ECC e o ECC/Ferroceno como
sensores eletroquimicos, estudos em presenca de dopamina foram realizados pela
técnica de voltametria ciclica a fim de caracterizar o comportamento dos ECC frente

a este analito (Figura 28).

200 0 100 200 300 400 500 600
E/mV vs Ag/AgCI

Figura 28 - Voltamogramas ciclicos obtidos em 10 mL de [NaCl] = 0,5 mol L e v = 50 mVs™. (A)
ECC (B) ECC/ Ferroceno (C) ECC na presenca de [DA] = 1,0 x10° mol L™ (D) ECC/Ferroceno na
presenca de [DA] = 1,0 x10°® mol L™.
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O ECC sem modificagdo apresentou apenas a resposta de corrente
capacitiva em meio ao eletrolito de suporte (Figura 28A). Com a adicdo de 1,0
mmol L™ de DA (Figura 28 C) o ECC apresentou a resposta de sensibilidade de Ipa=
4,8 uA. Observou-se o processo de oxidacdo da espécie em 446,1 mV e de reducéo
em 346,0 mV (AE= 100,0 mV). Para uma melhor visualizacdo dos parametros
obtidos pelos voltamogramas, os resultados foram incluidos na Tabela 8.
Comparando-se com os voltamogramas do ECC/Ferroceno (Figura 28B), nota-se
que na auséncia de DA, este eletrodo apresentou um par de picos atribuido ao
processo redox do acido ferrocenocarboxilico em Epa = 391,1 mV e Epc = 298,0 mV
(AE = 93,1 mV) e uma sensibilidade de Ipa= 3,5 pA. Apés a adi¢cdo de DA (Figura
28 D), um consideravel aumento na corrente (Ipa= 14,5 pA) foi observado nas
mesmas regides de potenciais obtidos para o ECC/Ferroceno ou seja, Epa =
408,0 mV e Epc = 312,1 mV (AE = 96,1 mV), portanto com valores de Epa cerca de
38,0 mV menores do que observado para o ECC sem modificacdo além de maior

sensibilidade de corrente comprovando a atividade catalitica do ferroceno.

Tabela 8 - Resultados eletroquimicos obtidos para os eletrodos em meio a [DA] = 1,0 x10 mol L™

ECC ECC/Ferroceno
Respostas | Auséncia de DA | Presenca de DA | Auséncia de DA | Presenca de DA
Ipa 0 uA 4,8 uA 3,5 pA 14,1 uA
Epa - 446,1 mV 391,1 mV 408,0 mV
Epc - 346,0 mV 298,0 mV 312,1 mV
AE - 100,1 mV 93,1 mV 96,1 mV

As respostas dos eletrodos ECC e ECC/Ferroceno em presenca da espécie
de interesse foram atribuidas a oxida¢do da dopamina para dopaminaquinona. Este
processo redox é conhecido na literatura sendo caracterizado por apresentar dois

elétrons e dois prétons envolvidos na reac&o®®”, como representado na Figura 29.

OH

Figura 29 - Representacdo esquematica da oxidagcdo da dopamina para dopaminaquinona.

+ 2H" + 2¢
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Estudos no intervalo de 10 - 100 mVs™ apresentaram uma relac&o linear entre
a corrente de pico e a raiz quadrada da velocidade de varredura (Figura 30) tanto
para o ECC (R = 0,999), quanto para o ECC/Ferroceno (R = 0,996) indicando um
processo de transporte controlado por difusdo, o que é esperado para 0s sistemas

cataliticos e vantajoso para medi¢cfes quantitativas.
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Figura 30 - Relag&o entre Ipa versus v do ECC (A) e do ECC/Ferroceno (B) na presenca de [DA] =
1,0 mmol L. Condicées: [NaCl] = 0,5 mol L™.

Analisando-se também a relacdo Epa em funcéo da velocidade de varredura
na presenca de DA observa-se um pequeno deslocamento do potencial (variacdo de
0,67 %) para regibes mais positivas utilizando-se o ECC (Figura 31A). Entretanto o
ECC/Ferroceno demonstrou uma maior estabilidade com menor variagdo de Epa
(0,58 %) nas diferentes velocidades estudadas (Figura 31B).
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Figura 31 — Relag&o entre Epa versus v do ECC (A) e do ECC/Ferroceno (B) na presenga de [DA] =

v/mvs®*
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1,0 mmol L™ Condiges: [NaCl] = 0,5 mol L*ev=50mvVs™.
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Para confirmar que o efeito eletrocatalitico do ECC/Ferroceno na oxidagdo de

DA, os resultados obtidos dos voltamogramas ciclicos em diferentes velocidades

foram registrados no grafico de Ipa/v*?

8]

Vs v, apresentados na Figura 32, baseado no
estudo de Nicholson e Shain.

A adequacdo dos dados experimentais a correlagcdo proposta sugere que

quando o gréfico plotado Ipa/vY?

VS v promove uma curva exponencial, o processo
de transferéncia de elétrons é favorecido pelo ferroceno, estando estes resultados
semelhantes aos obtidos para outros sistemas eletrocataliticos para oxidacdo DA e

hidrazina.l®%

25+

20+
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[DA]= 1,0 mmolL*
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Figura 32 - Gréficos de Ipa/v’“ em funcédo da velocidade de varredura do ECC/Ferroceno. Dados

obtidos dos voltamogramas ciclicos registrados em diferentes velocidades de varredura (10 a 100

mVs™) em solugéo de NaCl 0,5 mol L-1 (pH = 6,5) contendo 1,0 mmolL™" de dopamina.

No entanto, o processo redox da dopamina envolve prétons, conforme visto
na Figura 29, conferindo ao pH do eletrélito um importante parametro que influencia
a sua oxidacdo.” Dessa forma, foram realizados estudos da resposta dos eletrodos
em diferentes pHs, analisando-se as medidas de corrente e potenciais de pico em
uma quantidade fixa de DA (1,0 mmolL™). Os resultados obtidos para o ECC
indicaram um pequeno acréscimo de Ipa com o aumento do pH (Figura 33A) e
pequena variagdo de potencial de pico (1,2 %) (Figura 33 B). Ja para o
ECC/Ferroceno verifica-se que os valores de Ipa nédo foram influenciados pelas
diferencas de pH (Figura 33 C), entretanto o potencial de pico € consideravelmente

deslocado para regides mais positivas com a diminuicdo do pH (Figura 33 D). O pKa
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da molécula de DA é 8,9 indicando que na faixa de pH estudada a forma reduzida de
dopamina (forma catiénica) é predominante.®™ Portanto quando o pH diminui a
reacao de oxidacao de DA ocorre com maior dificuldade resultando no deslocamento
de Epa para potenciais mais positivos, como pode ser observado na Figura 33D.
Este resultado € parecido com outros trabalhos encontrados na literatura. Um
exemplo é o trabalho desenvolvido por Salimi et. al. onde um eletrodo de carbono
ceramico similar demonstrou uma diminui¢cdo de Ep, com o aumento dos valores de
pH, além do aumento da resposta de corrente para a oxidacdo da dopamina na faixa
de pH 4-7.1
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Figura 33 - Efeito de pH para o ECC sobre os valores de: [Ipa (A) e Epa (B)] e para o
ECC/Ferroceno: [Ipa (C) e Epa (D)] em presenca de [DA]=1,0 x10°® molL™. Eletrélito suporte: [NaCl]
0,5mol L™

Analisando-se o comportamento dos eletrodos em diferentes concentracdes
de DA na faixa de 0,2 a 1,0 x10° mol L™ em meio a tampé&o fosfato pH 7,0 (0,1

mmol L™) verifica-se que a variacdo das correntes de pico é linear com aumento da
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concentracéo tanto para o ECC (Figura 34 A) quanto para o ECC/Ferroceno (Figura
34 B).

1291 0,2 mmolL* 259 — 0,2 mmolL*
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Figura 34 - (A) Voltamogramas ciclicos na presenca de DA em diferentes concentracdes (A) ECC (B)
ECC/Ferroceno (C) Comparac&o entre as curvas analiticas (v= 50 mV s™, Tampao fosfato pH=7,0)

A Figura 34 C mostra a curva analitica obtida para a relacao de Ipa vs [DA]
onde verifica-se pelas inclinacbes das retas uma maior sensibilidade para o
ECC/Ferroceno quando comparado ao ECC. Os dados contidos na Tabela 9
mostram ainda que o eletrodo modificado demonstrou um limite de detecgdo menor
do que o apresentado pelo ECC, sendo este eletrodo mais vantajoso para a

deteccdo de DA pela técnica de VC.
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Tabela 9 - Equacdes de calibracéo, e parametros analiticos obtidos pela técnica de voltametria ciclica
em meio a DA na faixa de concentracdo de 0,2 a 1,0 mmolL™.

Sensibilidade LOD *

Eletrodo Equacéao de reta R 1 1
MA/mmolL” mmolL’
ECC Y =118 +5,07 x 0,998 5,07 0,266
ECC/Ferroceno Y =0,25+13,2x 0,998 13,2 0,078

* Desvio padrédo do branco: ECC = 0,45 e ECC/Ferroceno = 0,34

4.4.1.2 Estudos de voltametria de onda quadrada

A VOQ é considerada uma das técnicas de pulso mais empregadas em
determinacdes eletroanaliticas, devido a alta sensibilidade que pode ser comparada
com resultados obtidos nas técnicas cromatograficas ou espectroscopicas,
apresentando a vantagem da amostra ndo necessitar de tratamento, minimizando o
tempo e o custo das analises.

No desenvolvimento de um método eletroanalitico faz-se necessario otimizar
0os parametros que possam influenciar a resposta voltamétrica.®> Portanto foi
realizado um estudo preliminar da influéncia das principais variaveis da técnica de
voltametria de onda quadrada que é considerada uma técnica mais sensivel do que
a voltametria ciclica, para a quantificacao eletroquimica de forma geral.

A frequéncia de aplicacdo dos pulsos de potencial (f) € uma das variaveis
mais importantes na voltametria de onda quadrada, pois é ela que determina a
intensidade dos sinais e, consequentemente, a sensibilidade do método. Neste
estudo observou-se que a medida que se aumentava a freqiéncia de aplicacdo de
pulsos de potenciais ocorria também um aumento na intensidade da corrente de pico
para o ECC (Figura 35A). Como foi encontrada uma relacéo linear entre f e corrente
utilizou-se 100 s™ para as anélises com o ECC que é considerada a condic&o padrdo
da técnica.®® Por outro lado, o ECC/Ferroceno apresentou uma acréscimo de
corrente até 60 s’ (Figura 35B), sendo este valor utilizado nas medidas

eletroquimicas.
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Figura 35 — Estudo dos parametros de voltametria de onda quadrada em meio a [DA]=1,0 mmol L™
Variacao de freqiiéncia (A) ECC (B) ECC/Ferroceno (Tampéao fosfato pH=7,0)

7

Na voltametria de onda quadrada a velocidade efetiva € o resultado do
produto da frequéncia de aplicacdo dos pulsos de potencial (f) pelo incremento de
varredura de potencial (AE). Deste modo, um incremento de varredura maior pode
aumentar o sinal obtido e melhorar a sensibilidade do método. No entanto, com
incrementos maiores podem ocorrer alargamentos nos picos obtidos e,
consequentemente, a resolucdo pode ser comprometida.®* Assim, este é um
parametro que também deve ser analisado. Os resultados para o ECC (Figura 36A)
indicaram uma pequena variacdo de corrente de pico apresentando um leve
aumento de sensibilidade com o incremento de varredura de 2 mV, valor este
utilizado também para as medidas com o ECC/Ferroceno, o qual apresentou

linearidade até este valor de AE (Figura 36 B).
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Figura 36 — Variacdo do incremento para o estudo dos parametros de voltametria de onda quadrada
em meio a [DA]=1,0 mmol L™ (A) ECC (B) ECC/Ferroceno (Tampéao fosfato pH=7,0)
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Outro parametro estudado foi a influéncia da variacdo da amplitude de pulso
(a) na corrente de pico para a oxidacdo da dopamina. Os resultados obtidos para o
ECC/Ferroceno (Figura 37B) mostraram que, para valores de amplitude menores
que 60 mV, o aumento da intensidade de corrente € linear, sendo que amplitudes
maiores parecem ndo atuar de modo significativo na sensibilidade para propdsitos
analiticos. O mesmo estudo com o ECC (Figura 37A) apresentou uma relagéo linear
na faixa estudada de (10 - 100 mV) sendo nesse caso utilizada a amplitude padréao
da técnica (50 mV). Sendo assim, a amplitude selecionada para o desenvolvimento

das andlises foi de 60 mV para o ECC/Ferroceno e 50 mV para o ECC.
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Figura 37 — Variagdo de amplitude para o estudo dos parametros de voltametria de onda quadrada
em meio a [DA]=1,0 mmol L™": (A) ECC (B) ECC/Ferroceno (Tampé&o fosfato pH=7,0)

ApOs a andlise dos trés principais parametros da técnica de VOQ as
condicBes otimizadas para o ECC foram: amplitude= 50 mV, frequéncia= 100 s™, e
AE= 2,0 mV. E para o ECC/Ferroceno: amplitude= 60 mV, frequéncia= 60 s™, AE=

2,0 mV), sendo estas utilizadas nas medidas eletroquimicas.

Primeiramente realizou-se o estudo em diferentes concentracdes de DA em
uma faixa de concentracdo 1000 vezes menor (1,0 — 2,5 umolL™) do que a andlise

feita pela voltametria ciclica. (Figura 38).
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Figura 38 - Voltamograma de onda quadrada em meio a DA em diferentes concentracdes (A) ECC
(amplitude= 50 mV, frequéncia= 100 s, AE= 2,0 mV (B) ECC/Ferroceno (amplitude= 60 mV,
frequéncia= 60 s*, AE= 2,0 mV). Tampao fosfato pH=7,0.

Além da maior sensibilidade da técnica de VOQ verifica-se um deslocamento
dos potenciais de pico de oxidacao para regides mais negativas (aproximadamente
Ep= 237 mV) tanto para o ECC como para o ECC/Ferroceno (Figura 39A). Esse
deslocamento é descrito por Souza et. al. como sendo resultado da influéncia da
velocidade, ou seja, ha VOQ quando altas velocidades sdo usadas a influéncia do
potencial de escada (AEs) aumenta e pode provocar deslocamento nos valores de
potenciais de pico.”® Observa- se também uma maior resposta de corrente de pico
para o0 ECC modificado o que ocorre provavelmente devido as propriedades
eletrocataliticas do modificador.
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Figura 39 - (A) Voltamogramas de onda quadrada obtidos para o ECC e ECC/Ferroceno na auséncia
e na presenca de [DA]= 2,5 umolL™: [I] ECC [ll] ECC/Ferroceno [Il] ECC em meio a DA [IV]
ECC/Ferroceno em meio a DA. (B) Curva analitica obtida em diferentes concentracdes de DA.
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As curvas analiticas obtidas em diferentes concentragfes (Figura 39B)
demonstram com maior clareza a diferenca de sensibilidade, j& que o coeficiente
angular da reta obtida para o ECC/Ferroceno (valores de corrente obtidos pela
diferencga entre o valor de Ip em meio a DA e o valor apresentado pelo eletrodo) é

maior do que o encontrado para o ECC (Tabela 10).

Tabela 10 - Equacbes de calibracdo, e pardmetros analiticos obtidos para o ECC pela técnica de
voltametria de onda quadrada na presenc¢a de DA na faixa de concentracdo de 1,0 a 2,5 pmolL™.

. Sensibilidade LOD *
Eletrodo Equacéao de reta R 1 1
MA/UmolL” pmolL”
ECC Y =6,86 + 3,15 x 0,997 3,15 1,523
ECC/Ferroceno Y =0,91+15,3x 0,998 15,2 0,431

* Desvio padrdo do branco: ECC = 1,6 e ECC/Ferroceno = 2,2

O limite de detecgao (LOD) de DA para os eletrodos foram calculados de
acordo com a Equacdo 4. Para o calculo considera-se s como sendo o desvio
padréo do branco obtido pela triplicata da resposta voltamétrica do eletrodo em meio

ao eletrdlito. O valor de sensibilidade (S) é obtido pela inclinacao da reta.

llop=3s

S Equacéo 4

O valor de LOD corresponde a menor quantidade de um analito que pode ser
detectada, porém, ndo necessariamente quantificada como um valor exato. Na
pratica, isto significa que esta € a menor concentracdo do analito que pode ser
diferenciada do ruido do aparelho com segurant;a.96 Portanto conforme demonstrado
na Tabela 10, o eletrodo modificado apresentou um limite de deteccdo menor
guando comparado ao eletrodo sem ferroceno. Isso representa que a modificacao
do eletrodo proporciona melhores condi¢gdes para aplicacdo como sensor.

Para verificar a repetibilidade da resposta eletroquimica dos eletrodos foi
realizado o estudo da variacdo de corrente dos voltamogramas ciclicos obtidos em
concentracdo fixa de dopamina (2,5 umolL™) em funcéo do nimero de ciclos, com
aquisicdo de até 100 ciclos de varredura. O perfil voltamétrico dos eletrodos foi
avaliado em relacdo a estabilidade das correntes de pico anddica. Os gréficos de Ipa

em funcéo do numero de ciclos dos eletrodos estudados séo ilustrados na Figura 40.
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Figura 40 - Correlacé@o entre a corrente de pico anddica e o nimero de ciclos em [DA]= 2,5 umoIL’l
(A) ECC (amplitude= 50 mV, frequéncia= 100 s, AE= 2,0 mV (B) ECC/Ferroceno (amplitude= 60 mV,
frequéncia= 60 s, AE= 2,0 mV). Tampéo fosfato pH=7,0.

De modo geral, nota-se na Figura 40 que ambos os eletrodos estudados em
uma concentracéo fixa de DA, apresentaram respostas de corrente com pequena
variacao, ou seja, 4,2 % para o ECC e 1,2% para o ECC/Ferroceno o que possibilita

a realizacao de varias medidas sem alteracdo nas respostas destes eletrodos.

4.4.2 Deteccao de Acido Ascorbico

4.4.2.1 Estudos de voltametria ciclica de onda quadrada

7

O principal problema em detectar DA in vivo é a interferéncia de &cido
ascorbico (AA), o qual pode ser oxidado em potencial muito proximo ao da DA o que
dificulta a determinagdo seletiva de DA por métodos eletroquimicos em tais
condi¢gbes. Portanto, a obtengcédo de sensores seletivos para DA na presenca de AA
tem sido o objeto de estudo de diversos pesquisadores.’®”!

O estudo dos eletrodos para a determinacdo do AA foi inicialmente realizado
pela técnica de voltametria ciclica, adicionando-se de 1,0 x10° mol L™ do analito em
meio a tampé&o fosfato pH 7,0. (Figura 41). Observa-se que a adicdo de uma
concentracdo consideravelmente alta de AA ndo proporcionou um aumento de
corrente para ECC (Figura 41A). Comportamento similar foi observado para o
ECC/Ferroceno (Figura 41B).
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Figura 41 - Voltamogramas ciclicos na presenca de AA em diferentes concentracdes (A) ECC (B)
ECC/Ferroceno (v= 50 mV s™*, Tampao fosfato pH=7,0)

Para verificar se realmente ndo ha a possibilidade de detectar o processo
eletrocatalitico do AA pela técnica de voltametria ciclica, e se o pH poderia
influenciar na resposta dos eletrodos modificados para AA foram realizados estudos
em diferentes pH em meio a solucdo de [NaCll= 0,5 molL™ na presenca da
concentracéo fixa de [AA]= 1,0 x10™ molL™. Verifica-se pelos voltamogramas ciclicos
referentes ao ECC (Figura 42A) que a variacdo do pH nao resultou na presenca de
sinal significativo para o analito. No entanto verificou-se que em pHs mais acidos
ocorreu um aumento da corrente a partir de 600 mV. No caso do ECC/Ferroceno,
este ndo apresentou alteracdes da resposta voltamétrica com a variacdo de pH
(Figura 42B) sendo observado um par de picos redox na mesma regido referente ao
processo da reacao do ferroceno.
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Figura 42 - Efeito de pH sobre o ECC (A) e ECC/Ferroceno(B) em presenca de [AA]=1,0 x10 *mol L’
! Eletrolito suporte: NaCl 0,5 mol L™, (v=50 mV s™)

al’’%l 3 oxidacdo do &cido ascorbico para

De acordo com a literatur
desidroascérbico (Figura 43) ° é mais favorecida em pH neutro que em meio &cido.
Baseando-se nessa informacdo e no valor de pKa= 4,2 considera-se que a forma
anibnica € predominante em pH mais altos constituindo a espécie

eletroquimicamente ativa envolvida no processo de transferéncia de elétrons.

OH OH

HO O s HO 0. ©
— + 2HT + 2¢

N\

Y

HO OH O// 0

Figura 43 - Representacdo esquematica da oxidacdo do &cido ascérbico para desidroascérbico

Os testes de VOQ para o acido ascorbico foram realizados nas mesmas
condicOes experimentais otimizadas para dopamina, ja que o interesse do trabalho
seria detectar a DA em meio ao AA. O ECC na presenca do AA ndo mostrou pico
voltamétrico referente a oxidacdo do mesmo (Figura 44A). Diferentemente, o ECC/
Ferroceno apresentou um Unico pico provavelmente atribuido a oxidacdo do AA em

68 mV vs Ag/AgCl, conforme apresentado na Figura 44B.
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Figura 44 - Voltamogramas de onda quadrada na presenca de AA (A) ECC (amplitude= 50 mV,
frequéncia= 100 st AE= 2,0 mV (B) ECC/Ferroceno (amplitude= 60 mV, frequéncia= 60 st AE= 2,0
mV). Tampéo fosfato pH=7,0.

Porém, para o ECC/Ferroceno, a variacdo da concentracdo de 4&cido
ascorbico ndo proporcionou aumento da resposta de corrente de pico (Figura 45).
Conforme discutido anteriormente, o pH 7 favorece a existéncia da forma anionica
do AA, sendo essa a responsavel pela resposta eletroquimica nestas condi¢des. O
pKa do ferrocenocarboxilico em solucéo € 4,2 e portanto em pH 7,0, provavelmente
a superficie do ECC modificado estar4 negativamente carregada.’®® Dessa forma,
uma hip6tese para este comportamento € que nestas condicbes o ECC/Ferroceno
provavelmente causara a repulsdo das espécies de AA, dificultando a chegada
destas a superficie do eletrodo, o que acarreta em uma menor sensibilidade do
eletrodo para estas espécies. Diferentemente, no caso da DA como estd é uma
molécula carregada positivamente a interagdo da mesma com a superficie do

ECC/Ferroceno é maior, o que facilita o processo de transferéncia de elétrons.



88

1,0 —— ECC/Ferroceno
—— [AA]= 2,5umolL™
084 —— [AA]= 5,0umolL™
' —— [AA]= 0,5 mmolL™
[AA]= 1,0 mmolL™
0,6 -
2
- 0,41
0,2
Vad
0,0 -

-20 0 20 40 60 80 100 120 140 160 180
E/mV vs Ag/AgCI

Figura 45 - Voltamogramas de onda quadrada do ECC/Ferroceno em diferentes concentragbes de
AA (amplitude= 60 mV, frequéncia= 60 s™*, AE= 2,0 mV). Tampéao fosfato pH=7,0.

4.4.3 Testes Eletroquimicos para a Determinagdo Simultanea de Dopamina e Acido

Ascoérbico

Os resultados mostrados nos itens anteriores mostraram que os eletrodos
sao eficientes sensores para a deteccdo de DA e nado apresentaram respostas
relevantes para AA, o que desperta o interesse na investigacdo da seletividade e
sensibilidade do eletrodo para a determinacao simultdnea de DA e AA.

Primeiramente, realizaram-se medidas de voltametria ciclica em uma
concentracdo fixa (1,0x10° molL-1) de DA e AA (Figura 46). Como ja discutido
anteriormente o ECC apresentou para a DA um par de picos redox em Epa= 446 mV
e Epc= 346 mV (AE= 100 mV), ndo sendo detectada a presenca de AA nas mesmas
condi¢cdes. Observa-se na Figura 46A, que na deteccdo simultdnea das duas
espécies, ocorre um aumento na corrente de pico devido provavelmente ao aumento
das espécies eletroativas na solugcdo na presenca do AA. A outra possibilidade
consiste na influéncia do AA na oxidacdo da DA, considerando-se que de acordo
com a literatura o acido ascérbico pode atuar como um mediador na reagdo de
transferéncia de elétrons da dopamina.®® Os voltamogramas do ECC/Ferroceno

(Figura 46B), apresentaram na auséncia de DA, o par de picos atribuido ao processo
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redox do acido ferrocenocarboxilico em Epa = 391 mV e Epc = 298 mV (AE = 93
mV). ApoOs a adicdo de DA, ocorreu um aumento da corrente de pico anodica em
uma regido de potencial proxima (Epa = 408 mV). O ECC modificado assim como o
ECC nao apresentou variagdo nos voltamogramas na presenca do AA. Para a
adicdo simultdnea das duas espécies verificou um pequeno deslocamento de Epa
para regides mais positivas (414 mV), além do aumento da sensibilidade de corrente
(Figura 46B).

16

——ECC

|—[AA]= 1,0 mmolL™ —— ECCI/Ferroceno

[DAJ= 1,0 mmolL™ —— [AA]= 1,0 mmolL*
—— [AAJ=[DA] 154 [DA]= 1,0 mmolL™
81 10] — [AAI=[DA]
“a o < 57 P4
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0- 5]
4. -10-
(A) 151 (B)
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E/mV vs Ag/AgCI E/mV vs Ag/AgCl

Figura 46 - Voltamogramas ciclicos na auséncia e na presenca de [AA] e [DA] na concentracdo de
1,0 mmolL™" (A) ECC (B) ECC/Ferroceno (em 0,1 molL™ de tampao fosfato, pH= 7,0 v= 50 mV s™).
Onde [AA]=[DA] adicdo simultdnea das duas espécies na mesma concentracéo.

O mesmo sistema foi analisado pela técnica de VOQ (Figura 47). Os
voltamogramas obtidos para o ECC né&o demonstraram variacbes para a detecgao
de DA (Figura 49A) na presenca de AA. Quando a DA e AA foram adicionados
simultaneamente na célula eletroquimica para o ECC/Ferroceno, foram observados
dois picos, em 50,4 mV (de menor intensidade) e 220,9 mV relacionados com as
reacoes redox de AA e DA, respectivamente (Figura 47B). Esses resultados
indicaram que a utilizacdo do ECC/Ferroceno possibilita a deteccdo de DA sem
interferéncia do AA, uma vez que oxida a um potencial diferente de DA (com uma
separacao de pico de aproximadamente 170,5 mV, similar a separacao relatada na

literatura ') e ndo aumenta linearmente com a variacdo da concentracdo do AA.
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Figura 47 — Voltamogramas de onda quadrada do ECC/Ferroceno na auséncia e presenca de AA e
DA ambos na concentracdo de 2,5 pmoIL'l em 01 molL™ de tampéao fosfato pH=7,0 (A) ECC (B)
ECCI/Ferroceno. ( f= 60 s, a = 60 mV e AE= 2.0 mV), sendo [AA]=[DA] adicdo simultanea das duas
espécies na mesma concentragao.

O ECCI/Ferroceno foi aplicado para a determinacdo de DA em diferentes
concentracdes na faixa de 1,0 a 2,5 pmolL™ numa concentracdo de fixa de 0,1
mmolL™ para o AA (Figura 48A). O uso desta concentracéo deve-se ao fato de que o
AA normalmente se encontra in vivo em concentracdes cerca de 100 a 1000 vezes

maior em relacdo a concentracdo da DA.[®!
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Figura 48 - (A) Voltamogramas de onda quadrada do ECC/Ferroceno na presenca de uma
concentracao fixa de [AA]= 0,1 mmolL™" em meio diferentes concentracbes de DA (amplitude= 60 mV,
frequéncia= 60 s™, AE= 2,0 mV). Tamp&o fosfato pH=7,0. (B) Curva analitica obtida em diferentes
concentractes de DA.

Através do coeficiente angular da equacdo de calibracdo (Ip= 2,99 + 12,94
[DA]) pode-se determinar a sensibilidade do eletrodo ou seja, 12,94 pA/umolL™ A

relacdo linear entre corrente e concentracdo de DA em meio ao AA foi de R= 0,997
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resultando em um limite de deteccdo igual a 0,510 pmolL*(Figura 49B)
Comparando-se com os dados obtidos somente na presenca de [DA] (Tabela 11),
verifica-se uma pequena diferenca nos valores de sensibilidade indicando que o AA

nao influencia significativamente na resposta de DA.

Tabela 11 - Equacdes de calibracdo, coeficientes de correlacdo (R), sensibilidade e limite de
deteccdo (LOD) obtidos para o ECC/Ferroceno pela técnica de VOQ em meio a DA na faixa de
concentracdo de 0,2 a 1,0 pmolL™ na presenca e na auséncia de AA.

. Sensibilidade LOD *
Eletrodo Equacéao de reta R 1 1
MA/UmolL” pmolL”

DA Y =0,91 + 15,3 x 0,998 15,2 0,431
DA em AA Y=2,99 + 12,9 x 0,997 12,9 0,510

* Desvio padréo do branco: ECC/Ferroceno = 2,2

Os parametros analiticos obtidos sdo comparaveis com resultados ja
apresentados na literatura para a determinacdo de DA e AA utilizando-se diferentes
eletrodos compésitos (Tabela 12). E importante destacar que o eletrodo proposto
apresentou um comportamento seletivo, distinguindo os picos de oxidacdo para DA
e AA. Tais resultados indicam que o eletrodo pode ser aplicado como um possivel

sensor para determinacéo simultanea dessas substancias.



Tabela 12 — Paradmetros analiticos na deteccdo de DA e AA utilizando-se eletrodos compdésitos.
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Eletrodo Método Analito Faixa LOD Sensibilidad | Ref
Linear (umolL™) e
(umolL™)
Compésito vVOQ DA 0,1 0,75 4
de carbono 0,5 -20 uA/umolL™
ceramico AA 0,1 0,754
uA/umolL ™
Silica VPD DA na 40-160 4,0 4,73 x 10° 9
modificada presenca pA/umolL™
com Oxido - de AA
Azul de
metileno-
zirconia
VvC DA 4 -1000 1,5 1,29 x 10* 101
MWCCE* WA/ pmolL™
Ferroceno- Ampero DA 1000 - 50 0,13 pA/um 102
Pd-ormosil metria 8000 olL™
ECC/Ferro VOQ DA 1-2,5 0,45 14,7
ceno pA/umolL™ i
AA

* ECC preparado por irradiagdo de microondas (MW)

* Este trabalho
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5. CONCLUSOES

As condicdes de preparacao de eletrodos a base de carbono ceramico foram
estudadas neste trabalho com o objetivo de aprimorar as propriedades
eletroquimicas do material. As caracteristicas dos ECC tais como grande é&rea
superficial, alta condutividade elétrica, além de uma maior resisténcia mecanica
(quando comparada aos eletrodos de pasta de carbono), combinadas com o
aumento da sensibilidade proporcionada pela modificacdo foram entdo exploradas

visando a construcdo de sensores eletroquimicos.

A partir da andlise do planejamento fatorial na presenca de ferrocianeto de
potassio pode-se constatar uma maior sensibilidade e reversibilidade para o ECC
preparado com 15 uL de HCI, propor¢ao 60/40 m/m (grafite/precursor), e o MTMOS
como precursor. O tratamento estatistico evidenciou uma interacdo de terceira
ordem para os valores de correntes de pico, indicando que para a obtencdo de uma
melhor sensibilidade de corrente os trés fatores estudados devem ser levados em
consideragao. Para os valores de AE todas as interagdes de segunda ordem foram
significativas. E importante ressaltar que a utilizacdo de tal metodologia para a
otimizacdo dos parametros experimentais apresentou-se adequada, uma vez que a
realizacdo de um estudo univariado poderia acarretar em resultados equivocados a
cerca das condicfes mais propicias para a preparacao dos ECC, ja que neste caso
os fatores sédo analisados separadamente.

As analises de MEV dos ECC obtidas utilizando-se os diferentes precursores
indicaram que provavelmente uma menor compactacdo facilita o processo de
transferéncia de elétrons na interfase eletrodo-solucdo. O ECC preparado nas
condi¢gbes otimizadas estipuladas a partir do planejamento fatorial, apresentou uma
relacdo linear entre corrente de pico anddica e raiz quadrada da velocidade de
varredura, além de uma consideravel repetibilidade e reprodutibilidade,
possibilitando sua aplicacdo como possivel sensor eletroquimico.

O eletrodo otimizado modificado com &cido ferrocenocarboxilico
(ECC/Ferroceno) apresentou uma porcentagem em peso de 1,83% e 0,46% em
massa de ferro (provavelmente referente ao modificador) segundo o espectro de
EDS. As micrografias obtidas com emissao de elétrons retroespalhados mostraram

gue os componentes do eletrodo estdo homogeneamente dispersos na amostra,
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mas com alguma pequena aglomeracdo de particulas do ferroceno. Os resultados
de voltametria ciclica, mostraram que o ECC/Ferroceno apresentou um par redox em
Epa = 390,3 mV e Epc = 298,7 mV (AE = 91,7 mV), relacionados ao processo
ferroceno/ion ferroceno. O estudo em diferentes velocidades de varredura (v)
resultou em uma relacéo linear entre os valores de corrente de pico anddica e v,
indicando que a espécie eletroativa encontra-se confinada na superficie do eletrodo.

Os estudos dos eletrodos a partir de técnicas voltamétricas demonstraram
gue o ECC/Ferroceno possibilita a determinacdo de dopamina com boa sensibilidade
e um limite de deteccdo de 0,43 umol L™ apresentando maior eficiéncia quando
comparado ao ECC (limite de deteccdo=1,5 pmol L™). Por outro lado, o ECC
modificado ndo foi sensivel a determinacdo do acido ascorbico, o que possibilita,
portanto a sua aplicacdo como sensor na determinacdo de dopamina sem a
interferéncia do acido ascérbico, pela técnica de voltametria de onda quadrada com
uma razoavel separacao entre os potenciais de picos, de aproximadamente 170,5
mV , cujo valor é similar ao relatado na literatura para outros sistemas compostos

por eletrodos de carbono ceramico.

Diante dos resultados obtidos, pode-se constatar que o ECC/Ferroceno
demonstrou-se um material robusto e estavel com potencial para a construcdo de
novos sensores eletroquimicos baseados em diferentes mediadores que apresentam
propriedades redox, que possam ser facilmente incorporadas na superficie da matriz

de silica.
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6. PERSPECTIVAS FUTURAS

Diante dos resultados obtidos no decorrer do trabalho realizado, alguns
pontos relativos ao mesmo ainda merecem ser estudados com maior profundidade,
além de vislumbrarem possibilidades para trabalhos futuros. Dessa forma, seguem-
se abaixo algumas propostas para o prosseguimento do presente trabalho:

- Obtencdo de dados de andlise superficial e porosidade dos materiais do ECC de
modo a correlacionar com o comportamento eletroquimico observado para 0s

eletrodos obtidos em diferentes condicdes.

- A metodologia de planejamento fatorial pode ser empregada na analise de outros
parametros, tais como, o tipo de material de carbono e diferentes precursores

buscando otimizar ainda mais as respostas dos ECC.

- Modificagdo do ECC otimizado com diferentes espécies redox de interesse, tais

como complexos de ruténio e nanoparticulas de platina.
- Aplicacao do ECC/Ferroceno em amostras reais (farmacos e plasma sanguineo).
- Aplicacdo dos eletrodos de carbono ceramico modificados como sensores

amperométricos para a determinacdo de outros farmacos de interesse, tais como

dipirona, paracetamol, dentre outros.
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