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Origem da sabedoria

O homem pde a mdo no silex,
derruba as montanhas pela base;
fura galenias nos rochedos
0 oo pode ver neles todos os tesouros.
Explora as nascentes dos rios,
exples a descoberto o que estd escondido

Mas a sabedoria, de onde sat ela?
Onde o jazigo da intefigéncia?
O homem ignora o caminfio dela,
a encontra na terra dos vivos.
O abismo diz: "Ela ndo estd em mim”.
“Nio esté comigo”, diz o mar.
N0 pode ser adquirida como ouro macigo,
ndo pode ser comprada a peso de prata.
Nao pode ser exposta em balanga como ouro de Ofir
como o Bnix precioso ox a safira.

Niio pode ser comparada nem ao ouroe nem ao vidro
ninguém a troca por vaso de ouro fino
Quanto ao corale ao cristal nem se fala,

a sabedoria fale mais do que as pérolas.

Nlo pode ser igualada ao topdzio da Etidpia
Ndo pode ser equiparada ao mais puro ouro.

De onde vem, pois ¢ sabedoria?
Onde estd o jazigo da Inteligéncia?

(70 - 28:1 =20)
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APRESENTACAO

A motivac8o para o desenvolvimento deste frabalho deu-se pela necessidade de conhecer,
estudar e explorar as potencialidades das fibras de carbono, para aplicagbes em efetroanalftica, com
infuito de desenvolver novos sensores e biossensores. Algumas peculiaridades e polencialidades
deste material serSo abordadas nesta tese, a qual foi dividida em 5 capftules para melhor
compreensao.

No primeiro capitulo, seré apresentada uma breve infroducéio das fibras de carbono, bem
como algumas aplicagbes como material eletrodico descritas na Iiteratura. |

No segundo capfiulo, serSo descritos alguns problemas encontrados no uso das fibras de
carbono em elefroanalifica, como: a falta de reprodutibilidade, a pobre resposta eletroquimica, bem
como algumas solucbes propostas na literatura para contomar estes probiemas. Além disso uma
nova mefodologia seré proposta, resulfando em uma grande melhora na resposta eletroquimica das
fibras. |

No terceiro capftulo, seré mostrada a utilizagio das fibras de carbono no desenvolvimento
de um sensor para determinacdo de isémeros fendlicos. No quarto capfiulo, o desenvolvimento de
um biossensor para salicilato. Reservando-se e Giimo capilulo & conclusbes gerais obfidas neste
trabatho, bem com para a apresentagdo de perspectivas de novos trabalhos.



_ RESUMO
Titulo: “Utilizacdo de fibras de carbono como material elefrédico para construgdo de sensores e
biossensores”.
Autora: Rosangela Margarete de Carvalho
Orientador: Prof. Dr. Lauro Tatsuo Kubota

Palavras - chave: fibras de carbono, biossensores, sensores e material eletrédico

Esta tese descreve o uso de fibras de carbono como material eletrédico para construg@o de sensores
e biossensores. Com intuito de melhorar a performance na reposta eletroquimica das fibras de carbono,
propds-se aqui um método simples e réapido para sua ativagéo, enxertando o oxido de titénio (IV) sobre a
superficie das fibras de carbono, reagindo se o tefracloreto de titanio com os grupos superficiais destas fibras.
A camada de oxido de fitanio dispersa sobre a superficie das fibras de carbono foi estavel e proporcionou
uma grande methora na resposta eletroquimica. A resposta eletroquimica para o hexacianoferrato foi similar a
observada para sistemas reversivels. Eesas fibras tratadas foram usadas na determinago simultanea de
isbmeros fendlicos, utilizando calibragdo multivariada para modelar os picos altamente superpostos obtidos
por voitametria de pulso diferencial. A melhor condigéo para resposta eletroquimica foi obtida com 0,05 mol L-
' de solugéio tamp&o TRIS, pH 6,0. Iniciaimente os voltamogramas foram processados usando um fiitro de
transformada de Fourier @ PCA para redugdo do ruido e compress#o dos dados, respectivamente. Os
resultados obtidos por rede neural foram melhores em relagdo & hidroquinona gquando comparado para PLS1
o PLS2. Entretanto, erros similares foram obtidos para catecol quando os modelos de PLS ou rede neural
foram empregados. Usando rede neural, com apodizago, foi possivel determinar catecol e hidroguinona em
uma faixa de concentragao de 1,0 10 a 6,0 10+ mol L' com erros padrdes de previsdo (%RMSEP) de 7,42 &
8,02, respectivamente. Biossensores para salicilato também foram construidos por imobilizagao de salicilato
hidroxilase (SH) em diferentes tipos de fibras. As caracteristicas do microbiossensor preparado com
diferentes fibras de carbono foram investigadas. Da fibra de carbono, a Toray-T800, resultou o methor
biossensor amperométrico para detecgdo de salicilato com um limite de resposta linear entre 0,10 — 1,93
pmol L, e 1,96 — 12,0 pmot L1, com um limite de detecg@o de 5, 57 10 mol L-! & um tempo de resposta de
3,5 segundos. A alta sensibilidade foi atribuida ao processo de amplificago quimica na superficie do eletrodo.
A determinacio de salicilato pode ser feita aplicando um pofsncial maior que 150 mV vs SCE, com boa
precis&o. O tempo de vida do biossensor teve 2o minimo de 100 determinagdes continuas sem mudanga
significativa na reposta do biossensor. Foram analisadas amostras clinicas e de farmacos; os resultados

obtidos foram estatisticamente iguais ao nivel de confianga de 95%, quando comparados com o método de
Trinder. -



ABSTRACT
Title: Carbon fibres utilisation as eletrodic material for sensors and biosensors construction
Author. Rosangela Margarete de Carvalho
‘Adviser: Prof. Dr. Lauro Tatsuo Kubota
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This thesis describes the use of carbon fibres as electrodic material for the construction of sensors
and biosensors. Although carbon fibres have several advantages as electrodic material, their pre-treatment is
necesséry in order to enhance reproducibility and electrochemical activity. A simple and fast method for its
activation is proposed to improve the electrochemical activity of the carbon fibre electrodes. The carbon fibre
surface was coated with a layer of titanium (IV) oxide. The fibre was treated for 1h at room temperature with
TiCls, followed by hydrolyzation of the remaining chloride and, finally dried. The titanium oxide layer dispersed
onto the carbon fibre surface was very stable and a sharp improvement in the electrochemical response was
observed. The electrochemical responss for hexacyanoferrate was similar to that observed for reversible
systems. The treated fibres were used to construct sensors for simultaneous determination of phenol isomers,
using multivariate calibration to model the overiapped peaks obtained by differential pulse voltammetry. The
best condition for electrochemica! response was obtained with 0.05 mol L-'Tris — HCL buffer, at pH 6.0. Initially
the voltammograms were processed using a Fourier transform filter and PCA for noise reduction and data
compression,. respectively. For hydroquinone, the result obtained with neural network was slightly better than
with the PLS1 and PLS2. However, similar errors were obtained for catechol when using either PLS or the
neural network models. Using the neural network with pruning, it was possible to dstermine catechol and
hydroquinone in the concentration range of 1.0 10 to 6.0 10* mol L, with standard errors of predictions
(%PMSEP) of 7.42 and 802. for catechol and hydroquinone, respectively. Biosensors for salicylate were
constructed by salicylate hydroxilase (SH) immobilisation on different carbon fibres. The characteristics of the
microbiosensors prepared with different carbon fibres were investigated. The carbon fibre (Toray-T800)
resulted in the best amperometric biosensor for salicylate detection. It showed linear response range between
0.10 — 1.93 pamol L1 and 1.96 — 12.0 umol L, a detection limit of 5.57 10 mol L-* and a response time of 3.5
s. The high sensitivity was atiributed to the chemical amplification process on the electrode surface. The
determination of salicylate can be carried out applying potentials higher than 150 mV, with good precision. The
useful lifetime of the biosensor was at least 100 continuous determinations without significant change. The |
results with clinical and pharmacological samples were statistically equal in 95% of confidence level, when
compared with Trinder method.
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I - INTRODUGAO

O desenvolvimento e a aplicagio de novos materiais nas Gltimas
décadas proporcionaram avangos significativos em diversos setores da sociedade
modema. Esses avangos contribuiram para uma melhor qualidade de vida em
diversos setores, como: telecomunicagbes, transportes, medicina, construgio
civil, entre outros.

Entre os materiais estudados atualmente, as fibras de carbono tém
merecido uma atengfo especial de vérios grupos de pesquisa devido as suas
caracteristicas, através das quais pode ser destacada a baixa densidade
associada a uma alta resisténcia mecanica. As fibras de carbono foram utilizadas
pela primeira vez nas indlstrias aerondutica e acroespacial e o sucesso desta
aplicac&o fez crescer o interesse em novas pesquisas e em novas aplicagbes
envolvendo este material, bem como aprimoramento do processo de fabricagso °.

Atualmente, as fibras de carbono sdo empregadas nos mais diversos
setores da atividade humana, tais como nas indlstrias automobilistica, de
materiais esportivos e médicos. Além disso, nas Ultimas décadas tem crescido o
seu emprego na construc3io de eletrodos para medidas eletroquimicas®.

Um breve relato é mostrado nos paragrafos seguintes; com intuito de
apresentar alguns aspectos relacionados & produgo, estrutura, composigéo,
caracteristicas e propriedades das fibras de carbono, bem como as suas
aplicagtes em medidas eletroquimicas.

I.1. Produgéo das Fibras de Carbono

Os primeiros registros da produgéo de fibras de carbono s&o atribuidos
a Thomas Edison’, que empregou este material como filamento em lampadas
elétricas incandescentes. Embora esta primeira preparagéio de fibras de carbono
tenha ocomido em 1878, este material s6 comegou a ser produzido
comercialmente a partir de 1964°. O interesse pela produg3o das fibras de
carbono foi alavancado pelos avangos das indastrias aeronauticas e bélicas
durante a década de 60. Nessa época, a produgso comercial deste material
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seguiu um caminho semelhante ao utilizado por Thomas Edison, onde foi
empregado, neste caso, fibras de rayon'. Atuaimente, os principais materiais
precursores utilizados ria produgéo de fibras de carbono s&o: a poliacrilonitrila
(PAN) e o piche de petr6ieo.

A chave do desenvolvimento das fibras de carbono foi a habilidade
para preparar filamentos de carbono que possuissem alta ordenagfio. A
descoberta foi encontrada independentemente por Bacon, Shindo e Watt, os
quais usaram um processo de estiramento continuo do material precursor,
durante a tratamento de carbonizagio®.

O processo de fabricagfio pode variar segundo o precursor utilizado.
Porém, de maneira geral, 0 método envolve uma primeira etapa de convers8o do
material precursor carbonaceo em forma de fibra, onde as fibras do material de
partida s&o oxidadas a temperaturas préximas de 200 °C, de maneira lenta e
controlada, para evitar uma excessiva volatilizagio ou fus&o do precursor.
Posteriormente, a temperatura é elevada a valores proximos de 1000 °C para a
carbonizagéio do material em atmosfera inerte. Em alguns casos, o material pode
ser ainda aquecido a temperaturas préximas de 2000 °C, sendo que nesta ultima
condigdo o material resultante possui caracteristicas semelhantes aquelas
encontradas no grafite'>.

Em alguns processos de fabricag@io, o material precursor é inicialmente
esticado, sendo posteriormente oxidado e carbonizado com a finalidade de evitar
a relaxagio da cadeia polimérica’. Quando este processo & realizado a
temperaturas superiores a 2200 °C, as fibras de ¢arbono obtidas apresentam um
maior ordenamento da cadeia polimérica’.

Além dos diferentes processos de fabricacfo, existe também a
preparag&o de fibras reforgadas, as quais sfio cobertas com diferentes materiais
poliméricos, ceramicos, carbetos e ativadas por gaseificagiio em vapor de
nitrogénio®”. Estas fibras s&o geralmente utilizadas na industria aeroespacial.

Edmonds® também fez um breve relato sobre as diferentes etapas de
reacdo qde ocorrem durante a pir6lise da PAN na preparago das fibras de
carbono. Neste trabalho, além das transformacdes que este material sofre entre a
temperatura de oxidacéio (préximo de 200 °C) e carbonizagio (préximo de 1000
°C), sdo também discutidas as mudang¢as ocorridas até a temperatu::a de
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grafitizagsio (proximo de 2700 °C). O mecanismo de estabilizagso, carbonizagio e
pirolise para a producio das fibras de carbono tém sido alvo de muitos estudos.
Porém a natureza das reagBes que ocorrem nestas etapas continua sendo
assunto de pesquisa*®,

1.2, Estrutura e Composigio

Desde os primeiros trabalhos envolvendo a preparagdo de fibras de
carbono, vérios grupos de pesquisa tém procurado elucidar a estrutura, as
propriedades e as caracteristicas desses materiais. Embora consideravel
progresso foi realizado ao longo destes 40 anos, a origem e desenvolvimento da
estrutura, bem como a relagio entre estrutura e propriedades, ndo sfo
completamente entendidas para as fibras de carbono.

Atuaimente, varios estudos sfo realizados para elucidar a estrutura,
empregando-se diferentes técnicas instrumentais, das quais podem ser
destacadas a difragSio de raios-X°; a microscopia eletronica e optica' ", a
espectroscopia fotoeletrdnica de raios-X e 0 Raman 3.

De maneira geral, 0s resultados encontrados revelam que as principais
propriedades das fibras de carbono como a resisténcia mecénica, forca de

“tensZo, bem como a estrutura e composigéo, dependem do tipo de material de
origem e do processo de fabricag#o. Alguns trabalhos descrevem o mecanismo
de polimerizag&o e mudangas estruturais que ocorrem nas fibras durante a etapa
de carbonizagio®.

Sob o ponto de vista estrutural das fibras de carbono, Donnet'? discutiu
em seu artigo dois modelos que foram propostos, simultaneamente e
independentemente, em 1969, por Johnson e Tyson e por Fourdeux e
colaboradores,
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| — 1
Le

Figura 1.1- Modelo de estrulura de fibras de carbono
proposto por Johnson e Tyson, Ls ~ porgéo relativamente
reta dos planos ao longo do comprimento do reticuio, Le—
alfura do comprimento dos plancs do grafeno??

O modeic de Johnson e
Tyson sugere que as fibras sé&o
formadas pelo empilhamento de varias
fitas de carbono como mostrado na
Figura 1.1. Neste caso, 0 empilhamento
esta relacionado ao comprimento axial
da fibra de carbono, enquanto que as
varias colunas colocadas lade a lado
determinam a espessura da fibra ou
sua sec¢do transversal.

O modelo proposto por Ruland? é completamente diferente do

discutido anteriormente. Neste modelo, mostrado esquematicamente na Fig. 1.2,
as fibras sdo formadas por diversos conjuntos de fitas, sendo que estas possuem
aproximadamente 6 nm de espessura e alguns mihares de nanémetros de
comprimento. Vérias dessas fitas s&o ordenadas paralelamente formando varios

conjuntos de fitas denominados de
microfibras, as quais se estendem em
direcéo ao eixo axial da fibra de carbono.
As superficies axiais destas microfibras séo
formadas por diversos planos basais de
grafite. ™ 2 . No esquema mostrado na
Figura [.2, podem ser observadas também
entre as microfibras

lacunas com

dimensdes de 20 a 30 nm de comprimento

AL i

W

e de 1 a 2 nm de largura. Estas falhas

il

Modelo da
proposto po Ruland, L. - porgéo relativamente reta dos
aparecem durante a formag&o da fibra de pen05 a0 longo do comprimento do reticulo, L: ~ aftura

carbono, devido &s dobras das microfibras do comprimento dos planos do grafeno®?. -
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e imperfeicbes de empacotamento. Outros trabalhos t&ém demonstrado que
diferentes tipos de lacunas podem ainda aparecer devido & volatiizagsio de
materiais ocluidos nas fibras durante o aquecimento®. Neste caso, estas falhas
estruturais possuem dimensSes muito maiores que aqueias descritas
anteriormente, podendo alcangar comprimentos da ordem de 5 a 10 um. O
" resultado deste modelo estrutural revela que as fibras de carbono possuem uma
baixa porosidade ao longo do eixo axial, entretanto ao longo da segio transversal
a porosidade é bastante elevada. :
Alguns modelos estruturais da seg&o transversal de fibras de carbono
do tipo PAN e piche s&o apresentados na Fig. 1.3. Diversas estruturas podern ser
encontradas, sendo mais comuns as do
tipo radial, randdmica e circulos £3
concéntricos’. Uma relago entre
estrutura e propriedades para estes dois RADIAL CIRCULO  RANDDOWICA

_ R _ CONCENTRICO
tipos de fibras foi discutida por Edie, Figura - L3 - Modelos de estrufuras transversais
bem como uma explanacfo detalhada fibras de materias tipo PAN e piche’.

do processo de fabricag&o®.

A composic8o das fibras de carbono depende do tipo material e da
températura empregados no processo de fabricagfo. Basicamente, quando as
fibras s&o preparadas em temperaturas préximas de 1000 °C, elementos como C,
H, N e O s&o nomnalmente encontrados. A medida que a temperatura aumenta,
as porcentagens de H, N e O diminuem, enguanto que a de carbono aumenta.
Para valores de temperatura préximos de 2000 °C, a fibra é composta
basicamente 'por atomos de carbono’.

L.3. Caracteristicas e Propriedades
Trabalhos recentes classificam as fibras de carbono segundo o grau de
orienta¢do preferencial das camadas de grafenc® na direc#0o axial das fibras.
] Baseado neste aspecto, as fibras s&o denominadas de alto maédulo
(AM), médio médulo (MM) e baixo médulo (BM), sendo classificadas como tipo |,

" Grafeno sfio as camadas hexagonais reticulares presentes no grafite natural. Quando os planos de camadas
hexagonais estfo empilbados com ordem tridimensional o material ¢ definido como grafite.
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tipo Il e tipo I, respectivamente‘. Na Tabela - .1 estdo reunidas algumas das
principais caracteristicas e propriedades destes trés tipos de fibras de carbono.

Tabelal.1 - Tipos de Fibras de Carbono.

FIBrB“”Foréde o G m‘*)“Médqu(GNFn")cOmeBtérlosA“

tipo | 26 340 (alto) - Alta densidade, baixa
porosidade, microfibras

lineares e bem ordenadas.

tipo il 29 249(médio) - Alta quantidade de
microporos de 0,1 a 5 um.
tipo 1] 26 160 (baixo) - Alta quantidade de
microporos, extensa area
superficial, microfribas

distorcidas e  pouco
ordenadas.

As fibras de alto médulo tém um elevado grau de alinhamento carbono-
carbono, ligados paralelamente na diregdo axial da fibra, resultando em uma
estrutura denominada de "arvore de anéis". Este tipo de fibra € preparado por
meio de materiais precursores como o piche de mesofase @ PAN. J4 as fibras de
baixo médulo s&o obtidas a partir de materiais como o rayon e o piche isotropico.
O primeiro tipo de fibra apresenta um custo mais elevado, pois o processo de
fabricagdo é mais complexo, necessitando de uma etapa de estiramento do
material precursor e de altas temperaturas'®,

Quando fibras de carbono s3o submetidas a fratamento térmico,
observa-se uma diminuiglic da resisténcia elétrica com o aumento da
temperatura. Este fato esta associado ao maior grau de perfeig8io das cadeias de
carbono, que s#o obtidas durante o processo de aquecimento deste material'.
Além disso, também foi observado que existe uma correlagio entre os valores de
resisténcia elétrica e os diferentes grupos funcionais presentes na superficie das
fibras. Em relagio a estes grupos funcionais, observa-se que eles sdo
basicamente compostos por oxigénio, predominando grupos carboxilicos,
hidroxilicos e etilicos. Existe ainda a possibilidade de serem encontrados grupos
aromaticos como quinonas, hidroxiquinonas e fenéis. O tipo de grupo, bem como

‘a sua densidade na  superficie da fibra, depende do
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tratamento térmico e do tipo de
oxidacdo quimica efou eletroquimica
ao qual o material & submetido antes
da sua utilizacao?® 3. Na Figura 1.4 &
possivel visualizar os grupos funcionais
em fibras oxidadas, que foram
determinades por  espectroscopia
fotoeletrbnica de raio —X (XPS) .

o
Figura |.4: Representagdo dos grupos funcionais
presentes na superficie das fibras de carbono™.

A Figura 1.5 resume as principais caracteristicas, propriedades e usos
dos trés principais tipos de fibras, obtidos a partir de diferentes materiais
precursores.

R Fora‘de insdo;

- Méxulo de tensio; ~300 GPa e, -Moulo o tensd: ~410GP;

- Densidade; 1,7 a2 1,9 gom® ~Modulo de tensda; -220(:‘:Pal' - As propriededes nfio modificam quando
a de fensio das fibras de carbono PAN ; carbonizadas altas temperaturas, a menos que

usacas em

- As derivadas da PAN sfio as mais

P

Figura 15 - Organograma que retine s principais propriedades e caraceristicas e usos das fibras de
carbono ’
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1.4. Fibras de carbono como material eletrédico

Apesar da primeira aplicagdo analitica das fibras de carbono ter sido
feita, em 1975, por Jennings e colaboradores'®, o seu interesse em medidas
eletroquimicas, cresceu apds os trabalhos realizados em 1979 por Armstrong-
James e Millar'® e por Ponchon e colaboradores'’. Os resultados encontrados
por estes pesquisadores mostraram uma sensivel methora na qualidade dos
resultados voltamétricos devido as caracteristicas peculiares das fibras de
carbono. A partir destes trabalhos, cresceu o interesse pelo emprego deste
material na construcdo de sensores e biossensores; e atualmente & possivel
observar um crescente aumento no nimero de publicagbes sobre a utilizagZo de
fibras de carbono em medidas eletroquimicas'®®.

inimeras caracteristicas tém sido apontadas como responsaveis pelo
uso de fibras de carbono em medidas eletroquimicas. As fibras s&o0 compostas
basicamente de carbono e, sob este aspecto, o comportamento deste material em
medidas eletroquimicas é bem conhecido. Além disso, as fibras podem ser
aplicadas em uma ampla faixa de potencial negativo e positivo.

Entretanto, duas caracteristicas foram, sem dlvida, responsaveis pelo
aumento do interesse de varios pesquisadores na aplicagéo de fibras de carbono
em medidas eletroquimicas. A primeira estd relacionada as suas pequenas
dimens6es?', com diametros variando entre 5 e 50 um e a segunda diz respeito a
presenga de grupos funcionais, contendo principalmente oxigénio'®, na superficie.

As pequenas dimensSes das fibras possibilitam a construgéo de
eletrodos em escalas de micrometros, denominados de microeletrodos, os quais
apresentam caracteristicas eletroquimicas muito diferentes daquelas dos
eletrodos cldssicos, cujas dimensfes se situam na ordem de milimetros.
Caracteristicas como baixa queda 6hmica, comrente capacitiva extremamente
pequena, facilidade para alcangar o estado estacionario e uma melhor razic
sinal/ruido s&o encontradas quando se reduz as dimensdes dos eletrodos. Aléem
disso, medidas eletroquimicas in vivo, in vitro e na auséncia de eletrdlito de
suporte ou meios apréticos’™ 2° e voltametrias a velocidades ultra-rapidas
passaram a ser uma realidade. Diversas revisdes?2 e artigos de divulgag&io™ ™
sobre UME foram publicados no Ultimos anos e uma leitura destes trabalhos
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mostra ao leitor que este assunto ndZo se esgota apenas nas discussfes
anteriores.

A presencga de grupos funcionais na superficie das fibras de carbono
tem proporcionado a constru¢sic de eletrodos quimicamente modificados e de
biossensores™¥. Diferentes formas de pré-tratamento e imobilizacso de
substancias tém proporcionado a construg#o de diversos tipos de eletrodos,
muitos dos quais tém merecido destaque principalmente por possibilitarem
medidas eletroquimicas in vivo™®*. Apesar de um ndmero significativo de

Atrabalhos fazerem uso de fibras de carbono como material eletrédico, muitos
autores relatam o fato de que estas pesquisas estfo apenas no inicio, sendo
ainda esperado um aumento significativo de trabalhos relacionados a constru¢cio
de eletrodos quimicamente modificados e biossensores.

Dos diversos tipos de fibras encontrados comerciaimente, as fibras do
tipo | (alto médulo) séo as mais indicadas para serem aplicadas na construgéo de
eletrodos. Este fato esta relacionado ao melhor ordenamento das cadeias de
carbono que este tipo de material apresenta, resultando em uma menor
resisténcia elétrica e melhor transporte da corrente, Além disso, este tipo de fibra

apresenta uma menor porosidade quando comparado aos demais tipos de fibras
existentes® 18

I. 5. Construgdo de eletrodos com fibras de carbono

Diversos modelos sfio propostos para a construcio de eletrodos de
fibra de carbono, podendo empregar um conjunto de fibras ou uma tnica fibra*-4.
No modelo mais empregado, as fibras de carbono s3o seladas em capilares de
vidro com resina epoxi apés ser feito o contato elétrico entre a fibra e o fio
metalico condutor com o uso de cola de prata ou mercurio metélico®. A Figura 1.6
apresenta um esquema de um eletrodo assim obtido.

Por mais de 20 anos os ultramicroeletrodos foram usados em estudos
de-sistemas biolbgicos in situ e também para detectar moléculas pequenas como
-heurotransmissores. Entretanto, somente a partir dos anos 90 que eles foram
empregados também em estudos de uma unica célula. O maior problema para
este desenvolvimento est4 na dificuldade da confecgfo destes ultramicroeletrodos
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para uso diario. Para medidas de concentragdes locais de moléculas liberadas de
uma unica célula, a superficie exposta deve ser pequena. Em linhas gerais,
-usualmente s#o feitos de uma fina fibra de carbono (5-11 um) isolada (quando o
eletrodo é confeccionado na forma de disco, Figura 1.7) ou colocadas na ponta de
capilares de vidro, plastico ou outros materiais ndo condutores (quando o eletrodo
€ confeccionado na forma cilindrica, como na Figura 1.6). Os capilares de vidro,
com didmetros de aproximadaniente 10 um ou mais, s&o colocados em uma
pipeta convencional de vidro. Estas pipetas promovem estabilidade mecanica
quando o eletrodo penetra em tecidos biologicos®®. Para estudos em uma dnica
célula, pesquisadores usam micro tubos de polietileno como material isolante*®: .

7
6
5._.._.._
S/i % N 4 3
4 T 2
3 a
2____.
1—— lé—b
Figura - 1.6: Representalo esquemitica da Figura - 17: Representaglo esqueméfica de um
preperagfio de um ultramicroletrodo cilindrico, 1- l.dtmmicmleimdodedisco:{f)-pontayoeleﬂudo,wsta
fibra de carbone, 2- junglo da fibra com fio frontel (s) fibra de carbono, (b) material ndo condutor;

condutor, 3-capilar de vidro, 4- resina epoxi, 5-fio {2)- fibra incrustada com material ndo condufor; (3)-

condutor. juncéo capilar de vidro/fibra incrustada; (4)- jungéo fio de
cobraffibra; (5} — caplar de vidro; (6)- resina epoxi; (T)-
fio de cobre.

A construcdio de eletrodos de fibras de carbono recobertos com plastico
envolve trés passos basicos: (1) a inserc8o das fibras de carbono no tubo de
plastico; {(2) o aquecimento e estiramento do tubo de plastico, recobrindo a fibra;
(3) o corte da fibra de carbono que ficou exposta do plastico, obtendo-se, assim,
os ultramicroeletrodos de disco, ou ainda o corte para deixar a ponta do eletrodo
da forma desejada“®. Quando os passos 2 e 3 sfo realizados manualmente, boa
reprodutibilidade n8o é conseguida. Na construcio deste tipo de eletrodo
geraimente s&o usadas aparelhagens bem sofisticadas. Koh e Hilie* descrevem

em um artigo recente um extensor e um cortador semi-automaticos para realizar
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as etapas 2 e 3, o que facilita a fabricagéo dos eletrodos de fibras de carbono,
fornando a mesma reprodutivel.

Um outro tipo de construcéo
de eletrocdos de fibra de carbono é o

arranjo de eletrodos, onde duas ou

mais fibras de carbono sdo colocadas
em um mesmo corpo, porém estdo

.
i
H
¢
i
i
i
i
L
i

isoladas entre si. Estas fibras /
funcionam como eletrodos

independentes ou ndo, dependendo da  Figura - L.8: Representagéo de um uitramicroelstrodo de
i i st sp Tbrade carbono do fipo duplo. As linhas pontithas indicam
distancia entre as fibras™ . a posicdo do septo de vidro. r0 o raio do elsfrodo (=5

um), r a distancia entre os centros dos eletrodes (= 11,5
Geralmente estes eletrodos sao um) & d a espessura do septo (21,5 um).

confeccionados na forma de disco.
Uma representacdo & mostrada na
Figura 1.8.

1.6. Aplicagdo dos eletrodos de fibra de carbono

Uma das mais importantes caracteristicas citadas anteriormente para
as fibras de carbono estd na possibilidade de modificacdo de sua superficie,
permitindo a construgdo de eletrodos com maior sensibilidade e seletividade,
especialmente no caso de biossensores’®**%®_Diversos métodos de modificago
de superficies de eletrodos s#o propostos e uma revisio a respeito deste assunto
foi feita por Shaw®'. No caso do emprego de fibras de carbono, os métodos mais

utilizados sdo a eletropolimerizago® 34, 3

32,57 33, 62, 63

, eletrodeposicdo , modifica¢do

quimica ¢ a adsorgéo

Estudos das superficies modificadas destas fibras tém sido realizados
por microscopia eletrdnica e raios-X** %, fomecendo informag&es a respeito da
morfologia, porosidade e outras caracteristicas das superficies destes filmes.
Estas informacdes tém sido utilizadas na tentativa de estabelecer-se um modelo
gque possa explicar a seletividade encontrada para estes tipos de eletrodos, com

base no tamanho das moléculas ou ions do analito®. Estes estudos tém também



12 Capitulo | Fibras de Carbono

demonstrado que a faixa de potencial e o tempo empregado na polimerizago
eletroquimica tém grande efeito sobre a morfologia do fime suportado na
superficie da fibra®.

Uma revisdo sobre as primeiras aplicagbes eletroanaliticas das fibras
de carbono foi publicada por Edmonds?, em 1985. Naquela época, os trabalhos
mostravam aplicagées de fibras de carbono, empregando-se diferentes
metodologias eletroguimicas, pré-tratamentos de suas superficies por oxidagéo
quimica ou eletroquimica e 0s seus primeiros usos em medidas de
neurotransmissores.

Nos Ultimos anos, tem-se observade um aumento no numero de
pubiicagbes, principaimente empregando as fibras de carbono na construcdo de
eletrodos quimicamente modificados e biossensores. A Figura 1.9 mostra o grande
numero de trabalhos publicados 50

nos ultimos 25 anos. Como pode

Determinagdes in vitro

Y Determinagdes in vivo

o
(V]
T

ser observado (Figura [9), o

E 3
f=J
T

numero de trabalhos empregando
fibras de carbono tem aumentado

|7}
W
[]

bastante, principalmente em
sistemas desti-nados a

[o*]
wvh
T

determinag¢des in vivo. A maioria

1989-1991

[
[=]
T

destas determinagfes s&o de

Nimero de Publicagdes / Ano
3
1

espécies de interesse farmacéutico

[
wn
i

e clinico, tais como: dopamina,
catecolaminas e 6xido nitrico (NQ),

—
L=]
T

)
7/

1983-1985

¥ ]

entre outras. Estes trabalhos

E 197:11977
E 1978-1979

representam cerca de 30% dos 0

trabalhos publicados nos UMOS 5 Figura 1.9: Publicagdes referente a0 emprego das fibras de

carbono, como sensores e biossensores em 25 anos. Dados
anos, fazendo uso de fibras de i sravss mstitte for Scientifc Information® (1S)®
carbono.

As metodologias mais relevantes e mais recentes para os compostos
de interesse clinico, biolégico, bem como para espécies inorganicas e moléculas
de interesses ambiental, estdo descritas brevemente a seguir.
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L. 6.1. Determinagdo de espécies de interesse clinico, biolégico e farmacéutico

Das espécies de interesse clinico, as que mais tem sido pesquisadas
s80 os neurotransmissores, como dito anteriormente. Os neurotransmissores séo
compostos que possuem um papel muito importante no cérebro, pois eles séo a
chave de ligagdo na comunicaglo entre neurbnios. Quatro dos
neurotransmissores conhecidos (dopamina, norepinefrina, epinefrina e serotonina)
s80 faciimente oxidaveis em eletrodos de carbono. Estes quatro neurotramissores
sdo de especial interesse de pesquisadores em neurociéncia, pois diversas
drogas, como anfetamina, cocaina e varios neurolépticos, possuem seus sitios de
acao no cérebro, onde estes neurotramissores atuam. Destes neurotramissores, o
mais pesquisado é a dopamina. Dos iniimeros sistemas pode-se citar: alguns que
realizam medidas in vitro® 78 e jn vivo 4 7275

Em relacéio aos sistemas propostos para determinac¢io de dopamina in
vitro, destaca-se: sistema proposto por Akiyama e colaboradores®, o qual é
composto por uma célula eletroquimica com trés eletrodos, especialmente
desenhada para estudos in vitro. A célula emprega como eletrodo de trabalho
uma fibra de carbono de 500 um de comprimentc € 7 um de diametro. Qutro
sistema especialmente montado para a medida de dopamina em volumes
extremamente pequenos (10 nL) foi proposto por Zhang e colaboradores®. Estes
sistemas apresentam boa reprodutibilidade (5,6 % para n=10) e limites de
detecglo que variam entre 1,0 107 mol L% @ 2,0 10° mol L%,

Ha também eletrodos para determinagio de dopamina in vitro,
modificados, como o proposto por Xu e colaboradores®, O eletrodo é constituido
por duas camadas de filme composta por poli(3-metiltiofeno) e polipirrol, que foi
preparado pela eletropolimerizagio inicial do 3-metiltiofeno por meio de
voltametria ciclica e posteriormente eletropolimerizagdo do pirrol. O eletrodo
exibiu uma alta reversibilidade de resposta para a dopamina e acido ascorbico,
com um limite de detecgio de 3,0 10° mol L™ e 5,0 10®° mol L™, respectivamente,
permitindo a determinagdo destas espécies em valores de pH fisiologico. isto foi
um grande avango, pois uma das dificuldades em se determinar
neurotransmissores, como a dopamina, em fluidos extra celulares, empregando
medidas eletroquimicas, est4 relacionada a interferéncias causadas por outras
espécies como, por exemplo, 0 acido ascorbico. Esta dificuldade estg relacionada
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as diferengas- de concentragdes destas espécies existentes no cérebro. Enquanto
a faixa de concentragéo de dopamina varia de 0,1 a 1,0 10® mol L™, o 4cido
ascorbico possui concentrag@o pelo menos 1000 vezes maior®. Este problema
tém sido contornado utilizando-se eletrodos modificados de fibras de carbono™7!,
Os eletrodos mostram uma excelente sensibilidade para a dopamina, com pouca
ou nenhuma interferéncia do é4cido ascérbico, permitindo até a determinagéo
simultanea das duas espécies.

Para uma melhor compreens&o do mecanismo de funcionamento do
cérebro, especialmente dos mamiferos, pesquisas tém sido realizadas no intuito
de medir a concentragio de diversos neurotransmissores in vivo™ 27 Devido as
suas pequénas dimensdes, as fibras de carbono t8m-se mostrado come uma
excelente ferramenta para estes estudos. Determinagbes voltamétricas de
dopamina in vivo tém sido realizadas com auxilio de eletrodo de fibras de
carbono™ ™, implantando o eletrodo diretamente em cérebros de ratos, sendo
© neurotransmissor monitorado ao longo do tempo. Os dados encontrados
revelam que existe uma correlagdo entre a concentragéo do neurotransmissor e a
atividade motora do animal.

Medidas voltamétricas de catecolamina™ %, outro importante
neurotransmissor, em uma unica céfula bovina, tém sido também realizadas com
auxilio de eletrodos de fibra de carbono. As possibilidades de reaiizar-se medidas
voltamétricas no interior de células nervosas, empregando-se fibras de carbono,
foram discutidas por Ewing e cotaboradores®'. -

Por ser uma espécie de interesse biolégico, a determinagsio de &cido
ascorbico também tem sido realizada com o uso de eietrodos modificados de fibra
de carbono. Janda e colaboradores®® utilizaram um filme de
tetrametilpiridoporfirazina sobre a superficie da fibra, enquanto Gao e
colaboradores®™ empregaram filme de heptacianonitrosilferrato de cobre. Neste
ultimo caso, o eletrodo apresentou resposta linear em medidas voltamétricas
entre 5,0 10° e 6,0 10° mol L', sendo que esta faixa pode ser estendida em
medidas - amperométricas de 8,0 10° a 2,0 10 mol L™'. Além disso, o eletrodo
néo apresentou respostas dependentes de valores de pH compreendidos entre 2
e8s.
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Outra espécie de interesse biolégico bastante estudada nos ultimos
anos, utilizando principalmente ultramicroeletrodos de fibras de carbono é o 6xido
nitrico (NQ) 34 37 - 3. 4.8 16 foi estabelecido recentemente como um dos mais
importantes mensageiros biol6gicos envolvidos em processos fisioldgicos e
patofisiologicos no sistema nervoso central. O entendimento do papel biolégico
requer um estudo detalhado de sua produg&o, transporte e regulago em varias
celulas e tecidos. Isto requer medidas in situ e in vivo em tempo real de maneira
bastante seletiva e quantitativa. Em linhas gerais, a maior parte dos eletrodos
construidos para determinagdo de 6xido nitrico envoive a modificacio com filmes
de metaloporfirinas eletropolimerizados™: * “* 3 g ou recobertos com Nafion® 3
%. 4 A membrana de Nafion® atua como uma membrana seletiva para evitar a
oxidacdo de nitritos.

Diversos eletrodos tém sido desenvolvidos para outras espécies de
interesse farmacéutico, fitolégico, clinico e biolégico. Compostos como o acido
pipemidico®, utilizado no tratamento de infecBes urindrias, a aminopterina®,
empregada no tratamento do cancer e a zeatina®, um fito-horménio empregado
como reguiador de crescimento de plantas, tém sido determinados utilizando
eletrodos de fibras de carbono por meio de medidas de voltametria adsortiva.
Outros estudos mostraram também a possibilidade do emprego das fibras de
carbono para a determinacfio e estudos de acidos nucleicos®, aminoacidos™ e
nicotinamida adenina dinucleotideo (NADH)®, um importante cofator em muitas
reagbes enzimaticas. '

Além dos compostos determinados acima, geralmente determinados
em meio aquoso, néo se poderia deixar de mencionar os estudos eletroquimicos
e determinagdes realizados em meios apréticos. Compostos como vanilina, usado
como agente aromatizante em alimentos, foi determinado por Agli e
colaboradores®™, além de estudos eletroquimicos realizados com B- caroteno™ e
vitamina K,2, foram recentemente realizados.

A presenga de grupos contendo oxigénio, como mencionado
anteriorments, na superficie das fibras de carbono tomam estas promissoras no
desenvolvimento de eletrodos enzimaticos'®. Devido a dificuldade encontrada por
diversas enzimas na transferéncia de elétrons entre seu sitio ativo e a superficie
do eletrodo, muitos sensores para biomoléculas t&m empregado compostos que
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aceleram este processo. Estas espécies, conhecidas como mediadores
eletronicos, podem ser utilizadas para diminuir o vaior do potencial onde ocorre a
reagéo redox de interesse de muitos biossensores®', permitindo, desta forma,
minimizar efeitos de interferéncia causados por outras espécies eletroativas
presentes no meio em estudo®. Véarios estudos tém sido realizados neste sentido,
como, por exemplo, emprego o azul de metileno ou azul de prissia, como
mediador de elétrons5* 89,

Biossensores baseados em fibras de carbono modificadas com filme de
poli-B-aminoantraquinona (pAAQ)*, preparados por életmpolimerizagéo e por
reacdo covalente do azul de o-toluidina, foram desenvolvidos para a determinacéo
de hemoglobina®. O primeiro eletrodo apresenta maior estabilidade que o
segundo, pois pode ser continuamente utilizado na determinag&o de hemoglobina
por mais de duas semanas. Quando estocado em tamp&o de pH 7,4 por um més,
a sensibilidade de sua resposta amperométrica diminui apenas 5,7%. Além disso,
ele apresenta uma maior sensibilidade que o eletrodo modificado com azul o-
toluidina e uma faixa linear de resposta entre 5,0 107 e 3,4 10 mol L.

Entre os diversos eletrodos enzimaticos construidos, aqueles
destinados a determinag#o de glicose também receberam uma atencao especial,
empregando diferentes métodos para a modificagso quimica da superficie da fibra
de carbono™ * *, Furbee e colaboradores™ empregaram a copolimerizag#io da
glicose oxidase com pirrol sobre fibras de alto modulo. Eletrodos preparados a
partir da imobilizag#io simultdnea da enzima “horseradish peroxidase” (peroxidase
de raiz forte) e glicose oxidase foram propostos por Csoregi e colaboradores™ %
A principal caracteristica deste eletrodo é a possibilidade de diferenciar espécies
como glicose e perdxido de hidrogénio. Outros exemplos s8o as preparagBes de
microeletrodos cobertos com glicose oxidase em ambiente saturado com vapor de
glutaraldeido®™ e microbiossensores preparados por co-imobilizaglio de
acetilcolina esterase e colina oxidase®™, sendo este ditimo empregado na
determinag@io de acetiicolina e glicose. Além dos biossensores para glicose e
acstilcoling, Cita—se também o biossensores para lactato, que foram desenvolvidos
por Shram e colaboradores para detecg#o de lactato, in vivo, em cérebro de
ratos®.
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l. 6.2. Determinagdio de moléculas de interesse ambiental e espécles inorgénicas

A determinagsio de compostos de interesse ambiental, principaimente
metais pesados, utilizando eletrodos de fibras de carbono parece nio ter
difundido muito, como a utilizagdo destes eletrodos para determinacéo de
compostos de interesse clinico, nos Gitimos 5 anos. Porém, ha véarios trabalhos
relevantes.

Compostos fendlicos podem ser determinados usando eletrodos de
fibras de carbono™. Destes pode se destacar o eletrodo proposto por Agli e
Pingarén®, o qual foi modificado com fime de poli(3-metiltiofeno) para a
determinacio de compostos fendlicos. Este eletrodo apresentou uma resposta
superior aquelas encontradas com o uso de eletrodo convencional de carbono
vitreo e uma melhor resolugéio para as medidas voltamétricas de pulso diferencial
em solucfo aquosa e em emuls&o agua-6leo, empregando-se misturas como terc-
butilhidroxianisol, terc-hidroquinona e propilgalato.

Fung e Mak® utilizaram ultramicroeletrodos de fibras de carbono e
voltametria de pulso diferencial como ferramenta para investigar o efeito de
alguns pesticidas, como metil paration e etili paration em ovos de r4, tendo como
objetivo verificar o impacto destes pesticidas no meio ambiente. As vantagens do
uso de ultramicroeletrodos de fibras de carbono é que o sistema biolégico
estudado & pequeno, e os UME possuem boa resisténcia mecénica e uma ampla
faixa para estudos eletrogquimicos, visto que os pesticidas estudados apresentam
potenciais redox que variam de —600 a -1300 mV.

Fibras de carbono também s&o aplicadas na construgéo de eletrodos
para a determinacéo de espécies inorganicas. Varios trabalhos sdo destinados a
determinagio de metais pesados®'™ porém poucos foram desenvolvidos
recentemente'™'*  De maneira geral, as determinagbes de metais pesados
envolvem técnicas de pré-concentragio e a modificag8o da superficie das fibras
de carbono pela formagéo de um filme de mercurio, © qual pode ser preparado
antes ou simultaneamente a etapa de depdsitoc do metal®™'® Os resultados
mo‘étram que os limites de detecgfo s&o comparaveis aqueles encontrados com o
uso de eletrodo classico de mercurio de gota pendente, com a vantagem de que
as fibras de carbono permitem medidas em volumes extremamente pequenos, na
ordem de 5 uL @ com altas velocidades de varredura de potencial de1-100 V/s.
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Exemplos do uso de fibras de carbono sem a presenga de filmes de
mercuirio para a determinagio de metais também podem ser encontrados.
Edmonds e Guoliang'® empregaram fibras de carbono para determinagsio de
cobre, utilizando diversos tipos de fibras. Os eletrodos apresentaram uma faixa de
resposta linear para a concentra¢fio deste metal entre 1,0 e 5,0 10 mol L. Neste
trabalho, foram também realizados estudos sobre o efeito de pré-tratamento
eletroquimico sobre as fibras de carbono, mostrando que este processo aumenta
a sensibilidade de resposta dos eletrodos. Alames-Varela e Costa-Garcia'®
mostraram a possibilidade de determinar-se ouro com eletrodos de fibra de
carbono empregando voltametria de redissolug&o anédica. Neste caso, a faixa de
resposta linear do eletrodo foi de 1,0 10° a 1,6 10° mol L™, com limite de
detecgsio de 5,94 10 mol L e desvio padréo relativo de 2,78% para 5 medidas
em uma solug&o com concentragdo de 3,0 107 moi L™ de ouro (lll).

Fibras de carbono tém sido empregadas na construgo de eletrodos
para a determinac&o de nitrito. Silva e colaboradores'® utilizaram fibras de
carbono para a determinagiio de nitrito sem qualquer modificagsio de sua
superficie. Voltametria de vamredura linear com velocidades de varnedura da
ordem de 0,1 V/s e amostras com baixa condutividade ibnica foram utilizadas,
possibilitando-se andlises rapidas e determinagdes diretas de nitrito em amostras
de &guas naturais. Os autores discutiram também a influéncia de espécies como
NOs e oxigénio dissolvido na resposta do eletrodo.

Além das aplicagbes discutidas anteriormente para as fibras de
carbono, pode-se ainda destacar o seu uso como microdetetores acoplados a
andlise em fluxo®*, cromatografia liquida''"® e eletroforese capilar """, A
grande vantagem de utilizar-se microssensores como detectores nestes casos
esta relacionada ao aumento de sensibilidade e resolugéio que estes detectores
proporcionam, além de permitirem o uso de céiula de deteccBio com pequenos
volumes e uma melhor raz&o sinal/ruido.

Em resumo, a primeira vantagem que pode ser destacada para o uso
de fibras de carbono é a possibilidade de construgio de eletrodos com dimensbes
da ordem de micrometros. Estas pequenas dimensbes tém proporcionado
inimeras vantagens na utilizagio destes eletrodos, das quais podem ser
destacadas caracteristicas como baixo valor de queda hmica, corrente capa?:itiva
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extremamente pequena e a facilidade em aicancar o estado estacionario. Estes
fatos tém permitido a obtencBo de dados eletroquimicos os quais ndo eram
possiveis de serem realizados com © uso de eletrodos convencionais, cujas
dimensbes s&o da ordem de milimetros. Desta forma, é possivel, atuaimente,
realizar medidas J/n vitro e in vivo, na auséncia de eletrélitc de suporte,
voitametria ultra rapida (1MV/s) @ em pequenos volumes de amostra (5 ul.). Qutra
importante caracteristica das fibras de carbono esté relacionada com a presenga
- de grupos funcionais na sua superficie, principaimente grupos contendo oxigénio,
como carboxilicos e hidroxilicos, podendo também ser encontrados grupos
arométicos como quinonas, hidroquinonas e fenéis. Esta caracteristica das fibras
tem sido responséavel pelo grande interesse no seu uso como material eletrodico
para o desenvolvimento de novos eletrodos quimicamente modificados e de
biossensores.

As propriedades resumidas no paragrafo acima, que foram brevemente
discutidas, motivaram o desenvolvimento deste trabalhe, utilizando fibras de
carbono como material eletrédico na construcio de sensores e biossensores.
Tendo como objetivo estudar as propriedades das fibras de carbono pré-tratradas
com 6xido de titanio{lV) e sua aplicagdo na determinagfio simultanea de isbmeros
de fenbis, bem como construc8o de um biossensor para salicilato e sua
- determinacéio em amostras clinicas e de medicamentos.
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Il. PRE-TRATAMENTO DAS SUPERFICIES DAS FIBRAS DE CARBONO

Il. 1. INTRODUGAO

Em aplicagbes eletroquimicas o comportamento eletroquimico do
material usado é de suma importancia, pois muitas das caracteristicas do sensor
ou biossensor desenvolvido estdo fortemente dependente das caracteristicas do
material eletrédico usado.

Assim como nos outros tipos de materiais de carbono, a reversibilidade dos
processos eletroquimicos das fibras de carbono depende muito das caracteristicas
de sua superficie. Neste aspecto as fibras de carbono possuem a desvantagem de
possuir comportamento eletroquimico pouco reversivel. Na tentativa de solucionar
este problema, ou seja, mefhorar a velocidade de transferéncia de elétrons e desta
forma suas caracteristicas de resposta, vérios tipos de pré-tratamentos ja foram
propostos para preparar as fibras ou eletrodos ja confeccionados antes de sua
utilizac&o. Estes tratamentos incluem mudangas nos grupos funcionais contidos na
superficie, na estrutura cristalografica da superficie e na rugosidade da superficie,
0s quéis podem envolver procedimentos quimicos efou eletroquimicos' °
térmicos'® ', plasma', e de polimento, entre outros tipos. Estes procedimentos
podem ser denominados de pré-tratamentos de ativag@o de superficie.

E valido mencionar que estes procedimentos de pré-tratamento também
sdo utilizados quando se deseja utilizar as fibras de carbono na fabricacdo de
compdsitos. Um exemplo é o pré-tratamento através de anodizagio em solugéo,
utilizado para obter uma ades&o adequada de resinas epoxi'2. A melhor adeséo é
obtida porque a oxidag&o eletroquimica cria superficies nas fibras de carbono que
poderiam ser derivatizadas por aminas polifuncionais ou polimeros. No caso dos
eletrodos de fibras de carbono, os mais usados s&c os procedimentos
eletroquimicos e quimicos, ou ainda a mistura destes.
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1l 1.1. Pré tratamento eletroquimico e quimico

De maneira geral os tratamentos eletroquimicos s&o realizados a um
potencial constante” # % > ou por voltametria ciclica’®. Com relagio aos de
potenciais constantes, este podem ser positivos ou negativos, os quais resultam
em um aumento da érea superficial da fibra'®.

Dos procedimentos descritos na literatura que fazem uso das ferramentas
eletroquimicas, cita-se: 0 uso de solugbes de KH.PO4, e NaOH, aplicando um
potencial de 2,0 V vs SCE (eletrodo de calomelano saturado), por 60 s'4 ou ainda
em KNO; 1% peso, aplicando correntes na ordem de 0,1 2 1,0 A entre 60 e 90

min'S,

Os pré-tratamentos quimicos geralmente séo realizados através da imersé&o
das fibras de carbono em meios fortemente acidos e/ou oxidantes. Os agentes
oxidantes mais usados s&o: &cido nitrico, acido sulfirico, acido fosforico e
perdxido de hidrogénio. Vérias densidades de grupos funcionais s&o produzidas
em funcdo do tempo de reagédo. O tratamento oxidativo além de produzir sitios
ativos pela formagéo de grupos funcionais, também aumenta a rugosidade da
superficie e a drea superficial®.

Os tratamentos quimicos as vezes sé&o realizados apenas para minimizar
problemas resultantes de compostos que s&o usados para que os fios das fibras
permanegam juntos e promova resisténcia a abras@o durante o enovelamento no
processo de fabricagé@o. O pré tratamento é feito através de refluxo em solventes
como, por exemplo, metano®.

De maneira geral os pré-tratamentos quimicos ou eletroquimicos tendem
aumentar os grupos funcionais contendo oxigénio sobre a superficie das fibras de
carbono, ou seja, possuem efeito oxidativo. Logo, é vélido mencionar os estudos
feito por Frysz e colaboradores'® com objetivo de explicar os efeitos da oxidagéo
no comportamento eletroquimico das fibras de carbono, embora estes estudos
foram feitos com fibras oxidadas termicamente. A Figura Il.1 mostra 4 possiveis
caminhos que podem explicar a melhora na resposta eletroquimica das fibras de
carbono. Caminho (1) implica que a melhora do comportamento eletroquimico é
devida somente ao aumento da exposicdo dos planos de borda e “sitios
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defeituosos; no caminho (2) o aumento dos planos de borda e sitios defeituosos
resulta em um aumento da quantidade do oxigénio quimicamente adsorvido na
superficie. O simples aumento do oxigénio quimicaments adsorvido pode melhorar
a performance  eletroquimica  diretamente (2), ou resultar no
caminho (3), no qual o aumento do :

oxigénio quimicamente adsorvido induz
uma redugio na tensdo superficial do
eletrélito e entdo resulta em melhora da
atividade eletroquimica. No Caminho
{4}, o aumento dos planos de borda e
sitios defeituosos resulta em uma
tensao superficial reduzida, o qual entdo

produz uma melhora na resposta

SO S

eletroquimica. Figura - I.1: Esquema proposto para explicar o efeito

da oxidagdo na resposta eletroquimica.

Yue e colaboradores' também realizaram alguns estudos para mostrar as
mudangas que ocorrem nas superficies das fibras de carbono. Neste caso, a
oxidacéo das fibras de carbono foi realizada eletroquimicamente, e estes estudos
foram realizados através de medidas de drea superficial e por espectroscopia
fotoeletrdnica de raio-X (XPS). Por meio destes estudos, Yue e colaboradores
~ mostraram que; a oxidacgdo eletroquimica aumenta a atividade da superficie por
gerar maior area superficial via formagdo de poros e por introdugdo de grupos
polares contendo oxigénio sobre os poros formados na superficie das fibras. Os
poros formados na oxidagdo eletroquimica s&o extremamente pequenos
(ultramicroporos). Os estudos de XPS confirmaram que o grupo mais produzido na
oxidacdo da superficie & COOH. Os grupos contendo C-OH e carbonila ndo
aumentam com oxidag#o eletroquimica, mais exibem um pequeno decréscimo.

Uma super oxidag8o das fibras por uma intensa oxidag@o eletroguimica
causa uma perda de peso, esta perda é aproximadamente proporcional & carga



36 Capitulo Il - Pré-tratamento das superficies das fibras de carbono

aplicada na fibra. Uma progressiva perda de peso ocorre com a evolugéo de COo.
Os atomos dos sitios ativos na superficie da fibra s&o oxidados para formar grupos
na superficie contendo oxigénio com C-OH, C=0, COOH e finalmente CO.. Estes
grupos, bem como um simplificado mecanismo de progressdo para oxidagdo da
superficie, podem ser visualizados na Figura il.2:

Figura - 1.2 - Mecanismo simplificado de oxidagdo da superficie de fibras de carbono

A descarboxilagdo parcial com resultante perda de peso conduz ao
aumento da area superficial e da rugosidade. A estrutura morfoldgica muda
continuamente durante a oxidagao e evolugéo de CO,, 0 que produz um aumento
da area superficial devida ao continuo desenvolvimento dos ultramicroporos.

Finalizando, pode-se observar que, dos estudos realizados por Yue e
colaboradores’ e Frysz e colaboradores’®, a melhora na resposta eletroquimica
através da oxidagéo (eletroquimica ou n&o) esta sempre relacionada ao aumento
do nimero de grupos funcionais contendo oxigénio e aumento dos poros. O que
muda é o mecanismo com gue ocofrem S processos.

Muitos dos métodos citados acima requerem etapas complexas, longo
tempo de preparagéo e geralmente ndo sdo eficazes, e dependendo do processo
de fabricag&o das fibras de carbono, os problemas de reprodutibilidade s&o ainda
mais criticos. Este é 0 motivo pelo qual se tem interesse no desenvolvimento de
novas alternativas que possam ser aplicadas no pré-tratamento das fibras de
carbono, motivo este que levou ao desenvolvimento de uma nova metodoiogia
rapida, simples e eficaz para o pré-tratamento de fibras de carbono, cujo
desenvolvimento & descrito a seguir.
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Il. 2. EXPERIMENTAL

11.2.1. Reagentes e Materiais

Fibras de carbono tipo PAN T- 800 “sized” com 8 pm de diémetro foram
adquiridas das Industrias Toray INC, Toquio-Jap&o. Tetracloreto de titanio (99,9 %
Aldrich, Milwaukee, - WI- USA), tetracloreto de carbono, KsFe(CN)s (Merck-
Darmstadt-Alemanha) e KNO3; (Nuclear — S&o Paulo — Brasil). Todos os reagentes
foram de grau analitico.

1.2.2. Medidas Eletroquimicas

O sistema utilizado nas medidas eletroquimicas constituiu-se de 3
eletrodos: eletrodo saturado de calomelano (SCE), como referéncia; fio de platina
como auxiliar; eletrodo de fibra de carbono como trabalho. Este sistema foi
conectado a um potenciostato modelo MQPG da Microquimica (Florianépolis —
Brasil), acoplado a um microcomputador para aquisicdo dos dados e controle de
potencial. As solugdes foram desoxigenadas com borbulhamento de nitrogénio por

10 min antes das medidas. O hexacianoferrato foi utilizado como espécie
eletroativa.

11.2.3. Micrografia de varredura eletrénica

As microscopias de varredura eletronica (SEM) das fibras de carbono
tratadas e ndo tratadas foram obtidas, usando um microscépio eletronico ISI
Modelo 100 A ( Santa Clara, CA).

I.2.4, Tratamento das fibras de carbono

Um bulbo de fibras de carbono (Toray — T800) foi imerso em agua destilada
durante 10 min e ent&o merguihado em uma solug8io de tetracloreto de titanio
(diluida em tetracloreto de carbono) por 60 min, nas concentragdes de 1:20, 1:10,
1:5, 1:2, 1.1 e 1.0 {v.v). No passo seguinte, as fibras de carbono foram secas a 70



38 ' Capitulo fi- Pré-tratamento das superficies das fibras de carbono

°C por 1 h, logo apés lavadas, cuidadosamente, com grande quantidade agua
destilada. Finalmente as fibras foram secas a 70 °C por 1 h.

I1.25. Construgdo dos eletrodos

Apbs o tratamento das fibras, os
eletrodos  foram-  confeccionados
conforme apresentado na Figura I1.3.
Cerca de 50 fibras foram inseridas em
um tubo de polietileno de 1 mm de
diémetro @ 20 mm de comprimento,
deixando aproximadamente 5 mm de
fibras expostas e selando a jungéo por
aquecimento. O Contato elétrico foi feito
com fio de cobre e pasta de carbono
condutora (Leit-C condutive carbon
cement, Neubauer Chemikalien), sendo
este lado selado com resina epoxi
(Araldite®, Brascola LTDA).

FRgura - B3 -~ Diagrama esquemético da
preparagio dos microeletrodos: 1- fibra de
carbono, 2- jungéo da fibra de carbono com o fio
condutor, 3- fubo de polietileno, preenchido com
pasta de carbono condutora, 4- resina epoxi, 5-
fio de cobre.
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Il. 3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Com intuito de avaliar o comportamento eletroquimico das fibras de carbono

pré-tratadas com TiCl,, realizou-se uma série de estudos, utilizando hexacianoferrato

como espécie eletroativa.

Il. 3. 1. Caracteristicas da superficie

- Fibras nao tratadas
- Fibras tratadas por 30 min
C - Fibras tratadas por 60 min

1 i 1 " 1 L 1

-400 : -200 0 200 400
E 'mV vs SCE

Figura Il.4 - Voltamogramas ciclicos obtidos com fibras
de carbono nao fratadas (A) e fibras tratada 30 min (B),
60 min (C) com TiCls concentrado em uma velocidade de

600

varredura de 100 mV s', em KC! 0,1 mol L. A
varredura foi iniciada em —400 mV vs SCE.

A Figura I[.4
voltamogramas ciclicos (VC) obtidos em

mostra o0s

KCI 0,1 mol L para fibras ndo tratadas
(A), fibras tratadas por 30 min (B) e
para aquelas tratadas por 60 min (C),
titanio. O

voltamograma obtido com fibras nao

com tetracloreto de
tratadas apresenta uma baixa corrente
capacitiva, indicando que a érea
superficial € pequena, porém quando a
fibora de carbono € tratada a corrente
capacitiva

aumenta, sugerindo um

aumento na area superficial.

Depois de tratadas as fibras de carbono, nenhuma mudanga visual é

observada. Entretanto, as micrografias (Figura Il.5) obtidas com fibras néo

tratadas (Il.5A) e tratadas com tetracloreto de titdnio concentrado por 60 min

(11.5B) mostram um aumento na area superficial apos o tratamento. As fibras néo

tratadas apresentam uma superficie ndo rugosa, enquanto que as tratadas
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apresentam alguns flocos, os quais devem ser agregados de dioxido de titéanio
dispersos sobre as fibras, aumentando assim a area superficial. O diametro da
fibra aumenta cerca de 5 a 10 %, indicando que quantidade significativa de didxido
de titanio & depositada na superficie da fibra de carbono como uma camada

dispersa.

Figura 1.5 - Microscopia de varredura eletrénica de uma fibra carbono tipo T-800. (A) ndo tratada e (B)
tratada por 60 min (com TiCls concentrado). Ampliagdo 15.000 vezes.

II. 3. 2. Caracteristicas eletroquimicas das fibras de carbono tratadas.

Uma grande diferencga eletroquimica entre as fibras tratadas e nédo tratadas
pode ser verificada através voltamogramas ciclicos mostrados na Figura II.6,
refletindo o comportamento do sistema [Fe(CN)s]*/[Fe(CN)s]*, obtidos com uma
solucado de [Fe(CN)e]™ 1,0 10 mol L' em KCI 0,1 mol L. Para fibras de carbono
ndo tratadas, uma baixa corrente é observada, indicando uma eletroatividade
baixa. Em contraste, quando foram usadas fibras tratadas com solugdes de TiCl4
com concentragdes maiores que 1:5 (v:v), um aumento de corrente foi observado
para a eletroquimica do [Fe(CN)s]>. Um potencial formal (média dos potenciais
dos picos anddico e catédico) de 182 mV vs SCE foi encontrado; este potencial é
muito similar se comparado com aqueles observados quando eletrodos de platina
ou carbono vitreo foram usados'®. A razdo de corrente, do pico anddico e
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catddico, foi de aproximadamente 1,0 e a separagéo dos potenciais de pico foi de

62 mV para uma velocidade de varredura de 100 mV s™. Isto indica que o

. processo redox na superficie das fibras de carbono tratadas & similar aquele

cbservado para sistemas reversiveis'®, este comportamento também foi

observado quando o sistema foi avaliade com KNOa.

Embora uma maior corrente capacitiva é observada para fibras tratadas por
60 min (Figura 11.4(C)) em relagdo as fibras tratadas por 30 min (Figura 11.4(B}); na
presenga de espécies eletroativas uma melhor resposta é observada, como

mostrado na Figura I1.7. Isto sugere que a camada de dxido de titanio formada na

superficie ap6s 60 min de tratamento melhora as caracteristicas eletroquimicas se
comparadas com aquelas obtidas quando a fibras foram tratadas por 30 min.

60

40 |-

60 |

1 L 1

L L L & i i L
-400 =200 0 200 400 600

E /imV vs SCE
Figura- 1.6 - VC obtidos com eletrodos de fibras

de carbono nio tratadas (A) e tratada (60 min (B))
com fetracloreto de fitdnio, com velocidade de
varredura de 100 mV s, em solugdo de [Fe(CN)]®
1.0 10° mol L' ¢ KCI 0.1 mol L' como eletrbiito

60

40 -

-80 |-

1 " L A 1

" 1 M ] L 1
-400 -200 0 200 400 800
E /mV vs SCE

Figura - I.7 - VC obtidos com eletrodos de fibras

de carbono fratadas (30 min (A)) s (60 min (B)),
com velocidade de varredura de 100 mV s, em
solugdo de [Fe(CN)eF® 1,0 10° mol L' e KCI 0,1 mol
L' como eletrdlito suporte.

A corrente de pico em fungio da raiz quadrada da velocidade de varredura

possui uma dependéncia linear, Figura I.8. Os potenciais de pico anddico e
catddico ndo variam entre as velocidades de varredura de 5 e 150 mV s'. Estes
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‘dois fatos sugerem que 0 processo é controlado por difuséo de forma similar

aqueles observados por sistemas reversiveis'®.

il. 3. 3. Efeito da concentragdo do TiCl; usado no tratamento das fibras
O uso de uma solugdo mais diluida de TiCls, para evitar um tratamento

drastico das fibras de carbono foi investigado e o efeito € mostrado na Figura I1.S.

A separagao dos picos nos voltamogramas ciclicos obtidos para o [Fe(CN)e]® em

50 mV s aumenta exponencialmente quando a concentragdo da solugdo é

inferior a 1:5 (viv) de TiCl4 e CCl, Este comportamento sugers que a

eletroatividade das fibras de carbono & melhorada pelo tratamento com solugdes

méis conceniradas de tetracioreto de titénio.

70

60

50

40}

Ip.a hA

30}

201~

10

Figura - I1.8 - Dependéncia da comente pico em

fungdo da raiz quadrada da velocidade de

varredura obtida em sokigio de [Fe(CN)g® 1,0 109
mol L-1 e KCi 0,1 mot L' como elefr6lito suporte.

500 |~ -

200+

100 -

o i L » 1 . L 1 i 1
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%, de TiCl,

Figura - 1.9 - Dependéncia da separagéo de pico em
fungédo da fragdo molar () de TiCls usado no pré-
trafamento das fibras de carbono por 60 min.
Velocidade de varredura de 50 mV s, pH=6 e
solugéo de [Fe{CN)g]® 1,0 10°mol L.
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II. 3.4, Efeito do pH da solugéo

O elefrodo mostrou um interessante comportamento em fungéo da variag&o
de pH, Tabela Il.1. O potencial formal depende do pH da solugéo, apresentando
menor valor em pH de aproximadamente 5,0 e 6,0 aumentando em valores de pH
superiores e inferiores a 5,0. E muito interessante comparar este fato com a carga
da superficie do 6xido de titdnio hidratado, o qual apresenta um ponto isoelétrico
em pH de aproximadamente 5.6%.

O aumento no potencial formal

em pH bésicos pode ser explicado pela Tabela IL.1 - Potencial formal (E9) obtido para
carga da superficie do dxido de titanio, [Fe(CN)g° 1,0 10° mof L7, em solugéo com
o qual se torna negativa, e a interagéo dferentes valores de pH, usando flbras de
de espécies carregadas negativamente carhono pré-fratadas como eleirodo de frabalho,
. com velocidade de varredura de 20 mv1
com a superficie do eletrodo é - _
[+]

prejudicada. Em valores de pH abaixo gl; E.my \;ezrgsus SCE
‘de 5,0 o potencial formal é aumentado, 3:0 194
provavelmente devido & protonagéo das g";‘ ::g?
espécies na forma reduzida, 6:0 182

. 7.2 190
normalmente observado para [Fe(CNJ B2 204 o
3 am soluggo®'?2,

Il. 3. 5. Efeito da concentracdo da espécie eletroativa (hexacianoferrato)

- A Figura I1.10 (A) mostra os voltamogramas ciclicos obtidos com fibras de
carbono tratadas com TiCly ndo diluido durante 60 min, na presenca de diferentes
" concentragdes de [Fe(CN)s]. A relacdo linear obtida entre a corrente de pico e a
concentrag&o (Figura I1.10 (B)) mostra boa atividade para resposta eletroquimica.
O potencial de pico é constante mesmo para solugbes de [Fe(CN)]® mais
concentradas, indicando que n&o ha forte interacdo ou adsorséo das espécies
eletroativas na superficie da fibra. . -
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Figura - 1110 - (A) - Voltamogramas ciclicos obtidos com fibras tratadas com TiCls ndo diluido por 60 min,
com velocidade de varredura de 20 mV s, em solugéo de [Fe(CN)s]® de diferentes concentragdes e KCI 0,1
mol L' como eletrblito suporte.- (1) branco, (2) 0,1; (3) 0,3; (4) 0,5; (5) 0,7: (6) 0,9; (7) 1,1; (8) 1,3; (9)1,5; (10)
1,7 e (11)1,9 mmol L' de [Fe(CN)sJ°. (B) — Valores de corrente obtidos do grafico (A) em fungéo da
concentragao.

II. 3.6. Caracteristicas e estabilidade das fibras pré-tratadas

As caracteristicas do filme formado na superficie da fibra de carbono
modificada com TiCls, bem como a atividade eletroquimica, foram estaveis por um
longo periodo, aproximadamente 3 meses, mesmo em solugéo acida ou neutra;
porém, em solugbes alcalinas (pH>9), elas mostraram rapidas mudancas,
provavelmente devido & solubilizacédo da camada de éxido de titanio®.

A estabilidade do eletrodo modificado foi testada com um minimo de 500
ciclos. Em trés meses, nenhuma mudanga significativa foi observada. Uma
pequena diferen¢a na forma do pico foi observada quando o eletrodo foi estocado
em solucdo aquosa por um dia, Figura Il.11. Porém, quando o eletrodo foi seco
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-novamente, a resposta original retornou, mostrando grande estabilidade do filme
de Oxido de titanio disperso sobre a superficie da fibra de carbono.

60

40 F

20

60 |

L i 1 i 1 1 L 1 L 1
-400 -200 0 200 400 600

E/mV vs SCE

Figura .11 - VC oblidos com fibras fratadas com diferentes fempos de imersdo em égua: (A) iniciaiments e
(B) apbs 25 h, com velocidade de varredura de 100 mV s, em solugo de [Fe{CN)g}® 1,0 10° mol Lt com
KC! 0,1 mol L' como eletrélito .
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1L 4, CONCLUSOES

Os resultados obtidos nesta etapa do trabalho mostraram um novo
procedimento de pré-tratamento que torna as fibras de carbono mais sletroativas e
com boa reprodutibilidade. A grande eficiéncia e sensibilidade obtida com este
procedimento mostram um excelente potencial para preparagéo de eletrodos de
fibra de carbono em uma forma reprodutivel.

Aspectos como estabilidade, facilidade e simplicidade deste procedimento,
além da possibilidade de imobilizagéo de novos compostos sobre a superficie pré-
tratada do eletrodo, tornam o procedimento descrito muito atrativo para uso em
rotina.

A sensibilidade para outros analitos de interesse apés o pré-tratamento é
assunto de correntes investigagSes como também o uso destas fibras de carbono
tratadas com TiCis para desenvoivimento de novos senscres. Exemplo de
- aplicag@o destas fibras tratadas é descrito na parte seguinte deste trabaiho.
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ll. UTILIZACAO DE FIBRAS DE CARBONO PARA DETERMINAGAO DE
COMPOSTOS FENOLICOS.

liL. 1. INTRODUGAO

A determinagfio de compostos fenélicos é de interesse em diversos
campos, como: controle ambiental’, neuroquimico®®, farmacautico® e dlinico’.
Na maior parte dos trabalhos descritos na literatura a determinacgsio
de catecol e hidroquinona® é realizada fazendo uma separacio, quimica e ou
fisica, prévia. Esta estratégia & muito importante, porém o tempo e os
reagentes consumidos, bem como os rejeitos produzidos s&o geralmente altos
nestas andlises. EntSio, o desenvolvimento de novas metodologias que
possibilitam a determinagciio sem a necessidade de uma separagdo prévia
destes compostos é um assunto de extrema relevancia.
'Compostos fendlicos, como hidroquinona (1,4 di-hidroxi-benzeno) e
- catecol (1,2 di-hidroxi-benzeno), tem como estrutura basica OH ligados a anel
benzénico, que sfo eletroquimicamente ativas em eletrodos de platina ou
carbono®. O uso das fibras de carbono mostra vantagens, devido as suas
~Pequenas dimensbes (5 - 15 um), que possibilitam a construgiio de
ultramicrdeletrodos. Que possuem caracteristicas bastantes peculiares, como
ja descrito nos parigrafos anteriores. A resposta destes eletrodos s3o
extremamente répidas (menos de 1 s), permitindo varreduras répidas®'".
Pfoblemas de queda dhmica associados com o uso destes eletrodos em meio
resistente a passagem de corrente s30 minimos™. Estes fatos s&o de grande
importancia prética porque possibilita o uso de ultramicroeletrodos cilindricos
em medidas eletroquimicas em meios resistivos e de volumes pequenos, como
por exempld: a monitoragdio e quantificacio de neurotransmissores em
vesiculas localizadas nos neurdnios™", e outros experimentos in vivo'™®®, etc.

' Uma razoavel metodologia experimental para determinagio
simultanea destes isdmeros fenclicos em uma mistura binéria, sem separagbes
prévias, pode ser feita principaimente por voltametria de puiso giferencial
(DPV), usando eletrodo de carbono ou eletrodos de fibras de carbono®'.
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O principio quimico do método proposto ¢ a redugio eletroquimica

das estruturas quinonas presentes no catecol (1,2 di-hidroxi-benzeno) e
hidroquinona (1,4 di-hidroxi-benzeno)®, quando oxidados, na superficie do
eletrodo de fibra de carbono modificado com TiCl,. A determinagfio destes
compostos pode ser feita sem uma modificagdio complexa da superficie das
fibras de carbono, somente um simples pré-tratamento para aumentar a
repetibilidade e a sensibilidade. O pré-fratamento é necessario para aumentar
a sensibilidade devido & melhora na transferéncia de elétrons® e
provavelmente minimizar a passivagio do eletrodo causada por produtos da
oxidagéo de compostos fendlicos oxidados.
_ Os picos voitamétricos (obtidos com eletrodos de carbono ou
eletrodos de fibras de carbono), que correspondem a oxidacfo e reducgdo
destes isdbmeros (catecol e hidroquinona) s&o, em muitos casos, sobrepostos.
Além disso, a competicio dos isémeros fendlicos pela superficie do eletrodo
toma a relagdio entre a resposta voltamétrica e a concentragdo dos isdmeros,
em uma mistura, nfo-linear. Estes dois aspectos atuando simultaneamente
tonam muito dificil ou impossivel modelar este sistema por métodos de
calibrago univariada. Uma alternativa para resolver estes problemas é a
aplicagio de métodos de calibragio muitivariada, em que todo o voitamograma
€ considerado, mas n&o somente a corrente de pico caracteristica nos
potenciais de oxidagdio ou redugio de cada isdmero na mistura® Entre os
métodos de calibragio multivariada que s3o possiveis aplicar nestes casos,
pode-se citar: PLS?, redes neurais® €, mais recentemente, rede neural com
apodizago®.

Os aspectos citados acima e a necessidade do desenvolvimento de
métodos que possibilitam a determinag8o simultanea de compostos fenélicos,
de maneira simples, econdmica e rapida, motivaram a utilizacio de eletrodos
~ de fibras de carbono pré-tratadas com TiCl,, utilizando voltametria de pulso
diferencial (DPV), através da aplicag&o de PLS e redes neurais.
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il1. 1. 1. Aspectos Tebricos

Nos ditimos anos, o nimero de aplicagbes de redes neurais para

modelar dados correlacionados a quimica analitica tem mostrado um
consideravel aumento e diversificagio®® . Estes dados podem ser modelados
em curvas de calibrago ndo linear’®®, em reconhecimento de modelos®, em
andlise de multicomponentes® e em processos on-line controlados em tempo
real®. Este fato é possivel devido 4 habilidade das redes neurais artificiais
em modelar dados, em relagbes lineares e ndo lineares, entre variaveis
dependentes e independentes.
_ Redes neurais s%0 compostas por unidades basicas, chamadas de
neurdnios, que processam as informagdes, os quais séo arranjados em linhas
ou camadas®. Uma rede neural artificial tem sempre uma camada de entrada
(input) e uma camada de saida (output); e entre elas pode haver um numero
varidvel de camadas escondidas (intemas). A disposicio e o nimero de
neurdnios por camada s&o chamados de arquitetura da rede neural. A entrada
pode ser quaiquer sinal multivariado como: medida de corrente em diferentes
potenciais, absorvancias em diferentes comprimentos de onda, etc. As saidas
ou respostas da rede neural s&o varidveis independentes como concentragdes,
as quais a rede neural sera treinada, em um processo tipico de calibracgéo.

A reposta ou saida, 7 , de uma rede neural, na qual n, séo os
neurdnios de entrada, ou uma camada escondida com n, neurbnios e um
neurdnio de saida, para um vetor x, de entrada, pode ser escrita como:

Y= ZW}{Z WX, + }+B (Eq.1)

j=1

onde f & uma funglo de transferéncia linear, sigmoidal ou uma tangente
hiperbélica; b; e B séo “bias” do modelo e wy e W, séo os pesos das camadas
escondidas e de saida, respectivamente. Neste estudo, os vetores de entrada
s30 os “scores’ dos voltamogramas e a saidas s&s as concentragbes de
éatecol e hidroquinona na mistura binaria.

Uma vez estimado os valores peia rede neural, que é a saida da
rede neural, 0 erro de calibraglio (E), definido como a soma dos, quadrados
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resultante da diferenga entre o valor estimado pela rede e o valor esperado,
pode ser calculado, usando a equagéo 2:

E(W)--g(\'-— i (€q.2)

onde Y é o valor real, f’h € 0 valor da saida da rede neural @ m o nimero de

usadas para treinar a rede neural artificial. Ap6s obtido o valor da saida da
rede neural, o pr6ximo passo é corrigir os pesos das camada até o erro (E) ser
minimizado, o qual pode ser feito através da retropropagacao de erros® ou por
meio do método de Marquardt-Levenberg® *".

No método da retropropagac#o, o processo de corregsio dos pesos
¢ iniciado na Ultima camada e segue em diregio a primeira camada, por isso é
chamado de método da retropropagacfio. A equaglio para os pesos pode ser
escrita como:

i H -
AW, =8 out™ + pAW ™™ (€q.3)
De acordo com a equag#io, a correcdio do peso (AW} ) é composta

pela soma de dois termos que atuam em conjunto para minimizar os eros de
previs&o. O primeiro termo (v &-0ut ™) é basicamente o método do gradiente

descendente, quando ele é aplicado para redes. A esséncia deste método é
fazer corregcdes em direcSes opostas aquelas indicadas pelo gradiente (6;)da

superficie de erros. O pardmetro n, chamado de velocidade de treinamento é
introduzido para corrigir os pesos, uma maneira de evitar a corregiio excessiva
principalmente no fim do processo interativo, quando as partes principais dos
pesos ja foram corrigidas e uma corregfio excessiva pode afetar as corregdes
j4 feitas. O par8metro our™' & a camada de saida anterior. No segundo termo

(wAW™"), a constante p, camada de momento, substitui o peso “6timo”

obtido no primeiro termo, for¢ando que o erro seja avaliado neste novo peso.
Este termo minimiza a possibilidade da convergéncia para um minimo local,
porque um alto erro indica que o minimo obtido no primeiro termo foi realmente
global; em caso positivo, 0 minimo foi local e a procura pelo minimo continya.
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Resumindo, o0 segundo termo atua como artificio de segurancga para o primeiro
termo, evitando o minimo local.

No segundo método de treinamento, os pesos s&io otimizados
através de uma varidve! do método de Gauss-Newton®*, conhecido como

método de Marquardt-Levenberg. O ajuste do peso neste caso é feito através
da Eq. 4.

AW =(J7J +AI)'VE (Eq4)

onde J é a matriz Jacobiana de erros para cada um dos pesos, A & um escalar
n&o negativo, / € a matriz identidade e £ é o vetor de erros dado peta equagéo
2. O método de Marquardt-Levenberg pode ser visto como um procedimento
intermediario entre o método de Gauss-Newton e o método do gradiente
descendente. Quando 4 assume valores elevados (i->o) 0 método do
gradiente descendente & obtido e quando A assume valores pequenos
(4 —0), obtém-se o método de Gauss-Newton. Neste trabalho foi usado o
método de Marquardt-Levenberg que é mais rapido na convergéncia e mais
robusto.

O objetivo do procedimento de treinamento € encontrar um conjunto

étimo de pesos possiveis e “bias” que a rede produzira previsbes (f ) tanto
quanto possivel similar & saida (outputs) conhecida (Y), minimizando a funcio
ermo E (W, w). A corregdo dos pesos finais é feita quando o erro (E) atinge um
critério de convergéncia estabelecido. Neste ponto, a rede neural artificial &
completamente treinada e & possivel avaliar as propriedades de generalizacéo
da rede neural se adotar outro grupo, um conjunto de validacio de dados
diferentes daqueles usado na calibragfo. Entretanto, em alguns casos, a rede
neural artificial, apés treinamento, poderd demonstrar baixos erros em um
conjunto de calibragdo e altos erros para o conjunto de validac3o. Isto ocormre
devido uma quantidade excessiva de neurbnios aplicados na camada
escondida, o que é chamado de ajuste excessivo (overfitting).

O numero de neurdnios da camada intema & similar ao namero de
componentes principais usado na regressfio de componentes principais®
(PCR) ou 0 nimero de componentes de ordem polinomial usado na rggressio
polinomial®. Contudo, para evitar um gjuste excessivo & fundamental otimizar
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a quantidade de neurdnios da camada interna. O numero apropriado de
neurdnios na camada interna pode ser determinado pelo treinamento da rede
neural com diferentes nimeros de neurdnios na camada interna, calculando o
% SEC (% dos erros quadraticos de calibragsio) e % SEP (% dos erros
quadraticos de previsdo). Entfo, a configuraciio que apresentar baixos erros
de previsfio ¢ calibragio podera ser escolhida. Um outro método muito usado
para otimizagao é a rede com apodizacgio.

Il. 1. 1. 1. Rede neural com apodiza¢éo

A ideia bésica deste método & iniciar a rede neural com um
excessivo nimero de neurbnios na camada intema e durante o passo de
treinamento cortar todos os pesos (W) que tem infiuéncia desprezivel no erro
E. Os neurdnios com todas suas conexdes cortadas séo apagados da rede.
Entéio somente aqueles usados no modelo serio considerados. A técnica de
apodizac&o® realmente reduz a complexidade da rede neural, melhora sua
habilidade de previs&io porque evita 0 uso de modelos com excessivo ndmero
de neurdnios

H4a dois métodos de Redes Neurais com Apodizagio , o “Optimal
Brain Damage™' (OBD) e o “Optimal Brain Surgeon™? (OBS). Em ambos os
métodos, as conexbes (ou pesos) sfio cortadas e a variago correspondente
no erro E, chamada de saliéncia®, é avaliada. No primeiro método, os cortes
nas conexbdes ocorrem durante o passo de treinamento e a rede neural é
treinada novamente. Ja no método de OBS, as conexdes sio treinadas apés
cada corte, permitindo que novos cortes sejam feitos. Conseqlientemente, no
método OBS, a rede neural é retreinada, ajustando-se os erros treinados por
uma fungsio quadratica para certificar um minimo possivel. Em outras palavras,
no método de OBS, um termo de regularizagio™ é adicionado na fungéo erro,
que é dada pela equacsio 2, com respeito a fungfio custo (C (W)), a qual pode
ser escrita na forma genérica como:

Clw)=E(w)+Dw? (Eq.5)

-,
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O termo de regularizagéio induz o processo de apodizagio e
assegura a estabilidade numérica do método, simplesmente punindo os pesos
com baixos valores através da matriz regularizagio D. O préximo passo é
expandir a fungdo custo em série de Taylor até o segundo termo, ao redor de
um possivel valor de peso minimo W,, como se segue:

c(w)sc(w0)+(V"’E(w)+20w)(w-w0)+—;-(V2E(w)+DXw—wo)z Eq.6

j@ que a expans&o foi quadratica em torno de um possivel minimo, o segundo
termo da eq.4 torna-se nulo, entdo a fungio custo pode ser escrita como:

clw)=clw,)+ -;-(V"E W)+ D)w -w, )’ Eq.7
ou de forma equivalente:
C(w):c(w0)+—;- SwHsw Eq.8

onde SW= W-W, e H=(A+D), é a matriz Hessiana® com o termo de
regularizagdo. A é a matriz derivada segunda do ero de treinamento
(azs/awz) contendo todas as derivadas de segunda ordem. Ap6s esta fase,
os pesos devem ser eliminados e a fungdo custo minimizada. A eliminagsio do
peso /" pode ser expresso como:

W'e, =-W/e, Eq.9
onde e; é o vetor unitério #. A eliminagZio do peso e simultanea minimizacdo
da fungéo custo pode ser obtida aplicando método do multiplicador de
Lagrange*

C,W)=CW)-+»6W+W,Ye, Eq.10
onde A é o multiplicador de Lagrange. Resolvendo a equag&o acima, pode se
obter as variagbes nos pesos os quais minimizam simultaneamente.
SW=-AH"e, Eq.11
Neste passo & possivel retomar a equagdo 5, para explicitar £ (W) e obter a
v'ériagao do erro na fungio peso, como mostrado na equacgéo 12:
SEwW)=Adw?-Dw,sw Eq.12

BRicays
CA CuTI !
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Neste ponto substitui-se 0 57 pelo valor obtido na equagéo 7 e obtém-se a

saguihte equacdo para saliéncia:
SE,(W)=AW, D He, +~;-,12e} H™ (V’E+D) He, Eq.13

Quando D é zero, a equaglo 13 reduz a equacéo obtida por Hassib-Stork para
o célculo da saliéncia. A equagio de saliéncia (Eq. 13) fornecera um critério
matemaético para os cortes de conexfo que poder&io ocorrer com simultanea
minimizag&io de erros.

Utilizando métodos de calibragso multivariada, juntamente com a
voltametria de pulso diferencial, propde-se uma nova metodologia que tem
- como objetivo a determinag&io de isoméros fendlicos (catecol e hidroquinona).
Para tanto faz-se uso de um eletrodo de fibras de carbono pré-tratadas com
Oxido de titanio, como sensor.
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Ill. 2. EXPERIMENTAL

1ll.2.1. Reagentes e Materials

1,4 di-hidroxi-benzeno (hidroquinona - HQ), 1,2 di-hidroxi-benzeno
(catecol - CC) e tris(hidroximetil)aminometano) (TRIS-HCL) foram obtidos da
Aldrich (Milwaukee, W1, USA). Araldite® adquirido da Brascola LTDA (Brasil);
pasta de carbono condutiva (Leit-C) adquirida da Neubauer Chemikalien;
fibras de carbono tipo T800, com 8 um de didmetro adquiridas das Industrias

Toray INC. (Téquio — Jap&o) e tubos de polietilenc. Todos os reagentes foram
de grau analitico.

ll.2.2. Preparacéo dos eletrodos

Para o preparo dos eletrodos utilizou-se fibras de carbono pré-
tratadas com tetracloreto de titanio, seguindo o procedimento descrito na
primeira parte deste trabalho®, bem como a construcio dos eletrodos.

Il1.2.3. Medidas eletroquimicas

As medidas eletroquimicas também foram realizadas usando um
sistema cléssico de 3 eletrodos, @€ um potenciostato Autolab {(modelo
PGSTAT20 - Netherlands), conectados a um microcomputador para controle
de potencial e aquisi¢io de dados.

As medidas foram realizadas utilizando a técnica de voltametria de
pulso diferencial, utilizando 5 mL de uma solug8o contendo catecol (CC) ou
hidroquinona (HQ), ou a mistura CC/HQ. Os parimetros utilizados na
varredura voltamétrica foram os seguintes:

- potencial aplicado: 500 a ~300 mV;
- amplitude de pulso: 25 mV
- velocidade de varredura: 10 mv s™;

lll.24. Otimizacé&o da concentragdo do eletrblito de suporte e pH
Para assegurar a melhor resolugéio dos picos, foram investigados: a
influéncia da concentracBio do eletrélito de suporte (TRIS-HCL) e pH. A
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influéncia da concentragso foi estudada no intervalo de 0,005 a 0,25 mol L e
a influéncia do pH entre 5,0 e 8,0.

II1.2.5. Conjunto de dados

As amostras utilizadas na determina¢fio simulténea de catecol e
hidroquinona foram sintéticas, resultante de um planejamento fatorial. O
conjunto de amostra foi preparado no limite de concentracio de 1,0 10 - 6,0
10 mol L™, resultando em um total de 121 amostras. Porém, as misturas com
altas concentragbes de catecol e hidroquinona saturavam o eletrodo, ou seja,
ndo apresentaram diferengas significativas em seus respectivos
voltamogramas. Logo estas amosiras foram removidas, restando um total de
81 amostras. |

E valido ressaltar que, para estipular o intervalo de concentragéo
que foi usado no planejamento fatorial, foi considerado a faixa de
concentragao linear em que o eletrodo responde para cada analito (1,0 10 -
8,0 10™ mol L1). Porém, quando se tem a mistura, ha um “somatériof’ nas
concentragbes que muda até mesmo o limite de saturagso.
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Figura Iil.1- Disgrama do planejamenio faforial das
mistura de catecol e hidroquinona
0 - amostras usadas na calibragiio
V -amostras usadas na validagfo

ll.2.6. Sele¢do das Amostras

O conjunto de dados foi dividido em 2 subconjuntos, um para
calibragiio e outro para validagio do modelo, com 63 e 18 amostras,
respectivamente. A sele¢fio das amostras para os subconjuntos (calibragfio e
validagdo) foi feita através da andlise das componentes principais (PCA),
graficando os “scores” da primeira componente principal (PC1) versus a

segunda componente principal e x10°

(PC2), que representa 93% da 4
~43

. N 7

varidncia dos dados, como »i & g
i
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Figura- I§.2- Gréfico dos scores da PC1 vs. Scores da PC2.
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lIl.2.7. Processamento dos dados

Antes do passo de calibragfio os dados foram comprimidos através
da andlise das componentes principais (PCA) e o ruido foi reduzido por um
filtro de transformada de Fourier®

No modelo construido com rede neural com apodizagsio 15 das
componentes principais foram empregadas, as quais explicaram 95 % da
varincia dos dados. O nimero extra de PC terd seus pesos cortados, sem
variagéo significante no erro de calibrag§o.

A minimizacBio do ruido nos voltamogramas foi realizada antes da
aplicaciio dos métodos de modelagem, empregando uma transformada de
Fourier®®, dada pela equagdo 14. Para obter os voltamogramas

representados no dominioc de freqliéncias (w) a fransformada de Fourier

direta foi aplicada para obter o espectro de frequéncias F(w) dos
voltamogramas.

1 = w
F(w)= T [f(B)e'™dE Eq. 14

Na equac#o 14, E representa o potencial elétrico e #(E) o voltamograma.

Apés obtido o espectro de freqiiéncia do sinal analitico, as
frequéncias altas s&o eliminadas pois, na maioria dos casos, as freqiéncias
altas estéio associadas com o ruido instrumental.

Finalmente, a transformada de Fourier inversa é aplicada, dada pela

equacdo 15, e o sinal original (voltamogramas) é recuperado com o ruido
minimizado.

1 T ~lEw
f(E)=,/—E—_’L Flw)e " dw Eq. 15
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.28, Avaliagéo da performance do modelo

O desempenho relativo dos diferentes modelos, para cada isébmero,
foi avaliado em termos da raiz média quadratica dos erros de previsdo (%
RMSEP), em relaglio ao desvio padréio das concentragBes do conjunto de
previs&o, definido como:

%RMSEP =si

p

Eq.l6

onde S, ¢ o desvio padrio das concentragbes e n, € o numero de amostras -

| usadas no conjuntc de calibragio. O valor conhecido é y, e § é o valor

previsto para os diferentes modelos empregados.

.29, Programas

Os programas usados para rede neural com apodizagfo foram
obtidos da “Network based System Identification Toolbox"™® para uso com
MatLab®. Os cdlculos de PLS e PCA foram através das ferramentas do PLS
(Toolbox)* para uso com MatLab®. O programa para reduc#o de ruido através

da transformada de Fourier foi implementado utilizando sub-rotinas do
MatLab® 4.0.

I1.2.10. Método dos minimos quadrados parciais (PLS)

Ao lado dos procedimentos com rede neural e rede neural com
apodizag&io, outro método de calibragfio foi utilizado, 0 método dos minimos
quadrados parciais (PLS)*.

Utilizando o método dos minimos quadrados parciais (PLS1e PLS2)*
0os modelos foram construidos baseado no conjunto de treinamento. As
previsbes foram realizadas com o conjunto de validagio. Os dados foram
primeiramente centrados na média e a validagio cruzada foi usada para
determinar o nimero 6timo de fatores (varigdveis |atentes).

* PLS1 - quando construi-se dois modelos de previséo, um para CC e outro para HQ. PLS2 - quando foi
construido soments um modelo para previsfio dos dois iedmeros.
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iIL. 3. - RESULTADOS E DISCUSSAQ

A determinagio de derivados de hidroquinona com eletrodos de
carbono vitreo e eletrodos de pasta de carbono usualmente é realizada com
varredura antdica. Neste trabalho, a redugiio eletroquimica foi usada para
minimizar a passivagéo da superficie do eletrodo. Embora ha uma pequena
perda de sensibilidade, foi obtida uma melhora na resolugio dos picos e
estabilidade do sinal.

O uso das fibras de carbono tratadas com TiCl, mostra vantagens,
quando comparado aos eletrodos convencionais. Um exemplo que pode ser
comparado é o uso de eletrodos ativados de carbono vitreo. Nestes eletrodos
catecol e hidroquina s&o fortemente adsorvidos®. J4 os eletrodos de fibras de
carbono pré-tratados com TiCl, s&o reprodutiveis e a curva corrente/potencial
ndo apresenta mudancas com sucessivas varreduras. Também, ndo &
necessério realizar as medidas em atmosfera controlada (ex.: nitrogénio) para
obter resultados experimentais satisfatérios, como no caso dos eletrodos de
carbono vitreo ativado™ *. |

Il 3. 1. - Otimizagéo das condigbes operacionais

O primeiro passo realizado foi a otimizagdo das condigbes
operacionais, ou seja, estabelecer os pardmetros necessarios para que a
técnica de voltametria de pulso diferencial possa ser aplicada com eficiéncia,
os quais s&o: a amplitude de pulso e velocidade de varredura, sendo os
valores 6timos encontrados de 25 mV e 10 mV s™, respectivamente.

ill. 3. 2 - Otimizagéo da concentragdo do eletrélito suporte e pH

A van‘agéb rna concentragiio do eletrélito suporte (TRIS- HCL)
resuitou em uma mudanga nos potenciais de picos catbdicos das espécies
estudadas (catecol e hidroquinona) bem como a variag#o da intensidade do
sinal.

Na Figura Iil.3, as concentragbes do eletrblito de suporte versus os
potenciais de pico catédico estfio apresentados. A maior separagio dos picos
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de catecol e hidroquinona é obtida na concentragéo de 0,05 mol L™ de TRIS-
HCI, sem perda de sinal. Para concentracdes abaixo de 0,05 mol L' um
decréscimo na raz&o sinal/ruido foi obtida. Entéo a concentragiio de 0,05 mol
L™ foi escolhida para os experimentos posteriores.

Nos estudos de pH, a performance de cada analito mostrou qus,
para valores de pH > 8,0, ndo ha relagso linear entre a corrente de pico e a
concentragdo, para ambos analitos, provavelmente devido a baixa estabilidade
destes analitos em meio alcalino. Para valores de pH menores de 7,0 uma boa
relagéo foi observada para ambos isdmeros: catacol e hidroquinona.

O potencial redox & dependente do pH como pode ser visto na
Figura lli.4. Porém, nfo h4 nenhum valor de pH onde os potenciais de pico
possuam uma grande diferenga entre 0s seus valores. Em toda extensio de
pH estudada as diferengas dos valores de potencial entre as curvas ae b
mantem-se praticamente a mesma.
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Flgura- llil.3- Potencial de pico vs concentragéo do
tampéo para cada isdmero e mistura; (a) calecol
4,0 10* mol L'; (b) hidroquinona 4,0 10 mol L'; (¢}
mistura (1:1 CC:HQ) 4,0 104 mol L' em TRIS pH
6,0. Os dados foram obfidos por DPY com
velocidade de varredura de 10 mV s, ampiitude de
puiso de 25 mV em uma faixa de potencial 500 a—
300mv.

Figura- lil. 4 - Potencial de pico va pH (a) catecol 4,0
104 mol L; {b) hidroquinona 4,0 104 mol L+, em TRIS-
HC!1 0,05 mol L1. Os dados foram obtidos por DPV com
velocidade de varredura de 10 mV ¢, amplitude de
pulso de 25 mV em uma faixa de pofencial de 500 a -
300mV,
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Baseado nestes estudos a melhor  condicdo foi definida como:
concentracio do eietrélito de suporte 0,05 mol L e pH 6.0.
Mesmo com todos os '

D02

esforcos - para melhorar a
. 0.3 |-

resclugdo dos picos, uma
0.4

consideravel superposicao

-05 b

i bA

entre eles continua presente,

086

como mostradc na Figura 1il.5.

-0.7 P
Um outro fato relevante que

«0.8 =

deve ser considerado é que 0 s |-
sinal resultante da superpo-  -io[

sicio, ou seja, o sinal da Ad

Il 1 n [ | 1 1

mistura, n&o & uma simples 42 Ta00 300 200 100 0 100 200 300 200 500
E/mV vs SCE

adicdo dos sinais individuais

de cada isdmero. Este compor- Figura - lil.5 — Sinais obtidos por DPV para cada isémero e

_ para a mistura em TRIS-HCI 0,05 mol L; (a) hidroquinona 1,0

tamento sugere que a determi- 104 mol LY (b) catecol 1,0 104 mol L*; (C) mistura

' hidroquinona 4,0 10* mol LY/ catecol 1,0 10* mol L.

naclo destes COMPOSIOS M .. ‘ioie de varradura de 10 mV s e amplitude de puiso de
uma mistura ndo é trivial. 25mv.

Para obtencdo dos voltamogramas das amostras, 0s seguintes
parametros foram usados;
- potencial aplicado: 500 a —300 mV;
- amplitude de pulso: 25 mV,
- velocidade de varredura:10 mV s™;
- pH: 6,0
- concentra¢sio do eletrdlito suporte: 0,05 mol L.

Apbs a obtengfio dos voltamogramas das amostras o passo seguinte
_entfio foi a construgio e validagio dos modelos para determinagdo dos
isdmeros, como demostrado a seguir.
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. 3. 3. - Construcéo e validagdo dos modelos .

Ill. 3. 3. 1. Método dos minimos quadrados parciais (PLS1)

No PLS1 dois modelos foram elaborados separadamente: um para
catecol e outro para hidroquinona. Inicialmente os dados foram centrados na
média e o numero 6timo de fatores (variaveis latentes) para catecol e
hidroquinona, utilizados nos modelos PLS1, foram obtidos por validagéo
cruzada. O numero 6timo de fatores para catecol foi 8 e para hidroquina foi 9.
Este grande numero de fatores foi necessario, possivelmente, devido a
complexidade do sistema causada pela superposi¢do dos picos, e a néo
linearidade devido & competi¢géo entre catecol e hidroguinona pela superficie
do eletrodo; além disso, os potenciais de pico de redugdoc mudam com &
concentragéo.

Os resultados obtidos com este método estdo apresentados na
Figura 111.6 (A) e (B) e na Tabela 1ll.1. A raiz média quadratica dos erros de
previsdo (%RMSEP) foi 8,04 para catecol € 12,33 para hidroquinona.
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Figura IIl.6 - Resultados obtidos para os conjuntos de validagéo modelados com PLS 1, para (a) catecol e (b) para
hidroquinona, na faixa de concentragdo de 1,0 104 a 6,0 104 mol L em TRIS-HCI, pH 6,0.
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/ll. 3. 3. 2, Método dos minimos quadrados parciais (PLS2)

Neste método, ambos os analitos foram modelados
simultaneamente. O numero 6timo de fatores obtidos usando validago
cruzada foi 9. Este nimero é similar aqueles obtidos para PLS1, ou seja, igual
¢ numero de fatores obtidos no modelo para hidroquinona. Isto indica a
complexidade do sistema.

Os resultados obtidos com o0 conjunto de previsio estio
apresentados na Figura ll.7 (A) e (B) e na Tabela Ii.1. A raiz média quadratica
dos erros de previsdo (%RMSEP) foi 9,08 para catecol e 13,94 para
hidroquinona neste modslo, indicando que n&#o ha muita diferenga entre os
resultados obtidos quandeo os dois analitos foram modelados separadamente
(PLS1). Isto ndo justificaria o0 uso do PLS1 que & bem mais trabalhoso, pois
deve-se construir um modelo para cada um dos analitos, tomado a
quantificagfo bastante laboriosa. |
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Figura - lIl.7 - Resultados obtidos para os conjunfos de validagdo modelados com PLS 2, para (a} cafecol e (b)
para hidroquinona, na faixa de concentrag8o de 1,0 104 a 6,0 104 mol L1 em tampéo TRIS-HCI, pH 6,0.
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l. 3. 3. 3. - Rede neural com apodizagéo

As entradas empregadas para o treinamento da rede neural foram
15 componentes principais, as quais explicam 97 % da variancia dos dados,
escaladas em um limite de —1 a 1. A arquitetura da rede inicial (antes da
apodizagéo) e os par&metros de freinamento estso listados na Tabela 111.2.

Na Tabela Iif.2, “L" indica a fungfio de transferéncia linear e “H”* a
funcio de transferéncia hiperbélica. Por exemplo, a notagéo LHLHLH significa
que s#o seis neurbnios na camada intena, um com uma fungdo de
transferéncia linear e outro com uma fungio de transferéncia hiperbélica e
assim sucessivamente. Este procedimento & muito interessante porque, em
principio, é possivel modelar sistemas lineares ou sistemas néo lineares. Além
disso, este procedimento pode ser considerado como um diagnéstico para a
ndo linearidade, pois se no final do procedimento de apodizacsio alguns
neurbnios n&o lineares estiverem presentes, o sistema sera nio linear.

Tabela lil.2- Parémetros empregados na arquitetura da rede inicial e parémetros de treinamento
(antes da apodizacéo)

A R A R b D SN o R N P PN P A A SE DAL AL,

Arquitetura Valor
N° de neurdnios da camada de entrada 15
Funcéio de transferéncia da camada de entrada L

N° de neurdnios da camada intera 6
Fung3o de transferéncia da camada interna LHLHLH
N° de neurdnios da camada de saida 2
Fungdo de transferéncia da camada de saida LL
Parametro Valor
Numero méaximos de interacbes 500
Critério de parada 1,0 10?

_Peso de decaimento para camada interna (D) 0,01

R FEPETPRIIED

- A rede neural inicial foi treinada usando o método de Marquardt-
Levenberg. O critério de convergéncia (CC') é baseado na medida de
aproximacg&o nos termos do erro médio quadrético. O treinamento foi parado
quando a funglio CC’ alcangou o valor previamente estabelecido:

. 1 N 2
CC'=— -y .17
2N§(}'i y) Eq

L s
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- onde y, & o valor conhecido e §, é o valor.previsto pela rede neural com

apodizac&o e N é o nimero de amostras usadas no conjunto de calibragso.

A otimizacdo da rede neural foi realizada usando um “brain surgeon
algorithm (OBS)”. A arquitetura 6tima obtida, apds o procedimento de
apodizacéo, é mostrada na F-igura' HI.8.

Hidroquinona

Catecol

Flgura Iil.8; Arquitetura 6tima da rede obtida ap6s os procedimentos de treinamento e apodizagéo.

Os resultados obtidos para o conjunto de validagio estdo
apresentados na Figura lil.9 (A) e (B), e na Tabela 1. A %RMSEP obtidas para
este modeio foi de 7,42 para catecol e de 8,02 para hidroquinona. Estes
resultados indicam que a rede neural com apodizag¢fo é um procedimento que
pafeoe ser ligeiramente melhor para modelar ao sistema quando comparado
ao PLS1 e PLS2. Porém, é necessério realizar testes.estatisﬁoos para poder-
se fazer qualquer afirmagéo.
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Figura 1119 - Resultados obtidos para os conjuntos de velidagdo modelados com rede neural, para (a) catecol @ {b)
para hidroquinona, na faixa de concentragéo de 1,0 104 a 6,0 104 mol L em tampéo TRIS-HCI, pH 6,0.

i1 3. 4. - Selegdo do melhor procedimento.

A escolha do melhor procedimento para modelar este sistema foi
realizado com a aplicagfio do teste F, no nivel de confianga de 95%, para
comparar 0 %RMSEP para os métodos testados (PLS1, PLS2 e rede neural
com apodizagéio) de acordo com a equagio 18.

RMSEP, ... pc: )
F(p,,p,)=[ ASER "'”J Eq.18
rede

onde p é o nimero de graus de liberdade do modelo. Para o PLS os graus de
liberdades podem ser considerados iguais ao numero de amostras de
validagéio menos o0 numero de variaveis latentes mais dois. A soma de 2 é para
cada meédia que é subtraida dos blocos de dados. Para rede neural ndo ha um
método 'bara decidir o nimero correto de perda dos graus de liberdade,
entretanto o nimero de neurénios da camada interna podem ser estimados. Os
valores criticos do teste F séo:
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F ivcores: =2.53 para catecol e 2,57 para hidroquinona;

F o0 ms2 =2,57 para catecol e hidroquinona

Usando esta aproximag8o, os resultados obtidos para hidroquinona
com rede neural com apodizag¢io foram levemente melhores que para PLS2
(FrLsimiaroquinona™ 2,38 @ Fasomarqunons 3,02) @ estatisticamente iguals para
PLS1, em um nivel de confianga de 95%. Para catecol, os valores de
%RMSEP obtidos com rede neural com apodizacio foram menores que os
obtidos por PLS1 e PLS2, mas a diferenca nos valores de %RMSEP n#o sio
significantes em um nivel de 95% de confianga (Frisicaeccy=1,17 €
Fris2(cmeocn™=1,49). Entretanto, uma analise dos coeficientes e as inclina¢bes das
Figuras 6, 7, e 9, o método de PLS apresenta um desempenho um pouco
melhor. Baseado nestas observagbes & dificil afirmar, qual procedimento &
melhor para o sistema. Porém, devido & menor complexidade do método dos
minimos quadrados parciais (PLS), poder-se-ia considerar um melhor método

“neste caso.
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ill. 4. - CONCLUSOES

Vérias conclusbes podem ser obtidas dos resultados deste estudo:
1 - Devido & sobreposicfio dos picos e a resposta n3o linear do sistema, &
impossivel modelar o sistema com métodos univariados.
2 - O apodizagiio com OBS forneceu resultados um pouco methores que 08
obtidos com PLS1 e PLS2, para hidroquinona, mostrando que o niimero exira
de fatores usados nos modelos com PLS n&o foram suficientes para modelar o
comportamento n#o linear do sistema. Entretanto, a comparag¢io entre os
modelos feitos para catecol mostrou que os resuitados siio estatisticamente
. iguais.
3 - A aplicagdo de procedimentos de calibrag8o multivariada para modelar
respostas néo lineares de picos voltamétricos altamente sobrepostos, obtidos
com eletrodos de fibras de carbono para misturas de isdmeros fenélicos & um
meétodo alternativo para determinagfio simulténea de catecol e hidroquinona,
sem a necessidade de separac¢&o quimica prévia.
4 — O eletrodo mostrou grande estabilidade indicando que o 6xido de titénio e
a varredura catédica contribuiram para minimizar a passiva¢io do eletrodo.
5 — Uma faixa de concentragéio de 1,0 10* - 6,0 10 mol L', para catecol e
hidroquinona foi empregado, pois misturas com altas concentragdes de ambos
isOmeros saturam o eletrodo.
6- Os resultados obtidos possibilitam a utilizaglio desta metodologia para
outras misturas de compostos fen6licos em amostras reais.
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IV. CONSTRUCAO DE BIOSSENSORES PARA SALICILATO
IV. 1. INTRODUGAO

Uma das caracteristicas responséveis pelo aumento do interesse de varios
pesquisadores na aplicagdo de fibras de carbono em medidas eletroquimicas diz
respeito A presenga de grupos funcionais', contendo principalmente oxigénio na
superficie, como citado anteriormente.

A presenga de grupos funcionais na superficie das fibras de carbono tédm
proporcionado a construgdo de eletrodos quimicamente modificados e de
biossensores'®. Esta e as demais caracteristicas nos paragrafos anteriores,
juntamente com a necessidade de desenvolvimento de novos biossensores, levaram
a construgéo de um biossensor para determinagdo de salicilato.

- A principal aplicag&o dos salicilatos da-se na forma de acido acetil salicilico
(AAS), em farmacos. Devido sua agdo antimicrobiana também é empregado em
formulacGes de sabonetes, cremes dérmicos, xampus, etc.

O metabolismo do AAS ocorre através de sua hidrélise para acido salicilico e
acido acético. Em um tempo de meia vida de 15 a 20 min, cerca de 20% de hidrdlise
ocorre no sangue e 80% no figado e rins. AAS é excretado pelos rins na forma de
acido salicilico e seus principais metabdlitos, acido salicilGrico, glucoronideos e acido
2,5 dihidrbxibenzéico (produto de deacetilagéio do AAS).

O AAS, guando em excesso no organismo humano, causa desde Ulceras
estomacais, nduseas, vomitos, disturbios no sistema nervoso central a slteragdes no
metabolismo da glicose, chegando a falha renal e respiratéria podendo levar a morte,
dependendo da dosagem por massa corporea’.

A necessidade da construgdo de um biossensor para salicilato esta ligada ao
fato da pequena diferenga entre a dose terapéutica (1,1 a 2,2 mmo! L™ por L de
sangue) e a dose t6xica (concentrages acima de 2,2 mmol L)7, sendo que valores
de concentragdes superiores a 4,3 mmol L" sdo considerados letais. Logo, um

rd
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répido, efetivo e sensivel método para determinacdo de salicilato em amostras
bioldgicas é desejavel para o diagnéstico de intoxicagdes por salicilato.

V. 1. 1. Métodos para determinagédo de salicilato

Das muitas metodologias descritas na literatura para determinagdo de
salicilato, tem-se os métodos: cromatograficos®, colorimétricos® e eletroquimicos'®2S.
Para melhor visualizar como estes métodos estdo classificados a Figura IV.1 foi
elaborada, a qual indica os tipos de métodos existentes e suas respectivas
referéncias.

Figura IV.1- Organograma que retine as metodologias descritas na literatura para determinagéo de salicitato.

Uma reviséo bem detalhada das metodologias citadas acima o leitor pode
encontrar em um artigo de revisdo escrito por Oliveira Neto e colaboradores™.

Dos métodos apresentados no diagrama acima, os métodos cromatograficos e
espectrofotometricos s&o que apresentam maiores problemas de interferdncia ou
requerem etapas de tratamento da amostra, dificultando a aplicagdo da métodologia
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no monitoramento de salicilato para diagnésticos répidos. Os problemas de
interferéncias podem, em muitos casos, serem minimizados com © uso de métodos
eletroquimicos (potenciométricos'®'® ou amperométricos'?). Entretanto, os
métodos potenciométricos possuem sensibilidade baixa, limite de deteccéo
relativamente alto e tempo de resposta mais longo quando comparado aos métodos
amperométricos. Em razdio disso, procurou-se desenvolver um método
amperométrico simples e seletivo para determinagdo de salicilato.

Descreve-se aqui, o desenvolvimento de um biossensor amperométrico a
base de fibra de carbono para determinar salicilato em amostras clinicas e de
medicamentos de forma barata, rapida e simples, bem como o comportamento de
diferentes fibras de carbono na construgéo do mesmo,

O método de determinagéo envolve o0 uso da enzima “salicilato hidroxilase”
| (SH), que converte o salicilato & catecol e diéxido de carbono na presenca de NADH
e oxigénio, como mostrado na Eq.1. O catecol formado é entéo oxidado na superficie
do eletrodo de fibra de carbono para o-quinona.

Ccoo Ol
Salicilato
.+ NADH +2H++ Op el +NAD +H0 +COz Eq.1
OH Fadroxilase H

A detecgéo de catecol mostra vantagens, porque o potencial redox é mais
baixo que para salicilato. A formag&o de um filme sob a superficie do eletrodo devido
a subprodutos formados na oxidacéo e suas subseqlentes oligomerizagbes é bem
menor para oxidagao do catecol do que para a do salicilato®™. A outra vantagem da
- metodologia proposta & o uso das fibras de carbono como material eletrédico, que
tornam possivel a construg&o de microbiossensores. Os biossensores miniaturizados
sdo atrativos particularmente para conexdo em vérias aplicagcbes e medidas em
volumes extremamente pequenos e também possibilitam o uso como microsensores
em sistemas de microfluxo, com alta sensibilidade.



88 ‘ Capitulo IV - Construgéo de biossensores para salicilato

IV. 2. EXPERIMENTAL

IV.2. 1. Reagentes e materiais
Salicilato hidroxilase SH (EC. 1.14.13.1 Pseudomonas); 1-etil-3(3-
dimetilaminopropil) carbodiimida (carbodiimida - E1 769); tris-hidroximetil

aminometano (TRIS - HCL) e (piperazina- N, N'-bis[4cido 2-etanosulfonico]) de sédio
( PIPES) foram adquiridos da Sigma (St Louis, USA). Salicilato de sédio e
nicotinamida adenina dinucleotideon (8 - NADH) foram adquiridos da Merck
(Darmstad-Alemanha). Fosfato de monosddico e dissédico foram adquiridos da
Synth (Diadema-Brasil). Todos os reagentes usados foram de grau analitico.

V.2, 2. Medidias eletroquimicas

O sistema utilizado nesta parte do trabalho foi igual ao usado nos
éxperimentos anteriores, salvo que o eletrodo de trabalho foi um biossensor para
salicilato também construido com fibras de carbono através da imobilizagéo da
enzima salicilato hidroxilase. As medidas foram realizadas em um potenciostato,
PGSTAT20-AUTOLAB (Ecochemie-Netherlands), acoplado a um microcomputador
para aquisicio dos dados e controie de potencial.

IV.2. 3. Preparacio do Biossensor

Fibras de carbono de cinco diferentes tipos, cujas caracteristicas podem ser
visualizadas na Tabela 1, foram utilizadas nesta parte do trabalho. A construcdo dos
eletrodos foi realizada seguindo a metodologia empregada no segundo capituio
desta tese.

Preparados os eletrodos, os mesmos foram pré-tratados eletroquimicamente,
aplicando um potencial fixo de +800 mV por 30 s.



Capitulo IV - Construgéo de biossensores para saiicilato 89

Tabela 1: Caracteristicas das fibras utilizadas neste trabalho.

Tipo Especificagdes Médulo de Tensdo Sensor

Grafil HM S/ 6H GH, 370 Gpa - Biossensor 1
Toray T800H 42.7 9 MSI| Biossensor 2
Grafil XA S 234 GPa - Biossensor 3
Sigrafi HM 4800B - Biossensor 4
Toray M40 54.7 MSI Biossensor 5

~ Apds pré-tratratamento, os mesmos foram modificados por ligagdo covalente
com carbodiimida, tendo como base a metodologia utilizada por Cséregi e
colaboradores’. Os eletrodos foram imersos em uma solugéio de carbodiimida (7 mg
em 500 pu L), preparada em tampao acetato 0,05 mol L™, pH 4,8, durante 60 min, sob
agitagcdo. Os eletrodos foram lavados com agua destilada e secos em temperatura
ambiente por 60 mim e entéo imersos em de solugdo de enzima (SH), com pH 7,6
ajustado em tamp&o fosfato, por 15 mim. Apds este passo, os biossensores foram

secos em temperatura ambiente por mais 60 mim e estocados em refrigerador,
quando ndo em uso.

IV.2. 4. Efeito do tipo de tampéo e concentragéo

Trés tipos diferentes de tampéo foram usados nestes estudos: TRIS, PIPES e
fosfato na concentragdio de 0,1 mol L™'. Os experimentos foram realizados em pH 7,5,
em um limite de concentragdo de salicilato entre 1,0 107 e 8,0 107 mol L™, mantendo
a concentragdo de NADH constante em 5,0 10“mol L.

- O efeito da concentragio do tampio sobre a resposta do biossensor foi
avaliada num limite de concentragdo de 0,05 a 0,25 mol L™, fixando a concentrago
de salicilato @ NADH em 2,0 107 mol L' e 5,0 10 mol L™, respectivamente. Este
estudo foi realizado somente em tamp&o fosfato, pois este apresentou melhor
'resposta em relagio as outras solugbes.
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IV.2. 5. Influéncia do pH da Solugiéo
A influéncia do pH na resposta do biossensor foi investigada em tampéo

fosfato 0,2 mol L™ em um limite de pH de 5,8 a 8,0, usando solug&io de salicilato de
s6dio 3,0 107 mol L' contendo NADH na concentracsio de 5,0 10 mol L™

IV.2. 6, Influéncia da concentracdo de NADH

A quantidade de NADH para o méximo de reposta do eletrodo em uma dada
concentragéo de salicilato (1,5 10°® mol L) foi estudada na faixa de 1,0 104a 7,5 10°
*mol L™". Este estudo foi realizado em tampéo fosfato, 0,2 mol L, pH 7,6.

IV.2. 7. Influéncia do potencial aplicado na resposta do biossensor

As investigacdes do efeito do potencial aplicado na resposta do biossensor
foram realizadas utilizando uma solugéo de salicilato 1,010% mol L em presenca de
NADH 5,0 10 mol L™, preparada em 0,1 moi L*! de tamp#o fosfato em pH 7,6.

IV.2. 8. Estabilidade e curva analitica

A curva analitica do biossensor para salicilato foi obtida em 5,0 mL de tampéo
- fosfato 0,2 mol L™, pH 7,6, contendo NADH numa concentragdo de 5,0 10 mol L™,
com sucessivas adigdes de 50 ul de uma solugéo de salicilato 1,0 10°mol L. O
potencial aplicado foi de 300 mV vs SCE. A estabilidade foi verificada através do uso
continuo do biossensor para determinago de salicilato em amostras sintéticas.

IV.2.9. Aplicagdo em Amostras Reais

A performance do biossensor foi verificada pela determinago de salicilato em
amostras de medicamentos e amostras biolégicas (urina). As amostras de farmacos
foram compradas numa farmacia local (comprimidos com valor quantitativo nominali
de 85 mg de acido acetil salicilico). Estas amostras de acido acetil salicilico foram
hidroiizadas adicionando 10,0 mL de NaOH 0,5 mol L e depois as misturas foram
aquecidas por 1 h, seguidas pela neutralizag&o com H.$040,5 mol L e transferidas
- quantitativamente para balées volumétricos de 50,00 mL®. O volume foi completado
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com agua desmineralizada e as diluigdes necessarias foram feitas com tampéo
fosfato 0,2 mol L pH 7,6. As amostras de urinas, adquiridas do Hospita! das Clinicas
da Unicamp, foram neutralizadas com NaOH 1,0 mol L™ e as diluicbes também foram
feitas com tampao fosfato. Todas as amostras foram analisadas em friplicata,
utilizando o biossensor, bem como o método padrao®#.
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IV. 3. RESULTADOS E DISCUSSAQ

As fibras de carbono de diferentes procedéncias geraimente apresentam
maior ou menor eletroatividade dependendo do material precursor e da metodologia
utilizada em seu preparo. Por isso, a investigagao sobre o mecanismo de resposta do
biossensor foi realizada para os diferentes tipos de fibras.

Na Figura V.2, os voltamogramas ciclicos obtidos em tampéo fosfato 0,2 mol
L utilizando fibras Toray T-800, antes e apés a imobilizacdo da enzima. O
voltamograma ciclico obtidoc com eletrodos antes da imobilizag8o apresenta uma
corrente capacitiva maior que apds a imobilizag8o, indicando que a area superficial
decresce com a imobilizagdo. Este mesmo comportamento foi observado para os
diferentes tipos de fibras de carbono aqui utilizados, vide Tabela IV.1.

90
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Figura IV.2- Voitamogramas ciclios obtidos ante e apés a Figura IV.3- Voltamogramas ciclos obtidos em tampéo

imobilizag8o da enzima SH, em fampéo fosfato, 0,1 moi L1, fosfato, 0,1 mol L1, pH 7.5, com velocidade de varredura de
pH 7.5, com velocidade de varredura de 5 mV s, Utilizando

 fibras Toray- T800, 5 mV 5. Curva (a) na auséncia ds saliciiato, curva (b) em

presenga de salicilato (2,2 10° mol L7}, e curva {c} em
presanca de salicilato e NADH (5,0 104 mol LY). Utilizando
fibras Grafil XA-S. -
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Na Figura V.3, encontram-se os voltamogramas ciclicos na auséncia, na
curva (a) e na presenga de salicilato, curva (b) e na presenca de salicilatc e NADH,
- curva (c); (utilizando biossensor confeccionado com fibras de carbono Grafil XA-S).
Através desta figura pode-se observar a auséncia de corrente de pico sem a
presenca do cofator NADH, demostrando a necessidade do cofator NADH para que o
sistema possa responder. Isto demonstra que a resposta deve ser dependente da
reagdo enzimatica no eletrodo e devera ser proporcional & concentragéc de salicilato
na solugdo. Estes voltamogramas foram 'obtidos com fibras Grafil XA-S, o
comportamento dos outros biossensoras foi similar.

V. 3. 1. Amplificagdo de sinal

Um importante ponto que chama a atenc¢éo na resposta do biossensor aqui
desenvolvido ¢ a total auséncia da corrente de pico catédica, Figura [V.3.

O mecanismo de resposta proposto aos biossensores para salicilato,
utilizando-se a enzima “salicilato hidroxilase”, geralmente é dado pela oxidagéo
eletroquimica do catecol, formado na reagdo enzimatica, na superficie do eletrodo?,
cuja proposta pode ser melhor visualizada através da Figura IV.4, onde
mostra a representacdo esquematica do mecanismo de reposta proposto na
literatura para maioria dos biossensores para salicilato. Porém, o comportamento
apresentado pelos biossensores de fibra de carbono nédo pode ser explicado por este
mecanismo.

Uma explicagdo para auséncia da corrente catddica é um processo catalitico
envolvendo catecol e NADH. Esta hipétese foi comprovada através de um
experimento onde os voltamogramas ciclicos (VC) foram realizados em uma solugéc
contendo catecol 1,0 10 mot L™, com eletrodos sem a presenca de enzima.
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Salicilato
NADH

+ HCO,;-

Figura IV.4- Representagio esquematica do mecanismo proposto na literafura para biossensores para salicilato, ufilizando

carbono como material eletrédico

Os resultados s&o apresentados na Figura IV.5, na qual a curva (a) é o

voltamograma ciclico em tampao fosfato pH 7,6; a curva (b) é o voltamograma ciclico

em solugao de tamp&o contendo catecol; e a curva (c) é o voltamograma ciclico em

solugdo  contendo catecol e NADH 5,0
10* mot L. Na auséncia de NADH os
voltamogramas mostram uma pequena
corrente, entretanto foi possivel observar
uma corrente catédica, como mostrado
na Figura 5 Na presenca de NADH a
corrente anddica aumentou significan-

temente, desaparecendo a corrente
catddica. Isto é uma evidéncia de um
processo catalitico no sistema,

consequentemente o0 mecanismo que
explica este comportamento deve seguir
IV.6. Este
comportamento também foi observado

o propostc na Figura

para os demais biossensores, porém
mais evidente para as fibras Grafil XA.
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Figura IV.5- Voltamogramas ciclicos obfidos com eletrodos
de fibras de carbono (Grafil XA) em tampéo fosfate 0,2 molf L
1, pH 7,6 velocidade de varredura de 5§ mY s'. Curva (a)
Tampéo fosfafo, curva (b) catecol 1,0 10 mol L1 e curva (¢)
solugdo contendo catecol e NADH 5,0 10+ mol L,
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Figura IV.6- Representagdo esquematica do mecanismo proposto neste trabalho para fibras de carbono.

O mecanismo proposto envolve entéo: a convers&o do salicilato para catecol,
que é oxidado na superficie do biossensor perdendo dois elétrons, transformando em
ortoquinona. Esta por sua vez reage com NADH presente na solugéo regenerando ©
catecol, que volta a perder dois elétrons e gerando nova corrente elétrica. Esta
amplificagdo ocorre sem a necessidade de adigcdo de outros reagentes.

IV.3. 2. Efeito do tipo de fampédo e concentragdo

A resposta do biossensor foi avaliada para trés diferentes tampdes (fosfato,
TRIS - HC| e PIPES em pH 7,5). Os experimentos foram feitos em pH 7,5, mudando
a concentragdo de salicilato entre 1,0 107 a 8,0 107 mol L™, deixando a
concentragdo de NADH constante em 5,0 10 mol L. A maior sensibilidade foi
observada com tampéo fosfato, seguida por PIPES e TRIS, como pode ser

observado na Tabela IV.2.

Tabela V.2 -Sensibilidade obtida para o hiossensor em diferentes tampées: fosfato, TRIS-HCl e PIPES ,empH 75 e
concentragao de 0,1 mol L. Potencial aplicado, 300 mV vs SCE. Biossensor constiuido com fibras Toray —T1800.

Tampéo Sensibilidade /mA L mol”
Fosfato 186102
PIPES 14,3102

TRIS =HC/ 11,3+£0,3
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| Alguns estudos demostraram que ions monovalentes como cloreto podem
causar inibicéio na enzima salicilato hidroxilase®, isto explica a baixa resposta para
TRIS-HCI.

Sabe-se também que fosfatos podem complexar com o anel piridina do NADH
provocando um aumento na velocidade de oxidagdio®, isto pode explicar a maior
sensibilidade na resposta do biossensor quando o tampé&o fosfato é usado.

Para todos os biossensores o comportamento foi similar, sendo as melhores
sensibilidades encontradas para o fosfato. Em relagéo & concentragéo do tampao, os
experimentos foram feitos nas concentrag8es entre 0,05 a 0,25 mol L™ de tamp&o
fosfato, e a methor resposta foi obtida na concentragdo de 0,2 mol L™,

IV.3. 3. Influéncia do pH da solugido

O efeito do pH na resposta do biossensor foi avaliada na faixa de pH entre 5,8
- a8,0, em tampéo fosfato 0,2 mol L". A melhor resposta foi obtida em pH 7,6, (Figura
IV.7) qué @ o pH 6timo da enzima soltvel. Este resuitados indicam que as medidas
podem ser feitas no pH gue a enzima desenvolve sua atividade méxima e em
condigcdes cuja desnaturagéo em fungdo do pH é minimizada.

55

50 |-

0 i k n L . [] L 3 L n
5,5 6,0 8,5 7.0 7.5 8.0 8,5
pH

Figura IV.T- Resposta do biossensor obtida para saliciiato em diferentes valores de pH. Concentragio de salicilato 5,0 10-7
mol L' @ NADH 5,0 104 mol L, potencial aplicado 300 mV vs SCE em tampdo fosfato 0,2 mol L. Biossensor
confeccionado com fibras Toray ~T800. i
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IV.3. 4. Influéncia da concentracdo de NADH

A quantidade de NADH utilizada foi de 2,5 10* a 10,0 10* mot L' para
encontrar 0 méximo de resposta do biossensor na concentragdo de 1,5 10° mol L
de salicilato (este estudo foi realizado em tampéo fosfato 0,2 mol L™ no pH 7,6).

Uma razdo molar entre NADH e salicilato maior que 500 vezes é necessdéria
para ocorrer o maximo de conversdo do salicilato (Figura 1V.8). Esta razéio é muito
maior que a encontrada em outros biossensores descritos na literatura e este
excesso pode ser atribuido & dificuldade de interagdo da enzima com NADH e
também devido ao fato do consumo de NADH na redugio da o-quinona evidenciada
pela grande amplificagic do sinal. Acima de 5,0 10 mol L, a resposta mostrou-se
constante e abaixo da concentragdo de 2,5 10 “ mol L™, a razéo sinalfruido é

pequena. Logo a concentragdo de 5.0 10 mol L foi escolhida como melhor
condicéo.
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Figura IV.8- influéncia da quantidade de NADH na resposta do biossensor. Potencial aplicado 300 mV vs SCE em tampéo
fosfato 0,2 mol L, pH 7,6, Concentragéo de salicilato 1,5 10-8 mol L. Biossensor confeccionado com fibras Toray ~T800.

IV.3. 5, Influéncia do potencial aplicado na resposta do biossensor

A influéncia do potencial aplicado nas respostas dos biossensores foi
investigada em um potencial entre —100 e +500 mV. As correntes limitss de todos os
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biossensores foram encontradas entre 370 e 450 mV vs SCE, entretanto as formas
das curvas apresentam uma leve diferenca. Estes resultados sugerem um
comportamento similar das fibras de carbono em fung¢ao do potencial aplicado.

IV.3.6. Estabilidade

A estabilidade foi diferente para cada biossensor (Figura IV.9), mostrando que
as caracteristicas das fibras de carbono sdo muito importantes para fornecer um bom
processo de imobilizag@o, ou dar eletroatividade por um longo tempo.

O biossensor 5 foi 0 menos estavel tornando impossivel realizar mais que 20
medidas, pois a razao sinal/ruido decresce drasticamente. Isto sugere que a enzima
perde a atividade ou a imobilizagdo néo foi efetiva e a enzima é lixiviada para a
solucdo. Para os biossensores 1, 3 e 4, a estabilidade foi similar, permitindo
aproximadamente 85 determinagdes, porém pouco menos estavel que o biossensor
2z
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—a— Biossensor 2
f — % — Biossensor 3
180 |- —v— Biossensor 4
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Figura IV.9- Estabilidade dos biossensores, com potencial aplicado de: 150 mV (-0-) e (-#-); 300 mV (-M) e 450 mV (-
¥"-). A concentragdo de NADH e salicilato foram 5,0 104 e 1,5 10—% mol L, respectivamente; em tampéo fosfato 0,2 mol
L1, pH76
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IV.3.7. Faixa de resposta linear e limite de detec¢do

A faixa de resposta linear para todos os biossensores & bastante ampla como
pode ser verificado na Tabela IV.3, especialmente para o bissensor 2 que mostra
duas faixas de resposta linear. Esta caracteristica & bastante importante para
aplicag&o do biossensor em diferentes tipos de amostras.

Os limites de detecgdo, considerando 3 vezes o sinal do ruido foram, 393, 64,
196, 371 e 159 nmol L para os biossensores 1, 2, 3, 4 e 5, respectivaments. Os
quais sdo similares para todos os biossensores, exceto para o biossensor 2 que
mostrou um valor baixo.

Tabela IV.3: Caracteristicas dos biossensores construidos

RSD Sensibilidade Tempo de Faixa linear Limite de

{%) (mA mol'L) resposta {s) (1 mol L) detecgdo

(nmol L)

Biosensor 1 8,6 9,8+01 2,7+0,1 1,0-9.0 393 169
Biosensor2 4,1 56,0+04 3,5£0,1 0,10 - 1,83/ 6419

20,8+0,4 1,96 12,0

Biosensor3d 64 30+0,1 4,0+0,1 1,0-15,0 196 + 16

Biosensor 4 15 18,0 £ 0,1 48+01 0,75-18 37128

Biosensor 5 11 45+01 3,2+0,1 0,40-14 1569 £ 23

RSD - desvio padrio relativo

IV.3.8. Sensibilidade

Com relagéo a sensibilidade, o biossensor 2 também apresentou uma grande
diferenga em comparagdo aos outros, dando uma sensibilidade de 56,0 mA L mol™.
Este valor é cerca de 3 vezes maior que o valor encontrado para o biossensor 4
(18,5 mA L mol™), 6 vezes o biossensor 1 (9,8 mA L mol™), 12 vezes ao biossensor 5
(4,5mA L mol'") e 20 vezes ao biossensor 3 (3,0 mA L mol™).

IV.3.9. Tempo de resposta

- QO tempo de resposta para todos os biossensores foi bem menor se
comparado aos outros biossensores descritos na literatura'®®. O tempo de resposta
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foi aproximadamente 5 segundos para todos os biossensores como pode ser
observado na Figura IV.10 e melhor visualizado na Tabela 3; o mesmo foi estimado
como o tempo necessario para alcangar 0 maximo de sinal, ou seja, 0 estado
estacionario. Este comportamento indica que as enzimas estdo bem expostas na
superficie das fibras de carbono proporcionado um boa resposta.

Biossensor 1
Biocssensar 2
Biossensor 3

e L Biossensor4 5
Biossensor § j."

s | /’//’
A i
= /

I
s | {/ 4
L ! et 4
.L Injec#o da
amostra f

1 :
10 12

'I";e m pg Is
Figura IV.10- Tempo de resposta dos biossensores, com potencial aplicado de: 150 mV (1) e (3}; 300 mV (2) e 450 mV (9 &
(5). As concentragdes de NADH e salicilato foram 5,0 104 e 1,0 10— mol L, respectivaments, em tampdo fosfato 0,2 mol
L, pH 7,6.

IV. 3. 10. Escolha do biossensor que apresentou melhor performance

A correlagdo entre os resultados obtidos para cada tipo de fibra usada na
preparagdo do biossensor ndo é clara para escolher o melhor biossensor. A escolha
do melhor biossensor foi feita considerando os parametros na forma normalizada,
pois se estes parametros forem considerados em seus valores absolutos, o resultado
final poderia ser mal interpretado.

Os par@metros considerados para o fator de selecéo foram: o desvio padrdo
relativo, sensibilidade e limite de detecgdo. O potencial aplicado ndo foi considerado,
pois um comportamento similar para este parametro foi observado. A normalizagdo
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foi realizada através da diviso dos parametros pelo seu respectivo maior valor. A
equacéo utilizada para expressar o fator de selegcdo (FS) dos parametros
normalizados foi a seguinte:

FS=SN/(DPRN x LDN) Eqg. 2
onde: SN é a sensibilidade normalizada, DPRN é o desvio padréo relativo
normalizado e LDN o limite de detecgéio normalizado. Com nesta equag&o, verifica-
se claramente que altos valores de FS indicam o biossensor que possui o melhor
desempenho. Baseado neste contexto o biossensor preparado com fibras de

carbono Toray T800 (biossensor 2) foi o methor, como pode ser observado na Tabela
V.4,

Tabeia IV.4 - Parémetros normalizados (desvio padréo, sensibilidade e limite de detecgéo) dos biossensores e comelagéo.

SN DPRN LDN FS=SN/ADPRN x LDN}))
Biossensor 1 0,175+ 0,002 0,57 1,00 + 0,17 0,31+0,17
Biossensor 2 1,000 + 0,07 0,29 0,16 £ 0,02 21,55 + 0,02
Biossensor 3 0,053 + 0,001 043 0,49 +0,04 0.24 + C,04
Biossensor 4 0,321+0,002 1,00 0,94 £ 0,07 0,34 £ 0,07
Biossensor 5 0,080 + 0,002 0,73 0,40 £ 0,06 0,27 +0,06

Onde :

FS — & o fator de escolha;

DPRN - é o desvio padréo relativo normalizado;
SN - é a sensibilidade normalizada;

LDN — & limite de deteccio normalizado

V. 3.12. Caracteristicas do biossensor que apresentou melhor performance.

Para uma melhor visualizagdo, as caracteristicas do biossenor que
apresentou melhor desempenho (biossensor 2), foram reunidas neste item. A
resposta do biosensor em nA é linear para a concentracdo de salicilato entre 1,00
107 e 1,93 10° mol L™ (i (nA)= -2,66 + 0,64 + 5,57 + 0,04 107 [salicitato (mol L™)],
para n=24 com r= 0,9991) e entre 1,96 10° e 1,20 10 Smol L (i(nA)= 12,20 + 2,93
+2,08 + 0,04 107 [salicilato (mol L")}, para n=13 com r= 0,9994), como mostrado nas
curvas de calibragéo, Figura IV.11. O limite de detecgdo do biossensor é de 6,4 10°
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mol L™ (considerando 3 vezes o sinal do ruido), para um biossensor recentemente
preparado, com desvio padréo relativo de 4,12 % (n=10). O tempo de resposta do
biossensor é baixo, aproximadamente 3,5 s, quando comparado com outros
biossensores para salicilato'®%°, '
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Figura IW.11- Curvas analfﬁee_s do biossensor, nas seguintes condigbes experimentais: [tampdo fosfato] = 0,2 mol L,
[NADH]= 5,0 104 mol L, pH = 7,6. Potencial aplicado 300 mV. Faixa de concentragéo de salicilato - Curva A: 1,00 107 -
1,93 104 mol L1, Curva B: 1,96 10~ 1,2 105 mol L. Biossensor confeccionado com fibras Toray T-800.

A estabilidade do biossensor foi observada em uso continuo e mostrou-se
estavel para aproximadamente 100 medidas, ap6s este niimero de medidas o sina!
decresce aproximadamente 25%. Estes resultados provavelmente poderic ser
melhorados se o biossensor for adaptado a um sistema de injecdo em fluxo.

V. 3. 11. Estudo cinético da enzima imobilizada

Este estudo foi realizado para estimar o K, da enzima, salicilato hidroxiliase
para o biossensor que apresentou melhor desempenho (biossensor 2). O valor
aproximado de Ky foi obtido a partir do gréfico de duplo-reciproco da corrente versus
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a concentragéo de salicilato (gréfico de Linewearver-Burk), Figura IV.12 A. O
biossensor apresentou uma constante aparente de Michaelis-Menten de 16,3 umbl
L. O valor de Kn*® demonstra a boa seletividade do biossensor, visto que a Km para
enzima soldvel é de 2,7 pmol L™ *,

Quando o valor de K™ foi determinado pelo gréfico de Eadie-Hofstee, Figura
IV.12 (B), o qual é a corrente versus a razéo corrente/concentragdo, o valor
encontrado (K™ = 15,9 umolL™) é muito préximo do encontrado pelo grafico duplo-
reciproco. A vantagem do uso deste método € a simplicidade, visto que o valor de K,

é a inclinag&o da curva; além disso, os desvios da linearidade que podem n&o ser
aparente em um gréfico duplo-reciproco séo amplificados®.
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Flguré V.12 - (A) Gréfico de Linewearver-Burk. duplo-reciproco da corrente vs concentragio de salicilato e {B} Gréfico de
Eadie-Hofste. Comrente vs & razéo corrente/[saliciato].

IV.3.13. Aplicagdo em Amostras Reais

Os valores encontrados para o salicilato em amostras de medicamentos e
urina. com o biossensor aqui desenvolvido foram concordantes eom os valores
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encontrados através do método de Trinder (British Pharmacopoeia, Her Majesty's
Stationary Office, London, 733 (1980))*', como pode ser visto na Tabela IV.5.

Tabela IV.5: Resultados obtidos para o biossensor e método de referéncia.

Farmaco Quantidade encontrada mg/tablete (dcido acetil salicilico)
Biossensor» Método de referéncia+*
1 85 +3 81+1
I 81 +2 83+5
i 80 +2 75+1
Urina Quantidade encontrada mg/ml (salicilato)
Blossensors+ Método de referéncia+
AMI 416 £ 12 41915
AMII 355+ 11 3665

* - 08 valores encontrados correspondem & media e seus desvios de medidas em triplicata.

Aplicando o teste t no nivel de confianga de 95%, verifica-se que n&o ha
diferenca significativa nos dois métodos. Estes resultados mostram o bom
desempenho do biossensor nas determinagdes de salicilato, indicando que o mesmo
pode ser aplicado na determinagéo de salicilato em amostras de farmacos e urina.
' Ressalta-se ainda a facilidade das andlises realizadas com o biossensor em relagéo
ao método de referéncia, pois no método de referéncia é necesséario, além do uso de
reagente cromogénico (Fe(NOs)s), 0 uso de cloreto mercdrico e &cido cloridrico, que
s&0 usados para precipitar proteinas, no caso de amostras biolégicas.
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IV. 4. CONCLUSOES

Os biossensores preparados com fibras de carbono de alto médulo mostraram
- bons resultados exceto o biossensor 5, porém a fibra utilizada na construgéio deste é
de alto mdédulo, ou seja, apresenta um elevado grau de alinhamento carbono-
carbono, ligados paralelamente na diregéo axial da fibra. O processo de transferéncia
de elétrons nas fibras ocorre preferencialmente com orientaco lateral’, o qual
explica porque as fibras de alto moédulo apresenta de maneira geral melhor
performance. Este fato demonstra que © processo de imobilizacdo também é
importante para obter um biossensor com bom desempenho.

O biossensor aqui descrito resulta em um método com baixo limite de
detecgdo e alta sensibilidade. A amplificacdo do sinal difere o biossensor
desenvolvido dos demais citados na literatura, sendo que, o ponto chave deste
método é a ndo necessidade da utilizacdo de um outro sistema acoplado {como a
utilizaclo de uma segunda enzima) para que o sinal possa ser amplificado.

O fato da amplificagéo do sinal explica a alta sensibilidade do biossensor,
além da necessidade de uma razdo salicilato/NADH de aproximadamente 500 para
obter o maximo de sinal. Ja para os biossensores descritos na literatura esta razéo é
de aproximadamente 4'®. Um comportamento similar, para todos os biossensores de
fibra de carbono desenvolvidos, foi verificado indicando que o processo catalitico é
responsavel por este fato.

Ressalta-se ainda que o comportamento das diferentes fibras no processo de
amplificagéo do sinal foi o mesmo, isto sugere que diferentes fibras de carbono
podem ser usadas na construgéo de biossensores para salicilato.

Outro ponto de muita importancia é a possibilidade da utilizagéo da reagéo
catalitica para determinagdo de NADH, isto é, utilizando eletrodos de fibras de
carbono em presenga de catecol que & oxidado na superficie do eletrodo, a
ortoquinona formada é reduzida pelo NADH, desta forma o NADH é determinado
indiretamente. '
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Em relag@o & aplicagéo do biossensor em amostras reais, obteve-se bons
resultados, os quais néo apresentam diferencas significativas quando comparados
ao meétodo de referéncia. Além disso, a metodologia _proposta possui como
vantagens a altissima sensibilidade, baixo limite de deteccao, a rapidez e o néo uso
de reagentes cromogénicos.
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V. CONCLUSOES GERAIS

Das muitas vantagens obtidas quando as fibras de carbono s3o usadas
como material eletrédico, pode-se destacar a possibilidade de construcéo de
eletrodos na ordem de micrdmetros, os quais possuem inimeras vantagens.
Embora no trabalho em quest&o, os eletrodos desenvolvidos ndo eram da ordem
de micrdmetros, mas sim a jungfio de vérios ultramicroeletrodos, jd que os
mesmos foram confeccionados com cerca de 50 a 100 fibras de carbono. Pode-se
destacar aqui as vantagens do uso das fibras de carbono na construgdo de
biossensores.

Em relagdo aos resultados obtidos neste trabalho, pode-se destacar
inimeros pontos como 0s bons resultados obtidos com a nova metodologia
proposta para o pré-tratamento das fibras, onde um simples e répido método foi
suficiente para melhorar a performance eletroquimica das fibras de carbono,
obtendo-se uma resposta para hexacianoferrato similar & observada para sistemas
reversiveis. A camada de 6xido de titanio formada com o tratamento é bastante
estavel, por aproximadamente 3 meses com um minimo de 500 ciclos
voltamétricos; além disso, a melhora na resposta eletroquimica foi grande. Estes
fatos, juntamente com a boa reprodutibilidade e grande eficiéncia do procedimento
aqui proposto, mostram um excelente potencial para preparacdo de eletrodos de
fibras de carbono em uma forma reprodutivel. A eficiéncia da metodologia de pré-
tratamento aqui proposta foi mais uma vez testada quando sensores para
determinagio de catecol e hidroquinona foram construidos.

A determinag&o simultanea destes isémeros fendlicos utilizando voltametria
de pulso diferencial e métodos de calibrag&io multivariada, fazendo-se uso de
eletrbdos de fibras de carbono tratadas com TiCls, mostrou-se uma boa
metodologia. Embora a faixa de concentrag&o na gual o método pode ser aplicado
seja um pouco alta e restrita (1,0 10* — 6,0 10 mol L"), cabe salientar que esta
metodologia podera ser aplicada a medidas de compostos fendlicos em vesiculas,
visto que a concentragio de catecolaminas é bastante alta.
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Os estudos realizados indicaram que, dos métodos quimiométricos
utilizados, a rede neural com apodizagdo mostrou-se um pouco melhor na
determinagdo da hidroquinona. Porém, na determinagfio do catecol, os erros
obtidos s&o similares tanto para PLS1 e PLS2 como para rede neural. Além disso,
pode-se verificar que a sobreposi¢cdo dos picos voltamétricos e a reposta n&o
linear do sistema tornam impossivel modelar o sistema com métodos univariados.

Outro importante ponto foi a estabilidade do sensor indicando que o 6xido
de titdnio e a varredura catédica contribuiram para minimizar a passivacfio do
eletrodo, pois eletrodos de carbono sempre estéo sujeitos a passivagio quando
compostos fenolicos s&o oxidados e/ou reduzidos sobre suas superficies.

Dos biossensores construidos para determinagéo de salicilato, através da
imobilizagdo da enzima salicilato hidroxilase em diferentes fibras, também se
verificou diversos pontos importantes. Dentre eles, destaca-se que o tipo de fibra
utilizado é importante na transferéncia de elétrons. Entretanto o processo de
imobilizagdo também é importante para obter um biossensor com bom
desempenho. O processo de amplificagéo de sinal no eletrodo de fibra aumenta a
sensibilidade sem a necessidade da adigcdo de reagentes. Ressaltando, o
comportarnenio das diferentes fibras no processo de amplificagfo do sinal foi o
mesmo, sugerindo que diferentes fibras podem ser usadas na construcfo de
biossensores para salicilato.

Outro ponto de suma importancia que deve ser destacado é a possibilidade
da utilizag&o da reagdo catalitica para determinagfio de NADH, isto é, utilizacéo de
fibras de carbono em presencga de catecol, que é oxidado na superficie do eletrodo
a ortoquinona e esta por sua vez é reduzida pelo NADH.

O biossensor que apresentou melhor performance foi o construido com
fibras Toray — T800. O mesmo mostrou uma alta sensibilidade, um excelente
tempo de resposta e uma ampla faixa de resposta. Este biossensor foi aplicado
em amostras reais e os resultados obtidos foram satisfatorios.

Finalrriente, é ainda possivel vislumbrar um futuro promissor para os
eletrodos construidos a pértir deste tipo de material para diversas aplicagdes, tais
como em analises clinicas, ambientais, farmacéuticas, controle de proeessos
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industriais, medidas in vivo e in vitro e como detectores em sistemas de analises
em fluxo, cromatografia liquida e eletroforese capilar.

IV.6.1. Perspectivas futuras

Das varias e boas caracteristicas das fibras de carbono, que foram citadas
anteriormente nesta tese, as quais muitas foram aproveitadas e investigadas,
pode-se ainda sugerir uma série de propostas que fazem uso das diversas
caracteristicas peculiares das fibras de carbono. Sugere-se, entéo: a constru¢do
de sensores modificados para andlises in vivo. Principalmente o desenvolvimento
de ultramicrosensores, os quais possuem caracteristicas bastantes peculiares e
s&o ideais para serem colocados diretamente em preparagdes biolégicas com um
minimo de dano nos tecidos. Além de eletrodos modificados, sugere a
possibilidade de imobilizacdo de outras enzimas, permitindo o desenvolvimento de
diferentes tipos de biossensores.



