UNICAMP

UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS
INSTITUTO DE QUIMICA

Laboratdrio de Quimica de Superficie

Oxido de niébio enxertado sobre a superficie da silica
gel: Preparacdo e utilizagcdo na construcédo de eletrodos
modificados

TESE DE DOUTORADO

Aluna: Christiana Andrade Pessfa

Orientador; Yoshitaka Gushikem

Campinas —- SP

Novembro / 2001

UNICAMP
BIBLIOTECA CENTRA,



"A alegria estd na luta, na tentativa, no sofrimento envolvido. Ndo na vitéria
propriamente dita.”

( Mahatma Gandhi )



A minha familia querida

Aos meus pass
Arnaldo ¢ Martha
Pelo apoio mcondicional

E conforto nas horas dificeis

As minhas irmis
Camilla e Lourdinba
Aos meus xodozinhos

Dudinha e Bernardo

Ao
Toshiozinho,

Por todo “amort, carinho e compreensio”.

Dedico esta tese

vii



Agradecimentos

@ Ao Professor Yoshitaka Gushikem, um grande exemplo de amor e dedicagio
‘2 pesquisa cientifica, pela orientagio, amizade e preocupacio constante com o
crescimento profissional dos seus alunos.

= Ao Prof. Lauro T. Kubota pelas discussdes eletroquimicas

@ A todo pessoal do laboratério: Ana Mauricéia, Alkira, Angélica, Almir,
Alexandre, César, Claudia, Claudemir, Emerson, Ilauro, Lincoln, Neusa, Silvio,
Simone, Suzana, Vanusa, William.

5 A Lucila por me aguentar por tanto tempo como companheira de repiiblica e
as amigas Iara e Noemi.

< A todos os técnicos do Instituto sem os quais ndo seria possivel realizar este
trabalho. |

S Ao pessoal da CPG.

< Ao pessoal da biblioteca do Instituto de Quimica.

= Ao CNPq pela bolsa concedida e 3 FAPESP pelo suporte financeiro

Obrigadalll

iX



‘Tese de Doutorado Resumo

Titulo: “Oxido de ni6bio enxertado sobre a superficie da silica gel: Preparacéo e
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carbono

Neste trabalho, utilizou-se a silica modificada com o éxido de nifébio, SiNb, como
matriz para imobilizacéc de diferentes compostos que apresentam grupos carboxilicos
em sua estrutura. Primeiramente, foram imobilizadas sobre SiNb trés porfirinas: a
hematoporfirina IX, protoporfirina IX e a tetracarboxifenilporfirina. Estas porfirinas
quando imobilizadas foram facilmente metaladas com Co(ll), ¢ que pode ser observado
através dos espectroé de UV- Visivel. A hematoporfirina e protoporfirina de cobalto
imobilizadas sobre SiNb apresentaram a capacidade de eletrocatalisar a redugdo de
oxigénio respectivamente a um potencial de -0,18 V e -0,16 V vs ECS, em pH 68 A
corrente variou linearmente com a concentragdo de oxigénio de 2-12 mg L™, para
ambos os eletrodos. Os potenciais de redugido do O, permaneceram constantes entre
os pH 2 a 7, tornando estes eletrodos potenciaimente Uteis para a construgéo de novos
sensores para determinagso de O; dissolvido. Estudos utilizando-se eletrodo de disco
rotatdrio indicaram que a reducéo do oxigénio sobre tais eletrodos ocorre segundo um

mecanismo de quatro elétrons, no qual ¢ Oz é reduzidc a H20. A cobalto
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tetracarboxifenilporfirina imobilizada sobre SiNb, por outro lado, néo eletrocatalisou com
eficiéncia a redugdo de Q. Esta, entretanto, apresentou a propriedade de
eletrocatalisar a oxidag&o de hidrazina, a um potencial de 0,40V vs SCE, em pH7.
A corrente apresentou-se linear com a concentracéo na faixa de 1,0x10° a 5,0x10™* moli
L |

Em uma segunda etapa, imobilizou-se o acido ferroceno carboxilico sobre SiNb.
Este apresentou uma consideravel estabilidade sobre tal matrizz. O ferroceno
imobilizado apresentou a propriedade de eletrocatalisar a oxidagao da coenzima NADH.
Estudos realizados utilizando-se eletrodo de disco rotatério, indicaram que a reagéo
entre o ferroceno imobifizado e o NADH, ocorre com a formagso de um intermediario
radicalar NADH®, numa reacdo similar a observada na literatura para derivados de

ferrocenc em eletrodos de grafite.
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Title: “Niobium oxide grafted on silica gel surface: Preparation and application for

the construction of modified electrodes ”
Author: Christiana Andrade Pesséa

Supervisor: Prof. Dr. Yoshitaka Gushikem
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In this work, the niobium oxide grafted on silica gel surface, designated as SiNb,
was used as a matrix for the immobilization of different compounds which have
carboxylic- groups in their structure. Firstly, three porphyrins were immobilized on SiNb:
hematoporphyrin X, protoporphyrin I1X and tetracarboxyphenyiporphyrin. These
immobilized porphyrins were easily metailated with Co(il), which were confirmed by UV-
Vis spectra. The cobalt (II) hematoporphyrin IX and protoporphyrin 1X on SiNb, when
incorporated in carbon paste electrodes, presented the property of electrocatalyze the
dioxygen reduction at -0.18 V and -0.16 V vs SCE, respectively. The cathodic peak
potential remained practically constant between pH 4 and 7. The current intensities for a
fixed negative potential changed linearly with dissolved dioxygen concentration betwéen
2 and 12 mg L. .Rotating disk electrode experiments showed that dioxygen reduction
occurs by a mechanism that involves four electrons, where the oxygen is reduced to
water at the electrode solid-solution interface.

The cobalt tetracarboxyphenylporphyrin, unlike the other two porphyrins, didn't

electrocatalyze efficiently the dioxygen reduction. However, this immobilized porphyrin
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catalyze the hidrazine oxidation at 0.40 V vs SCE, pH 7. Plotting the current peak
intensities against hydrazine concentrations, a linear response was obtained from
1,0x10° to 5,0x10 mol L™.

Likewise the porphyrins, the ferrocenecarboxylic acid was efficiently immobilized
on Nb2Os grafted on silica gel surface. This modified electrode presented the property of
mediating the ooeniym'e NADH oxidation. Kinetic studies using rotating disk electrodes
indicated that the reaction between the immobilized ferrocene and NADH occurs with
the formation of a NADH® radical as an intermediate, a reaction similar to those

observed in the literature for other ferrocene derivatives on graphite electrodes.
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1.1. Modificagdo da silica com 6xidos metalicos

m

A superficie da silica contém grupos silanéis, =SiOH, os quais podem reagir com
haletos e alcoxidos metalicos. O desenvolvimento de métodos de preparagdo de dxidos
metdlicos dispersos como monocamadas sobre a superficie da SiO», utilizando tais
reagentes, tem sido uma érea de crescente interesse nos Ultimos anos. Varios
procedimentos experimentais, visando a obtengdo de monocamadas dos 6xidos
metalicos com alta estabilidade térmica, tém sido desenvolvidos [1-11]. Os oxidos
metalicos suportados em matrizes sélidas obtidos pelo método de enxerto do reagente
na superficie, diferentemente dos dxidos suportados preparados pelos processos de
impregnacao e co-precipitagio, levam a obtencdo de superficies de éxidos, cujas
propriedades acidas estéo associadas a uma alta estabilidade térmica e quimica, as
quais nao sao caracteristicas do oxido ndo suportado [12]. Tal procedimento é
particularmente vantajoso, devido a formacg@o de uma superficie bastante definida,
permitindo dessa forma, um estudo mais preciso do cdrater acido-base dos sitios ativos
[13].

Muitos destes materiais tém sido sintetizados com o objetivo de se obter
sistemas cataliticos com maior atividade e seletividade, através do controle total da
morfologia da superficie. Por esta razdo, a maioria dos estudos s@o realizados no
sentido. de se obter um melhor entendimento sobre estrutura da superficie modificada

com o Oxido [2-6,8,9,14-20]. Embora, a SiO, seja considerada um material
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relativamente inerte, os grupos silanéis superficiais podem reagir de acordo com a
seguinte reac3o:

m=SiOH + MX, — (=Si0O)uMXpm + mHX

onde MX, € um composto ativo do metal (haleto metélico, por exemplo) e =SiOH
corresponde aos grupos silandis.

Uma hidrdlise cuidadosa, leva a formagio de uma monocamada do oxido, na
qual os metais estao présos a superficie através da ligagdo =SiO-M. A reacdo de

hidrélise estd mostrada abaixo:
=SiO)mMXp.m + (n-m) H20 7 (=SiO)mM(OH)nn + (n-m) HX

Nos 6xidos metdlicos, M,O,, altamente dispersos como monocamadas finas
sobre a superficie da SiO, {denominados para sirﬁpliﬂcag:éo como SiO./MOy), a ligacéo
covalente Si-O-M formada sobre a superficie da silica, restringe a mobilidade dos
Oxidos ancorados resultando em oéxidos metalicos coordenativamente insaturados
(sitios &cidos de Lewis), aiém dos sitios acidos de Brénsted. Qs sitios acidos de
Bronsted originam-se dos grupos MOH ou SiOH, sendo o Ultimo devido aos grupos
silanéis que ndo reagiram. Como os Oxidos ancorados estdo fortemente imobilizados
sobre a superficie, eles sdo também muito estaveis termicamente. O carater anfétero
de muitos dos oxidos ifﬁobilizados a superficie da silica permite a imobilizagio de vérias
espécies quimicas, acidos ou bases, resultandc em uma ampla aplicagio destes
materiais. Dessa forma, além do uso como sistemas cataliticos, tais materiais também

tém sido largamente utilizados como adsorventes seletivos [21,22), suporte para

2
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enzimas [23], materiais para coluna de HPLC [24,25] e no desenvolvimento de

eletrodos de pasta de carbono para construcio de sensores eletroquimicos e

biossensores [26-29].

1.1.1. Silica gel modificada com 6xido de niébio _
e —

O oxido de ni6bio, Nb2Os, é um solido branco, estavel ao ar e insoldvel em agua.
Sua estrutura & extremamente complexa, apresentando um extensivo polimorfismo [30].
Este apresenta dois tipos distintos de acidez em sua superficie. O primeiro tipo é a
acidez de Lewis,_ que ocorre em atomos do metal coordenativamente insaturados,
podendo aceitar um par de elétrons. O segundo tipo é a acidez de Brénsted que ocorre
em sttios que podem doar prétons para uma base.

O o6xido de nidbio é geralmente empregado como catalisador em inumeras
reagdes quimicas, tais como: redugéio de NO, desidratacdo de alcoois, além de reagbes
de isomerizaggo e oxidago [31-35].

A_ sintese e a caracterizacdo do dxido de nidbio (V) imobilizado sobre a superficie
da silica gel tem sido uma area de crescente interesse nos Ultimos anos [7,8, 36-411.
Uma monocamada do 6xido pode ser formada pela reagéo de um precursor adequado
do nidbio com as hidroxilas superficiais do suporte [3, 4, 42]. As propriedades fisicas e
quimicas do 6xido suportado sobre a superficie da silica, SiO2/Nb>Os, podem ser
bastante diferentes das observadas para o 6xido néo suportado. Por exemplo, o éxido
de niébio, Nb2Os, quando submetido a tratamento térmico torna-se cristalino a uma

temperatura de aproximadamente 773 K [43], enquanto que o 6xido de niébio enxertado
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sobre a silica, Si02/Nb.Os, a esta temperatura continua amorfo. Apenas a uma
temperatura de 1273 K este material torna-se cristalino, com separacéo de fases, em H-
Nb2Os e SiO; cristalino [44]. Tal comportamento indica que o Nb,Os encontra-se
fortemente ligado & superficie da silica e, portanto, somente a altas temperaturas a
camada de 6xido pode se mover e aglomerar para formar particulas cristalinas.

Os sitios &cidos de Lewis da SiO./Nb2Os sdo também consideravelmente mais
estaveis do que para o Nb>Os n3o suportado. Estes permanecem estaveis em amostras
quando aquecidas até acima de 800 K, enquanto que para o éxido ndo suportado, os
sitios acidos de Lewis sdo drasticamente reduzidos a temperaturas acima de 573 K
{33].

E conhecido que tais sitios acidos superficiais de Lewis do 6xido de nidbio
.disperso sobre a superficie da silica gel, SiO-/Nb.Os, apresentam particular afinidade
pof acidos organicos, possibilitando que estes fiquem fortemente ligados ao Oxido
metalico através da formagdo da ligagdo V—COO—Nb e evitando dessa forma o seu
lixiviamento da matriz de silica. De fato, adicionando-se a SiQ/Nb.Os a uma solugéo de
acido ascorbico, a silica modificada adquire imediatamente uma coloragéo amarelo
forte, devido a formag&o do complexo na superficie. Foi observado que &cido ascérbico
imobilizado sobre a §i02/Nb2Os pode reduzir com eficiéncia alguns ions metélicos na
interface sélido-solugao [36).

Molécuias que apresentam grupos carboxilicos em sua estrutura sdo portanto

facilmente adsorvidas pela SiO2/Nb2Os.
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1.2, Eletrodos Quimicamente Modificados (EQMs)
%

Em um eletrodo quimicamente modificado, a superficie do eletrodo &
propositadamente aiterada através da imobilizagSio de especies eletroquimicamente
ativas, com o objetivo de pré-estabelecer e controiar a natureza fisico-quimica da
interface eletrodo/solugdo [45). O resultado consiste em bloquear o acesso direto ao
eletrodo, inibindo alguns processos de eletrodo e promovendo outros. A modificagéo
pode, portanto, ser uma ajuda importante na obtencio de maior seletividade, e daf a
sua importancia em analise [46].

Os eletrodos quimicamente modificados s&o muito uteis em situagfes onde as
espécies a serem analisadas requerem a aplicagdo de altos sobrepotenciais para
sofrerem o processo redox em eletrodos convencionais (Pt, C), havendo dessa forma
um aumento do efeito de interferentes, através da oxidagdo ou redugdo de outras
espécies presentes no meio. A utilizagdo de EQMs possibilita o abaixamento deste
sobrepotencial, aumentando a velocidade de certas reagdes eletroquimicas, além de
aumentar a sensibilidade e seletividade [47]. A interface eletrodo-solugéo para um EQM
na presenca apenas da solucao de eletrdlito suporte, pode ser demonstrada de maneira

esquematica na Figura 1.
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Med,,

!"\C
e

Solucgéo do
eletrélito suporte

Superficie do eletrodo

Figura 1. Interface eletrodo-solugio para um EQM na presenca apenas da solugéo do

eletrélito suporte.

Realizando-se a varredura na diregcdo de potenciais mais positivos ocorre a
oxidag&o da espécie reduzida presente na superficie do eletrodo. Quando a varredura
de potencial é invertida (na diregdo de potenciais mais negativos) esta pode ser entéo
novamente reduzida.

Em um processo eletrocatalitico promovido por um EQM, a oxidagao ou redugéo
de um determinado substrato que apresenta uma reac#o eletroquimica lenta a
superficie do eletrodo, é mediada por um sistema redox (Medo/Medreq) que pode trocar
elétrons mais rapidarﬁente com o eletrodo e o substrato, reduzindo o sobrepotencial de
ativacdo da reag3o (potencial adicional ao potencial formal £° do substrato, necessario
- para vencer a barreira da energia de ativagdo da eletrélise em um determinado tipo de
material do eletrodo, para manter a reagdo a uma determinada velocidade) {48]. A
reducdo deste sobrepotencial aumenta a seletividade da medida pois permite a
~aplicagdo de potenciais de operagdo mais baixos. Sendo a especificidade
inversamente proporcional a magnitude do potencial aplicado, fica assim reduzida ou
praticamente eliminada a possibilidade de que potenciais de eletrdlise de outras

espécies presentes no meio sejam atingidos. Na Figura 2, esta representado o

6
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processo de transferéncia de carga eletrocatalitico para uma molécula do substrato
sendo oxidada pelo mediador, o qual é subsequentemente re-oxidado na superficie do

eletrodo. O processo inverso, a reducio do substrato também pode ocorrer.

i
Med,, ~_ !

€ L]
M edred !

Substsy

Superficie do eletrodo  Solugo do eletrdlito
suporte

Figura 2. Oxidagdo eletrocatalitica de um determinado substrato pelo eletrodo

quimicamente modificado.

Existem diferentes tipos de eletrodos quimicamente modificados. Entre eles, os
eletrodos de carbono, tanto carbono pirolitico como vitreo [49-53}, podem ser
modificados por adsor¢do de espécies eletroativas e também através de ligacbes
covalentes entre estas e grupos da superficie do eletrodo. Esta é a técnica mais
simples de se modificar a superficie de um eletrodo, entretanto ela apresenta a
desvantagem da espécie imobilizada apresentar baixa estabilidade na superficie do
mesmo.

Também tem sido efetuada a modificagdo de eletrodos utilizando-se polimeros,
Estesr polimeros podem apresentar o centro redox como parte de sua estrutura
(polimeros redox) [54-56] ou serem utilizados como adsorventes da espécie eletroativa
[57,58].<'Tanto os eletrodos de carbono como os eletrodos metalicos podem ser

modificados por polfmeros.
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Uma outra classe de eletrodos quimicamente modificados muito importante é a
dos eletrodos de pasta de carbono (EPC) [59-63]. Os eletrodos de pasta de carbono
s&o formados por uma mistura de grafite em pé e um liquido organico, o qual é imiscivel
em contato com solugbes aquosas. O liquido orgénico serve para manter uma formé
firme do eletrodo, preencher as cavidades entre as particulas de grafite e “isolar’ o
grafite do contato com soluges aquosas [64].

Os eletrodos prepafados a base de pasta de carbono oferecem versatilidade,
baixa corrente de fundo, baixo ruido, baixo custo, modifica¢@o conveniente, facilidade
de renovagéo da superficie, além da possibilidade de miniaturizagdo. Devido a essas
propriedades, os eletrodos a base de pasta de carbono apresentam um extensivo uso
em eletroanalise [65-67].

A principal desvantagem dos eletrodos de pasta de carbono é a falta de
estabilidéde estrutural do bulk e da superficie, especialmente quando eles sio
explorados por um longo periodo de tempo ou na presenca de solventes organicos na
solugéo. Um outro aspecto a considerar é que, em geral, os eletrodos de pasta de
carbono s&o caracterizados pela falta de reprodutibilidade. Na maioria dos casos, o
grafite e aglutinante sdo misturados manualmente fornecendo muitas vezes um material
n&o homogéneo, podendo ser dificil reproduzir as pastas. Tem sido verificado que
pequeﬁas diferengas no tempo usado para a secagem, temperatura, tipo de tampéo,

polimento da superficie, podem ser fatores cruciais para o resultado final [65].
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1.3. Eletrodos de pasta de carbono modificados com silica gel

O uso de silicas modificadas para a construgdo de eletrodos guimicamente
modificados somente foi possivel devido ao desenvolvimento dos eletrodos de pasta de
carbono. As silicas contendo a espécie eletroativa adsorvida em sua superficie, sdo
entdo incorporadas & pasta. Através da construcdo destes eletrodos é possivel a
caracterizacdo destes sistemas pelo estudo do comportamento eletroquimico das
espécies adsorvidas.

O desenvolvimento de eletrodos modificados a base de silica gel é bastante
recente. Este iniciou-se lentamente em 1989/90 e desde entdo tem crescido
exponenciaimente, segundo levantamento realizado por Walcarius (Figura 3) [68]. A
variedade de materiais a base de silica juntamente com a quimica de sua superficie
implica um grande potencial para aplicagio desses materiais em eletroquimica. A silica
apresenta propriedades bastante atrativas tais como capacidade de adsorgdo, quimica
acido-base e estabilidade térmica. Tais propriedades podem ser vantajosamente
exploradas, por exemplo, no acumulo de espécies eletroativas na sua superficie, antes

da sua detec¢do eletroquimica.
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Além disso, a superficie da silica pode ser modificada com uma grande
variedade de grupos funcionais, levando a um consideravel enriquecimento das suas
propriedades superficiais. A alta area superficial das silicas sintéticas, quando
combinadas a sua quimica de superficie, torna esse material bastante Util como suporte

para varios catalisadores.

18 +

% +

14 <+

12 -+

Figura 3. Numero de publicagdes por ano baseadas em eletrodos modificados com

silica.

Silicas quimicamente modificadas tém atraido consideravel atencdo devido a
vantajosa combinagdo das propriedades intrinsecas da matriz inorganica a reatividade
dos modificadores. Para construgdo de eletrodos, mais especificamente eletrodos de
pasta de carbono, as silicas quimicamente modificadas sdo modificadores atrativos,

porque permitem introduzir na interface eletrodo-solu¢do uma grande variedade de
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espécies tanto orgénicas como inorganicas, as quais ficam ligadas & matriz de silica,
prevenindo dessa forma o seu desprendimento do eletrodo para solugdo, dando origem

a eletrodos bem mais estaveis em relagéo aos eletrodos de pasta de carbono usuais.

1.3.1. Utilizagdo da silica gel modificada com 6xidos metélicos para construcdo de

eletrodos de pasta de carbono
R R —
A versatilidade da sitica gel em imobilizar vérios componentes tais como filmes
de Oxidos metdlicos e espécies eletroativas foi em grande parte estudada por
Gushikem, Kubota e colaboradores. Muitos dos estudos foram baseados na preparacao
da silica gel modificada com 6xidos metélicos e utilizagdo destes materiais como
suporte para imobilizac&o de varios mediadores de transferéncia de elétrons [26-29, 69-
77). Os filmes dos metais conferem a silica além de uma maior condutividade, a
possibilidade de imobilizagio de uma grande quantidade de espécies eletroativas,
podendo levar a obtencio de uma série de novos eletrodos quimicamente modificados.
Abaixo estdo descritas algumas das principais aplicagbes de 6xidos metalicos
enxertados sobre silica na construgdo de eletrodos de pasta de carbonoc para o

desenvolvimento de novos sensores e biossensores.

a) Si0./Zr0,
O anion hexacianoferrato foi adsorvido sobre a silica modificada com o 6xido de
zircdnio, Si0/ZrO.. Tal material foi utilizado para determinagao quantitativa de vitamina

C em comprimidos e em sucos naturais e processados. O [Fe(CN)e* imobilizado

11
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apresentou a propriedade de mediar a oxidagdo do acido ascorbico a um potencial
relativamente baixo, evitando portanto a interferéncia de outras espécies normaimente
presentes em amostras reais [78].

Em um outro trabalho, a Si02/ZrO, foi utilizada para a construcdo de um sensor
amperomeétrico para O, dissolvido, utilizando-se o complexo [Ru(edta)(H20)]" . Este
material quando incorporado na pasta de carbono apresentou resposta para 0
dissolvido em —-250 mV, 'contra ~500 mV vs ECS no eletrodo de barra de grafite. O
eletrodo apres_entou-se bastante estavet e seletivo tornando desnecessario o uso de

uma membrana semi-permeéve!l semelhante a utilizada no eletrodo de Clark [27].

b) SiO./TiQ,

| Ftalocianinas metdlicas imobilizadas sobre a SiOJTiO, apresentaram a
propriedéde de eletrocatalisar principalmente as reacbes de oxidagdo da hidrazina e
cisteina. Particularmente, a ftalocianina tetrassulfonada de ferro, quando imobilizada
sobre a SiO2/TiO;, mostrou uma grande estabilidade em meio acido. Esta apresentou a
propriedade de mediar a reagéo de oxidagdc da hidrazina. De maneira similar, a
ftalocianina tetrassulfonada de niquel imobilizada sobre a SiO./TiO, foi utilizada no
desenvolvimento de um sensor eletroquimico para hidrazina e cisteina [77,79].

A silica gel modificada com éxido de titanio, também pode reagir com acido
~ fosfdrico, formando fosfato de titanio na superficie da silica .
(=Si0)Ti(OH), + H3POs ——» (=Si0),Ti (OPOsH), + 2 H,0

Este novo material obtido foi utilizado para imobilizar espécies mediadoras de

elétrons carregadas positivamente, tais como o Azul de Meldola e Azul de Metiteno,

12
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através de uma reagéo de troca idnica com os prétons dos grupos fosfato [29,73,74,76).

O azul de Meldola foi imobilizado sobre a SiO.fT i02/PO4 (denominado
SiO2/TiO2/PO4/MB, apresentando-se bastante estavel sobre tal matriz Este material
quando incorporado no eletrodo de pasta de carbono mostrou ser um sensor efetivo
para NADH [73].

Eletrodos de pasta de carbono modificados com SiOJT i0/POs/MB, foram
também utilizados .para construcéo de biossensores para frutose e salicilato {25,74). Em
ambos os casos, a presenga do mediador permitiu a aplicagdo de um baixo
sobrepotencial para a detecgio dos analitos. Os eletrodos foram preparados através da
incorporagéo das enzimas frutose-5-desidrogenase e salicilato desidrogenase,

respectivamente, na pasta de carbono.

c) Si0,/Nb,O5

Na literatura, a matriz de SiO2/Nb.Os & ainda uma das menos exploradas, na
construcdo de sensores baseados em eletrodos de pasta de carbono.

Em um trabalho recente, o azul de metileno foi imobilizado sobre a Si02/Nb.Os e o
eletrodo de pasta de carbono deste material testado para oxidagao de NADH. Os sitios
NbOH da matriz sdo os responséveis pela adsorgdo do mediador na superficie da
silica. Uma importante caracteristica deste eletrodo & que o seu potencial redox
praticamente nao foi influenciado pelo pH do meio entre pH 4 e 7, diferentemente do
observado para o azul de metilenc em solugso [80]. Outros corantes, tais como o Azul

do Nilo e o Azul de Toluidina também podem ser eficientemente imobilizados sobre a

SiO2/Nb,0s.
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E possivel notar portanto que os éxidos metalicos uniformemente dispersos na
forma de filmes finos sobre a superficie da silica podem ser utilizados com sucesso na
fabricacéo de dispositivos eletroguimicos, tais como sensores e biossensores. A alta
sensibilidade atingida por tais dispositivos deve-se principalmente ao carater poroso da
matriz de silica, permitindo que as espécies difundam livremente através da interface
eletrodo-soiucéo.

Estudos mais recentes tém sido realizados no sentido de se imobilizar enzimas
diretamente sobre tais superficies de silica modificada com 6xidos metalicos, com o
objetivo de se construir novos biossensores para a determinagdo dos mais diversos
tipos de substratos de interesse biologico [23, 28, 81]. Particular atengéo até agora tem
sido dada & silica modificada com éxido de titanio, SiO/TiO2. O bxido de titanio oferece
uma boa possibilidade para imobilizar enzimas devido & sua afinidade pelos grupos
carboxilicos dos residuos de aminoacidos terminais das moléculas de enzima [82].

Denire os dxidos metalicos suportados sobre a superficie da silica gel, o menos
explorado ainda na preparacido de eletrodos de pasta de carbono quimicamente
modificados é o 6xido de nidbio. Entretanto, sabe-se que o Oxido de nidbio apresenta
grande afinidade por moléculas que apresentam grupos carboxilicos em sua estrutura
[36, 83]. Esta caracteristica torna a SiO»/Nb.Os bastante interessante como matriz para
imobilizagdo de espéciés que apresentam tais grupos funcionais, como por exemplo
porfirinas carboxiladas ou mesmo enzimas para a construcdo de novos sensores e

.biossensores.
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1.4. Espécies mediadoras de elétrons imobilizadas sobre a SiO./Nb,O; para

- construgdo de eletrodos modificados

%

1.4.1. Porfirinas e Metaloporfirinas

As porfirinas correspondem a uma importante classe de compostos

macrociclicos que ocorrem vastamente na natureza, os quais desempenham um

importante papel em vérios processos biolégicos. Sdo moléculas constituidas por

qQuatro anéis pirrdlicos, unidos por atomos de carbono sp?, derivadas da porfina {Figura

4) pela substituicdo dos atomos de hidrogénio nas posi¢bes periféricas do anel por

cadeias laterais (metila, vinila, etila, etc).
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Figura 4. Estrutura basica das porfirinas (porfina).

O nucleo da porfirina constitui-se de um ligante tetradentado, no qual o espago

disponivel para um metal se coordenar tem um diametro méaximo de aproximadamente
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3,74 [84]

Quando a coordenacgéo ocorre, dois prétons sdo removidos dos atomos de
nitrogénios pirrélicos, deixando duas cargas negativas. A maioria dos elementos da
tabela periédica forma complexos com as porfirinas sintéticas, sendo os mais
estudados, os de magnésio, manganés, ferro, cobalto, zinco e cobre [85] Tais
complexos formados apresentam uma estabilidade consideravel.

As metaioporﬁrinas.(porﬁrinas metalicas) s&o de grande importancia em sistemas
biolégicos. As hemogiobinas, mioglobinas e citocromos, assim como algumas enzimas
(algumas catalases e peroxidases) apresentam como grupo prostético, a molécula
heme, um complexo de protoporfirina de ferro. Ja a clorofila e a vitamina B12 possuem
estruturas semelhantes as das porfirinas, entretanto associadas respectivamente ao
Mg(ll) e ao Co(ll). Além disso, as porfirinas metaladas tém se mostrado eficientes
catalisadores em um grande nimero de sistemas quimicos e fotoquimicos.

As porfirinas metalicas guando adsorvidas na superficie de grafite, carbono vitreo
e outros eletrodos inertes sdo utilizadas como eletrocatalisadores para a reducio ou
oxidacdo eletroquimica de uma grande variedade de espécies, tais como reducéo de
oxigénio [86,87], perdxido de hidrogénio [88], ions sulfeto, nitrito e éxido nitroso [89-91]
e para oxidagao de hidrocarbonetos [92] e hidrazina [93]

Porfirinas de cobalto adsorvidas em eletrodos de grafite tém sido especialmente
estudadas por Anson e‘colaboradores [94-99]. Tais porfirinas imobilizadas apresentam
particular atividade eletrocatalitica na reducio de oxigénio dissolvido. Em seus

- trabalhos, foi .observado que a posigdo e as espécies dos grupos substituintes do anel

afetam de fnaneira significativa a atividade eletrocatalitica das porfirinas metaladas [99].
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1.4.1.1. Caracterizagdo das porfirinas e metailoporfirinas: Espectroscopia na
regido do UV-Visivel

Dentre as varias técnicas disponiveis para a caracterizagdo das porfirinas de
base livre e metaladas, a mais utilizada é sem duvida a espectroscopia na regido do
ultravioleta e visivel. Como o benzeno e seus homélogos, os espectros de absorcdo
das porfirinas consistem de duas regides distintas. Entretanto, diferentemente do
benzeno, estas aparecem em regides do ultravioleta proximo e do visivel do espectro
eletronico, dando a estes compostos cores bastante intensas.

Os espectros das porfirinas apresentam geralmente uma absorgdo intensa entre
390 - 425 nm (dependendo se a porfirina é B ou meso substituida) chamada banda B ou
também conhecida como banda Soret. Esta banda corresponde a transicao aj, — e,
Juntamente com a Banda Soret, observam-se mais duas ou quatro bandas menos
intensas,l situadas entre 480 e 700 nm, denominadas bandas Q (transic&o ax— eg). As
bandas Q ocorrem devido a transiges eletronicas que envolvem estados vibracionais
dos orbitais HOMO e LUMO. O nimero e a intensidade destas bandas podem fornecer
importantes informagdes sobre ¢ padrdo de substituicdo da porfirina e se esta
'apresenta-se ou nao metalada.

- As porfirinas néio metaladas apresentam 4 bandas Q, denotadas de acordo com

o aumento do 6omprimento de onda de IV, lil, 1 e | (Figura 5). Variagbes dos
substituintes periféricos no anel porfirinico geralmente causam mudangas na

intensidade e comprimento de onda dessas absorgdes.
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Figura 5. Espectro eletrénico tipico das porfirinas ndo metaladas.

A protona¢éo da porfirina com acido leva a adigcdo de mais dois prétons nos
nitrogénibs centrais. Esta & uma situagio mais estavel que a porfirina de base livre,
produzindo uma simplificacdo das bandas Q do espectro, as quais podem levar a
profundas mudancas de cor. Essencialmente, neste caso, as quatro bandas Q
colapsam em apenas duas bandas.

Assim como as porfirinas protonadas, as metaloporfirinas também tem anéis
macrociclicos mais simétricos (simetria D4r) do que as porfirinas de base livre (simetria
D.n) , apresentando geralmente duas bandas Q no espectro eletronico. As bandas Q

das métaioporﬁrinas séo frequentemente denominadas o e §§, onde a banda o ou Q(0,0)

€@ a de menor energia (maior 1) e a banda  ou Q (1,0) é a de maior energia. As
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intensidades relativas destas duas bandas, o e B, podem dar indicacbes acerca da
estabilidade do metal complexado pelos quatro nitrogénios porfirinicos [100].
Na Figura 6, esta mostrada a representacio esquemética das transi¢Ges entre os

diferentes niveis eletronicos das metaloporfirinas (D4n) e porfirinas (Dan).
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Figura 6. Representagdo das transigbes eletrénicas das porfirinas (simetria D) e

metaloporfirinas (simetria Dgap).

1.4.2. Ferroceno

O ferroceno e seus derivados, em particular o ferroceno monocarboxilico, séo
geraimente utilizados como mediadores de elétrons em diversas reaches
eletroquimicas, principalmente enziméticas [101-107]. Este apresenta a vantagem da
sua reacéo redox ndo envolver prétons e dessa forma a mesma néo & influenciada pelo

pH do meio, ao contrério de alguns mediadores organicos [108].
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O NADH, nicotinamida adenina dinucleotideo, tem um papel importante em
muitas reagbes redox, como coenzima para uma série de enzimas desidrogenases e
por essa raz&ao a sua reacéo tem sido largamente estudada em muitas érea da quimica.
Em particular, estudos eletroquimicos da oxidagéo desta coenzima tém despertado
considerave! interesse. A oxidagdo direta do NADH em eletrodos inertes ocorre
geralmente com a aplicagéo de altos sobrepotenciais tais como 1,1 V nos eletrodos de
carbono e 1,3V em eletrodos de platina [109,110)]. Consequentemente, mediadores de
elétrons necessitam ser utilizados para facilitar essa transferéncia de elétrons entre o
NADH e o material do eletrodo e dessa forma diminuir o potencial a ser aplicado
[111,112]. Um grande numero de mediadores tem sido utilizados na oxidagdo do
NADH, tais como quinonas, fenoxazinas e fenotiazinas, complexos de 6smio, além do
férroceno e derivados {113-116].

OIferroceno monocarboxilico em solugdo e imobilizado em eletrodos de Qraﬁte

apresenta a propriedade de eletrocatalisar com relativa eficiéncia a oxidacao desta

coenzima [1 16,117].
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1.5. Técnicas eletroquimicas utilizadas para o estudo dos eletrodos quimicamente

modificados

Aqui estdo descritos os principios basicos das técnicas mais utilizadas para

caracterizag¢ao e estudos eletroquimicos dos eletrodos quimicamente modificados.

- 1.5.1. Voltametria ciclica

A voltametria ciclica é provaveimente uma das técnicas eletroanaliticas mais
versateis para o estudo de espécies eletroativas em solugdo ou imobilizadas sobre
eletrodos, fornecendo informagbes tanto quantitativas quanto qualitativas sobre
sistema. Esta versatilidade combinada com a facilidade na medida, tem resultado num
extensivo uso da voltametria ciclica nos campos da eletroquimica, quimica inorganica e
bioquimica. O voltamograma resultante é analogo a um espectro convencional, o qual
fornece informacdes de uma determinada espécie como fun¢io de uma varredura de
potenciai [118-120].

Esta técnica consiste em submeter um eletrodo, denominado eietrodo de
trabatho, a um potencial de forma de onda triangular (sinal de excitagdo). O
voltamograma ciclico é obtido através da medida de odrrente neste eletrodo durante a
varredura de potencial. A corrente pode ser considerada o sinal de resposta a aplicagao
deste potencial.

Geralmente em um experimento de voltametria ciclica sado utilizados trés
eletrodos: o eletrodo de trabalho, no qual a reacao de interesse esta localizada num

potencial aplicado, medido relativamente a um elefrodo de referéncia (os mais
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utilizados s@o o eletrodo de calomelano saturado e Ag/AgC!) no qual ndo ha fluxo de
corrente, sendo o circuito completo por um eletrodo auxiliar ou contra-eletrodo,
normalmente um fio de platina.

Em um voltamograma ciclico tipico, os principais parametros de interesse
medidos sdo os valores de potenciais de pico anddico e catédico, respectivamente Epa
e Eyc, as correntes de pico, I € Ipc € a diferenga entre os potenciais de pico AEp = Epa -
Eqx. O potencial de pico médio pode ser obtido através da média entre os potenciais de
pico catédico e anddico (Em = (Epa + Epc)/2). Um voltamograma ciclico tipico para
espécies redox em solugéio, que apresentam comportamento controlado por difuséo,
esta mostrade na Figura 7.

Observa-se que quando o potencial torna-se positivo o suficiente para que ocorra
a oxidagdo da espécie em solugdo, Eg. (que depende da espécie), ha um aumento da
corrente .anédica, lsa (proporcional & concentragéo da espécie) até atingir um maximo.
Como a concentragéo da espécie reduzida na interface eletrodo-solugéo nesta etapa
torna-se muito pequena, observa-se um decréscimo significativo da corrente apos ter
sido atingido o méximo, pois 0 passo determinante vem a ser agora a difuséo da
espécie eletroativa ao eletrodo. Quando invertida a varredura de potencial, no sentido
catddico (para potenciais mais negativos), a espécie é entdo reduzida, observando-se

novamente um aumento de corrente, Iy, @ um determinado potencial, Epe.
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Figura 7. Voltamograma ciclico tipico de espécies redox em solugéo e os principais

parametros obtidos a partir deste.

Em sistemas eletroquimicamente reversiveis, a relagdo g/ Ipc é.igual 2 1 e a
separacéo entre os potenciais de pico é de AE, = 59/n (onde n € o numero de elétrons
envolvidos na semi-reagdo) e esta separagéo mantém-se constante com a velocidade
de varredura. Valores maiores que este e um aumento do AE, com a velocidade de
varredura indicam que o processo de transferéncia de eiétrons no eletrodo é lento. A

corrente de pico em ampéres para espécies em solugéo € dada pela equagao 1:

1, =(2,69x10*yn*? 4D"?Cv'* Eq. 1

onde n é o niimero de elétrons transferidos; A é a area do eletrodo em cmz; Déo

coeficiente de difusdo em cm?/ s, C é a concentragéo da espécie eletroativa na solugéo
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em mol / em? e v a velocidade de varredura em (V.s™).
Para sistemas onde a espécie redox encontra-se imobilizada sobre o eletrodo a
analise do voltamograma é andloga a anterior, porém neste caso n&c ha difusdo da

~ espécie eletroativa para o eletrodo. A corrente de pico,}p, & entéio dada pela equagao 2.

_n’FTv

I
P="TART

Eq. 2

onde T (mol.cm?) é denominado rugosidade eletroquimica, expressa em carga por
unidade de &rea, e constitui 0 namerc de espécies imobilizadas na superficie do

" eletrodo que realmente participam do processo redox, obtido pela seguinte equagéo:

=—" Eq.3

onde Q é a carga e F a constante de Faraday.

1.5.2. Voltametria de pulso diferencial
As técnicas de pulso foram desenvolvidas inicialmente para o eletrodo gotejante
de merdirio, tendo como objetivo sincronizar os pulsos com o crescimento da gota e
reduzir a contribuicdo da corrente capacitiva. Apds a aplicagdo de um puiso de

potencial, a corrente capacitiva extingue-se mais rapidamente do que a corrente
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faradaica, sendo a corrente medida no final do pulso. Este tipo de medida tem como
vantagem o0 aumento na sensibilidade e, dessa forma, apresenta melhores
- caracteristicas para aplicagbes analiticas. Em elefrodos solidos ha uma vantagem
adicional, pois evita-se a adsorgio de espécies presentes na solugdo, deixando o
eletrodo livre para as reages redox [46].

A voltametria de pulso diferencial (DPV) é um tipo de voltametria de pulso, na
qual o potencial base € aumentado entre os pulsos e a corrente é medida antes da
aplicagéo do pulsc e no fim do mesmo, registrando-se a diferenca entre as duas
correntes. A onda potencial - tempo esta mostrada na Figura 8a. Como a DPV é uma
técnica diferencial, a resposta é semelhante a primeira derivada de um voltamograma
diferencial, isto é, um pice (Figura 8b). O potencial de pico, E,. pode ser identificado
como sendo aproximadémente o potencial médio, En (ou Ej2). Com 0 aumento da
irreversibilidade, Ep afasta-se de En, a0 mesmo tempo que aumenta a largura do pico e
a sua altura diminui. Em eletrodos sélidos, melhores respostas sdo obtidas com a
voltametria de pulso diferencial (DPV) do que a voltametria de pulso normal (NPV),

especialmente quando compostos orgénicos estéo envolvidos na reagso [46).

25“%‘#?



- Tese de Doutorado 1. Infrodugéo

ES

L

T~Q5->5g
gt T TS5 Sims
et th 3

-

(@) !

AF k

8l =12 ~ 1)

® £

Figura 8. Voltametria de pulso diferencial (a) Curva potencial-tempo (b) Perfil da curva

de corrente versus potencial.

1.5.3. Voltametria de disco rotatério

O voltamograma de disco rotatorio de um eletrodo quimicamente modificado é
muito similar ao voltamograma ciclico, pois independe do transporte hidrodinamico da
espécie eletroquimicamente ativa. Por essa raz&o, esta técnica néo traz informagbes
adicionais, a menos que se queira estudar reacbes redox mediadas pelo eletrodo

modificado. As reagfo de maior interesse s&o aquelas em que o processo mediado
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ocorre mais rapidamente ou leva a uma diminuigdo do sobrepotencial, ou seja, as
reagbes eletrocataliticas. Obviamente, estas podem ser estudadas por voltametria
ciclica, mas os parémetros cinéticos podem ser mais convenientemente obtidos por
voltametria de disco rotatério.

Diferentemente das técnicas anteriores em que o transporte de massa depende
apenas da difusdo, na voltametria de disco rotatdrio o transporte de massa é
hidrodinamico. Neste caso, o eletrodo gira em torno de um eixo vertical, criando-se uma
forga centrifuga, responsavel pelo aparecimento de um fluxo laminar da solugéo no

sentido axial / laminar, como mostrado na Figura @ abaixo [121]:

r=Q

——— e —

Figura 9. Diagrama mostrando o fluxo da solugdo na superficie e abaixo do eletrodo de

disco rotatério.

Quanto maior a velocidade de rotag&o, maior serd a forga centrifuga e, portanto,
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a velocidade de deslocamento radial da solugdo, v. Porém, v, ndo & méxima na
superficie do eletrodo, mas a uma distancia y. De fato, v, tende a zero a medida que y
tende a zero. Assim, existe uma fina camada de solugdo adjacente & superficie do
eletrodo, que n&o sofre influéncia dos processos hidrodinamicos, denominada camada
limite do fluido (fluid boundary layer). Assim, as espécies em solugdo, transportadas
pela convecgéo forgada, devem se difundir através dessa camada para alcancar a
superficie do eletrodo. Eséa camada torna-se mais fina a medida que a velocidade de
rotagdo aumenta, tornando maior a velocidade de convecgio/difuséo das espécies em
solucéo para a superficie do eletrodo e consequentemente a corrente.

No caso de processos reversiveis, ou seja, limitados apenas pelos processos de
convecg:éoldifuséo € ndo pela cinética de transferéncia heterogénea de elétrons, os
voltamogramas obtidos s&o sigmoéides, cujas correntes limites, ii, sdo definidas pela

equacdo de Levich, descrita abaixo (Eq.4):

i, =0,620nFAD* 0" *v™"°C Eq. 4

Onde: i= corrente limite, n= nimero de elétrons, F= constante de Faraday, A=
area do eletrodo, D= coeficiente de difusdo, C= concentragio da espécie, o=
velocidade de rotagdo, v= viscosidade cinematica (0,01 cm?s™, em solucéio aquosa a
20°C).

Todavia, utiliza-se a equagéo de Koutecky-Levich no tratamento quantitativo de
processos ele-trocatah’ticosr (em eletrodos quimicamente modificados) nos quais as

velocidades de reacgio sdo controladas pela transferéncia de elétrons entre o sitio ativo
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presente no eletrodo e o substrato em solugéo.
Considerando-se que a reagéo eletrocatalitica é definida por uma constante de
velocidade ki, a concentragdo superficial do mediador I e a concentragdo C do

substrato em solugo tem-se que

1 1 1

= -+ :
i, nFK[C  0,620nFAD™?p"?y5Cc | Ea-8

Construindo-se o grafico de 1/i, em fungdo de 1/60'?, uma reta deve ser obtida.

1.5.4. Cronoamperometria

Os cronométodos s&o métodos eletroanaliticos nos quais a dependéncia de um
sinal elétrico é medida em funcio do tempo. Os parametros elétricos medidos podem
ser: cofrente, como no caso da cronoamperometria, no qual o processo & iniciado por
um pulso de potencial, ou o potencial (cronopotenciometria), no qual o processo por sua
vez é iniciado por um fluxo de corrente [122].

Na cronoamperometria a potencial constante, a corrente que flui através do
eletrodo de trabatho é monitorada em fungéo do tempo, a um potencial fixo onde ocorre
a reagdo redox do substrato de interesse. Em sistemas onde a espécie eletroativa
encontra-se adsorvida sobre a superficie do eletrodo, como no caso dos eletrodos
quimicamente modificados, quando aplicado um potencial fixo, ocorre a reducao ou
oxidaggo total do mediador, a corrente entdo estabiliza-se a um valor constante (ou
proximo de zero). Quando adicionada & cela eletroquimica a espécie (substrato) a qual

deseja-se determinar, observa-se uma variagdo de corrente devido ao processo
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catalitico. Se a corrente observada apresentar uma correlag8o linear com a
concentragdo do substrato, tal eletrodo modificado pode ser utilizado como sensor
amperométrico.

A equagio fundamental da cronoamperometria é dada pela equacéo de Cottrel:

_ nFACD'?

I
d Eq. 6
”1121‘1/2

para um controle de difusdo linear de corrente em um eletrodo estaciondrio, onde t
constitui o tempo de medida.

A técnica de cronoamperometria, além de ser uma importante ferramenta
analitica, € também uma técnica bastante Util para medidas de coeficientes de difus3o,
velocidades de processos de eletrodos, parametros de adsorgfio e velocidades de

reacdes acopladas.
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Este trabalho tem como objetivo a utilizagdo da silica modificada com o 6xido de

nidbio, SiNb, como matriz para espécies que apresentam grupos carboxilicos em sua
estrutura e construgo de novos eletrodos quimicamente modificados utilizando-se
estes materiais.

Para tanto, trés porfirinas (que contém grupos carboxilicos em sua estrutura)
foram imobilizadas sobre silica niébio: a hematoporfirina IX, protoporfirina IX e a
tetracarboxifenilporfirina. Em uma segunda etapa, o &cido ferroceno carboxilico foi
também imobilizado. Os materiais obtidos foram incorporados em eletrodos de pasta de
carbono e foram realizados estudos eletroquimicos dos compostos imobilizados.

Com o intuito de se desenvolver novos sensores amperométricos, foram
verificadas as potencialidades eletrocataliticas dos eletrodos obtidos utilizando-se

substratos de interesse bioldgico tais como oxigénio, hidrazina e NADHM.
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3.1. Preparagio da silica niébio (SiNb)
%

A superficie da silica gel foi modificada com éxido de niébio segundo
procedimento j& descrito na literatura [44].

A silica gel (Aldrich) com diametro de poros de 10 nm foi iniciaimente ativada na
estufa 373 K por 4 h. Este procedimento tem como finalidade expor os grupos silanéis
da superficie da silica ao agente modificador, através da remogdo das moléculas de
H2O fisicamente adsorvidas [123]. Posteriormente, 20 g do pentacloreto de niébio,
NbCls (7,41x102 mols), suspenso em 300 ml de tetracloreto de carbono e 40 mL de
etanol seco, foram colocados para refluxar por 30 min até a completa dissolugéo do
NbCls. Em seguida adicionou-se 60 g de silica gel previamente ativada. A mistura
resultante foi submetida ao aquecimento na temperatura de refluxo do solvente (~80°C)
por um periodo de 52 h, em atmosfera de nitrogénio e constante agitacéo. A silica
funcionalizada, SiNb (SiO,/Nb,Os), obtida como produto do meio reacional descrito
acima foi filtrada em Schlenk e lavada diversas vezes com tetracloreto de carbono e
etanol seco. Este material foi entéo seco a vacuo (~10° Torr) por 4 h a uma temperatura
de 333 K Posteriormente, hidrolisou-se o mesmo em agua deionizada. Filtrou-se,
lavou-se e secou-se em ‘estufa a 373 K. A quantidade de Nb (V) sobre a superficie da
silica foi analisada através da técnica de fluorescéncia de raios-X. A area superficial
especifica da silica modificada, SiNb, foi determinada pela técnica BET multiponio. O

equipamen_to utilizado foi o Micrometrics Flow Sorber 2300 conectado a um Flow

Controller 2300 FC.
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3.2. Imobilizacdo e metalacdo das porfirinas sobre a SiNb
L ——— ="

A 50 mL de uma solugfio etanélica de 1,0x10™ mol L™ da hematoporfirina 1X
(denominada por H-HMP) (Aldfich) foram adicionados 2,00 g da SiNb. Agitou-se esta
mistura por 2 h. Posteriormente, filtrou-se e lavou-se com etanol até que o filtrado
estivesse incolor para assegurar que toda a porfirina néo imobilizada fosse removida. O
material obtido foi seco em estufa a 373 K por 30 min. A tetracarboxifenilporfirina
(H.TCPP) (Aldrich) e protoporfirina 1X (H2PP) (Aldrich) foram imobilizadas sobre SiNb,
seguindo-se o mesmo procedimento, utilizando-se entretanto para a HoPP, cloroférmio
como solvente. As quantidades das porfirinas adsorvidas sobre SiNb foram
determinadas por andlise elementar C,H,N (Analisador Elementar PE-2400). As
porfirinas imobilizadas serdo descritas como sendo: SiNb/ H.HMP, SiNb/ H,PP e SiNb/
HTCPP.

As porfirinas imobilizadas foram metaladas, segundo meétodo descrito na
literatura {124], através do refluxo de 1,00 g do material, SiNb/L (L= H.HMP, H.PP ou
H2TCPP) em 50 mL de dimetilformamida na presenca de excesso do sal do metal CoCl,
(0,5 g), por 4 h. O material obtido foi lavado diversas vezes com H,O para eliminar
todo o cobalto Iivre presente na superficie da silica. Apés a metalagdo os materiais

foram designados como: SiNb/ CoHMP, SiNb/ CoPP e SiNb/ CoTCPP.
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3.2.1. Determinagdo da quantidade de cobalto incorporado na estrutura das

porfirinas

A quantidade de metal incorporado na estrutura das porfirinas foi determinada
por espectrometria de absor¢do atdmica. O equipamento utilizado foi um
espectrofotdmetro de absorgéo atdmica Perkin Eimer 5100.

Para tanto, uma curva analitica de caiibragdo foi obtida utilizando-se solugbes
padrées na faixa de 2 mg L 23,5 mg L™ de Co(ll) em solugéio de HNO3 0,1 mol L.

A abertura das amostras (SiNb/CoPP, SiNb/CoHMP, SiNb/CoTCPP) foi realizada
através da digestdo a quente em &cido nitrico concentrado. Apds a digestao, a
suspens3o foi filtrada e o sobrenadante recolhido em um bal&o volumétrico de 100 mL e

o volume completado com solugio de HNO3 0,1 mot L™
3.2.2. Obtengéo dos espectros eletronicos

A metalagdo também pode ser confirmada através da obteng&o dos espectros de
absorcéo eletrdnica UV-Vis. Os espectros de UV-Vis dos complexos imobilizados n&o
metalados, descritos como SiNb/H;HMP e SiNb/H.PP, SiNb/H.TCPP e dos metalados,
SiNb/CoHMP, SiNb/CoPP, SiNb/CoTCPP foram obtidos através da suspensao dos
respectivos sélidos em CCly em uma cela de 1mm de caminho optico, utilizando-se a
matriz de silica, SiO2/Nb,Os como branco. Este solvente, CCly, foi utilizado pois seu
indice de refrégéo (vnp=1,4595) & proximo ao da silica (np=1,45845), evitando dessa

forma o espalhamento da radiacdo [125]. Os espectros dos complexos imobilizados
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foram comparados com os espectros das porfirinas livres nao metaladas, H,PP e
HHMP, H,TCPP, dissolvidas nos seus respectivos solventes, CIoroférmio (H2PP) e
etanol (H;HMP e H.TCPP). Estes foram obtidos utilizando-se celas de 1 cm de caminho

optico. As medidas foram realizadas em um espectrofotdémetro Beckman DU-640.

3.3. Imobilizacdo do 4cido ferrocenomonocarboxilico

N

A imobilizaggo do Acido ferrocenomonocarboxilico (Sigma), FeCp.COOH, foi
realizada através da imersdo de 0,5 g da SiNb em 50 mL de uma solucéo 0,01 mol L™
em 1:1 etanoi/H.0 do ferroceno. A quantidade do ferroceno imobilizado foi determinada
por analise elementar C,HN. O material obtido serd descrito no texto como sendo

SiNb/FeCp,COOH.

3.4. Preparacao dos eletrodos de pasta de carbono
N
A pasta de carbono foi preparada através da mistura dos materiais obtidos (SiNb,
SiNb/H,HMP, SiNb/H,PP, SiNb/H,TCPP, SiNb/CoHMP, SiNb/CoPP, SiNbCoTCPP e
SiNb/FeCp,COOH) com grafite (Fluka) na proporggo 1:1 (m/m) e gotas de dleo mineral
(Nujol), misturando-se bem até obter uma pasta homogénea. Esta foi colocada na
extremidade do eletrodo (tubo de vidro com diametro interno de 0,5 cm, contendo no
seu interior um disco de platina conectado a um fio de platina para contato elétrico, de
modo a‘ formar uma cavidade de 0,2 cm de profundidade na sua extremidade),

representado na Figura 10.
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fio de cobre

rmbudevidm

fio de platina
placa de platina

pasta de grafite

Figura 10. Esquema do eletrodo de pasta de carbono.

3.5. Medidas eletroquimicas

Todas as medidas eletroquimicas foram realizadas em uma cela de 10 mlL
utilizando-se um sistema de {rés eletrodos: eletrodo de pasta de carbono, como
eletrode de trabalho, um eletrodo de fio de platina como contra-eletrodo e um eletrodo
de calomelanovsaturado (ECS) como referéncia (segundo mostrado na Figura 11) . As

medidas de voltametria ciclica e cronoamperometria foram realizadas em um
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potenciostato-galvanostato Autolab® modelo PGSTAT 20, interfaceado a um

microcomputador para controle de potencial, aquisicdo e tratamento de dados.

sletrodo da trabalho
(eletrodo de pasta de catbono)
eletrodo de referéineia
(eletrodo d& calomelano satlnadn)\ contra eletrodo de platina

Cela de vidro e

Figura 11. Esquema da cela eletroquimica utilizada.

Para os estudos utilizando-se o eletrodo de disco rotatério, a pasta de grafite
contendo os materiais foi colocada na extremidade do eletrodo rotatério (0,28 cmz), em
uma cavidade de 1mm de profundidade, em contato com uma superficie de grafite
(mostrado na Figura 12) e este foi utilizado como eletrodo de trabatho (os demais
eletrodos, contra e referéncia, foram os mesmos citados anteriormente).

A velocidade do eletrodo foi variada entre 100 a 1000 rpm. O equipamento
utilizado- neste caso foi um potenciostato / galvanostato da PAR modelo 273 A (EG & G)

acoplado ao acessério para disco rotatério EG & G PARC modelo 616.
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Estrutura de teflon . |
Ty
@——’ Cavidade de grafite
{1 mm de
profundidade)

Figura 12. Esquema do eletrodo de disco rotatorio.

3.5.1. Redugdo eletrocatalitica de oxigénio (eletrodos utilizados: SiNb/CoPP e
SiNb/CoHMP) '

Nos ‘experimentos utilizando-se o eletrodo na presenca de oxigénio dissoivido,
um oximetro (Eletrodo de Clark) da Digimed DM4 foi utilizado para monitorar a
concentragdo de O, durante as medidas eletroquimicas. A concentraco de O foi
controlada purgando-se argdnio puro na cela. Todas as medidas de oxigénio foram
realizadas em uma cela termostatizada em 298,0 + 0,2 K. Para a determinagdo de
oxigénio em amostras reais, desaerou-se 10 mL da solugdo do eletrélito KCI 1,0 mol L,
adicionou-se um volume. igual da amostra (de modo a obter uma solugéo 0,5 mol L do
eletrélito supqrte) e realizou-se a medida por cronoamperometria. O valor da
concentragio de O obtido, foi multiplicado por dois devido a diluigéo (mistura 1:1 da

solugdo do eletrélito e amostra). Para a construgdo da curva de calibragéo do eletrodo,
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utilizou-se eletrélito KCI 0,5 mol L. Qs valores obtidos utilizando-se os eletrodos
modificados foram comparados com os obtidos com o eletrodo de ClarK.
Estudos realizados em diferentes pH da soluggo do eletrélito suporte, o pH

destas foi ajustado utilizando-se solugdes de HCI e NaOH.

3.5.2. Oxidagdo eletrocatalitica de hidrazina (eletrodo utilizado: SiNb/CoTCPP)

As solugbes de hidrazina (Merck) foram preparadas nc mesmo dia em que
seriam utilizadas.

Tanto nos estudos de voltametria ciclica como nos de cronoamperometria,
utilizou-se como eletrélito suporte uma solugé@o de KCI 0,5 mot L™ tamponada com TRIS
(tris-hidroximetil-aminometano da Sigma) de concentragdo 0,5 mol L™ e pH 7.

Nos experimentos de cronoamperometria, a intensidade da corrente em fungéo

do tempo foi medida apés sucessivas adigBes (aliquotas de 0,2 mL) de uma solugdo de

hidrazina 0,01 mol L.

3.5.3. Oxidacao eletrocatalitica de NADH (eletrodo utilizado: SiNb/FeCp,COOH)

As solugbes de NADH (Sigma 98 % de pureza) foram também preparadas no
mesmo dia em que seriam utilizadas.

Nos estudos cronoamperométricos, foram realizadas adigdes de 0,2 mL de uma
solugdo 0,01 mol L de NADH em 10 mL da solu¢éo do eletrdlito suporte.

Solugbes tampéo de TRIS (tris-hidroximetil-aminometano da Sigma) , PIPES -

(&cido 1,4-piperazina-dietano sulfénico da Sigma) e fosfato de sadio (Synth), de
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concentragéo 0,1 mol L™ e pH 7, foram utilizadas para investigar o efeito das diferentes
solugbes tampéo na resposta do eletrodo, SiNb/FeCp,COOH, para NADH.

Nos experimentos de voltametria ciclica, utilizando-se o respectivo eletrodo na
auséncia de NADH, o eletrélito suporte utilizado foi KCI 0,5 mol L™'. Neste caso, o pH

das solugdes foi ajustado através de adigdes de HC! e NaOH.
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4.1. Sintese da silica modificada com o 6xido de ni6bio (SiNb)
%

A reacéo de modificagdo da silica gel com o éxido de nidbio ocorre através dos
grupos silandis da silica, previamente ativada a 373 K, com o pentacloreto de niébio,
NbCls, em meio de tetracloreto de carbono e etanol, sob atmosfera de nitrogénio.

Embora o NbCls seja insolivel em CCly, a adi¢do de etanol produz as espécies
NbCls.n(OC2Hs)n, @s quais sdo sollveis no meio reacional. A reagdo destas espécies
{que para simplificagéio s&o consideradas como sendo Nb{OCzHs)s ) com a silica gel,

pode ser representada pelas seguintes equagbes, de acordo com o descrito na

literatura [44]:

Cly

NbCls + 5CoHsOH ——— Nb(OCzH5)5+5HC|

n=SiOH + Nb(OCzHs)s - = (=SiO):NDB(OCzHs)sn + (5-n)CoHsOH

Onde =SiOH representa os grupos silandis da superficie da silica.
Posteriormente o material é hidrolisado, levando & formagao da silica com o éxido de

nidbio enxertado, (=Si0),Nb(OH)s.,, segundo a reacdo mostrada abaixo:
(=Si0)Nb(OCzHs)5:n + (5-N)H20 —=  (=Si0)Nb(OH)s., + (5-n)C2HsOH

Para simplificagdo, a silica modificada representada acima como sendo

(=Si0),ND(OH)s.n , Sera descrita como SiNb.
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A quantidade de Nb (V) sobre a superficie da silica, analisada através da
espectroscopia de fluorescéncia de raios-X, foi de 0,58 mmol g'. A édrea superficial
especifica da silica modificada, determinada pela técnica BET multiponto foi de Sger =

294+5 m?g™.

4.2. Imobilizacao e metalagéo das porfirinas sobre a SiNb
As porfirinas imobifizadas sobre a SiNb foram a hematoporfirina IX, protoporfirina
IX e a tetracarboxifenilporfirina (5,10,15,20, tetrafenil-tetrakis-acido benzdico-21H-23H

porfirina) cujas estruturas estdo mostradas abaixo (Figura 13):

CHs

Hsc/ N

G~ SN HN—CH
o Y

c=0
/
H HO

PP (Protoporfirina 1X) R= CH=Ct2

TCPP
( 5,10,15,20, tetrafenil tetrakis-acido

OH

|
HMP (hematoporfirina IX) R= —¢H—CHs
(hematopo ) benzéico-21H-23H porfirina )

- Figura 13. Porfirinas imobilizadas sobre a SiNb

A imobilizacdo destas sobre a silica modificada com 6xido de nidbio ocorre

- provavelmente através da ligagdo -COO-Nb, formada entre os grupos carboxilicos das
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porfirinas € o Nb2Os, similar a imobilizagdo do complexo da hematoporfirina de cobalto
sobre Nb2Os disperso sobre a membrana de acetato de celulose [126] e o Aacido
ascorbico sobre o Oxido de nidbio [36, 83].

A Figura 14 mostra o esquema de imobilizagdo e metalagdo com Co (lI) da

hematoporﬁrina e protoporfirina, de acordo com a literatura [126]:

+ CoCl,
2 Hal

I I
Nb Nb Nb Nb
W20 772077277 LILILIIIIIII2 /1S

" oH H
R —éH —CHy, Hematoporfirina IX ; -é:CHz , Protoporfirina 1%

Figura 14. Esquema de imobilizagdo e metalagao das porfirinas.

A metalacéo ocorre com a saida dos dois hidrogénios dos nitrogénios pirrélicos e

subsequente entrada do metal no centro da porfirina.

A area superficial e andlise quimica dos materiais obtidos (porfirinas imobilizadas

sobre a SiNb) estédo mostradas na Tabela 1 .
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Tabela 1. Area superficial e andlise quimica da SiNb e das porfirinas imobilizadas sobre

a SiNb.

b e —————— " 5

Andlise SiNb  SIND/COPP SIND/CoHMP SINDICOTCPP
Seer/ m? g* 294+5 330+5 307 £ 17 324 +13
Nb / mmoi g! 0,58 0,58 0,58 0,58
Co porfirina / pmol g™ - 81 71 50

A area superficial especifica ndo variou muito com a imobilizagdo das porfirinas.
A quantidade da CoTCPP imobilizada foi menor em relagdo as outras duas porfirinas,

provaveimente devido ao maior tamanho da estrutura desta.

4.2.1 Caracterizagéo das porfirinas imobilizadas por espectroscopia ﬁa regiao Uv-
Visivel

Como dito anteriormente, as porfirinas de base livre (ndo metaladas) apresentam
4 bandas ndo muito intensas na regido do visivel entre 480 e 700 nm, as chamadas
bandas Q (referentes a transicio ax— € do anel porfirinico) e uma banda
extremamente intensa na regifo do UV entre 390 a 425 nm, denominada banda Soret
(referente a transigdo as;~> €, ). Essas bandas sdo permitidas pela simetria Da,. A
coordenagdo de um metal ao anel porfirinico, substituindo os dois hidrogénios pirrélicos,
: faz.com que haja um aumento da simetria de D, para Da. Tal aumento na simetria leva
a uma diminuigéo no numero de bandas Q do espectro, além de um deslocamento da

banda Soret para comprimentos de onda maiores. Dessa forma, a reacdo de metalagédo
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pode ser confirrnada através da obtengdo dos espectros eletrdnicos de UV-Visivel das
porfirinas imobilizadas antes e apds a metalacio [84, 100].
Na Figura 15, estdo mostrados os espectros de UV-Vis da hematoporfirina e

protoporfirina em solugéo, imobilizadas e apds a metalagéo.

[AbS]/ w.a.

[Abs] / u.a.

¢

¢

" 1 n 1 " 1 1 ] 1 " 1 1
450 500 550 600 630 oo 480 500 550 600 B0 700
comprimento de onda f nm

comprimento de onda / nm

(A) (B)
Figura 15. Espectros de UV-Vis da hematoporfirina (A) e protoporfirina (B): a) em

solugdo, b) imobilizada sobre SiNb e ¢) apés a metalagdo com Co(ll).

Os espectros de UV-Vis da hematoporfirina e protoporfirina apresentaram-se
bastante semelhéntes. As bandas Q para a hematoporfirina IX (Figura 2) em solucaoc
foram observadas em 499, 532, 570 e 622 nm. Quando imobilizada (SiNb/HHMP), o
espectro da porfirina apresentou o mesmo numero de bandas, entretanto mais
alargadas e de diferentes intensidades em relagdo as obtidas em solugéo,
provavélmente devido as interacSes com a matriz . Estas se apresentaram em 506, 536
,560 e 603 nm. Apés a metatac8o foram observadas apenas duas bandas, em 538 e

560 nm. Comportamento similar foi observado para a protoporfirina IX (Figura 2B): em
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solugdio as bandas Q foram observadas em 490, 525, 570 e 650 nm, quando
imobilizada na superficie da matriz (SiNb/H.PP) estas foram observadas em 500, 530,
560 e 625 nm e apés a metalagéo em 530 e 560 nm. Neste caso, a banda Soret no foi
mostrada, pois esta ndo apresentou diferenga de comportamento, antes e apés a
imobilizacdo.

Diferentemente do observado para a protoporfirina e hematoporfirina, os
espectros da tetracarboxifenilporfirina, em solugdo e imobilizada foram bastante
similares. Provavelmente, a interagdo desta porfirina com a matriz SiNb ndo é téo
efetiva em relagéo a protoporfirina e hematoporfirina. Apesar da TCPP possuir quatro
grupos carboxilicos, estes estio dispostos na posigdo meso do anel porfirinico
dificultando a interag&o com a matriz.

De acordo com a Figura 16 A, antes da metalagéo, a Banda Soret apresentou-se
em 423 nm e as 4 bandas Q em 519, 555, 591, 649 nm (similar ac observado em
solucéo aquosa cujo espectro ndo estd mostrado). Apds a metalagdo, observou-se um
. pequeno deslocamento da banda Soret para 440 nm além de uma diminuigdo no
nuimero de bandas de Q, de quatro para uma, em 537 nm, e um ombro na faixa de 570

a 580 nm, como pode ser observado através da deconvolug&o do espectro da Figura

16B.
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Figura 16. (A) Espectros de UV-Vis tetracarboxifenilporfirina: a) imobilizada sobre SiNb
e b) ap6s a metalagcdo com Co(ll). (B) Deconvolugio do espectro b na faixa de 500 a

600 nm.

4;3. Estudos eletroquimicos das porfirinas imobilizadas

As porfirinas imobilizadas apds serem metaladas foram utilizadas como materiais
para preparacéo de eletrodos de pasta de carbono modificados. A protoporfirina e a
hematopo'rﬁrina metaladas com cobalto, respectivamente denominadas como
SiNb/CoPP e SiNbICoHMP, apresentaram a propriedade de eletrocatalisar a reducdo

de oxigénio dissolvido. A cobalto tetracarboxifenilporfirina, SiNb/CoTCPP, por sua vez,
' 47
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apresentou uma maior eficiéncia para oxidagdo eletroquimica. Neste caso, realizou-se o

estudo da oxidagéo de hidrazina neste eletrodo (SiNb/CoTCPP).

4.3.1. Estudo da redugéio eletrocatalitica de oxigénio dissolvido nos eletrodos

modificados SiNb/CoPP e SiNb/CoHMP .

4.3.1.1. Estudos de voltametria ciclica e de pulso diferencial

Os vqltamogramas ciclicos obtidos utilizando-se eletrodos de pasta de carbono
modificados com as porfirinas metaladas imobilizadas, SiNb/CoHMP e SiNb/CoPP ndo
apresentaram picos de oxidag&o ou redugdo, na auséncia de oxigénio, na faixa de
potencial -0,6 a 0,6 V vs ECS. Entretanto, na presenga de oxigénio, estes apresentaram
um pico irreversivel em -0,18 V vs ECS para SiNb/CoHMP e -0,16 V vs ECS para
SiNb/CoPP.

Para verificar se as porfirinas metaladas s&o realmente responsaveis pela
eletrocatalise da redugéo O obteve-se voltamogramas ciclicos, na presenca de
oxigénio, utilizando-se entretanto eletrodos modificados com as porfirinas nao
metaladas, SiNb/HHMP e SiNb/H:PP e também com a SiNb. Foi observado que nestes
casos a redugdo ocorreu em aproximadamente -0,40 V vs ECS, potencial préximo a
reducéo direta do oxigénio no eletrodo de grafite [27, 51].

Comparando-se os resultados obtidos com as porfirinas ndo metaladas
(SiNb/HHMP e SiNb/H.PP) e as porfirinas metaladas (SiNb/CoHMP e SiNb/CoPP)
observou-se que a reduc¢do do O; nos eletrodos modificados com estas duas ultimas,
ocorre em poténciais aproximadamente 200 mV vs ECS mais positivos do que as

porfirinas ndoc metaladas. Isto & uma indicagdo de que apenas com a metalagdo a
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protoporfirina e a hematoporfirina séo capazes de eletrocatalisar a redugéo do Q.. Esse
deslocamento do potencial para regides mais positivas é de grande importancia, pois
minimiza o efeito de espécies interferentes as quais sdo normalmente reduzidas em
potenciais mais negativos, aumentando dessa forma a seletividade do eletrodo.

Na Figura 17 s@o apresentados os voltamogramas ciclicos obtidos utilizando-se
eletrodos modificados SiNb, SiNb/ H:HMP, SiNb/CoHMP, na presenca e auséncia de
O.. Comportamento similar foi observado para o0s eletrodos modificados com

SiNb/CoPP e SiNb/HPP .

10 1 o, L L ry i
02 0,0 0,2 04 06
E/VvsECS

Figura 17. Voltamogramas ciclicos obtidos utilizando-se eletrodo de pasta de carbono
modificado com (A) SiNb/CoHMP na auséncia de O;, (B) SiNb/CoHMP na presenca de
02, (C) SiNb e (D) SiNb/H.HMP na presenca de O.. Eletrélito suporte: KCI 1mol L', pH

6,8 e v=20 mVs.

Pode ser observado através da Figura 17B, que a reducdo do O; no eletrodo

modificado com a porfirina metalada € totalmente irreversivel, apresentando um unico
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pico catédico (Fig. 17B), enquanto que nos eleirodos modificados com SiNb e
SiNb/HHMP (Figs. 17C e 17D), além do pico catédico € também observado um pico
anddico.

Para tentar investigar a origem destes picos foram realizados experimentos
utilizando-se os respectivos eletrodos modificados com SiNb e SiNb/ HHMP, em
solugdes do eletrdlito contendo Hz0,, na auséncia de O,. Nestas condigbes, ambos os
eletrodos mostraram um aumento na corrente anddica apds subsequentes adicdes de
peroxido, indicando que estes picos devem ser provavelmente devido a oxidagéo do
H20. na superficie do eletrodo, formado na reagéo de redugéic do oxigénio dissolvido
[127]. Em contraste, utilizando-se os eletrodos modificados com as porfirinas
metaladas, SiNb/CoPP e SiNb/CoHMP, tal pico anédico ndo é observado. Como a
redugéo do O pode ocorrer por dois mecanismos distintos, onde o produto pode ser a
H20 ou H20: [128], provavelmente no caso dos eletrodos modificados com SiNb/CoPP
e SiNb/CoHMP, a reducdo do oxigénio é mais efetiva, levando principalmente a
formacéo de H20. Neste caso, sendo a quantidade de H-0, produzido menor do que na
reagao direta na superficie do eletrodo de pasta de carbono, um pico anédico néo é
cbservado.

Através da voltametria de pulso diferencial, técnica mais sensivel em relagdo a
voltametria ciclica, foi possivel observar os pares de picos relativos ao cobalto presente
no anel porfirinico.

Realizando-se a varredura anddica e catddica na faixa de potencial - 0,5a 0,7 V
vs ECS, na auséncia de oxigénio, observou-se dois pares de picos tanto para
SiNb/CoHMP quanto para SiNb/CoPP, um em aproximadamente - 0,05 V vs ECS e

outro em 0,40 V vs ECS. O primeirc par de picos na regifio negativa pode ser atribuido
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ao par redox Co(ll)/ Co(l) enquanto que o segundo na regido positiva de potencial &
referente ao par Co(lll)/Co(ll) [99]. O eletrodo modificado apenas com SiNb néo
apresentou picos de oxidagao ou reducdo através desta técnica.

Quando adicionado O, na cela eletroquimica e realizada a varredura catédica,
um pico intenso referente a reducdo eletrocatalitica do oxigénio & observado em
aproximadamente -0,20 V vs SCE. A Figura 18 mostra os voltamogramas de pulso
diferencial obtidos para o eletrodo modificado com SiNb/CoHMP. Resultado similar foi

obtido para o eletrodo modificado com SiNb/CoPP.

-100 A

varredura anddica
———— varredura catddica

varredura catédica
(apds a adigdo de O,)

-40 -
20+ ;-/ X =

|/ A

204 = A € =
2 ‘\\ ,/'J \\____,/"f _,——
40 :

06 04 02 00 -02 04 -06
E/VvsECS

Figura 18. Voltamogramas de pulso diferencial obtidos utilizando-se o eletrodo

modificado com SiNb/CoHMP. A setas indicam a direg&o de varredura de potencial.
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De acordo com a Figura 18, o par redox Co(I1)/Co(l) e ndo Co(ltly/Co(ll) é que
deve estar envolvido no processo de redugéo do oxigénio dissolvido em tais sletrodos
modificados.

O efeito da velocidade de varredura na corrente de pico catédica correspondente a
reducao do oxigénio, em ambos 0s eletrodos modificados, esta mostrado nas Figuras
19A e 19B (concentragéo de O na cela mantida constante).

Construindo-se o gréfico de corrente catédica (loc) versus a raiz quadrada da
velocidade de varredura (v'%) uma correlacdo linear foi obtida. Tal comportamento
indica que o processo de eletroredugdo catalitica do O, pelos complexos SiNb/CoPP e

SiNb/CoHMP é controlado pela difusdo do oxigénio & superficie destes eletrodos [86).

-50 -50
3 .1} [
-40F 401
4. 18] i'”
= -30| 5 2l
305 # .~
| 2 I ™
20+ Ly i 201
ERERERRY. g [ ATETITE W
?_‘ 10' v“l(n‘i\fs < -10| ;
0- :/// T
[ ' 1oL
16 A ' ] B
.. ..... 1 20-l.t.|.r.|.i.|.|
02 01 00 -01 -oz 413 04 03 02 0t 0,0 -0,1-02-03-04-05
E/VwECS E/VvsECS

Figura 19. Voltamogramas ciclicos obtidos em diferentes velocidades de varredura
utilizando-se os eletrodos modificados (A) SiNb/CoHMP e (B) SiNb/CoPP. Figura
inserida: relagdo | vs v'2. Eletrélito suporte: KC! 4,0 mol L', pH 6.8 e concentragéo de

O.de 10mgL™.
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O pH da solugéo do eletrdlito tem grande influéncia no potencial de redugéo do
oxigénio em eletrodos de grafite modificados com porfirinas metalicas [51,129]. Nestes
casos, o Oz é geralmente reduzido em potenciais que variam entre 0,40 a -0,4 V vs
ECS, dependendo do pH do meio.

A dependéncia do potencial de redugdo do O. com o pH nos eletrodos
modificados SiNb/CoHMP e SiNb/CoPP foi investigada variando-se o pH da solugéo do
eletrélito suporte dé pH 1 a 7, a uma concentragao fixa de O2(10 mg L™"). Na Figura 20,
estd mostrada a relacdo entre os potenciais de pico e o pH do meio para ambos os

eletrodos modificados.

0,08

0,00+
-0,08 -
-0,16 4

-0,24 4

E/Vvs ECS

-0,32
1

-0,40

-0,48

1 2 3 4 5
pH

o0 -
~

Figura 20. Influéncia do pH no potencial de redugéo do oxigénio dissolvido: SiNb/CoPP
(®) e SiNb/CoHMP (M),

Diferentemente do comportamento apresentado por outras metaloporfirinas
imobilizadas sobre eletrodos de grafite ou em solugéo, foi observado que entre os

valores de pH 2 a 7, os potenciais permaneceram praticamente constantes em -020 e
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-0,16 V vs ECS para os eletrodos SiNb/CoHMP e SiNb/CoPP, respectivamente. Porém,
abaixo de pH 2, um gradual deslocamento na diregéo positiva de potencial é cbservado
para ambas porfirinas imobilizadas, seguido de uma diminuigcdo significativa das
correntes de pico e perda de definicdo dos voltamogramas para uma mesma
concentragdo de oxigénio.

Tal comportamento revela o carater acido da matriz, permitindo que o processo
seja independente do pH do meio até pH 2. Abaixo deste pH, 0 que pode estar
ocorrendo & que os grupos silandis da silica s&o protonados, regenerando as espécies
=SiOH," cujo ponto isoelétrico estd entre pH 1,2 e 2,5, levando ao lixiviamento das
espécies suportadas sobre a superficie da silica [123], acarretando portanto uma
diminuigdo da corrente. Uma outra hipotese € que abaixo de pH 2 pode ocorrer a
desmetalagdo das porfirinas suportadas, diminuindo dessa forma a atividade catalitica.

Para verificar a relagdo entre a comrente de pico catédica dos respectivos
eletrodos e a concentragdo de oxigénio, foram obtidos voltamogramas, em solugdo de
KCI 1,0 mo! L™ contendo oxigénio dissolvido em diferentes concentracdes, medidas
através do eletrodo de Clark. Para isto, a solugéo do eletrélito suporte foi inicialmente
saturada com oxigénio, seguida do borbulhamento controlado de argdnio, a fim de se
obter concentragdes variadas de oxigénio na solugéo.

Nas Figuras 21A e 21B estdo mostrados os voltamogramas ciclicos obtidos em
diferentes concentragées de oxigénio para os eletrodos SiNb/CoPP e SiNb/CoHMP. Os
~ gréficos das correntes de pico catddico em diferentes concentragfes de oxigénio

apresentaram uma boa correlagéo linear para ambos os eletrodos modificados. As retas

54



Tese de doutorado 4. Resultados e Discusséo

obtidas foram ajustadas pelas seguintes equagdes: I,./uA=0,12 + 1,56 [O2] (R=0,999)

para SiNb/CoHMP e lpc/uA=0,64 + 1,67 [O2] (R=0,9987) para SiNb/CoPP.
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Figura 21. Voltamogramas ciclicos obtidos em diferentes concentragées de O
utilizando-se os eletrodos modificados (A) SiNb/CoPP e (B) SiNb/CoHMP. Eletrdlito

suporte: KCl 1,0 mol L™, pH 6,8 e v=20 mVs™.

Ambos os eletrodos apresentaram-se bastante estaveis. Submetendo-se estes a
sucessivas varreduras na presenca de uma solucdo de KCI 1,0 mol L™ saturada com O,
, foi observado que a corrente catédica permaneceu praticamente constante para o
eletrodo SiNb/CoPP apés 80 ciclos (Figura 22A), enquanto que para SiNb/CoHMP

(Figura 22B) um pequeno decréscimo foi observado (decréscimo de aproximadamente
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12% da corrente inicial). Diminuindo-se, entretanto, a concentragédo do eletrolito de 1,0
mol! L™ para 0,5 mol L' ndo se observou praticamente nenhum decréscimo de corrente
apds 100 ciclos para este mesmo eletrodo. Do ponto de vista prético, o lixiviamento das
espécies eletroativas no eletrodo modificado SiNb/CoHMP, em solugéo concentrada do

eletrélito suporte pode ser considerado desprezivel.
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Figura 22. Corrente de pico catédica em fungéo do nimero de ciclos: SiNb/CoHMP (I

e SiNb/CoPP (®). Eletrolito suporte: KCI 1,0 mol L™,
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4.3.1.2. Estudos com eletrodo de disco rotatério

A redugdo de oxigénio em eletrodos modificados com metaloporfirinas e
ftalocianinas pode ocorrer via dois mecanismos distintos: um que leva a formacgdo de
H202 e envolve a participagdo de dois elétrons e outro em que o produto final é H,0 e
ocdrre via quatro elétrons [128].

Estudos com eletrodo de disco rotatério s&o realizados com o objetivo de se
determinar o mecanismo da redug&o do O, em tais eletrodos modificados [95, 96].
Normailmente, tais estudos s&o realizados em eletrodos s6lidos, entretanto eletrodos
modificados de pasta de carbono também tém sido recentemente utilizados [130-132].
Portanto, para um melhor entendimento do processo de transferéncia de elétrons e com
o intuito de se determinar o nimero de elétrons envolvidos na reacéo de redugdo de
oxigénio em ambos os eletrodos modificados, SiNb/CoHMP e SiNb/CoPP, foram
réalizados estudos com eletrodo de disco rotatério.

Realizando-se a varredura de potencial em diferentes velocidades de rotacéo, a
uma velocidade de varredura constante (20 mVs™), utilizando-se os respectivos
eletrodos modificados, um aumento da corrente catddica foi observado até no méximo
800 rpm, para ambos os casos. O grafico de Levich (Lvs 0'?) apresentou-se nio linear
(Figuras 23A para o eletrodo SiNb/CoHMP) especialmente para velocidades de rotacao
mais altas. Tal comportamento indica a presenca de um processc quimico limitante no
mecanismo, anterior ao processo de transferéncia de elétrons (mecanismo catalitico
quimico-eletroquimico). Isto sugere que o processo deve ocorrer provaveimente com
formag&io de um aduto entre o centro metalico, cobalto, e a molécula de O, (Co'-0,),

sendo este posteriormente reduzido, de acordo com o observado para a maioria das
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porfirinas de cobalto [86, 87]. Comparando-se os gréficos de Koutecky-Levich (1/1 vs
1/0"?) obtidos experimentalmente com os graficos calculados para n=2 e n=4, pode-se

estimar o numero de elétrons envolvidos no processo. Para o célculo das curvas para

n=2 e n=4, utilizou-se a equacdo de Levich (eq.4).

i, =0,620nFAD* ' *v™"¢C Eq. 4

Onde i, é a corrente limitante, n é o nimero de elétrons envolvidos na reducéo
do Oz (n=2 ou n=4), A é a drea do eletrodo (0,28 cm?), D o coeficiente de difus&o, v
viscosidade cinematica da soluggo (0,01 cm? s“), C é a concentracdo de oxigénio
(‘1,25x10“4 mol L") , @ é a velocidade de rotagdo e F a constante de Faraday. O
coeficiente de difusdo utilizado na eq. 4 foi determinado para ambos os eletrodos,
através da técnica de cronoamperometria, utilizando-se a equagéo de Cottrell [120], o
qual foi Deeer= 5,9x10™ cm? s @ Deonmp= 5,8x10™ cm?s™, valores proximos aos obtidos
utitizando-se eletrodos similares modificados com silica [131,132].

Através dos gréficos de Koutecky-Levich foi observado que as inclinagdes das
retas dos graficos de Koutecky-Levich obtidas experimentaimente apresentam uma
| inclinag&o mais proxima a das retas calculadas para n=4. Para SiNb/CoPP o coeficiente
angular experimental foi Bep=0,06144 enquanto que o tedrico (calculado através da
equacdo de Levich) fbi Bteom=4=0,0622, para SiO2/Nb;Os/CoOHMP, Bq=0,06417 e
Bteom=4=0,0632, Isto é uma indicacéo de que o processo de redugéo do O,, em ambos
-0s eletrodos rﬁodiﬁcados, aproxima-se mais de um mecanismo envoivendo 4 elétrons,

isto &, onde o oxigénio & reduzido diretamente & H,0.
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Na Figura 23B, est&o mostrados os graficos de Koutecky Levich experimental e

calculados para n=2 e n=4, para o eletrodo modificado SiNb/CoHMP.
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Figura 23. (A) Gréfico de Levich e (B) Graficos de Koutecky-Levich calculados para n=2

e n=4 e experimental para o eletrodo modificado SiNb/CoHMP.

De acordo com a literatura, este mecanismo via 4 elétrons (reducéo direta do O,
a H.0) ocorre geralmente em eletrodos modificados com porfirinas diméricas ou
cofaciais e porfirinas de cobalto multinucleares com complexos metalicos retrodoadores
ligados ao anel porfirinico [133,134], embora resultados similares tém sido observados
em elétrodos modificados com porfirinas monoméricas [97,98,135]. No caso das
porfirinas monomeéricas, a formacéo de H.0 implica que a molécula de O, interaja com
dois centros metélicos das porfirinas, formando o estado de transicéo Co-0-0-Co. A

molécula ativada pode entéo receber 4 elétrons, promovendo a quebra da ligagdo O-0.
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Dessa forma, para que a redugio do O3 ocorra segundo este mecanismo é necessario
que haja uma reiativa aproximacao dos centros metalicos na superficie do eletrodo.
Calculando-se os valores de rugosidade dos respectivos eletrodos modificados,
através da equacdo: I'= Q/nFA (onde Q é a carga obtida integrando-se a é@rea sobre as
curvas voltamétricas), obteve-se os seguintes valores: T'(SiNb/CoHMP)=1,1x10® mol
cm? e T'(SiINb/CoPP)= 1,8x10® mol cm™. Alguns exemplos encontrados na literatura,
como o compiexo de tetrametilporfirinato de cobalto (porfirina monomérica) imobilizado
sobre a superficie de grafite pirolitico, que catalisa a reducéo de O. a H20, apresenta
uma rugosidade de I'= 9x10™"° mol cm?[98). A porfirina de cobalto sem substituintes na
posic&o meso do anel, a mais simples das porfirinas, imobilizada sobre grafite pirolitico
que também catalisa a redugdo de Oz a H,0 apresenta I'= 1,3x10® mol cm? [97]. Pode
ser observado que os eleirodos modificados com SiNb/CoHMP e SiNb/CoPP
apresentam uma rugosidade consideravelmente maior provavelmente devido a maior
area superficial e consequentemente maior porosidade da matriz. Deste modo, a
interac&o entre a molécula de O, com dois centros metalicos formando a ligagdo Co-0O-

O-Co, modelo utilizado para explicar a redugdo direta de 02 a H,O em porfirinas

monomeéricas [97-99] constitui uma explicag2o plausivel.

4.3.1.3. Estudo da potencialidade dos eletrodos modificados SiNb/CoPP e

SiNb/CoHMP como sensores para O; dissolvido- Estudos amperométricos.

A determinagéo de oxigénio dissolvido em Aguas naturais é de extrema
importancia no controle ambiental. Além disto, um grande numero de reacgbes

enziméaticas tem o oxigénio como substrato e a verificagdo do andamento destas
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reacbes € feita justamente através do consumo do mesmo. O eletrodo de Clark é o
dispositivo mais utilizado com este propésito, entretanto devido ao baixo potencial
aplicado (-0,60 V vs Ag/AgCI e -0,55 V vs ECS), este necessita da utilizagéo de uma
membrana semi-permeavel para evitar a interferéncia de outras espécies presentes no
meio. Por essa razdo, o desenvolvimento de um dispositivo para determinacio
especifica de oxigénio & de grande interesse.

Com o intuito de se verificar a potencialidade de tais eletrodos modificados,
SiNb/CoHMP e SiNb/CoPP, como sensores amperométricos para oxigénio dissolvido,
foram realizados estudos utilizando-se a técnica de cronoamperometria.

Primeiramente, foram realizados experimentos para se verificar qual o melhor
potencial a ser aplicado em ambos os eletrodos. Para tanto, foram aplicados diferentes
potenciais e medidas as correntes cataliticas obtidas para uma solug¢éo saturada de
oxigénio. Na Figura 24 estio mostrados os resultados destes experimentos para os
dois eletrodos modificados. Pode ser observado que para o eletrodo modificado com
SiNb/CoHMP, a reducdo do O, inicia-se em -0,10 -V vs ECS, atingindo um valor
constante em -0,25 V vs ECS. Para o eletrodo modificado, SiNb/CoPP, comportamento
similar foi observado, entretanto este estabilizou-se a um potencial um pouco mais
positivo, em - 0,20 V vs ECS. Tais poténciais s&o consideravelmente mais positivos em
relagéo a alguns eletrodos utilizados na redugéo de oxigénio, onde potenciais em torno

de -0,40 e -0,50 V vs ECS necessitam ser aplicados [136,137].
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Figura 24: Relagdo entre a comrente e o potencial aplicado, obtida por

cronoamperometria, fixando-se a concentracéo em [02]=10 mg L : SiNb/CoHMP(H) e

SiNb/CoPP(®),

Dessa forma, o desempenho dos respectivos eletrodos modificados foi verificado
através da técnica de cronoamperometria, fixando-se o potencial em -0,25 V vs ECS
para SiNb/CoHMP e -0,20 V vs ECS para SiNb/CoPP. Neste caso, a concentracdo de
Oz na cela foi variada através do borbulhamento de gas e a corrente catalitica gerada
nas diferentes concenﬁégées foi entdo medida. As concentragdes de O3 na cela foram
determinadas simultaneamente utilizando-se o eletrodo de Clark. O cronoamperograma

.obtido para SiNbICoHMP estd mostrado na Figura 25 (foi também obtido um
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cronoamperograma para SiNb/CoPP, ndo mostrado). O tempo de resposta de ambos

os eletrodos foi bastante curto, menor que 3s.
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Figura 25: Croncamperograma obtido com o eletrodo modificado SiNb/CoHMP, apbs
sucessivas adigbes de O, fixando-se o potencial em -0,25 V vs ECS. Figura inserida:
Relagédo entre corrente e a concentragdo de Oz em mg L™. Eletrdlito suporte: KCI 1,0

mol L' e pH 6,8,

Construindo-se o grafico de corrente catédica versus a concentragcdo de O,
dissolvido, uma correlacio linear na faixa de 2 a 10 mg L™ foi obtida para ambos os
eletrodos. Para SiNb/CoHMP e SiNb/CoPP, as retas obtidas foram gjustadas pelas
seguintes equagdes, respectivamente: lp. /uA=-0,14 + 0,55 [O2] (R=0,998, para n=6) e
Ipe /JUA=-0,14 +0,37 [O,] (R=0,9979 para n=7). Para testar a resposta dos eletrodos em
amostras reais, foram utilizadas amostras de é&gua potavel recolhidas no Instituto de

Quimica / UNICAMP e analisadas com os respectivos eletrodos modificados. Os
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Eésultados obtidos foram comparados com os obtidos utilizando-se o eletrodo de ClarK

e estdo ilustrados na Tabela 2.

Tabela 2: Medidas de O dissolvido em amostras de agua potavel, utilizando-se o
eletrodo de Clark e os eletrodos de pasta de carbono modificados com SiNb/CoHMP &

SiNb/CoPP .

%

-Amostra Eletrodo de Clark Eletrodos modificados
| 0,/ mgL"’ ~ 0Oz/mglL”’
1 4,12 + o,or 4,74 +0,05 1
2 4,45 + 0,01 4,50 £ 0,06 @

[1] SiNb/CoHMP |, [2] SiNb/CoPP

Os resultados obtidos (média de 3 determinagGes) encontram-se com um nivel
de confianga de 95% e estéo préximos aos valores obtidos utilizando-se o eletrodo de
Clark. Tais resultados mostram a potencialidade da utilizagéo de tais eletrodos como

sensores amperométricos para Oz dissolvido em meio aquoso.
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4.3.2. Estudo da oxidagdo eletrocatalitica da hidrazina sobre o eletrodo

modificado SiNb/CoTCPP.

O eletrodo de pasta de carbono modificado com a tetracarboxifenilporfirina
de cobalto quando na presenca de oxigénio, apresentou um pico irreversivel em
- 0,35 V vs ECS, potencial bastante préxime ao da reducio direta do O, em
eletrodos de grafite [51]. Tal fato deve ocorrer provavelmente devido a propria
estrutura da porfirina a qual apresenta grupos substituintes volumosos na posigéo
meso {carboxifenil), diferentemente da hematoporfirina e protoporfirina. Estes
grupos além de serem relativamente volumosos podem sofrer rotagdo, dificultando
a formag@o do aduto entre o oxigénio e o cobaito presente na estrutura das
porfirinas.

Neste caso entdo, testou-se a atividade eletrocatalitica do eletrodo
modificado com SiNb/CoTCPP para a oxidagio eletroquimica da hidrazina (NHx-
NHy).

A hidrazina € uma molécuia altamente reativa que pode ser oxidada via
quatro elétrons a nitrogénio. Esta possui dois pares de elétrons localizados sobre
&tomos de nitrogénio com hibridizagdo sp°. Tais caracteristicas conferem a esta
molécula alta afinidade por centros metalicos [138].

A importancia no desenvolvimento de um sensor para hidrazina justifica-se
pela acéo toxicoldgica desta classe de compostos, ja que estas interagem com o
DNA por ligagdes covalentes e inimeros compostos hidrazinicos sdo langados ao
meio ambiente pela indistria. Consequentemente, o controle dos niveis desta

substancia é de grande importancia biol6gica.
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4.3.2.1. Estudos de voltametria ciclica

Na Figura 26 estdo os voltamogramas ciclicos obtidos apés adicbes
sucessivas de hidrazina utilizando-se o eletrodo modificado com SiNb/CoTCPP.
Observou-se, apds adi¢cdo de hidrazina, a formag&o um pico irreversivel bem
definido em aproximadamente 0,40 V vs ECS. Este potencial de oxidacdo da
hidrazina é considerado relativamente baixo uma vez que a mesma & oxidada em

eletrodos de piatina em potenciais em torno de 1,16 V [139].

Ipal pA
QAN QbGP N

-

00 02 04 06 08 10
[hidrazina} / mmol L

W a1 02 03 04 05 06
E/VveBCS

Figura _26._ (A) Voltamogramas ciclicos obtidos utilizando-se o eletrodo modificado
SINb/COoTCPP na auséncia e apods adigbes sucessivas de hidrazina.
Concentragées de hidrazina (mol L): a= 0, b=2,0x10™, c=4,0x10"* d=6,0x10",
~ e=8,0x10%, f=1 ,0x10° mol L™ em KCI 0,5 mol L, v=20 mVs™ e (B) Relac#o entre

a corrente de pico anddica , Ipa, e a concentracao de hidrazina.
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Para confirmar se a porfirina metalada é realmente a responsavel pela
eletrocatalise da oxidagcio da hidrazina, realizou-se medidas utilizando-se o
eletrodo modificado com a porfirina ndo metalada na auséncia e presencga da
hidrazina na solugdo do eletrélito suporte (Figura 27). Neste caso, observou-se
apés a adigdo da hidrazina apenas um pequeno aumento da corrente em
aproximadamente 0,60 V vs ECS, indicando que apenas a porfirina metalada com

Co(ll) eletrocatalisa a reagéio de oxidagso da hidrazina.

R ———SINb/TCPP + hidrazina
---------- SINB/TCPP
‘2 T T v T T T T T r T ¥ T
0.0 0.1 0.2 0.3 04 0.5 0.6
E/V vs ECS

Figura 27. Voltamogramas ciclicos obtidos utilizando-se o eletrodo de pasta de
carbono modificado com SiNb/TCPP na auséncia e presenca de hidrazina

([hidrazina}= 1x10”° mol L™). Eletrélito suporte: KCI 0,5 moi L, v= 20 mVs™.
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4.3.2.2. Estudos amperométricos

Estudos em diferentes pHs da solugéo do eletrélito suporte mostraram que
embora o potenciél de oxidagdo da hidrazina ndo se desloque com o pH
(mantendo-se na faixa 0,35-0,40V), a corrente decresce de maneira significativa a
medida que varia-se o pH de 7 a 2, como pode ser observado na Figura 28. A
melhor eficiéncia catalitica (melhor resposta de corrente) foi observada em pH 7.
Abaixo deste pH a corrente de pico anddica tende a diminuir significativamente.
Em pHs menores que 3, praticamente nfo ha resposta de corrente. Este
comporfamento foi observado para outros eletrodos modificados com complexos
: metéiicos, sendo atribuido a baixa afinidade entre a hidrazina protonada e o centro

metalico [26, 79, 140].
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Figura 28: Influéncia do pH da solugéo do eletrdlito suporte na resposta do

~ eletrodo SiNbeoTCPP para hidrazina. Potencial aplicado: 0,40 V vs ECS e

[hidrazinal= 2x10*mol L.
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Atraves da amperometria, aplicando-se diferentes potenciais ao eletrodo
modificado com SiNb/CoTCPP |, foi observado que a reacio catalitica inicia-se em
0,20 V vs ECS. Acima deste potencial, a resposta de corrente tende a aumentar

até aproximadamente 0,40 V vs ECS, atingindo entéo um patamar, como pode ser

observado na Figura 29 .
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Figura 29: Relacdo entre a corrente e o potencial aplicado, obtida por

cronoamperometria, para o eletrodo modificado com SiNb/CoTCPP. ([hidrazina]=

2x10*mol L pH 7).

' Dessa forma, todos os estudos subsequentes fc;ram realizados aplicando-
se um potencial de 0,40 V vs ECS em pH 7 (tampdo tris). Nestas condigbes, uma

resposta linear de corrente foi obtida entre 1x10° a 5x10 mol L™ de hidrazina,
69



Tese de douforado

4. Resultados e Discussjo

ajustada pela seguinte equacéo da reta: 1=0,032+4,32 [hidrazina] (R=0,999), onde

| é expressa em pA e a concentragéo de hidrazina em mmol L. Na Figura 30A e

30B estdo mostrados respectivamente o cronoamperograma obtido ap6s adicdes

sucessivas de hidrazina e a relagdo entre a comrente e a concentracéo. O tempo

de resposta do eletrodo (Figura 30 inserida) foi bastante répido, de apenas 1s, o

qual é de grande importancia, pois possibilita 0 seu uso em sistemas em fluxo.

O eletrodo apresentou-se estével por um longo tempo de uso continuo (no

minimo 15 dias) sugerindo que os produtos de oxidagdc da hidrazina néo ficaram

adsorvidos na superficie do eletrodo.

[ 23]

2.0

i 1.5
'§_ 1.0-

0.5+

0.0
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Figura 30. (A) Cronoamperograma obtido apés adigdes sucessivas de hidrazina,

fixando-se o potencial em 0,40 V vs ECS. Figura inserida: Tempo de resposta do

- eletrodo. (B) Relacdo entre a corrente anodica e a concentrag&o de hidrazina na

faixa de 1x10° a 5x10 mol L. Eletréiito suporte: tampio tris 0,1 mol L'/ KCI 0,1

mol L.
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A dependéncia logaritimica da corrente de pico e a concentragdo de
hidrazina (mostrada na Figura 31) foi linear na faixa de 1x10° a 5x10™* mol L™,
com uma inclinagdo de aproximadamente 1, indicando que a reagdo catalitica
obedece uma cinética de 12 ordem com relag8o a concentragdo de hidrazina em
solugdo. Tal resultado foi similar ao obtido para um eletrodo de pasta de carbono
modificado com compiexo de rédio utilizado para eletrocatalisar a reagdo de

oxidagéo de hidrazina [140].

i Regresséo linear:
0,5 Inl=1,49+099 In[NH,]

inl

2S5ty

40 35 30 -25 20 -15 -10 -05
In [N,H,]

Figura 31. Dependéncia logaritimica da corrente de pico anédica e a

concentragao de hidrazina.
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4.4. Imobiliza¢ao do acido ferroceno monocarboxilico sobre a SiNb

O acido ferrocenc monocarboxilico foi também imobilizado sobre a silica
modificada com o 6xido de nidbio, SiNb, com o intuito de se desenvolver um novo
eletrodo modificado de pasta de carbono. A sua imobilizagdc deve ocorrer de maneira
similar a das porfirinas [126].

A quantidade de ferroceno imaobilizado sobre a SiNb determinada através da

anélise elementar foi de 0,12 mmol g™

4.4.1. Estudos eletroquimicos utilizando-se o eletrodo modificado com

SiNb/FeCp2COOH- Estudos de voltametria ciclica.

Estudos eletroquimicos do ferroceno monocarboxilico Emobili-zado foram
primeiramente realizados através da técnica de voltametria ciclica. O voltamograma
~ ciclico obtido utilizando-se o eletrodo de pasta de carbono modificado apenas com a
silica nidbio, SiNb, ndo apresentou resposta redox. Entretanto, ao se utilizar o eletrodo
medificado com. o material, SiNb/FeCp,COOH, um par de picos bem definidos foi
observado, com um poténcial médio Ex=0,30 V vs ECS, referente ao processo redox,
[FeCpCOOH)[FeCpCOOHJ". Este potencial é similar ao observado para o ferroceno
monocarboxilico imobilizado sobre a silica-titanio [28] e um poucc mais positivo em
relagdo ao observado em solugdo (Em=0,281 V vs ECS), provavelmente devido a
interac&o com a matriz [101].

Na Figura 32 estdo mostrados os voltamogramas ciclicos obtidos em diferentes

velocidades de varredura para o eletrodo modificado, SiNb/FeCp.COOH. A separagéo
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entre os potenciais de pico foi cerca de 20 mV e esta nédo variou com a velocidade de
varredura, indicando que o processo de transferéncia de elétrons entre o ferroceno

imobilizado e o material do eletrodo é bastante eficiente.

30

20

T

10

|/ pA
o

2
o
T

00 01 02 03 04 05 06 07

E/Vvs ECS
Figura 32. Voltamogramas ciclicos obtidos em diferentes velocidades de varredura
para o eletrodo de pasta de carbono modificado com SiNb/FeCp,COOH. Eletrdlito

suporte: KCI0,5mol L™ e pH 6,8.

As correntes de pico apresentaram uma relagdo linear com a raiz quadrada
velocidade, Ip vs v'”* (Figura 33), indicando um comportamento similar ao difusional e
n&o de espécie adsorvida (relagéo linear entre Ip e v). Tal comportamento poderia levar

a conclusa@o de que a espécie esta sendo lixiviada da superficie da matriz durante o

processo redox.
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30

v (mvs™)"?

Figura 33. Relagdo entre as correntes de pico anddico e catddico (lpa e lpc) e a raiz

quadrada da velocidade de varredura (v'2),

Entretanto, submétendo-se o0 eletrodo a cerca de 100 ciclos redox em KCI 1 mol
L?, apenas um pequeno decréscimo de corrente foi observado, indicando que a espécie
apresenta-se fortemente adsorvida na superficie da matriz (Figura 34). Dessa forma, a
linéaridade da corrente com a raiz quadrada da velocidade de varredura (Figura 33)
deve ser deco'frente do movimento dos ions do eletrdlito suporte através da interface
eletrodo-solugio durante ro processo redox para compensagdo de carga. Este
oomportamenfo foi observado para a maioria dos eletrodos modificados com silica com

espécies eletroativas adsorvidas [26].
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T T T T T T T T
0 20 40 60 80 100
numero de ciclos

Figura 34. Estabilidade do eletrodo: relagdo entre as correntes de pico e o numero de

ciclos em KCI 1,0 mol L' e v=20 mvs™.

A natureza do cation e anion do eletrdlito suporte ndo afetou de maneira
significativa o potencial médio, Ey, o qual permaneceu praticamente constante em
aproximadamente 0,29 V vs ECS, como pode ser observado através dos dados da
Tabela 3. Isto indica que estes difundem liviemente através da interface eletrodo-
solugdo e ndo interagem com as espécies imobilizadas sobre a SiNb. Tal
comportamento pode ser atribuido a natureza da silica gel utilizada, a qual apresenta
um diémetro médio de poros de 10 nm e, portanto, maior que o tamanho dos ions

hidratados.
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Tabela 3: Potenciais médios, Em vs ECS, obtido para o eletrodo modificado

SiNb/FeCp,COOH em diferentes ions do eletrélito suporte 0,5 mol L, v=20 mvs™.

Cr 0,294 0,046 Na’ 0,282 0,044
NOs 0,290 0,041 K 0,285 0,041
S0 0,287 0,042 NH4" 0,286 0,039

Para os anions estudados, os respectivos sais de sédio foram utiliizados, enguanto que para os cations foram

utilizados os cloretos.

O efeito do pH da soclugdo do eletrélito na resposta eletroquimica foi também
investigado e esta mostrado na Figura 35. Observou-se que na faixa de pH 1 a 7,5, nao
houve variac@o significativa nos valores dos potenciais médios. Estes permaneceram

praticamente constantes em torno de 0,30 + 0,02 V vs ECS.
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Figura 35. Influéncia do pH no potencial médio, Ew, do eletrodo modificado,

SiNb/FeCp,COOH.

4.4.2. Oxidagdo eletrocatalitica do NADH

A determinagdo de NADH é de grande interesse na construgdo de biossensores
amperométricos baseados em enzimas desidrogenases (enzimas NAD"* dependentes).
No entanto, .como a oxidacéo direta do NADH em eletrodos sélidos (Pt, C) requer a
aplicagéo de altos sobrepotenciais [109-110], torna-se necessdria a utilizagdo de
mediédores de eletrons. Dentre os mediadores mais utilizados na oxidacdo de NADH
estéo o ferroceno e seus derivados {11611 7].

Dessa forma, a atividade eletrocatalitica do acido ferroceno monocarboxilico

imobilizado sobre a ‘SiNb, SiNb/FeCp.COOH, foi entéo verificada utilizando-se NADH

como substrato.
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A Figura 36 mostra os voltamogramas ciclicos obtidos na auséncia (Figura 36B)
e presenga (Figura 36C) de 1,0x10° mol L' de NADH na solugdo do eietrélito KCI 0,5
mol L™ e pH 6,8. Pode ser observado que na presenca da coenzima NADH ocorre um
aumento da corrente de pico anddica em torno de 0,30 V vs ECS, indicando que o
ferroceno imobilizado eletrocatalisa a reagdo de oxidagdo do NADH (a oxidagéo direta

do NADH no grafite ocorre em torno 0,55-0,60 V vs ECS [109,111]).
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Figura 36. Voltamogramas ciclicos obtidos com eletrodo de pasta de carbono
modificado com (A) SiNb, (B) SiNb/FeCp,COOH na auséncia de NADH e (C) o mesmo

que B na presencga de NADH, em KC1 0,5 mol L™, pH 6,8 e v=20 mVvs™.
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4.4.2.1.Estudos amperométricos

Estudos utilizando-se a técnica de cronoamperometria foram realizados com o
intuito de se estudar quais as melhores condigdes para a oxidagdo da coenzima NADH
sobre o eletrodo. Primeiramente, verificou-se a resposta do -eletrodo,
SiNb/FeCp.COOH, para uma concentragdo fixa de NADH, no caso 1x1 02 mol L, em
diferentes potenciais aplicados (Figura 37). Observou-se que a oxidagdo da coenzima
sobre o eletrodo inicia-se em 0,20 V vs ECS com uma pequena varia¢do de corrente,
que aumenta consideravelmente a partir de 0,30 V e estabiliza-se em 0,45 V vs ECS.
Para estudos posteriores, fixou-se o potencial em 0,35 V vs ECS, potencial onde ha

uma variagao significativa de corrente e a contribui¢cdo da oxidag&o direta da coenzima

sobre ¢ grafite € menor do que a potenciais mais altos.

020 025 030 035 040 045
E/V vs ECS

Figura 37. Resposta do eletrodo para 1x10° mol L' NADH em diferentes potenciais

aplicédos, obtida pela técnica de cronoamperometria.
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A resposta do eletrodo para NADH foi também investigada em diferentes valores
de pH, como mostrado na Figura 38. Maiores valores de corrente foram observados
entre pH 5 e 7, para uma mesma concentragdo de NADH. Em solugbes com pH
menores que S e maior que 7, um decréscimo da corrente foi observado. Este
comportamento pode ser explicado baseado no fato que em meios muito acidos ocorre
uma maior desestabilizagdo da coenzima reduzida (mais estavel em meios alcalinos
[141]) e em pH maior que 7, pode ocorrer a lixiviagdo do mediador pois a superficie da
silica fica carregada negativamente. Ambos os fatores acima citados podem levar a

uma diminuicdo na corrente de oxidagio da coenzima.
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Figura 38. Resposta do eletrodo para 1x10° mol L' de NADH em funggo do pH.

Potencial aplicado Eapicady=0,35 V vs ECS.
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Curvas de calibragéo foram obtidas fixando-se o potencial em 0,35 V vs ECS a
pH 7, em diferentes solugdes tampéo (PIPES, TRIS e tamp&o fosfato) utilizando-se o
mesmo eletrodo, mostradas na Figura 39. Uma faixa de resposta linear foi obtida entre
1,0x10* mol L' a 8,0x10* mol L' em todos os tampdes utilizados, entretanto um
pequeno decréscimo na sensibilidade do eletrodo foi observado ao se utilizar o tampéo
TRIS. Nos demais tampdes, PIPES e fosfato, as respostas apresentadas foram
bastante similares. Em nenhum dos tampdes utilizados foi observado variagdo no
potencial médio, Ew, do mediador. As equagbes das retas obtidas para um mesmo
eletrodo nos trés tampdes utilizados, TRIS, fosfato e PIPES foram respectivamente:
I/uA=0,02+1,59[NADH]  (r=0,999), I/uA=0,193+1,75[NADH]  (r=0,998) e

/uA=0,196+1,75[NADH] (r=0,999).

2.0
-
= lampéo TRIS
1.6 * tampdo fosfato I P
A tampao PIPES -
1 2 - L) L
J -
a
e PV
] &
0.4+ %
0.04 =

00 02 04 06 08 1.0
[NADH] / mmol L™

Figura 39. Curvas de calibragdo para NADH obtidas utilizando-se o eletrodo modificado

SiNb/FeCp,COOH, em diferentes solugdes tampao (TRIS, PIPES e fosfato 0,1 molL™ e

pH 7).

81



- Tese de Doutorado 4. Resultados e Discussfo

4.4.2.2 Estudos com eletrodo de disco rotatdrio- Estudo da cinética da reagao

entre o ferroceno imobilizado e o NADH

Um estudo mais detalhado da reagdo de oxidagdo eletrocatalitica da coenzima
NADH sobre o eletrodo SiNb/FeCpCOOH foi realizado, utilizando-se o eletrodo de
disco rotatério. Na Figura 40 estdo mostrados os graficos de Koutecky-Levich (1// vs

1/0'?), em diferentes concentraces de NADH.
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_ Eigura 40. Grificos de Koutecky-Levich (1/1 vs 1/0'®) obtidos em diferentes

concéntragéesde NADH.
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Através da inclinag8io dos graficos de Koutecky-Levich é possivel calcular o
ndmero de elétrons que participam da reacéo. O nuimero de elétrons calculado através
dos dados experimentais obtidos foi de aproximadamente 0,75, o qual indica que
apenas um elétron & iniciaimente transferido do NADH para o ferroceno. Tais resultados
séo similéres aos obtidos por Carison {142,143] e Matsue [116] para uma série de
derivados de ferroceno. Eles propuseram que a reaco entre o NADH e o fon ferroceno
ocorre em varias etapas, onde o jon ferroceno aceita primeiramente um elétron do
NADH dando origem ao radical NADH™, o qual é desprotonado e, entdo, oxidado por

um segundo ion ferroceno, de acordo com o mostrado através das equacdes abaixo:

k+1
NADH + [SiNb/FeCp,COOH]" == NADH"™ + [SiNb/FeCp,COOH]
K1
K2
NADH® =—= NAD® + H*
ko
k+3
NAD® + [SiNb/FeCp,COOH]' === NAD’ +[SiNb/FeCp.,COOH]
ks
Reacéao global:
K

NADH + 2[SiNb/FeCp,COOH]" —~ NAD® + [SiNb/FeCp,COOH] + H*

Afravés do intercepto do gréfico de Koutecky-Levich, foram calculados os valores

de k em diferentes concentragdes de NADH. Estes apresentaram valores decrescentes
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com o aumento da concentragdo de NADH. Devido & dependéncia da constante k com
a concentracéo, esta se torma inadequada para comparagdo com outros sistemas
cataliticos. Por esta razdo, foi propostc o uso do valor da constante calculada
" extrapolando-se concentragio a zero, knapoo [115, 144]. Construindo-se o gréfico de
k' vs NADH, foi obtida uma reta, ajustada pela equaggo: k=1,81x10° + 1,99 [NADH],
R=0,999. Extrapolando-se para [NADH]=0, pode ser obtido knaow-»o0. O valor encontrado
foi de knapn-0=512 M's?! Este valor € menor em reiagdo aos obtidos utilizando-se
como mediadores corante; do tipo fenoxazinas e fenotiazinas (eficientes mediadores da
oxidagdo eletrocatalitica do NADH) em eletrodos de grafite e imobilizados em suportes
inorganicos [112,145). Entretanfo, comparando-se com derivados similares de ferroceno
Kcom potencial médio, Ey, préximo ao do ferroceno monocarboxilico, o valor de KnaoH-o

obtido é bastante razoével [116].
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A silica modificada com o 6xido de niobio, SiNb, mostrou uma grande afinidade

por compostos que apresentam grupos carboxilicos em sua estrutura, tais como a
hematoporfirina 1X, a protoporfirina IX, a tetracarboxifenilporfirina e o 4cido ferroceno
monocarboxilico. A imobilizagdo destes compostos sobre a SiNb deve ocorrer
provavelmente através da formacdo da ligagdo ~COO-Nb, conferindo aos eletrodos de
pasta de carbono preparados utifizando-se tais materiais uma considerave!
estabilidade.

As porfirinas imobilizadas sobre a SiNb foram faciimente metaladas com Co(ll), o
due pode ser confirmado através dos espectros de UV-Vis, os quais apresentaram uma
diminui¢&o no numero de bandas Q, de quatro para duas bandas, ap6s a metalaco.

Os eletrodos de pasta de carbono modificados com a hematoporfirina e a
protoporfirina de cobalto imobilizadas apresentaram a capacidade de eletrocatalisar a
reducdo de O, dissolvido em potenciais mais positivos (em torno de -0,20 V vs ECS)
em relacdo a outros eletrodos ndo modificados, em pH neutro, numa faixa de
concentracdo de 2a 12 mg L™.

- Diferentemente do comportamento apresentado por porfirinas metélicas
imobilizadas dirétamente sobre eietrodos de grafite ou em solugdio, foi observado que
os potenciais de redugfio do oxigénio nos eletrodos modificados com SiNb/CoPP e
SiNb/CoHMP permaneceram praticamente constantes entre pH 2 e 7. Este fato pode

ser atribuido ao carater acido da matriz SiNb, permitindo que O processo seja
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praticamente independente do pH do meio. Tal propriedade dos respectivos eletrodos
modificados é de grande importancia pois permite trabalhar com estes em uma extensa
faixa de pH sem que haja um deslocamento do potencial de redugdo do O..

Estudos utilizando-se eletrodo de disco rotatério indicaram que a redugdo do O,
em tais eletrodos ocorre segundo um mecanismo envolvendo quatro elétrons, no quai o
oxigénio é reduzido diretamente & agua.

A relagdo linear entre a corrente catddica e a concentrag@o de oxigénio tornam
os eletrodos modificados com SiNb/CoPP e SiNb/CoHMP potencialmente (teis como
sensores para a determinagéo de oxigénio dissolvido em agua.

A tetracarboxifenilporfirina de cobalto imobilizada sobre a SiNb (descrita como
SINb/CoTCPP), diferentemente das outras duas porfirinas, ndo eletrocatalisou com
eficiéncia a reducdo de oxigénio. Esta, entretanto, apresentou a propriedade de
eletrocatalisar a oxidagio de hidrazina, a um potencial relativamente baixo, em 0,40 V
vs ECS. Estudos utilizando-se a técnica de amperometria, indicaram que melhores
respostas de corrente. s&o obtidas em pH 7, havendo um decréscimo significativo desta
com a diminuicdo do pH, provavelmente devido a pequena afinidade da molécula de
hidrazina com o centro metalico da porfirina em meios mais acidos.

Aplicando-se um potencial de 0,40 V vs ECS ao eletrodo modificadc com
SiNbICoTCPP, em pH neutro, este apresentou um intervalo de resposta linear na faixa
~ de concentrag8o de hidrazina de 1x10° a 5x10° mol L e um curto tempo de resposta
(~1,0s).
| O Acido ferroceno monocarboxilico foi também imobilizado sobre tal matriz,

apresentando-se bastante estavel. O eletrodo modificado com este material,
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SiNb/FeCp,COOH, foi utiizado como um sensor para a coenzima NADH. Estudos
realizados utilizando-se eletrodo de disco rotatério indicaram que a reagdo éntre 0
ferroceno imobilizado e o NADH ocorre com a formacgéo de um intermedidrio radicalar,
NADH°*, numa reagao similar a observada na literatura para derivados de ferroceno
imobilizados em eletrodos de grafite. No entanto, em virtude da formag@o do radical
NADH", a estabilidade deste tipo de eletrodo para utilizagdo pratica como mediador
para enzimas desidrogenases (que envolvem a coenzima NADH) é bastante baixa.
Contudo, do ponto de vista fundamental é de grande interesse o estudo do mecanismo
e cinética da reagéo entre 0 NADH e mediadores imobilizados em diferentes suportes

solidos.
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Como propostas para trabalhos futuros sugere-se:

< Utilizagdo dos eletrodos modificados com SiNb/CoPP e SiNb/CoHMP como

sensores para outros substratos tais como perdxido de hidrogénio e hidrazina.

2 Devido a afinidade do éxido de nidbio por grupos carboxilicos, a SiNb oferece
uma boa possibilidade como matriz para imobilizagdo de enzimas (as quais
apresehtam estes grupos nos residuos de aminoacidos terminais) e utilizagdo na
‘construcdo de biossensores. Estudos em andamento realizados pela pos-doutora
Simone S. Rosatto tém demonstrado que a SiNb é eficiente na imobilizacéo da
peroxidase de raiz forte (HRP). Este estudo abre caminho para imobilizagéo de
outras enzimas, tais como a lacase e a tirosinase, para o desenvolvimento de

sensores para fendis e também perodxido de hidrogénio.

2 Uma outra possibilidade seria imobilizar juntamente com o
ferrocenomonocarboxilico a enzima glicose oxidase, para a constru¢do de um

Novo sensor para glicose.

2 O fosfato de nidbio sobre a silica pode ser obtido através da reac&o da SiNb

com HzPOQ., obtendo-se dessa forma um bom trocador catiénico. Com isso, ha a
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possibilidade de imobilizagdo de espécies catidnicas, tais como corantes do tipo
das fenoxazinas e fenofiazinas, além de porfirinas, possibilitando assim o
desenvolvimento de uma série de novas configuragbes de eletrodos, os quais
podem ser utilizados como sensores para substratos como O, H205, hidrazina,

NADH, dentre outros.
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