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RESUMO

Titulo: “Comportamento Elefroquimico de Alguns Compostos Organicos Eletroativos Imobifizados
em Suportes Inorganicos Visando o Desenvolvimento de Sensores para NADH”.

Autor: Amaldo César Pereira

Orientador: Prof. Dr. Lauro Tatsuo Kubota

Palavras-chave: Eletrodos modificados, matrizes inorganicas, mediadores de eléetrons, NADH e
transferéncia de elétrons

Neste trabalho foram empregadas matrizes inorganicas modificadas com dxido de nidbio
ou fosfato de nidbio, obtida pelos processos gel ou sol-gel, as quais foram denominadas SN, SNP,
SNsorgel © SNPsoige. Os materiais SN @ SNgowger continham 1400 e 1600 umol Nb/g de material,
respectivamente; enguanto os materiais SNP e SNPsuge continham 1100 e 780 umol Pig de
material. Estas matrizes (SN, SNP, SNgyge © SNPsage) foram utilizadas como suporte para
imobilizagdo da Riboflavina (RF), a qual foi adsorvida, respectivamente, 27, 31, 36 e 44 umol/g de
material. Posteriormente, estas matrizes foram empregadas na elaboracao de elefrodos a base de
pasta de carbonc. Com estes eletrodos foram realizados estudos do comportamento eletroquimico
da RF, avaliando os efeitos de acidez, area superficial e porosidade dos matenais empregados,
assim como a cinética de transferéncia de elétrons entre a RF imobilizada e o eletrodo. A
capacidade da RF imobilizada em eletrocatalisar a oxidagio do NADH também foi avaliada. Nestes
estudos observou-se gue o potencial formal da RF adsorvida nas diferentes matrizes ndo variou
numa faixa de pH entre 3 e 8. Os estudos da avaliagdo da cinética de transferéncia de elétrons
entre a RF imobilizada e o eletrodo evidenciaram que estes eletrodos s3o excelentes dispositivos
para a detecgao de NADH, no entanto, a atividade eletrocatalitica dos sistemas empregando a RF
imobilizada apresentou-se pouco efetiva, o que foi atribuido a um provével efeito de matriz, o qual
poderia dificultar a interagao entre a RF e o NADH.

Outros importantes aspectos foram verificados através do desenvelvimento do sensor
EPC/SNFDA (eletrodo de pasta de carbono contendo o-fenilenodiamina imobilizada sobre silica
modificada com 6xido de nidbio), onde, foi possivel realizar mais de 300 determinacbes de NADH
com desvio padrao relativo inferior a 3 %. Este sensor contendo o mediador o-fenitenodiamina
apresentou faixa de resposta linear de 4,0 10° a 8,0 10 mol L e sensibilidade de 24,2 mA L
mol’ em?, a um potencial aplicado de -50 mV vs. ECS. Também foi estudada a cinetica de
transferéncia de elétrons entre o mediador adsorvido e 0 NADH, empregando-se eietrodo de disco
rotatorio. Estes estudos indicaram que a reagao de oxidagao de NADH deve acontecer através da
formacac de um complexo de transferéncia de carga entre o mediader e o NADH. O aumento da
constante de velocidade de reacdo, kes, com o aumento do pH da solugdo foi atnbuido ao
aumento na diferenca de potencial redox entre o NADH e o mediador.
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ABSTRACT

Title: “Electrochemical Behavicr of the Electroactive Organics Compounds Immobilized onto
inorganic Support to the Development of a NADH Sensor”

Author: Arnaldo César Pereira

Adviser: Lauro Tatsuo Kubota

Keywords: Modified electrodes, inorganic matrices, electron mediators, NADH and electron
transfer

Inorganic matrices modified with niobium oxide or niobium phosphate, obtained for gel and
sol-get processes, which were denominated as: (SN, SNP, SNy g € SNPyqe), Were employed in
this work. The SN and SNsuge materials presented 1400 and 1600 pmot Nb/g of material,
respectively; while 1100 and 780 umol P/g of material for SNP and SNPsuge. These matrices (SN,
SNP, SNsorgei @ SNPsoger) were used as support to riboflavin (RF) immobilization, which adsorbed,
respectively, 27, 31, 36 and 44 umolfg of materal. These matrices were employed in the
preparation of the modified carbon paste electrodes. Investigations of the electrochemical behavior
of RF, evaluating the acidity effect, surface area and porosity of the materials were carried out with
these electrodes, as well as the kinetics of electron transfer between immobitized RF and the
electrode. The capacity of the immobilized RF in the electrocatalytic NADH oxidation was also
estimated. In these studies was observed that the formal potential of adsorbed RF on different
matrices kept constant in the pH range between 3 and 8. The studies to estimate the kinetics of
electron transfer between immobilized RF and the electrode showed that these electrodes are
excellent devices for NADH detection. However, the electrocatalytical activity of the systems
employing the immobilized RF presented low efficiency, and it was attributed to a probable matrix
effect, making difficult the interaction between RF and NADH.

Another important aspects were verified through the development of the EPC/SNFDA
sensor. This device allowed to carry out more than 300 NADH detemmninations with a relative
standard deviation (sdr) lower than 3 %. This sensor containing o-phenylenediamine presented a
linear response range from 0.4 10™ up to 8.0 10™ mol L' with a sensitivity of 24.2 mA L mol™” cm™,
with an applied potential of —-50 mV vs. SCE. The kinetic of electron transfer between the adsorbed
mediator and NADH, employing rotation disk electrode was also verified. These studies indicated
that the NADH oxidation reaction should occurs through of the formation of a charge transfer
complex between the mediator and NADH. The increase of the rate constant of the reaction, kaps.
with the increase of the solution pH was assigned to the increase in the difference of the redox
potential between NADH and the mediator.
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- Eletrodo de disco rotatorio
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- Eletrodo de calomelano saturado
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- Flavina Adenina Dinucleotideo

- o-fenilenodiamina

- Separagdo de Potencial de Pico

- Densidade de corrente

- Corrente

- Constante de Michaelis-Menten

- Numero de elétrons

- Nicotinamida adenina dinucleotideo, forma reduzida

- Nicotinamida adenina dinucleotideo, forma oxidada

- Riboflavina

- Silica gel modificada com 6xido de niobio

- Silica gel modificada com éxido de nibébio e enxertada com fosfato

- Material sol-gel modificado com éxido de nidbio

- Material sol-gel modificado com éxido de niébio e enxertado com fosfato

- Voltamograma ciclico
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1. Introducédo Teérica

I. INTRODUGCAO

Atualmente, uma importante area de desenvolvimento que vem
conquistando espaco nos mais diversos campos de aplicagbes da ciéncia € a
eletroguimica, devido ao baixo custo de operagdo, a extensa possibilidade em
aplicagbes analiticas e também a sua utilizagdo como ferramenta de estudo nos
inimeros fendmenos envolvendo transferéncia de elétrons [1-6].

A utilizagao de eletrodos na sua forma original, sem agregar nenhum outro
componente, limita seu uso por motivos de sensibilidade, estabilidade, seletividade
e uma série de outros problemas. Por isso, pensando na melhoria das
caracteristicas dos sensores eletroquimicos, surgiram os eletrodos quimicamente
modificados (EQM).

Na quimica analitica, a eletroquimica tem vasta atuaggo com emprego dos
EQM [7-9]. O desenvolvimento destes dispositivos busca correlacionar: detecgéo
rapida, especifica, sensivel, estavel e de baixo custo, em amostras alimenticias,
ambientais, clinicas, etc. [4, 10-11]}. Outro aspecto relevante & a possibilidade do
monitoramento continuo do analito in situ ou in vivo. A medificacdo do eletrodo
visa pré-estabelecer e controlar a natureza fisico-quimica da interface eletrodo-
solugao como forma de alterar a reatividade e seletividade do sensor base.

Uma importante estratégia no desenvolvimento dos EQM é através da
incorporagéo de componentes bioldgicos tais como enzimas, anticorpos, bactérias
e outras moléculas biolégicas. Esta estratégia visa dotar o sensor da alta
seletividade destas espécies por seus substratos [12-14]. Entretanto, estes
componentes precisam ser acoplados a transdutores para a obtengdo dos
chamados biossensores [15]. Por outro lado, as principais limitagcdes de seu uso
sd0: a pouca estabilidade, refletida em sensores com tempos de vida curtos
(semanas ou no maximo alguns meses), em alguns casos, apenas algumas horas

e a eficiéncia do transdutor [16].
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.1 A IMPORTANCIA DO ESTUDO ELETROQUIMICO DE COFATORES

Ha um grande interesse em se estudar a eletroquimica dos cofatores, uma
vez que, os mesmos participam da transferéncia de elétrons da enzima e, em
muitos casos, os cofatores fazem parte do sitio ativo da enzima o qual & a regido
onde ocorre a reagdo redox e, sem a sua presenca a enzima nio consegue
catalisar a reacéo do substrato para o produto. A compreensao das reagbes de
transferéncia de elétrons envolvidos entre os cofatores/enzimas e eletrodo é
complicada, uma vez que, devem ser levados em consideracido o tamanho, os
diferentes tipos de interagbes e a orientagao da enzima depositada sobre a
superficie do eletrodo. Dessa forma, o estudo do comportamento eletroquimico
dos cofatores, sem a presenca de enzima, tanto em solugao como imobilizados
sobre diferentes materiais eletrodicos é necessario.

A nicotinamida adenina dinucleotideo (NADH) é um cofator bastante visado
devido a grande quantidade de enzimas de-hidrogenases que depende do par
redox NAD*/NADH e a sua importancia como transportador de elétrons em células
vivas. Atualmente sabe-se que existem cerca de 250 enzimas que dependem do
NADH e aproximadamente 150 do NADPH [17]. O emprego do NADH em
biossensores amperométricos foi por muitos anos limitado, uma vez que, era
necessaria a presenca do NADH dissolvido em solugdo. O maior problema da
utiizagcdo da enzima de-hidrogenase em biossensores & a dificuldade de
regeneracao do NADH. Problemas como oxidacio de substancias interferentes e
envenenamento do eletrodo eram comumente observados em eletrodos
modificados com enzimas de-hidrogenases devido & necessidade de uso de
potenciais elevados, utilizado para regenerar o cofator. Uma das estratégias
usadas para diminuir o potencial aplicado foi a utilizacdo de mediadores redox
imobilizados sobre a superficie do eletrodo. Dentre os mediadores estudados
estao: p-fenilenodiimina {18], quinonas, catecol [18], ferroceno [20], derivados de
tionina {21], fenazina [22], fenoxazina [23-24], fenotiazinas [25], complexos
metalicos [26] e sais condutores organicos [27]. Na maioria dos casos os

mediadores sdo imobilizados por adsor¢éo sobre a superficie do eletrodo ao nivel
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de monocamada, por eletropolimerizagio, ligagdo covalente e em pasta de
carbono. O maior obstaculo encontrado é o tempo de vida dos eletrodos
modificados e a falta de seletividade na oxidagido do NADH. Sendo assim, ainda
existe um grande interesse de encontrar novos materiais ou alternativas para ser
utilizado na eletrooxidagdo do NADH. Além disso, a compreensao da interagao
dos diferentes mediadores com o NADH é necessaria para o desenvolvimento de
novos tipos de configura¢des de biossensores a base de enzimas dehidrogenases
na busca de melhor performance dos mesmos. Dessa forma, novas moléculas
poderao ser sintetizadas prevendo-se antecipadamente o aumento na propriedade
eletrocatalitica [28].

Apesar da transferéncia de elétrons enitre as espécies eletroativas
(mediadores de elétrons) e NADH ser amplamente investigada, ainda ha muitas
duvidas de como estas reagoes, de fato, ocorrem [29-30].

A investigacdo da cinética e mecanismo de reacéo é de suma importancia
no entendimento dos fendmenos biologicos, tais como: a fotossintese, contragio
muscular, efeitos de drogas, dentre outros [31]. Apesar da complexidade das
reagbes bioldgicas, o desenvolvimento de novos materiais eletrddicos acoplados
aos metodos eletroquimicos tém possibilitado a investigacdo dos mecanismos de

transferéncia de elétrons que ocorrem nestes sistemas.

1.1.1 A importancia da reacio entre NADH e flavinas

A flavina adenina dinucleotideo (FAD) e a flavina mononucleotideo (FMN)
s&o cofatores e fazem parte do sitio ativo de varias enzimas. Algumas das reacbes
envolvendo estas enzimas, conhecidas como flavoproteinas, s&o de
de-hidrogenacéo, reagdes de transferéncia de elétrons, dentre outros [32-33]. O
entendimento da versatilidade quimica das flavinas € 0 mecanismo de acéo das
flavoproteinas sao de extrema importancia e por isso sao muito investigados [34-
36].

A riboflavina (RF), vitamina Bz, é um precursor essencial das coenzimas

flavina adenina dinuclectideo (FAD) e flavina mononucleotideo (FMN). A



L. Introdugdo Tebrica

lumiflavina e lumicromo também pertencem & familia das flavinas {37]. Os
diferentes tipos de flavinas t&m em comum o anel aloxazina, o qual & o local onde

ocorrem os processos redox, Figura 1.

OHOHOH
RF R= —CHg—(i?—-(II-—(ll—CHz()H
H H H
OHOHOH 0 NH;
111 FMN R= —-CHg-—([?—(lj—C!‘—CHz()—I"—OH NP \
N. _N. _O H H H OH k |
7 NH OHOHOH 0 o
FAD R= —CHzm(lZ—Cl—(l:—CHgo—lr-O—I?—O—CHZ
0 HHH OH OH
anel aloxazina 0
N
OHOH

Figura 1. Representagio esquematica das estruturas quimicas das flavinas. Riboftavina
(RF), flavina mononucieotideo (FMN) e flavina adenina dinucleotideo (FAD) {28; 38]

A natureza do grupo (-R) ligado ao nitrogénio {localizado na posicao N-10),
Figura 1, do anel aloxazina é o que diferencia uma flavina da outra, podendo
influenciar na sua orientagio quando adsorvida sobre a superficie de algum
eletrodo [39-40], deixando o sitio ativo (anel aloxazina) mais ou menos disponivel
para a reacao catalitica. Em geral, quanto mais acessivel estiver o sitio ativo da
flavina em relagdo ao substrato, mais rapida sera a transferéncia de elétrons entre
eles.

A FAD e a FMN sao coenzimas de varias flavoproteinas tais como glicose
oxidase, aminoacido oxidase e xantina oxidase. Sua importancia em catalise
enzimatica tem motivado a investigagdo do comportamento eletroquimico de
eletrodos modificados com monocamadas ou agregados contendo flavinas [41-
42]. Outro interesse & estudar a reagéo de transferéncia de elétrons entre a fiavina
e a nicotinamida adenina dinucleotideo (NADH) [39; 43-44], uma vez que, os

mesmos estao envoividos na formacéo de ATP no metabolismo em seres vivos,
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onde o oxigénio & o aceptor final de elétrons. Ainda é questionavel se a
transferéncia de elétrons entre o NADH e a flavina ocorre em uma Gnica ou em
varias etapas. Dessa forma, varias investigagbes eletroquimicas tém sido
realizadas no sentido de elucidar o mecanismo de reagao deste importante
sistema. Contudo, o maior obstaculo encontrado nestes tipos de estudos &, que as
flavinas em solugdo aquosa apresentam baixa atividade para oxidar c NADH.

isto ocorre porque a diferenca entre os potenciais formais (E°) de NADH
(-560 mV vs. ECS [45]) e da flavina (470 mV vs. ECS [46-47]) nac ¢ suficiente
para permitir que a reagao seja termodinamicamente favoravel e permita a
obtencao de resultados satisfatorios. Os pesquisadores tém contornado este
problema usando derivados de flavinas [48-50], ou imobilizando flavinas sobre
diferentes matrizes causando mudanc¢a no £°'para valores mais positivos [51-53].
No entanto, na maioria dos casos com a imacbilizagdo da flavina, nao houve o
deslocamento do E°° para regidoes mais positivas, e seu comportamento
eletroquimico € semethante ao da flavina quando esta se encontra em solucéo.
Como exemplos pode-se citar a flavina adsorvida sobre a superficie de eletrodo de
grafite, carbono vitreo, platina e ouro [54], imobilizada sobre monocamadas de
mercaptana [55] ou tiouréia [56], ligadas ao metal nobre ou usando a técnica de
imobilizagdo de Langmuir-Blodgett [57]. O eletrodo de pasta de carbono também
vem sendo usado para imobilizar fiavinas com a vantagem, em relagdo aos
demais eletrodos, da possibilidade de incorporagdo de espécies eletroativas,
mediadores, dentre outros, na pasta de carbono. A imobilizagdo da riboflavina
{RF) sobre fosfato de zirconio (ZP) ou fosfato de titanio (TP) incorporado na pasta
de carbono promove mudancgas no £°° de aproximadamente 250 mV ou 100 mV,
respectivamente, para potenciais mais positivos quando comparado com seu valor
quando dissolvido [52-53]. Esta mudanga foi atribuida a interagdo entre o
nitrogénio basico da RF e o grupo acido do ZP ou TP. Além disso, o valor do E*
mostrou-se independente do pH da solugao, atribuido como sendo um efeito
protetor do ZP sobre a riboflavina. Porém, sob essas mesmas condigdes, FAD e
FMN n&o foram adsorvidas sobre ZP [51] ou TP [53], mas foram fortemente
adsorvidas sobre 6xido de titanio disperso sobre fibra de carbono [58]. Estruturas
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semelhantes as das flavinas, tais como corantes organicos, tém sido imobitizadas
sobre o oxido de zirconio enxertado sobre a silica, e incorporados em eletrodo de
pasta de carbono. Nestes casos, também foram verificadas mudangas no valor do
E® para regides mais positivas em relagio aos valores dos corantes organicos
dissolvidos [59-61].

Dentro deste contexto, na presente Tese procurou-se estudar o
comportamento eletroquimico de flavinas efou compostos organicos eletroativos
similares imobilizados sobre matrizes inorganicas modificadas com éxide de niébio
em pasta de carbono, com intuito de investigar a cinética e o mecanismo de

reacao de transferéncia de elétrons entre estas espécies e NADH.

1.2 ELETRODOS QUIMICAMENTE MODIFICADOS

A denominacgdo eletrodo quimicamente modificado (EQM) foi inicialmente
utilizada na eletroquimica por Murray e colaboradores [62] na década de 70 para
designar eletrodos com espécies quimicamente ativas convenientemente
imobilizadas na superficie desses dispositivos. Como citado anteriormente, o
principal objetivo dessa modificagdo & pré-estabelecer e controlar a natureza
fisico-quimica da interface eletrodo-solugdc como uma forma de alterar a
reatividade e seletividade do sensor base, favorecendo assim, o desenvolvimento
de eletrodos para varios fins e aplicagdes, desde a catalise de reagbes organicas
e inorganicas [63} ate a transferéncia de elétrons em molécutas de interesse [64].
Desta forma, avancos tecnoldgicos na area dos EQM’s encontram aplicagbes nas
mais variadas areas de atuagdo, como por exemplo, na sadde publica [65], onde
sensores in vivo podem ser usados na deteccio de drogas em situacio de
emergéncia. Além disso, sensores com rapida detecgdo, alta sensibilidade e
especificidade séo requisitos importantes em hospitais ou laboratdrios satélites
(méveis) [66-67]. Sensores também encontram vasta aplicacao nas indlstrias de
alimentos [68] e bioprocessos, onde o monitoramento em tempo real é muito
valioso, ou ainda em aplicagdes ambientais [63] onde, fanto a indastria quanto os

érgaos de vigilancia ambiental, necessitam de sensores para analise quantitativa
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ou diferencial de indmeros rejeitos industriais tais como: misturas gasosas, 6leos,
compostos organicos volateis, metais pesados, etc.

A maior parte das aplica¢bes analiticas de EQM's envolve técnicas
voltamétricas ou amperomeétricas. Entretanto, & possivel encontrar na literatura
alguns casos de utilizacdo de EQM's como eletrodos ion-seletivos [69-70]. Em
termos analiticos, a sensibilidade ou seletividade de uma determinacdo deve
aumentar, em relacao a eletrodos base (sem modificagao), com a utilizacdo de um

EQM para que seu emprego seja justificado.
1.3 CONSIDERAGOES SOBRE MEDIADORES DE ELETRONS

Um mediador de elétrons € uma substancia de baixa massa molecular com
propriedades redox que, numa primeira etapa, interage com um reagente ou
produto de uma reagao quimica (como por exemplo, uma reagido enzimatica) e,
entdo, na superficie do eletrodo, sofre uma transferéncia de elétrons rapida sob
um potencial substanciaimente menor aquele necessario para a eletrooxidagéo ou
reducao de um reagente ou produto. Sao muito empregados no desenvolvimento
de biossensores.

Alguns mediadores bastante usados em determinagbes enzimaticas
compreendem classes de compostos aromaticos como quinonas e derivados,
fenazinas, fenoxazinas e fenotiazinas. Outros mediadores muito empregados,
também, se baseiam em complexos de metais de transicédo (ferro, ruténio e 6smio)
[71].

Alguns destes mediadores sdo quimicamente imobilizados no eletrodo com
propriedades para promover o processo de oxidacao eletrocatalitica do NADH. As
diferentes estruturas dos principais mediadores usados para produzir eletrodos
quimicamente modificados (EQM) para a oxidagdo do NADH, visando diminuir o

sobrepotencial de oxidagio deste, sdo apresentadas na literatura [28].
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|.4 PREPARACAO DOS EQM’s

Um EQM consiste de duas partes, isto &, o eletrodo base e uma camada do
modificador quimico. A forma de preparagcioc de um eletrodo quimicamente
modificado & determinada pelas caracteristicas analiticas desejadas do sensor.

A escolha do material para o eletrodo base, cuja superficie sofrera a
modificag@o, € um aspecto muito importante da preparagdo de um EQM. Este
substrato deve apresentar caracteristicas eletroquimicas apropriadas e também
ser adequado para o método de imobilizacio selecionado. Entre os materiais
convencionais podemos citar o ouro, platina, carbono vitreo, mercdrio na forma de
filme, fibras de carbono e pasta de carbono. Carbono vitreo reticulado, material
plastico condutor e vidros condutores, estdo incluidos entre os substratos menos
usuais.

Esta grande variedade de materiais e possibilidades de combina-los
proporciona um grande campo de atuagdo destes dispositivos, sendo até mesmo
utilizados em ambientes de dificil deteccdo de analitos, tais como o liquido intra-
celular, como por exemplo, na aplicacdo de um ultra-microeletrodo em medidas
clinicas [72-73].

Ao reduzirem o tamanho dos eletrodos a ultramicroeletrodos (UME’s), os
eletroquimicos n&o so6 criaram um dispositivo adequado para medidas na escala
micro, mas também obtiveram algumas vantagens [74] proprias dos UME’s tais
como facilidade em alcancar o estado estacionario, medidas em solventes de alta
resisténcia 6hmica, medidas em fase gasosa, medidas sem necessidade de
eletrolito de suporte, voltametria ultra-rapida, miniaturizacéo, baixa queda 6hmica,
reducao da corrente capacitiva e possibilidade de medidas in vivo [75-786].

Desta forma a utilizagdo de EQM's é uma area em franca expansao,
principaimente no aspecto do desenvolvimento de novos materiais e novos
meétodos de modificagdo de superficie de eletrodos, como na utilizacdo de
ceramicas [77], filmes de metal-hexacianoferrato [7 8] e macromoiéculas, tais como
DNA [79], o que visa ampliar e potencializar as aplicacdes destes dispositivos que
em muitos casos ja estdo disponiveis no mercado, como os sensores
eletroquimicos, conhecidos como “rei6gios” para monitorameto de glicose, muito

10
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utilizados por diabéticos e atletas [65], da mesma forma que os existentes para
uréia. Também, pode-se destacar o programa Sensors 2000, desenvolvido pela
National Aeronautical and Space Administration (NASA) [80], visando o
desenvolvimento tecnoidgico de sensores e sistemas que possam operar sobre
gravidade zero e em ambientes onde a substituicdo ou reparo € dificil. Desta
forma, os EQM’s vém sofrendo continuos avangos e encontrando inumeras
aplicagdes.

1.5 METODOS DE MODIFICACAO DE SUPERFICIE DE ELETRODO

Na histéria de EQM, o uso de camadas de agentes modificadores sobre a
superficie do eletrodo base tem sido a forma mais comum de modificar a
superficie de um eletrodo.

De forma geral, os métodos [B81] mais importantes utilizados para a
introdugdo de um agente modificador sobre o eletrodo base consistem em
adsorcao irreversivel direta, ligagao covalente a sitios especificos da superficie do
eletrodo, recobrimento com filmes poliméricos ou ainda a preparacdo de eletrodos
a base de pasta de carbono com um modificador pouco soliivel em agua para sua

adsorcéo neste tipo de substrato, como resumido na Tabela 1.

Tabela 1. Métodos de modificagdo de superficie de eletrodos

Modificagbes Caracteristicas

Adsorgao Incorporagac simples e rapida de compostos em uma

ampla gama de eletrodos base.

Ligacdo covalente Incorporacgao de substancia de maneira estavel através da
manipula¢ao da reatividade dos grupos funcionais
existentes na superficie do eletrodo

Filmes poliménicos imobilizagado de camadas da espécie ativa na superficie do
eletrodo — Ampliagdo da resposta eletroquimica

Materiais compositos Possibilidade da modificagao interna do material eletrédico.

Exemplos: pasta de carbono, grafite-epoxi, etc

11
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Devido as caracteristicas e possibilidades apresentadas pelos materiais
compositos, daremos uma maior abordagem sobre este topico, destacando o

emprego de eletrodos de pasta de carbono (EPC) e matrizes inorganicas.

1.5.1 Formacéo de Compositos

Os materiais compositos como o préprio nome indica sdo formados pela
combinagao de duas ou mais fases de natureza diferente. Cada fase mantém suas
caracteristicas individuais, mas a mistura pode apresentar novas caracteristicas
fisicas, quimicas ou biolégicas. Compésitos com caracteristicas condutoras s3o
utiizados no desenvolvimento de sensores eletroguimicos com excelentes
resuitados [82], como por exemplo, o emprego de compdsitos de grafite-epdxi na
determinag&o amperomeétrica de pesticidas [83).

Os polimeros envolvidos nestes materiais fomecem uma certa estabilidade
da mesma forma que os compésitos gerados passam a adquirir caracteristicas
eletroquimicas particulares. Materiais a base de carbono, tais como: eletrodo de
pasta de carbono, de grafite-epoxi, “screen printed” e pastilhas, formam fases
condutoras ideais na elaboragdo de matérias compositos, o que o torna muito
empregado em sensores amperométricos [84). Estes materiais sdo bastante
inertes quimicamente, apresentam grande intervalo de potencial de trabatho, baixa
resisténcia e baixa corrente residual [82].

Os eletrodos preparados a4 base de pasta de carbono oferecem
versatilidade, baixa corrente de fundo, ruido semelhante ao apresentado por
eletrodos metalicos, baixo custo, modificagdo conveniente e facilidade de
renovacdo da superficie. Devido a essas propriedades, os eletrodos a base de
pasta de carbono estdo em extensivo uso em eletroanalise [85].

Pasta de carbono é uma mistura de grafite em p6 e um liquido organico que
€ imiscivel em contato com solugdes aquosas. A superficie dos eletrodos de pasta
de carbono € muito complexa com muitas possibilidades de interagdes. O liquido

organico, denominado aglutinante, serve para fixar a pasta ao eletrodo, preencher
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as cavidades entre as particulas de grafite e possibilitar 0 emprego deste tipo de
eletrodo em solugbes aquosas.

Uma das principais vantagens de pasta de carbono para a construgao de
sensores € que esses eletrodos possibilitam a modificagdo interna do material
eletrédico, diferente do que ocorre com os eletrodos sélidos convencionais em gue
a modificagdo ocorre apenas na superficie. Isto significa que é possivel a co-
imobilizacdo de enzimas, cofatores, mediadores, estabilizadores, resultando numa
configuragéo de eletrodo sem a necessidade de adicdo de reagentes durante a
determinac¢do. Mas também & importante frisar que compdsitos a base de pasta de
carbono apresentam alguns problemas, principalmente, relacionados a perda
gradual das espécies incorporadas para a solugdo de trabalho, prejudicando a
estabilidade do eletrodo. Em vista destes problemas, novas matrizes e tecnologias
de imobilizagzo vem sendo incorporadas, visando o melhoramento dos materiais
compositos.

Os eletrodos modificados com materiais inorganicos praticamente formam
uma nova categona dos eletrodos quimicamente modificados. No entanto, os
materiais inorganicos podem ser incorporados a materiais compositos,
geralmente, com a finalidade de aumentar a estabilidade das espécies eletroativas
imobilizadas. Varias matrizes inorganicas tém sido usadas como agentes
modificadores de eletrodos convencionais. Estas incluem silica-gel e sol-gel,
oxidos e fosfatos metalicos, y-alumina, zedlitas, entre outros tipos.

A variedade de materiais a base de silica juntamente com a quimica de sua
superficie implica num grande potencial para a aplicacdo dessas espécies em
eletroquimica. Algumas das propriedades deste material tais como capacidade de
adsorgéo, quimica acido-base, estabilidade térmica, podem ser vantajosamente
exploradas, por exemplo, no acimulo de espécies eletroativas antes da sua
deteccdo eletroquimica. Além disso, a silica pode ser enxertada com uma
variedade de grupos funcionais levando a um consideravel enriquecimento de
suas propriedades de superficie. A alta area superficial de silicas sintéticas,
quando combinada a sua quimica de superficie, torna esse material Gtil como
suportes para varios catalisadores.

13
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Apesar da férmula simples do diéxide de silicio, Si0,, a silica existe em
diferentes formas. Cada uma destas & caracterizada por uma estrutura (cristalina
ou amorfa) e propriedades fisicas e quimicas tanto da estrutura quanto de sua
superficie. A quimica da silica tem sido extensivamente revisada, estando
disponiveis na literatura na forma de livros, monografias e revisdes, tratando a
respeito de sua sintese, caracterizagio, modificacdo quimica, reatividade de
superficie e usos praticos [86-87].

Rocha et al. e Perez et al [88-89] tem realizado trabalhos explorando a
versatilidade da silica-gel em imobilizar varios componentes tais como filmes de
oxidos ou espécies elefroativas. Muitos dos estudos foram baseados na
preparagcao de silica-gel modificada com oxidos metalicos e utilizacdo dos
materiais resuitantes como suporte para imobilizacao de varios mediadores de
transferéncia de elétrons que se mostraram interessantes quando integrados a
sensores ou biossensores amperomeétricos.

Outra matriz inorganica bastante interessante, oriunda dos silicatos, sdo os
chamados Oxidos mistos, obtidos através do processo sol-gel que sdo do tipo
Si02/MO; (onde M é um metal de transicdo) que permite introduzir altas
concentracbes do metal de ftransicio nestes materiais, promovendo
homogeneidade na matriz e permitindo a obtencao de materiais com alta pureza e
alta concentracéo destes metais na sua superficie [90]. Este processo consiste em
uma técnica a baixa temperatura para produgdo de materiais ceramicos por
hidrélise e policondensacdo de alcdxidos. Estes materiais possuem algumas
caracteristicas tais como: 1) rigidez fisica; 2) inércia quimica; 3) estabilidade
termica; e 4) baixa taxa de biodegradagéo. A porosidade destes materiais é
importante para o desenvolvimento de biossensores, e no caso de utitizacdo de
enzima, a mesma retém suas caracteristicas funcionais por longo tempo [91-92].

Os oxidos mistos tém atraido consideravel atencdo dos pesquisadores
como novos materias, catalisadores heterogéneos e suportes de catalisadores. A
adicao de titanic ou zircdnio promove interagdes nos 6xidos mistos SiG/MO; a
nivel molecular que geram o aparecimento de sitios acidos na superficie nao

encontrados sobre os 6xidos puros. Assim, os sistemas binarios sao ativos para
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reagOes catalisadas por acidos, além disso a alta concentragao de titanio e
zirconio nos Oxidos mistos pode promover o aparecimento de propriedades
trocadoras de ions e estruturais interessantes [93-94], podendo desta forma ser
facilimente modificado e utilizadc em desenvoivimento de sensores.

Dentro desta classe também podemos destacar o emprego do fosfato de
zirconio que € muito bem conhecido devido a sua alta capacidade de troca-idnica
e de suas propriedades de condutividade [52-53], tais caracteristicas sao muito
atrativas na utilizagdo destes materiais como matrizes para a imobilizagdo de
espécies eletroativas. Alguns trabalhos vém demonstrando que estes materiais
apresentam propriedades eletroquimicas importantes como ¢ deslocamento do
potenciat formal do mediador adsorvido, tais como fenoxazinas, fenotiazinas entre
outros para regidoes mais positivas [51].

QOutra classe a ser destacada envolve a utilizagdo de zedlitas [85] e
matrizes correlatas [96], sendo que, assim como os fosfatos, incorpora as
espécies eletroativas por mecanismo de troca-idnica. Estas matrizes sé&o
empregadas para o estudo do mecanismo de transferéncia de elétrons envolvidos
em processos redox para espécies imobilizadas por esta matriz inorganica. As
matrizes a base de zedlitas possuem outras propriedades importantes tais como:
melhoria na seletividade baseada no tamanho e forma dos reagentes juntamente
com a estrutura tridimensional da zedlita, o que pode proporcionar caracteristicas
eletrocataliticas importantes deste material. As zedlitas estdo sendo empregadas
em detec¢cdo amperomeétrica para alguns analitos tais como: oxigénio [97], ions
metalicos [98-102], além de substadncias organicas como glicose [103-108],
hidrazina [106], fenol [107], dopamina [108] entre outras.

1.6 METAS DE EQM

Ha varias possibilidades para as fungdes basicas e aplicacdes de EQM's, e
entre estas se destacam interagoes seletivas e pré-concentragédo de um analito na
camada modificadora, eletrocatalise de reag¢fes redox de um analito com

transferéncia lenta de elétrons sobre o eletrodo base, permesseletividade com uso
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de membranas para inibir interferentes eletroativos; detecgdo eletroquimica de
analitos idnicos n&o-redox; incorporacdo de biomoléculas, particularmente
enzimas, no desenvolvimento de biossensores; incorporacio de monocamadas
em grupamentos pré-definidos em eletrodos auto arranjados [109-110], nas mais
diversas fungdes de EQM's, bem como a incorporagéo de bicamadas lipidicas e
monocamadas fosfolipidicas [111] explorando a permeabilidade destas
membranas biolégicas.

Em muitos casos estes conceitos e modificagfes estdo combinados de tal
forma que o sensor obtenha sensibilidade, seletividade, estabilidade,
reprodutibilidade e aplicabilidade superiores aquelas de um eletrodo base sem
prévia modificagdo. Isto pode ser melhor visualizado no Esquema 1 o qual retrata

0s principais enfoques analiticos e estratégias envolvidos no desenvolvimento de
EQM's.

L PRINCIPAIS ENFOQUES ANALITICOS E ESTRATEGIAS NO DESENVOLVIMENTO DE EQM’s

| ! |

OUTROS ENFOQUES-
SENSIBILIDADE SELETIVIDADE - TEMPO DE VIDA UTIL
- TEMPO DE RESPOSTA
- ESTABILIDADE
y
Pré-concentracio Membranas ¢ filmes Materiais Inorginicos
- Complexagdo polimeéricos Silica gel, oxidos metalicos,
- Troca-ibnica - Permeabilidade seletiva zeolitas, fosfatos e fosfonatos,
Silica gel. membranas acetato celulose, Nafion. flalocianina e porfirinas metalicas
complexantes polianilina, poliporrel, polivinil e aluminas, etc
Miniatorizagio Grupos seletivos Materiais biocompativeis
teducdo da corrente capacitiva, Conformagio seletiva Eletrodos Implantaveis
nedidas in vivo, medidas sem Anticorpos. receptores {filmes poliméricos de
elerolito suporte biologicos. tecidos, organelas poliuretano e PVC)
Catalisadores Catalisadores Seletivos
Amplificagiio Quimica de sinal - Amplificacio Quimica de sinal
Fialociarinas, porfirings, ¢ especificidade
metalocianetos Mediadores. enzimas
Esquema 1
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1.6.1 Pré- concentracao do Analito

Nos EQM a pré-concentragdo dar-se-a através da complexacéo, troca
ibnica ou pela ligagdo covalente entre a espécie de interesse e um modificador
imobilizado na superficie do eletrodo [112]. Este agente modificador apresenta
particular afinidade pela espécie de interesse, o que confere sensibilidade e
seletividade a medida voltamétrica [113-115]. Atualmente a utilizac&o de silica-gel
em processos de pré-concentragdo vem despertando grande interesse em
aplicagdes analiticas [116]. A adsorcdo sobre esta matriz ou em uma de suas
diversas formas modificadas, com objetivo de pré-concentrar analitos, & muito
simples e util, justificando seu emprego nesta area.

1.6.2 Minimizacao de interferentes

A presenga de interferentes, os quais podem inibir ou mascarar a resposta
eletroquimica da espécie de interesse, pode ocorrer em geral, devido aos

seguintes fendmenos:

a) A passivacio do eletrodo, ou seja, adsorcdo do interferente a superficie
do eletrodo, o que impede o acesso da espécie de interesse;

b) Competicdo do interferente com a espécie de interesse pelos sitios
ligantes existentes a superficie do eletrodo;

c) Eletrélise do interferente, pré-concentrade a superficie do eletrodo ou em
solugéo, em valor de potencial proximo ac potencial de eletrdlise da espécie
de interesse.

O recobrimento da superficie do eletrodo com uma membrana polimérica,
que possa, com base na carga e/ou tamanho bloquear o acesso do interferente,
sendo permeéavel a espécie de interesse € a principal maneira de diminuir o grau
de interferéncia, por meios fisicos [112; 117-119]. Filmes tais como acetato de
celulose ou Nafion, sdo muito utilizados para este fim. Nafion € um polieletrolito
anidnico que é capaz de repelir espécies anibnicas enquanto permite a passagem

de cations e espécies neutras. Por sua vez, os filmes de acetato de celulose
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atuam com base no tamanho das espécies envolvidas. Quira maneira de excluir
interferentes com base nas interacdes eletrostaticas pode ser através do
recobrimento da superficie do eletrodo com monocamadas, como no caso dos
eletrodos com monocamadas auto-arranjadas. Por exemplo, a incorporacio de
uma monocamada de fosfolipideo a um eletrodo de merciario conferindo-the
aumento na permeabilidade devido & presenga dos grupos hidrofobicos na
camada fosfolipidica, por outro lado, a incorporagio de compostos bioldgicos
ativos a esta membrana pode fevar a um aumento consideravel na seletividade
deste sensor [111].

1.6.3 Deteccdo de Espécies gque ndo sofrem Processo Redox

A determinac@o de analitos idnicos é baseada no efeito causado por estes
no comportamento de polimeros condutores (por exemplo, polipirrol e polianilina)
ou filmes com par redox imobilizado, por exemplo, hexacianoferrato (11). Polipirrot
pode ser oxidado apenas na presenca de &nions pequenos, os quais sac capazes
de penetrar no filme e compensar a carga positiva da forma oxidada deste
polimero. Na redugao do polimero, estes anions sio liberados. Tais processos de
dopagem—desdopagem tém sido empregados em sistemas em fluxo onde um
transiente de corrente anddica serve como uma medida da concentragao de
anions passando peio eletrodo.

No caso de fimes com espécies negativamente incorporadas sobre a rede
polimérica (por exemplo, cianocomplexos), o processo de dopagem—desdopagem
€ acompanhado pelo transporte de cations pequenocs da solugdo. A intercalacao
de cations afeta a microestrutura do filme e consequentemente o potencial redox
do mediador. Estes fendmenos sdo explorados para a determinagao de metais
alcalinos em sistemas em fluxo. Um importante aspecto destas anslises & a

possibilidade do controle de seletividade através do potencial aplicado ao sensor.

1.6.4 Amplificacio de Resposta

A eletrocatdlise consiste na redugio da energia de ativacio de

transferéncia de elétrons numa célula eletroquimica. O processo redox de um
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substrato que apresenta uma cinética de transferéncia de elétrons lenta, na
superficie do eletrodo, € mediada por um sistema que leve a uma troca de elétrons
mais rapida com o eletrodo e o substrato acarretando a redugao do sobrepotencial
de ativacdo em processos que podem ser eletroquimico-quimico ou na ordem
inversa, quimico-eletroquimico [120-122]. O sobrepotencial de ativagio consiste
na aplicagdo de um potencial adicional ao £° necessario para que o processo
redox do sistema possa acontecer. Desta forma, mudancas no eletrodo que
possam reduzir esta energia adicional, visando o aumento da velocidade da
reacao, sao de grande importadncia no sentido de aplicagdo dos eletrodos
resultantes. A reducao do potencial aumenta a seletividade das medidas, uma vez
que reduz a possibilidade de que os potenciais de eletrdlise de espécies
interferentes presentes sejam atingidos.

Dentre as espécies quimicas utilizadas com o objetivo de diminuir o
sobrepotencial, podemos destacar os mediadores redox, os quais podem ser
espécies tais como quinonas, tetratiofulvaleno, tetracianoquinodimetano;
compostos organometalicos (ferrocenos, ftalocianinas, o6xidos de ruténio,
metaloporfirinas, etc.) ou enzimas. Estas espécies atuam em solugdo ou no caso
de EQM's, imobilizadas na superficie do eletrodo. A Tabela 2 ilustra aiguns
exemplos de determinagdes voltamétricas e amperométricas, envolvendo EQM's

com mediadores redox.
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Tabela 2. Exemplos de determinagdes envolvendo EQM's com mediadores de elétrons

Sensor Base Forma de Modificagao Analito Ref.
Carbono vitreo Eletrodo modificado com poli Acido ascorbico 123
(4-vinilpiridina) contendo Mo(CN)s *
Pasta de carbono  Eletrodo modificada com silicaffosfato de ‘NADH 124

zircdnio contendo diferentes mediadores

~ Carbonovitreo  Filme de polipirrol dopado com Fe(CN)s®  Acido ascorbico 125

Pasta de carbono  Eletrodo modificado com silica/dxido de Hidrazina 126
titanio/ ftalocianina de niquel
tetrassulfonatada
Pasta de carbono  Eletrodo modificado com silica/6xido de 0. 127
zireonio/[Ru(Na;H.EDTA)H,0]
Carbono vitreo Eletrodo modificado com acetato de - s* 128

celulose contendo
2 6-diclorofenolindofenol

Grafite Adsorcao de Riboflavina sobre a Hemoglobina 129
espectroscopico superficie do eletrodo

Grafite Adsorcao de Riboflavina sobre a O, 130
espectroscopico superficie do eletrodo

1.6.5 Biossensores Eletroguimicos

Biossensor € um dispositivo capaz de fornecer informacgido analitica
quantitativa ou semiquantitativa, usando um elemento de reconhecimento
biolégico, o qual estd em contato espacial direto com um elemento de transducao.
O elemento transdutor deve ser capaz de converter a energia de um evento
quimico de reconhecimento em um sinal quantificavel, podendo ser
potenciométrico, amperométrico, condutimétrico, éptico, entalpimétrico ou ainda
piezeletrico [131]. Os elementos bioldgicos mais comuns incluem enzimas,

antigenos, anticorpos, DNA, crganelas, tecidos, entre outros.
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Biossensores enzimaticos tem se tornado muito dteis em aplicagdes
analiticas, devido a possibilidade de se combinar a seletividade e sensibilidade da
enzima com a simplicidade dos transdutores eletroquimicos.

A etapa fundamental no desenvolvimento de um biossensor é a
imobilizacdo e estabilizagdo das enzimas ou proteinas sobre a superficie da
matriz, no intuito de melhorar a estabilidade quimica destes materiais cataliticos.

Desta forma, materiais que possam permitir a imobilizacdo de espécies
mediadoras e moléculas biolégicas sdo de grande potencial para o
desenvolvimento de sensores e biossensores.

Dentre os tipos de biossensores eletroquimicos, os condutométricos séao
usualmente nao especificos e tem uma pobre razdo sinal/ruido {132), por isso os
métodos potenciométrico e principalmente o amperométrico tém sido os mais
utilizados. O sensor amperométrico geralmente é mais rapido, mais sensivel e
preciso que o potenciométrico, pois ndo é necessario alcancgar o equilibrio quimico
entre as espécies envolvidas no processo. Além disso, a resposta ¢ linear em uma
faixa relativamente ampla de concentragdo do analito.

Os biossensores amperométricos sao geraimente baseados em enzimas
oxidorredutases, as quais comumente utilizam oxigénio (enzimas oxidases) ou
coenzimas contendo anel piridinico [B-NAD", nicotinamida adenina dinucleotideo]
(enzimas de-hidrogenases ou hidroxilases) como aceptores de elétrons,
regenerando a enzima apos a reagao com ¢ substrato [69].

As enzimas de-hidrogenases formam o maior grupo de enzimas redox
conhecido atualmente e diferem das oxidases, por necessitarem de um cofator
fisiolégico sollvel, que podem ser um aceptor de elétrons (NAD*/NADP*) ou um
doador de elétrons (NADH/NADPH). Cerca de 250 enzimas dependem do par
NAD*/NADH e cerca de 150 de NADP'/NADPH. Assim, um dado susbstrato
poderia ser determinado através de sua reagdo com o NADP* ou NAD" e entdo o
NADPH ou NADH poderia ser monitorado através da sua reoxidagio
eletroquimica.

Contudo, a necessidade de aplicagdo de um sobrepotencial elevado para
oxidagao direta do NAD(P)H [133] limita sua aplicacdo para fins praticos, pois
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permite  reagbes paralelas, provocandc interferéncias no sistema e
envenenamento da superficie do elefrodo. Um caminho para solucionar este
problema e a utilizagdo de mediadores imobilizados sobre a superficie de
eletrodos, constituindo, assim, os chamados eletrodos quimicamente modificados
(EQM). Estes tem como propriedades o deslocamento do potencial de oxidagao
de NAD(P)H para regides onde ocorre minimizagio de interferentes, melhora na
transferéncia de elétrons, além de aliar seletividade, sensibilidade com um baixo
custo de analise. A imobilizagéo de mediadores de elétrons para a eletroxidagao
do NADH, tem sido extensivamente investigada nas ultimas duas décadas

{69;134], haja visto o grande numero de enzimas NADH dependentes.

.7 ELETROOXIDAGAQ DE NADH

Devido a sua importancia como cofator de varias enzimas que promovem
reagbes de interesse analitico, além da sua fungéo de transportador de elétrons
em células vivas, o mecanismo envolvendo a eletrooxidagao do NADH vem sendo
muito estudado [17; 135-138]. A eletroquimica, aliada a outras técnicas tais como
espectroscopia, tem sido uma poderosa ferramenta na compreensao das reagoes
envolvidas sobre a superficie dos eletrodos sélidos e quimicamente modificados
para a oxidag&o do NADH. As técnicas eletroquimicas mais comumente utitizadas
para tais estudos sdo as voltamétricas e amperométricas as guais, em muitos

casos, sao empregadas juntamente com eletrodos de disco rotatorio.

1.7.1 Eletrooxidacdo Direta de NADH (Eletrodos nio modificados)

A oxidacdo do NADH em meio aquoso, sobre a superficie do eletrodo
depende do material do eletrodo utilizado, e requer um alto valor de potencial
aplicado. Usando a técnica de voltametria ciclica, um tnico pico de oxidacdo foi
cbservado em torno de 0,4; 0,7 e 1V vs. ECS (eletrodo de calomelano saturado),
para eletrodos de carbono, platina e ouro, respectivamente [133; 139]). A pior
definicao do pico de oxidagio ocorre quando se utiliza eletrodo de platina [140]. As

reacoes envolvidas nesses tipos de sistemas séo imeversiveis, decorrentes da
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adsor¢ao dos produtos gerados durante o processo de oxidagdo do NADH sobre a
superficie do eletrodo.

O mecanismo proposto para a eletrooxidagdo do NADH é do tipo
eletroquimico-quimico-eletroquimico (ECE) [141-146], como mostra o esquema a

seguir.

NADH —» NADH" + ¢ etapa (1)
NADH®" - NAD" + H* etapa (2)
NAD®* - NAD" + e etapa (3)

O alto valor de sobrepotenciat observado durante a oxidacao eietroquimica
direta do NADH sobre a superficie do eletrodo & atribuido ac elevado potencial da
formacgao do cation radical {etapa limitante):

NADH — NADH™ + e

A desprotonacdo da segunda etapa pode ser considerada como
imeversivel, devido a alta acidez estimada para o cation radical, pK, ~ -4, com

rapida velocidade de desprotonacéo, ky™ > 10° s [147].

K +

H
NADH" —» NAD® +H'

Uma possivel dimerizacdo do radical NAD® durante a formacio de NAD"

[19; 143] tem sido proposta,

2 NAD* —Z 5 NAD,
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com uma constante de dimerizagao muito alta, ks, na ordem de 10°%-10” moi! L g™
[133; 148-150]. A formagao de NAD" ocorre, posteriormente, através da oxidacao
de dimeros;:

NAD; 5, 2NAD" +2 e
Outra reacédo que pode estar envolvida é:
NADH" + NAD* <> NADH + NAD"*
Estas oxidagdes ocorrem sobre superficies metalicas ou de carbono e sao
altamente irreversiveis, isto porque, ocorre adsor¢do dos produtos gerados sobre
o eletrodo.

A Figura 2 mostra um resumo da oxidagdo eletroquimica do NADH,
apresentada em uma revisao feita por Gorton et al. [28].

NADH + NAD*

AG°'=-180 kJ /mol | + NAD"

H* -e

NADH € . NaDH*—H _ nap- NAD*
E=07V Pk~ 4 =116V
ks=8.107 mor'L 5] *+ NAD
NAD,
E1f2: -0,1V

Figura 2. Resumo das etapas da oxidagio eletroquimica do NADH. O potencial dado &
referente ac ECS, em pH 7,0
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I.7.2 Eletrodos modificados

Existem duas formas para diminuir o sobrepotencial necessario para a
eletrooxidacdo do NADH, uma delas é através do tratamento da superficie do
eletrodo e a outra € pela imobilizagdo de mediadores sobre a superficie do

eletrodo 0s quais serdo abordados a seguir.

|.7.2.1 Tratamento da superficie do eletrodo

Blaedel e Jenkins [139], mostraram a possibilidade de diminuir o
sobrepotencial da eletrooxidagido do NADH através do pré-tratamento do eletrodo,
sendo mais pronunciado quando se ufiliza o eletrodo de carbono. Este fato foi
atribuido a grupos oxigenados presentes sobre a superficie do eletrodo em uma
forma equivalente a quinona, cujo mecanismo foi proposto anos mais tarde por
Samec e Elving [133], como mostra a Figura 3. Neste mecanismo, o proton da
posicdo C(4) do NADH é transferido a uma terceira espécie aceptora de protons,
molécula de H,0, através da formagao de uma ligagao intermediaria com o atomo

de oxigénio da superficie do eletrodo.

]cr
i
e}

|

Wm
Z
T
L]
T

O + H30"+ NAD

Eletrodo
|
=]
Y
=
Eletrodo
—
]
I}
(@]
1
=
Eletrodo
|

—_— NADH - —
Figura 3. Etapa da transferéncia do proton, proveniente da oxidagdo do NADH, para

molécula de H,O [133]

Apesar do potencial aplicado nos eletrodos tratados ser relativamente
menor que aqueles aplicados nos eletrodos nao tratados, os primeiros apresentam
baixa estabilidade, a qual pode ser resultado do bloqueio efou passivagac da
superficie do eletrodo, devido aos produtos gerados durante a oxidagdo do NADH.
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Por outro lado, efetuando adequadamente os processos de pré-tratamento e
condicionamento do eletrodo é possivel a obtengéo de resultados reprodutiveis
[142; 145; 151], entretanto, este tipo de procedimento nao torna o eletrodo seletivo
para a oxidagao do NADH.

A partir dos estudos de Blaede! e Jenkins [139], varias quinonas e seus
derivados foram imobilizadas em superficies de eletrodos com o intuito de diminuir
o potencial da oxidagido do NADH e melhorar a seletividade do eletrodo.

1.7.2.2 Imobiliza¢do de mediadores

O processo de imobilizagao tem um papel fundamental nas caracteristicas
de sensores e biossensores, uma vez que esta relacionada com a orientacio e
proximidade das moléculas de mediador a superficie do eletrodo, podendo
favorecer ou ndo a transferéncia de elétrons. Dependendo da metodologia
empregada para a imobilizago, esta pode afetar nas caracteristicas da resposta
do eletrodo, tais como: constante de ligagao do substrato, velocidade maxima da
reacdo, pH otimo, sensibilidade e estabilidade. A imobilizacio deve ser realizada
de tal forma que a espécie ativa esteja em contato intimo com o eletrodo,
mantendo sua atividade, proporcionando livre difusdo de substratos e produtos na
camada biocatalitica. Do ponto de vista analitico, a vantagem da imobilizagdo da
espécie ativa (mediador ou enzima) € a possibilidade de sua reutilizacao com
diminuicao no custo por analise, maior estabilidade, maior sensibilidade e menor

interferéncia de compostos indesejaveis [152].

1.8 MEDIADORES PARA A ELETROOXIDAGAO DO NADH

G primeiro trabalho descrito na literatura utilizando eletrodo modificado
capaz de diminuir o sobrepotencial de eletroxidagdo do NADH foi descrito por Tse
e Kuwana [153], os quais imobilizaram 3,4-di-hidroxibenzilamina (derivado da
quinona) sobre a superficie de eletrodo de carbono vitreo. Tal & a importancia
deste estudo, que crescente nimero de publicacbes sobre eletrodos modificados
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com mediadores para a eletrooxidagdo do NADH tém resuitado em um ndmero
consideravel de revisdes [17; 28; 36; 68; 120-121].
Os mediadores servem como uma ponte transferindo elétrons provenientes
da oxidagao do NADH para o eletrodo de forma mais rapida, além de possibilitar a
diminuicao do sobrepotencial requerido, e na maioria dos casos, aumentando a
seletividade do eletrodo ao NADH. Uma representacédo esquematica dos eletrodos
modificados para a oxidacao de NADH € mostrada na Figura 4.
Entre algumas das caracteristicas basicas que um composto deve apresentar
para ser empregado como mediador redox para a eletrooxidacao de NADH, pode-

se destacar:

- Rapida transferéncia de elétrons entre o mediador imobilizado e o eletrodo
(ks).

- Alto valor de constante gliobal de velocidade de reagao (kous)-

- Boa reversibilidade.

- Estavel na forma oxidada e reduzida.

- O potencial formal deve ser baixo, de tal forma que o sobrepotencial
requernido para oxidacao do NADH seja reduzido. O intervalo de potencial
considerado 6timo para a detecgao amperométrica de NADH varia de -0,1 a
0,0 V vs. ECS [121]; pois nesta regido de potenciais, as interferéncias

eletroquimicas sdo minimizadas.

Superficie
modificada solucdo
A A

4 Y ™
. »NAD'

NADH

Ele‘srodo
VAL RN

Figura 4. Representacdo esquematica da oxidagdo do NADH utilizando eletrodo
modificado com mediador. My, mediador oxidado; M..q: mediador reduzido
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Os mediadores usados podem ser classificados em dois tipos [135]:
compostos que aceitam apenas elétrons, e compostos que aceitam elétrons e
protons. Estes dltimos englobam os compostos orto e para-quinonas,
quinonaiminas, fenilenodiaminas, flavinas, dentre outros. A constante global de
velocidade de reagdo, kes, devido a eletrooxidagio do NADH para os eletrodos
modificados com mediadores que aceitam dois elétrons e um ou dois prétons, em

geral, é superior aqueles que aceitam apenas elétrons [17; 69; 120].

.9 TIPOS DE MEDIADORES UTILIZADOS NA MODIFICACAO DOS
ELETRODOS PARA NADH

Mediadores adequados para a oxidacdo do NADH devem ter estruturas que
permitam a transferéncia de prétons e elétrons do NADH para a forma oxidada do
mediador, cujo mecanismo pode ser resumidamente representado pela Figura 5
[17; 154].

< ()

Figura 5. Mecanismo geral proposto para a eletrooxidacdo do NADH utilizando mediador,
onde (X=0,8)e(Y=N)

Varios pesquisadores tém utilizado mediadores com estruturas semelhantes
aos mostrados na Figura 5, porém com um maior nimero de anéis aromaticos,
desta forma ha uma melhora significativa na estabilidade do eletrodo para a

eletrocatalise do NADH. Dentre esses mediadores uma série de compostos
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organicos derivados da fenotiazina, fenoxazina, fenazina e flavinas tém sido
usados (Figura 6).

Os valores do E°" dos eletrodos modificados com corantes organicos por
ligagao covalente [155; 156} e por eletropolimerizacao [157-158], sdo dependentes
do pH da solugao. Estes materiais sao bastante estaveis, e quando imobilizados
sobre rmateriais inorganicos, tais como silica gel modificada com dxido metalico ou
fosfato de zirconio; verificou-se mudangas no valor do E° para regides mais
positivas, além do £°° independente do pH da solugao [59; 159]. Esta mudanca do
E® foi atribuida & acidez da matriz.

Gorton [17] verificou que existe uma correlagio entre o £E°° do mediador
com a velocidade de reagac da eletrooxidagcdo do NADH, para os corantes
organicos, como pode ser observado na Figura 7. Nesse sentido, muitos
pesquisadores buscam encontrar mediadores e métodos de imobilizacdo que

resultem em E°° na regido considerada ideal de trabalho.

FENAZINA FENOXAZINA
CH, I
X )
W
CHa (CHy); 5

vermelho neutro Azul de Meldola

FENOTIAZINA FLAVINA

1104

H
( I/ (|:5
N N
. o
(CHa)e N(CHz)2 %
Verde de metileno N
o]

Ribofiavina

Figura 6. Estruturas de derivados de fenazina, fenoxazina, fenotiazina e flavinas

Filavinas vém sendo imobilizadas sobre a superficie de diferentes tipos de
eletrodos soélidos, tais como: ouro, platina e carbono, cujo valor do £°” em funcéo
do pH da solugdc apresenta comportamento semelhante da flavina em solugéo
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[40; 160; 129]. No entanto, alguns trabalhos [52-53] t8m mostrado que o valor do
E” da flavina quando imobilizada sobre fosfato de Zr ou Ti, incorporada em
eletrodo de pasta de carbono, desloca para regibes mais positivas quando
comparado com seu valor em solugo. Outro fato bastante interessante é gue o
E°" ¢ independente do pH da solugdo. A mudanc¢a do valor de E° da riboflavina
decorrente da imobilizacdo, assim como a independéncia de seu valor em fungao
do pH da solugéo pode fornecer informagdes preciosas, uma vez que, possibilita
estudar a influéncia do pH sobre a velocidade de reagéo entre fiavina e NADH [52;
121; 161].

-~
n

- w -
o n o
n 1 1
-
L]
-4
- —
™ f:4)
-

logk,, dm’mol 5™}
N

-
[
1

»
ﬁ'\

@

i « %
e @
T T T -T T T T T
450 00 -aso 300 250 200 150
E° imV vs. ECS

Figura 7. Variagdo da constante global de velocidade de reacdo em fun¢do do potencial
formal dos derivados de fenoxazina em 0,25 mol L' de tampéo fosfato, pH 7:
(a) 7-dimetilamino-1 2-benzofenoxazinio (azul de meidola); (b) 1,2 -benzofenoxazina-7-
ona; (c) 3-hidroxifenoxazina-7-ona  (Resorufin); {d) 3-amino-7-dietilamino-1,2-
benzofenoxazinio (azul de nilo); (e) acido 7-dimetilamino-4-hidroxi-3-0xo-3 H-fenoxazina-
1-carboxilico (galocianina); {f) 3,7-bis(dimetilamino)fenoxazinio (metil azul de capri); {g)
3,7-bis(dietilamino)fenoxazinio (etil azul de capri) [17]

Outra classe de mediador pouco explorada por métodos eletroquimicos
para a eletrooxidagdo do NADH ¢é a pirrologuinolina quinona [162-165], PQQ, que

assim como as flavinas, € um cofator importante de varias enzimas
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de-hidrogenases [166-168]. Da mesma forma que as quinonas, este composto
apresenta boa atividade eletroquimica e alta estabilidade, e tem sido imobilizado
sobre a superficie do eletrodo juntamente com enzimas [169] e anticorpos [170]. O
grupo de Willner tem imobilizado a PQQ covalentemente ligada a superficie do
eletrodo de ouro medificada com monocamada de cisteamina. A PQQ imobilizada
apresenta capacidade de eletrooxidar o NADH e esta propriedade eletrocatatitica
aumenta consideraveimente na presenca de ions Ca®* [171}].

Através de outros trabalhos, como o de Pariente ef al. [172] também é
possivel observar um significativo aumento da corrente eletrocatalitica da
oxidacdo do NADH na presenca de ions Ca** e Mg®*, utilizando como mediador,
filme de derivado de 3,4-dihidroxibenzaldeido eletrodepositado sobre a superficie
do eletrodo de carbono vitreo. Nesse mesmo sentido, Cai e Xue [173] utilizaram
elerodo de carbono vitreo modificado com poli(azul de toluidina) usando
diferentes cations (Mg%*, Ca®*, Co?, Ni¥*, Ba®*, K*, Na* e NHs"). O maior aumento
na propriedade eletrocatalitica foi observadc apenas para ions Mg2+ e Ca?,
aumento de cerca de 2 vezes em relagaoc a catalise na auséncia destes ions. Cai e
Xue [173] concluiram que esse efeito dos ions deve ser um processo semelhante
ao descrito por Katz, ou seja, a formagdo de um compiexo ternario durante o
processo de transferéncia de carga & responsavel pelo aumentc na corrente
eletrocatalitica de oxidagdo do NADH, do mesmo modo, houve um aumento na
estabilidade do eletrodo na presenca desses ions. A forma como esses cations
divalentes atuam no aumento da propriedade eletrocatalitica do NADH ainda nao
esta totalmente esclarecida.

Como pode ser observado, existe na literatura uma ampla variedade de
mediadores que, com o desenvolvimento de novos métodos de imobilizagdo, tem
possibilitado a constru¢do de novos tipos de configuragbes de eletrodos
modificados para NADH.

Baseado nestes aspectos apresentados até aqui, esta Tese teve por
finalidade enfatizar a importancia do estudo de flavinas em diferentes suportes,
buscando o entendimento e a compreensdao dos efeitos destes suportes no

comportamento eletroquimico destes compostos. Além disso, outra proposta deste
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trabalho, € uma investigacdo das propriedades eletrocataliticas de diferentes
sistemas empregando flavina imobilizada frente & solugdes de NADH.

Outro ponto importante deste trabalho é a investigacdo do comportamento
da eletrooxidagao catalitica do NADH empregando o-fenilenodiamina imobilizada e
um aprofundamento no estudo do mecanismo desta reacao, empregando as
metodologias dos estudos de cinética de reacéo.

E importante ressaltar que, devido as dificuldades observadas pelos
pesquisadores ao se trabalhar com a o-fenilenodiamina, existem poucos trabalhos
na literatura envolvendo este composto. Desta forma, este trabatho ilustrara as
suas potencialidades e contribuira para que futuras aplicagGes empregando este

composto sejam feitas.

32



TESE DE DOUTORADO

II. OBJETIVOS

33




Il, Objetivos

ii. OBJETIVOS

O objetivo deste trabalho foi o de caracterizar eletroquimicamente
diferentes compostos organicos eletroativos, tais como: riboflavina (RF), flavina
adenina dinucleotideo (FAD) e o-fenilenodiamina (FDA) os quais foram
imobilizados em diferentes matrizes inorganicas.

Além destes aspectos, a tentativa de elucidar o mecanismo de transferéncia
de elétrons/protons entre estes mediadores e o NADH, foi o foco principal deste

trabalho de Tese.

Desta forma, o projeto teve os seguintes objetivos:

1) Promover a modificagéo da silica gel ou matenat sol-get com éxido de nidbio ou

fosfato de nidbio,

2 ) Estudar o comportamento eletroquimico dos sistemas a base de riboflavina
(RF), flavina adenina dinucleotideo (FAD) e o-fenilenodiamina (FDA)
adsorvidos nas diferentes matrizes e misturados em pasta de carbono;

3 )} Avaliar os efeitos de acidez, area superficial e porosidade, das matrizes
empregadas sobre o comportamento eletroquimico dos diferentes sistemas;

4 ) Avaliar a cinética da transferéncia de elétrons entre as espécies imobilizadas e

o eletrodo;
5 ) Estudar a oxidagao eletrocatalitica do NADH, usando os eietrodos modificados
6 ) Determinar os pardmetros cinéticos da oxidagdo eletrocatalitica do NADH

frente aos sistemas desenvolvidos, empregando eletrodo de disco rotatério.
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lll. PARTE EXPERIMENTAL

1.1 Reagentes

Antes de ser utilizada a silica gel (Fluka) com diametro médio dos poros de
6 nm, com tamanho de particulas entre 0,050-0,200 mm (Merck) e area especifica
de 520 m? g™, foi ativada durante 2 horas a 150°C. O procedimento de modificagéo
da superficie da silica gel com éxide de niébio (V) sera descrito posteriormente.
Esta matriz, denominada (SN), foi numa etapa seguinte enxertada com fosfato
(SNP) e o procedimento também sera descrito adiante. Alem desta matriz,
também foi utilizado nesta Tese, um material modificado com 6xido de nidbio V
obtido pelo processo sol-gel, cuja obtengio também sera descrita adiante, o qual
foi denominado (SNsoigel). Este material foi numa outra etapa enxertado com
fosfato e denominado de (SNPso.gel).

Os reagentes, grafite em po6 (Aldrich), éleo mineral (Nujol), riboflavina - RF
(Sigma), flavina adenina dinucleotidec - FAD (Sigma) e o-fenilenodiamina - FDA
(Sigma) eram de pureza superior a 98 % e foram utilizados sem tratamento prévio,
bem como os demais reagentes descritos abaixo:

- B-nicotinamida adenina dinucleotideo (NADH) na forma reduzida 98 % (Merck).
O coeficiente de absortividade molar do NADH a 340 nm [52] & de 6600 M cm™,
o qual foi utilizado para conferir a concentragao real do NADH em solug&o durante
a realizacio dos experimentos.

- Solugdes Tampdes: HEPES (Sigma), PIPES (acido 1,4-piperazina-dietano
sulfénico) (Sigma), TRIS 99% (Sigma), Na;HPO, (Synth), NaH,PO4 (Synth).

- Eletrélitos de suporte: NaCl (Nuclear), NaNO3; (Nuclear), Na;SO4 (Nuclear),
NaClOs (Merck), KNO; (Nuclear), LINO; (VETEC), NHiNOz (Nuclear),
CaNOQO3.4H;0 (Synth)

- Acido e base para ajuste de pH das diversas solugdes: HCI (Merck), HNO;
(Merck), NaOH (VETEC), LiOH (HACH), NH,OH (Nuclear) e H3PO4 {Synth). O pH
das solugbes foi ajustada sempre utilizando o acido ou a base contendo o ion

comum do eletrélito de suporte empregado.
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Agua purificada pelo sistema Milli Q foi utilizada no preparo das solugdes.
1i.2 Equipamentos

- A quantidade de nidbio ou fosfato depositada sobre as diferentes matrizes
inorganicas utilizadas, foi determinada por fluorescéncia de raio X, empregando
um espectrometro modelo Tracor 5000 da Spectrace.

- Um aparelho da Micrometrics Instrument Corporation, modelo FlowSorb
2300, foi empregado para determinar a area superficial especifica das diferentes
matrizes.

- Os didmetros médios dos poros, para os diferentes materiais, foram
determinados empregando-se um analisador de poros e area superficial ASAP
2010 da Micrometrics Instrument Corporation.

- Um Potenciostato modelo PGSTAT30 (EcoChemie) da AUTOLAB®
interfaceado a um microcomputador (Software : GPES 4,8), foi empregado para as
medidas eletroquimicas;

- Um Potenciémetro Corning 350 e um eletrodo de vidro combinado, foram
empregados para o ajuste do pH das diferentes solugdes.

- Um Analisador Elementar 2400 CHN, Perkin Elmer, foi utilizado na
determinacédo do teor de flavinas ou fenilenodiamina estudadas nos diferentes

experimentos realizados.
HI.3. Modificacdo da superficie da silica gel com éxido de niébio (V)

Para a modificacdo da superficie da silica gel esta foi previamente ativada
em estufa a aproximadamente 100° C por 4 horas.

Pesou-se 22 g de pentacloreto de nidbio (NbCls) o que equivale a 0,081 mol os
quais foram lentamente dissolvidos em 40 mL de etanol anidro. Apds esta etapa
foi adicionado 300 mL de tetracloreto de carbono a esta solugao.

Na sequéncia foram adicionados cerca de 50 g de silica ativada e a mistura
resultante foi refluxada por 20 horas sob agitagéo constante [174]. O produto da
reacao foi filirado, lavado com tetracloreto de carbono e etanol e, entao, seco por
4 horas a temperatura de 140° C. O material seco foi imerso em agua bidestilada
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por varias horas para que fosse hidrolisado. O produto final foi seco a temperatura
de 100 °C por 4 horas.

Este material foi denominado de SN.

A Figura 8 ilustra o sistema utilizado durante a modificagéo da superficie da
silica gel com éxido de nidbio (V).

| i itador mecéanico
—
‘ f\/

— Baldo de trés bocas

I ‘
\\_\ / /- » Manta de aquecimentc

Figura 8. Sistema empregado durante o processo de modificacéo da superficie da silica
gel com éxido de niébio (V)

lll.4 Material modificado com 6xido de niébio V obtido pelo processo sol-gel

Este material foi fornecido pelo Prof. Dr. Yoshitaka Gushikem do
Departamento de Quimica Inorganica do IQ/UNICAMP e o procedimento
experimental desta sintese é descrito na literatura [175).

Nesta Tese, este material foi denominado de SNsoige.

1i.5 Enxerto de fosfato sobre a superficie de SN e SNsoigel

A 25 mL de uma soluggo de H;PO, 0,1 mol L™, adicionou-se 1 g do material
original, SN ou SNsqge, € manteve-se esta mistura em repouso, a temperatura
ambiente, por cerca de 2 horas. Apos esta etapa, a mistura foi filtrada e o material
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obtido foi lavado exaustivamente com agua deionizada para retirar o excesso de
acido, até neutralizacgao.
Os materiais obtidos foram denominados SNP e SNPsoigel,

respectivamente.

Il1.6 Caracterizagao dos materiais modificados com éxido de niébio {SN e SNqoige)
e enxertada com fosfato (SNP e SNP).ge)

Na quantificagao de nidbio sobre a silica gel modificada, por fluorescéncia
de raio X de energia dispersiva, foram preparados padroes utilizando-se silica gel
(230-400 mesh) e éxido de nidbio (Nb,Os). E importante a homogeneizacio da
amostra (uniformidade da granulometria) devido a sensibilidade da analise por
fluorescéncia de raio-X depender do tamanho das particulas, no sentido de
diminuir os desvios nas medidas de intensidade de raioc X (contagem por segundo
(CPS)).

Utilizou-se nesta etapa do trabalho um espectrémetro modelo Tracor 5000
da Spectrace.

As condictes de irradiagio para quantificar o niébio seguiram os seguintes
parametros:

Voltagem no tubo de raios X: 30 kV
Corrente no tubo de raios X: 0,02 mA
Filtro: fino
Tempo de irradiacédo: 100 s

Atmosfera: ar

O material sol-gel (fornecido pelo Prof. Dr. Yoshitaka Gushikem) ja havia
sido caracterizado quanto a quantidade de nidbio e as condigbes de imadiacao
para quantificar este metal foram as mesmas empregadas para a silica gel
modificada.

Na quantificagéo de fésforo foram preparados padroes utilizando-se fosfato
de sodio previamente seco a 100°C e os parametros otimizados de irradiacao para
a determinacéo de P foram os seguintes:
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Voltagem no tubo de raios X: 10 kV
Corrente no tubo de raios X: 0,05 mA
Filtro: nenhum
Tempo de irradiacéo: 100 s

Atmosfera: vacuo

O uso de vacuo se justifica na quantificagao de elementos leves (fésforo) ja
que seus coeficientes de absor¢do para raio X sdo baixos. Com isso, para
melhorar a eficiéncia da interacido deve-se remover qualquer empeciiho ao feixe,
incluindo atomos e moléculas presentes no ar.

Ainda como parte da caracterizagdo da matriz foram determinadas as areas
superficiais para a silica gel pura e modificada com éxido de niobio através do
método BET de multipontos, utitizando-se um aparelho da Micrometrics Instrument
Corporation, modelo FlowSorb 2300.

1.7 Imobilizagdo da riboflavina sobre SN, SNP, SNscigel € SNPsolges

A 25,0 mL de uma solugio aquosa de RF 0,01% (mfv) foram adicionados
200,0 mg da matriz previamente preparada. A mistura foi mantida sob agitagao por
cerca de 2 horas a temperatura ambiente e o material obtido, de coloragao
fortemente amarela foi filtrado e !avado 10 vezes com agua deionizada.
Finalmente o sélido contendo a riboflavina imobilizada foi seco a 50° C por 30
minutos. Estes materiais foram denominados como: SNRF, SNPRF, SNRFsogel ©
SNPRFsoi-gei-

l11.7.1 Imobitizacdo de FAD scbre SN

O procedimento descrito no item anterior foi empregado para a imobilizacéo
de FAD sobre a superficie de SN. O material obtido foi denominado de SNFAD.
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(1.7.2 Imobiiizagdo de o-fenilenodiamina (FDA) sobre SN

A 25,0 mL de uma solug@o de FDA 0,02% (m/v) foram adicionados 200.0
mg de SN. Esta mistura foi mantida sob agitacdo por cerca de 2 horas a
temperatura ambiente. Apds esta etapa, a mistura foi filtrada e o material obtido,
de coloragéo levemente amarela, foi seco & temperatura ambiente e armazenado
em dessecador. Este material foi denominado de SNFDA.

I11.8 Caracterizagdo da riboflavina adsorvida nas diferentes matrizes

Para a analise do teor de riboflavina adsorvida nas diferentes matrizes,
utilizou-se uma massa de 5,0 mg do material a ser analisado e os resultado serao
mostrados adiante.

Utilizou-se nesta etapa um Analisador Elementar CHN 2400 da Perkin
Elmer.

Através deste mesmo procedimento experimental os materiais SNFAD e
SNFDA também foram caracterizados.

1.9 Célula Eletroquimica e Eletrodos

As medidas eletroquimicas foram realizadas em uma célula de vidro
contendo seis orificios: trés para os eletrodos, um para entrada, um para saida de
gas (N2 de alto grau de pureza) e um para adigdo de reagentes, como pode ser
observado na Figura 9.
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Figura 9. Representagdo esquematica da cela eletroquimica. Entrada de gas na superficie
(1) e na soiugdo (2), eletrodo auxiliar (3), eletrodo de trabalho (4), eletrodo de referéncia
(5) e local de injegdo da amostra (6)

Estas medidas foram realizadas num potenciostato modelo PGSTAT 30 da
Autolab.

A pasta de carbono para a maioria dos estudos realizados, foi preparada a
partir da mistura de 10 mg de grafite, 15 mg de modificador (silica + espécie
eletroativa) e 40 pl de dleo mineral para a obtengio de uma mistura homogénea.
Esta pasta foi colocada na cavidade do eletrodo de trabalho com profundidade de
0.1 cm e didmetro interno de 0,4 cm, ilustrado na Figura 10.

O eletrodo contendo a pasta de carbono foi polido sobre a superficie de
papel sulfite até a obtengéo de uma superficie lisa.

O eletrodo auxiliar utilizado consistiu de um fio de platina em forma de
espiral e como eletrodo de referéncia utilizou-se um eletrodo de calomelano
saturado (ECS). Antes de cada experimento, a solugéo de frabalho foi borbulhada
com N e, durante a realizagio do mesmo, o fluxo de gas foi mantido apenas
sobre a superficie da solucio.
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- flode Ni/Cr
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Figura 10. Representagéo esquematica do eletrodo de trabalho (pasta de carbono)

As medidas para o estudo da cinética do processo eletrocatalitico do
NADH, envolvendo variagdo da velocidade de rotacdo do eletrodo, foram
realizadas utilizando-se um eletrodo de disco rotatério, conforme ilustrado na
Figura 11.

Este eletrodo foi construido na Oficina Mecénica do IQ/UNICAMP, e é
constituido de um bastdo de Teflon cilindrico de 13 mm de didmetro, contendo
uma cavidade na paite inferior com fundo de grafite pirolitico, que por sua vez é
ligado intemamente a parte superior do tubo por uma mola de metal. Esta parte
metalica faz contato elétrico € mecanico com o sistema rotatério do aparelho,
prendendo-se por um parafuso lateral. Este eletrodo foi acoplado a um aparelho
de rotagao controlada, modelo 101 Industrial da Pine Instrument Company.

inicialmente a cavidade deste eletrodo era preenchida pela pasta de
carbono contendo a SNFDA e para a determinagzio de I" (cobertura da superficie
do eletrodo com os mediadores de elétrons, em mot cm™), que & um parametro
muito importante na determinagio das constantes cinéticas da reacdo entre o
mediador imobilizado e o NADH, empregou-se voltametria ciclica a velocidade de
varredura de 10 mV s em 5,0 mL de solugao tampao fosfato 0,1 mol L™, pH 7,0.

Apos esta etapa, preparou-se uma solugdo estoque de NADH na
concentragéo de 0,05 mol L e adicionou-se 20 pul desta na cela eletroquimica

contendo a solugio tampao fosfato. A partir deste ponto, variou-se a velocidade de
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rotagéo de 30 a 400 rpm e com dados obtidos construiu-se uma curva do inverso
da corrente eletrocatalitica em fungéo do inverso da raiz quadrada da velocidade
de rotacao, a fim de se determinar o kws (constante global da reagao) para uma
primeira concentracao de NADH neste valor de pH (7,0).

Na seqiiéncia, adicionou-se novamente, 20 ul de NADH, e repetiu-se o
procedimento descrito acima, a fim de se determinar as demais constantes
cinéticas da reagdo a pH 7,0.

Estes estudos foram realizados num intervalo de pH de 5,0 a 8,5 e para
todos estes valores, determina-se inicialmente o I' e repetia-se as demais etapas

como descrito acima.

Parafuso que prende
o suporte metalico ao
aparelho de rotagio

Suporte metalico

Suporte de Teflon™

Compartemento
reservado i pasta
de carbone

Figura 11. Eletrodo utilizado nos estudos de disco rotatorio

I11.10 Otimizagao da preparagao do eletrodo de trabalho par planejamento fatorial

Um planejamento fatorial 2% (estudo de 3 fatores em 2 niveis de resposta)
foi empregado a fim de otimizar a preparacédo do eletrodo de pasta de carbono
contendo RF imobilizada, utilizando-se para tal diferentes procedimentos de
preparacio deste eletrodo. A importancia deste estudo € que este eletrodo
otimizado seria empregado, numa etapa posterior desta Tese, na caracterizagéo
eletroquimica da RF imobilizada.
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Neste estudo, foram utilizados eletrodos de pasta de carbono contendo RF
imobilizada em silica gel modificada com 6xido de nidbio (SNRF) para a obtencéo
de sinal analitico através de voltametria ciclica (VC) no intervalo de potencial de
60020 mVav=20mVs'em solugdo de NaNO; (pH 7,0), de onde foram obtidas
as respostas da corrente de pico anddico (Ip,) para o planejamento fatorial 2°.

Os fatores analiticos estudados foram: a relagéo entre as quantidades de
grafite e silica modificada contendo a RF imobilizada (denominado fator
propor¢ao), a forma de preparagéo dos eletrodos (fator mistura) e a concentragio
do eletrolito suporte (fator concentracio).

Diferentes procedimentos de preparagio do eletrodo de pasta de carbono
foram realizados sendo variadas as proporgdes entre grafite e SNRF nos
seguintes valores: 50% de grafite / 50% de SNRF (nivel -) e 40% de
grafite / 60% de SNRF (nivel +); na mistura entre estes dois reagentes, onde, no
primeiro caso, misturou-se inicialmente, grafite e SNRF e apds isto adicionou-se o
6leo mineral {mistura 1, nivel -) e num segundo processo, preparou-se
inicialmente, uma pasta com grafite e 6leo mineral e posteriormente adicionou-se
a SNRF (mistura 2, nivel +). Finalmente, as respostas foram obtidas em solucac
de NaNO; nas concentragdes de 0,1 mol L™ (nivel -) e 0,5 mol L' (nivel +).
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IV. RESULTADOS E DISCUSSOES
IV. 1 Caracterizacao dos Materiais

A modificacdo da superficie da silica gel com 6xido de nidbio ocorreu de
acordo com o procedimento descrito na literatura [174], onde, nesta reagao, o
pentacloreto de nidbio foi dissolvido em alcool etilico, formando o etanoato de
nidbio, o qual é solavel em tetracloreto de carbono, que foi o solvente empregado
nesta reagdo. E importante destacar, que o pentacloreto de nidbio (NbCls) €
insoldvel neste meio.

Os grupos hidroxilas do oxido de nidbio, (=Si0),Nb{OH)s.,, que & o sitio dos
materiais obtidos, sdo0 bem conhecidos por serem acidos, os quais devem ser os
responsaveis pela adsorcdo da RF nestas matrizes. O Esquema 2 ilustra os sitios
de adsorcédo dos diferentes materias (SN, SNP, SNgoget € SNPsogel) €mpregados
nesta tese.
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Esquema 2. Sitios de adsorgdo dos diferentes materiais.
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A quantidade de nidbio aderido sobre a superficie da silica gel, determinada
por espectrometria de fluorescéncia de raio-X, foi 1,4 mmol g™'. Esta quantidade é
maior quande comparada com os resultados descritos na literatura [174], para
outros Oxidos metalicos tais como titanio e zirconio. Entretanto, este valor foi
ligeiramente menor que 1,6 mmol g’ apresentado pelo sistema SNsoge. Esta
diferenca € devida ao processo de imobilizagio de niébio desde que para SN este
metal esta presente apenas sobre a superficie da silica gel, ou seja, o nidbio é
depositado (imobilizado) sobre a superficie da silica gel que & um sdlido.

Por outro lado, a SNsuge € uma matriz preparada, ou seja, temos dois
precursores principais, quais sejam : TEOS (tetraetoxissilano) e NbCls
(pentacloreto de nidbio) dissolvido em etanol, que sao misturados e portanto o
metal deve estar distribuido em toda a matriz, inciuindo também o interior da
mesma, o que justifica a maio quantidade de niébio presente na matriz preparada
pelo processo sol-gel em relagao a SN.

Utilizando também a espectrometria de fluorescéncia de raio X, determinou-
se as quantidades de fosfato presentes nos materiais SNP e SNPsoger, SENdO que
os valores obtidos foram: 1,1 mmol g™ e 0,78 mmol g", respectivamente.

Tendo em vista que a reagdo entre a silica gel modificada com éxido de
niobio (SN} e o grupo fosfato deveria ocorrer na proporgio 1:1, e que os
resultados obtidos experimentalmente conduziram a uma relacdo de
aproximadamente 1:0,8, & possivel afirmar que, a reagéo se processa com boa
eficiéncia. Provavelmente a pequena diferenga entre os valores encontrados para
nidbio e fosfato decorre da inacessibilidade de alguns 4tomos de nidbio peio
fosfato. Para o material sol-gel, a relagio entre a quantidade de fosfato e niGbio
apresenta valor de proporgdo niébio-fosfato de aproximadamente 1:0,5, e isto
pode ser explicado pelo fato de que os atomos de nidbio na matriz soi-gel estao
distribuidos por todo o material e, portanto, aproximadamente a metade dos
atomos de nidbio presentes na matriz sol-gel estaoc no interior do material e
inacessiveis para reagirem com o fosfato. Estas observagdes sugerem ainda, que
provavelmente, os materiais preparados pelo processo sol-gel devem apresentar

diametro médio de poros menores que os materiais preparados pelo processo gel,
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fato este explicado pela dificuldade de interagdo entre o fosfato e o nidbic nos
mesmos.

As areas especificas para a silica gel pura e modificada com éxido de
nidbio foram obtidas pelo método de multipontos BET. Este método baseia-se na
determinacdo da quantidade de gas que é adsorvido formando uma camada
monomolecular na superficie do material analisado. Depois da modificagéo, um
pequeno decréscimo, 49647 m? g™, comparado a area inicial, 52018 m* g™, foi
observado. Este decréscimo esta relacionado ao blogueio dos poros menores da
silica durante o processo de modificagao, assim como a coalescéncia de alguns
poros [174, 176]. A area superficial especifica para a silica sol-gel modificada com
oxido de nidbio apresentou um valor de 703+13 m? g, Este valor é muito atrativo
visando a imobilizacao de espécies eletroquimicamente ativas, entretanto o
namero de sitios ativos também deve ser considerado. A area superficial para as
matrizes fosfatadas (SNP e SNPgq.qe1), apresentaram valores menores (Tabela 3)
que as respectivas matrizes nao fosfatadas (SN e SNgoge). Esta diminuicao se
deve provavelmente a coalescéncia dos poros das matrizes originais.

Outro aspecto importante diz respeito a determinagao do tamanho de poro
dos diferentes materiais (Tabela 3). A silica gel apresentou diametro médio dos
poros igual a 6,0 nm, enquanto o material sol-gel apresentou vaior de 2,4 nm,
sendo que esta diferenga pode influir nas caracteristicas eletroquimicas da RF
imobilizada sobre estes materiais. A discussao sobre este efeito sera abordada
adiante.

A quantidade de RF adsorvida sobre a superficie da silica modificada,
obtida por analise elementar € mostrada na Tabela 3. Os resultados sao proximos
daqueles observados na literatura [177] para sistemas similares. A maior
quantidade de RF adsorvida sobre SNP do que sobre SN é atribuida a maior
quantidade de grupos acidos do fosfato presentes sobre a superficie da silica
modificada com niobio. Isto sugere que a adsorgcédo das moléculas de RF ocorre
preferencialmente nos sitios acidos da matriz, devido aos grupos fosfato. Portanto,
a interacdo acido-base deve ser a responsavel pela imobilizacio da RF sobre a
superficie do material.

53



V. Resultados e Discussies

As maiores quantidades de RF adsorvida sobre silica sol-gel do que sobre a
silica gel é atribuida & maior area superficial dos materiais sol-gel. A interagso da
riboflavina com as matrizes SN e SNsuge Ocorre possivelmente através do
nitrogénio basico da RF e o sitio acido do material (=8i0),Nb(OH)s... Nas matrizes
fosfatadas a interagéo deve ocorrer através do nitrogénio basico da RF e o sitio

acido do fosfato presentes sobre as matrizes.

Tabela 3. Didmetro médio dos poros, area superficial e quantidades de niébio, fosforo e
riboflavina (RF) adsorvidas sobre as diferentes matrizes utilizadas

Material Diametro Area pmolde Nb/ upmolde P/ umol de RF/
meédio dos  superficial g de material g de g terial
poros (nm) (m*g™) material 9 9¢ matena

SN 6,0 4967 1400+£20 - 27+1
SNP 6,0 47117 1400+20 1100120 31+1
SNsolgel 2,4 703+13 1600+20 - 36+1

SNPsoigel 24 665+11 1600120 78015 44+2

UsTesulfados apresentados nesia | abela e has gemais foram oblidos em Irplicala € sac esiimalivas 4o Gesvio padrac

Finalizando esta etapa de caracterizagido dos materiais, propomos como um
etapa futura a determinagdo da acidez dos diferentes (acidez de Lewis e de
Bronsted), a fim de confirmar as discussoes realizadas ao longo deste trabalho,
onde o comportamento eletroquimico da RF imobilizada é avaliado em termos do

efeito da acidez, area superficial e porosidade, dos materiais empregados.

IV. 2. Justificativa para o emprego de diferentes materiais

A imobilizagdo de mediadores de elétrons sobre superficies para produzir
eletrodos quimicamente modificados para uso em eletroanalise, vem sendo
amplamente investigado durante as dltimas duas décadas [63, 178-180]. Eletrodos
modificados com quinonas, flavinas e outras classes de compostos quindicos, tais
como: fenoxazina, estdo sendo amplamente explorados para o desenvolvimento
de sensores [69, 121, 129, 181].
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A importancia de flavinas em catalises enzimaticas tem motivado os
estudos do comportamento eletroquimico de monocamadas ou agregados
contendo flavinas sintéticas [41]. A flavina nucleotideo tem a habilidade Gnica de
transferir um ou dois elétrons e promover a redugao de oxigénio molecular [182].
As flavinas também trabalham como coenzimas redox em muitas transformacdes
biolégicas e, consequentemente, elas tem sido utilizadas como mediadores redox
entre o eletrodo e varias enzimas [183]. Além disso, as flavinas sao mediadores
eficientes para a oxidagéo bioeletroquimica da nicotinamida adenina dinucleotideo
(NADH) [138]. Portanto, ha um especial interesse no estudo da reagdo entre
flavina com NADH [39, 43-44]. Entretanto o maior obstaculo encontrado neste tipo
de estudo é a relativamente, baixa diferenga entre os valores de £ do NADH e da
flavina livre, a qual resulta numa reacdo cineticamente lenta e
termodinamicamente desfavoravel.

Através do desenvolvimento de novos eletrodos modificados, varios
caminhos alternativos tem sido mostrados para mudar o E° de uma
reacao/catalise como um resuitado do processo de imobilizagdo [85, 184).
Diferentes materiais de eletrodo estdo sendo empregados, tais como: diferentes
carbonos, ouro, platina, etc. [38, 185-186]. O material do eletrodo usualmente
afeta o E° das espécies eletroativas [165], e a estabilidade depende do
procedimento de imobilizagdo [161]. Muitas tentativas est&o sendo feitas para
deslocar o E’dos compostos eletroativos para inseri-los dentro do intervalo de
potencial considerado ideal (-100 a 0 mV) com o propdsito de desenvolver
biossensores [165,187] e para aumentar a atividade eletrocatalitica.

Os eletrodos de pasta de carbono sdo os mais utilizados, desde que estas
superficies sdo faciimente renovadas, apresentam baixa corrente de fundo e um
amplo intervalo de potencial de trabalho [188]. Apesar disso, a incorporagéo de
espécies em eletrodos de pasta de carbono ainda necessita ser meihorada,
principalmente do ponto de vista dos aspectos de estabilidade e reprodutibilidade
[189].

Baseado neste contexto, materiais que permitam a imobilizagdo de

mediadores e moléculas biolégicas sao de grande potencial para o©
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desenvolvimento de sensores e biossensores [180]. Varios trabalhos utilizando
zedlitas, argilas, fosfato de zirconio e silica modificada como suportes para
imobilizagéo foram publicados [191-193].

Atualmente, reagentes incorporados sobre a superficie de silica gel e silica
sol-gel tém se tornado um procedimento comum para obtencio de suportes para
catalisadores [61, 194], materiais para empacotar colunas em cromatografia
liquida de alta eficiéncia [195], adsorventes de ions metalicos em solugao [196] e
matrizes para imobilizacdo de varias espécies, tais como enzimas [1 97] e
mediadores de elétron [197]. Esta performance faz da silica uma excelente matriz
a ser utilizada em eletrodos modificados. A silica apresenta algumas
caracteristicas importantes, tais como: rigidez, porosidade e estabilidade quimica,
tornando-as matrizes promissoras para estes propoésitos [120].

O uso de silica quimicamente modificada em uma interface eletrodo-
solugcd@o tem atraido muita atengéo, por explorar a versatilidade da silica gel na
imobilizacdo de diferentes componentes, tais como espécies eletroativas. Silica
gel vem sendo modificada com éxidos metalicos, especialmente Ti(IV), Zr(iv), vV
(V), e Nb(V), resultando em materiais para imobilizagées de mediador de elétron
[61]. As silicas modificadas obtidas com éxidos metalicos ou fosfato sio
conhecidas como bons trocadores idnicos por causa da forte acidez da superficie
do material.

Matrizes fosfatadas apresentam propriedades de troca idnica bem
conhecidas, devido aos seus grupos fosfato [198]. Estes materiais s&o bons
condutores idnicos e materiais acidos [199]. Matrizes fosfatadas tém sido
utilizadas em diversos campos da pesquisa, como catalisadores, em ceramicas,
como trocadores idnicos € como materiais de eletrodo [200]. Em um trabatho
recente [201), a imobilizagio de flavinas, fenazinas, fenoxazinas e fenotiazinas foi
atribufda a uma reagao de troca idnica entre o fosfato de zircénio e estes corantes
organicos.

A modificagdo de materiais sol-gel também vem recebendo grande atencao
para desenvolver novos sensores e biossensores, devido as caracteristicas e

versatilidade do processo sol-gel {175]. O processo de imobilizagao sol-gel é
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simples, versatil e oferece boa retencio das propriedades bioquimicas e de
reconhecimento, aumentando a estabilidade, e podendo também melhorar as
propriedades eletroquimicas das espécies imobilizadas.

Considerando estes aspectos, esta etapa do trabalho descreve o uso de
quatro matrizes para a imobilizagao de riboflavina (RF), onde, o efeito da acidez,
area superficial e porosidade, dos materiais empregados, nas respostas
eletroquimicas, assim como a cinética da transferéncia de elétrons entre a RF e ©

eletrodo, foram avaliados.

IV.3 PARAMETROS REFERENTES A PREPARACAO DO ELETRODO DE
TRABALHO

E importante citar que a preparagdo dos eletrodos de trabalho, a fim de
estudar as propriedades eletroquimicas dos diferentes materiais empregados
nesta Tese, foram otimizados e, os dados obtidos para o sistema EPC/SNRF
foram empregados para os demais sistemas. Neste item serdo mostradas as
etapas da ofimizagdo, bem como um planejamento fatorial 2° realizado com este
intuito.

O estudo da variagdo da porcentagem de SNRF presente na pasta €
itustrado nas Figuras 12 e 13, onde na primeira observa-se um aumento na
intensidade de corrente de pico anddica, sendo o resultado esperado, ja que a
riboflavina € a espécie eletroativa. No entanto, iniciaimente os eletrodos foram
preparados com 60 % (m/m) de SNRF, uma vez que acima deste valor a pasta
nao apresentava boa consisténcia e a superficie do eletrodo mudava com o tempo
devido a perda de material para a solugdo de trabalho.

Além disto, verifica-se na Figura 13 (estudc da porcentagem de SNRF na
pasta em funcdo do AE;), que os eletrodos preparados com porcentagem de
SNRF acima de 60 %, apresentavam uma grande separacéo de picos. A principal
desvantagem na preparagdo de eletrodos com altas porcentagens de SNRF € que
a transferéncia de elétrons é dificultada, devido ao aumento da resisténcia elétrica
da pasta.
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rigura 12. Variagéo da Ipa / pA em fungio da porcentagem de SNRF (m/m) na pasta de
carbono. Solugio de NaNO; 0,1 mol L', pH7.0av=20mV s
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Figura 13. Variagdo do AE, / mV em fungao da porcentagem de SNRF (m/m) na pasta de
carbono. Solugdo de NaNO; 0,1 mol L', pH7,0av=20mVs™
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IV.3.1 .Otimizacdo da Preparagdo do Eletrodo de Pasta de Carbono por
Planejamento Fatorial 2°

Nesta etapa do projeto realizou-se o planejamento fatorial 2% a fim de
otimizar a preparacéo do eletrodo de pasta de carbono.

Embora tenhamos analisado a resposta do sistema em fungdo da
intensidade de corrente de pico anodico (lp.) e AEp, (Figuras 12 e 13,
respectivamente), neste Planejamento Fatorial, utifizou-se como resposta, para
este estudo, a intensidade de corrente de pico anodico (lpa), uma vez que
buscava-se o desenvolvimento de um sensor para NADH (empregando RF
imobilizada sobre SN). Sabe-se que para este propdsito, o parametro analitico
comumente empregado para a caracterizagao de um sensor & a corrente de pico
anddico (corrente de oxidagao) em fungao da concentragcao do analito, neste caso,
o NADH, e desta forma, justifica-se tal escolha.

A Tabela 4 apresenta os coeficientes de contrastes para um fatoriat 2°,
enguanto que a Tabela 5 mostra os resuitados do planejamento fatorial 2° onde o
niGmero entre parénteses € a ordem de realizagao dos ensaios. Para evitar a
ocorréncia de distorcio estatistica nos resultados, isto &, para impedir que emos
atipicos sejam obrigatoriamente associados a determinadas combinagtes de
niveis, os ensaios devem ser realizados em ordem totalmente aleatoria [202].

Conforme descrito na Parte Experimental desta Tese (item I11.10), os fatores
analiticos estudados foram: a relagdo entre as quantidades de grafite e silica
modificada contendo a RF imobilizada (denominado fator propor¢éo), a forma de
preparagio dos eletrodos (fator mistura) e a concentragdo do eletrdlito suporte
(fator concentracao).

A Figura 14 mostra que a melhor condig2o para a obtengao do sinal esta
nos hiveis (+ - +), 0 que corresponde a proporgao 40% de grafite : 60 % de SNRF,
tipo de mistura 1 (grafite + SNRF/dleo mineral) e concentragéo de eletrdlito 0,5 mol
L. Isto demonstra que a resposta aumenta quando a RF estd em maior
propor¢ac na pasta, o éleo mineral deve ser adicionado por Gltimo na preparagao

do eletrodo de pasta de carbono e em solugao de eletrolito mais concentrada.
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Tabela 4. Coeficientes de contraste para um planejamento fatorial 2°

(-) (+)

Fatores: 1: Proporgao (%) 50/50 40/60
2. Mistura (tipo) 1 2

3: Concentragdo (mol L) 0,1 0,5

~ Ensaio "~ FatorA Fator B Fator C

g . - -
2 + - -

3 - + -

4 + + -

5 - - +

6 + - +

7 - + +

8 + + +

Tabela 5. Resultados do planejamento fatorial 2°

Ensaio Resposta 1* Resposta 2* Média Estimativa do
(lpa / pA) (lpa / pA) {lpa / LAY desvio padrio
(Ioa / pA)
- 0@ 0@ P - g
2 1,72 (5) 2,10 (13) 1,91 0,27
3 0,64 (12) 0,66 (1) 0,65 0,01
4 1,15 (3) 1,17 {16) 1,16 0,01
5 0 (10) 0(2) 0 0
6 2,04 (6) 2,41 (11) 2,23 0,26
7 0,76 (7) 0,66 (15) 0,71 0,07
8 1,63 (8) 1,44 (14) 1,54 0.13

* Os experimentos foram realizados em duplicata
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Figura 14. Diagrama para interpretacio dos efeitos proporcio, mistura e concentracao do
eletrolito no planejamento 2°. Os valores apresentados neste diagrama representam a
média das resposta de |, para cada ensaio

A Tabela 6, contém todos os sinais necessarios para o calcuio dos efeitos.
O divisor é 8 para a média, uma vez que esta coluna possui apenas sinais
positivos, e 4 para cada um dos efeitos. Empregando os sinais apropriados como
coeficientes das respostas médias observadas e em seguida aplicando os
divisores, calculou-se os sete efeitos € a média global. Em todos os célculos foram
utilizadas todas as respostas.

Todas as colunas da Tabela 6, exceto a primeira, tém quatro sinais
positivos e quatro negativos. Qualquer efeito, portanto, pode ser interpretado como
a diferenca entre duas meédias, cada uma das quais contendo metade das
observacdes. Chamando de X a matriz 8x8 com os sinais algébricos da tabela de
coeficientes de contraste e com elementos +1 e -1, os efeitos serdo dados, a
menos dos divisores, pelo produto X'y, onde X! & a matriz transpostade X ey éo

vetor coluna contendo as respostas médias dos ensaios.
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Tabela 8. Coeficientes de contraste para um fatorial 2°. A Gltima coluna contém os valores

das médias das respostas (I, / pA) obtidas nos ensaios

Média 1 2 3 12 13 23 123
Global

=)

+ - - -+ + + - 0
+ + - - - - + + 1,91

0,65
+ + - + - - - 1,16

+
|
+
t
1
+
]
+

+ - + - + - - 2,23
- + + - - + - 0,71

+ + + o+ o+

Temos entio:

[+8,19]
+5,47
-0,09

+0,75
Xy = ~2.81
+0,63
+0,11
| —0,01 i

Dividindo o primeiro elemento por 8 e os demais por 4, obtém-se o vetor
dos efeitos:
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y 1 71+ 1,02 —‘
1 +1,37
) -0,02
5 | _+019
| |-070
13 +0,16
23 +0,03
123] [+0.0 |

Os efeitos aparecem no vetor em ordem idéntica a das colunas da matriz X.

Foram calculados os erros padrao dos efeitos atraves da equacao:
V(y) = s = d%2N

onde N é o numero de ensaio, 0 qual, neste caso é igual a 8, e d; & a diferenga
entre as duas observagbes corespondentes ao -€simo ensaio.
Para varnaveis independentemente distribuidas, como ocorre neste caso, a

variancia da combinagio linear, o, é dada por:
2% 2.2
oy =2 a‘ci

Cada um dos efeitos calculados € uma combinagao linear de oito valores,
com coeficientes a; iguais a +1/4 ou -1/4. Se admitirmos que, gragas a
autenticidade das repeticobes e a aleatoriedade da ordem de realizagdo dos
ensaios, esses valores sdo independentes e também de mesma variancia o,

podemos aplicar a equagao acima, com a;Z = 1/16, para calcular a variancia de um
efeito(V):

V(efeito) = (1/16 + ...+1/16) 6,° = 1/2 5,

Lembrando que cada Y, é a média de duas observagdes independentes,

pode-se considerar que cyz = ¢°/2, onde o & a variancia de uma observagao
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individual. Usando-se o valor da estimativa da variancia s = 0,02050, no lugar de
o, obtemos uma estimativa, com oito graus de liberdade, do erro padrio de um

efeito:
V(efeito) = (8/16) x (0,02050/2) = 0,0051.

O erro padrdo de um efeito é a raiz quadrada desse valor, que é
aproximadamente 0,072. O erro padrac da média serd a metade disso, 0,036,
porque os coeficientes da combinagéo linear nesse caso sao todos iguais a 1/8, ao
inves de +1/4. A Tabela 7 mostra os valores calculados para todos os efeitos e

seus erros padrao.

Tabeta 7. Efeitos calculados para o planejamento fatorial 2° e seus erros padrao

Média: 1,024+0,036
Efeitos Principais:

1 (Proporgao) 1,367+0,072
2 (Mistura) -0,022+0,072
3 (Concentragao) 0,187+0,072
Interacdo de 2 fatores
12 -0,702+0,072
13 0,157+0,072
23 0,027+0,072
Interagao de 3 fatores
123 -0,002+0,072

A resposta deste sistema (l,) pode ser representada através de um
modelo, que em quimiometria é chamado de modelo estatistico [202]. Através
deste modelo calculou-se as estimativas dos coeficientes (b) através da seguinte
equacao:
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b, [+1,02 ]

b, +0,68

b, —0,01

b +0,09

b = (1/8)XYy = ; =1 _oas

12 J

by, +0,08

b, +0,01
b | L +0,00]

Para sabermos qual destes valores sdo significativamente diferentes de
zero, empregou-se a distribuicdo de Student [202] para testar a significancia dos

valores estimados. O intervalo de confianca é dado por:

b + t, (erro padrao de b)

No intervalo de confianga de 95% o valor de tg (gs%) (Student test) & igual a
2,306, sendo este um valor tabelado [202].

O erro padrao da estimativa € dado por:

V(b) = (X'X)'s?

Atraves das equacdes anteriores foram efetuados os calculos, de onde
conciuiu-se que apenas o fator 1 (proporcéo) e a interagéo 12 (propor¢ao/mistura)
sao estatiscamente significativos com intervalos de confianga de 95 %.

A equagdo que melhor descreve este modelo é a seguinte:

Y= 1,02 (+0,05) + 0,68 (+0,05) X4 — 0,35 (+0,05) XX,

onde, Y € a respota, X; € X; sdo as varidveis codificadas comrespondentes &
propor¢éo e mistura, enquanto que os valores numéricos indicam respectivamente
a meédia das respostas, a estimativa do efeito propor¢gdo e a estimativa da

interagao proporgao/mistura. Os valores entre parénteses sao os erros padrio das
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estimativas.

Os voltamogramas ciclicos obtidos durante esta etapa de otimizagso foram
caracterizados eletroquimicamente através do estudo de AE, e a relagaio lp/ly., de
onde se confirmou a discusséo feita anteriormente, ou seja, o eletrodo preparado
nas condigdes 6timas, apresentou AE, = 55 mV e Ip/l,c = 0,98, enquanto um outro
eletrodo preparado em condicio experimental diferente, estes valores foram:
AEp = 60 mV e kpaflpe = 6,33 (reversibilidade muito baixa). Estes voltamogramas

est&o ilustrados na Figura 15.

-0.6 -0.4 0.2 0,0
E/Vvs. ECS

Figura 15. Voltamogramas ciclicos correspondentes aos ensaios 6, onde as condigbes
foram: proporgcio 60% de SNRF e 40 % de grafite, mistura tipo 1 e concentracdc do
eletrélito 0,5 moi L™ () e 7, onde as condigdes foram: proporgéo 50% de SNRF e 50 %

de grafite, mistura tipo 2 e concentragéo do eletrélito 0,5 mol L' (~) para o planejamento
fatorial 2°

Estes dados sdo importantes e demonstram que, embora o parametro

analitico utilizado como resposta durante esta etapa de otimizagéo da preparagéo
do eletrodo de trabalho tenha sido a lpa, foi possivel, através destes estudos,
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otimizar também o parametro analitico AE,, o qual & evidente na discusséo
realizada sobre a Figura 15. |

A partir desta verificagdo, os eletrodos foram preparados nas condigdes
experimentais do ensaio 6, a fim de se estudar as propriedades eletroquimicas da

RF imobilizada sobre as diferentes matrizes.
IV.4 PROPRIEDADES ELETROQUIMICAS DOS DIFERENTES MATERIAIS

investigacOes sobre as propriedades eletroguimicas da RF, adsorvida nas
diferentes matrizes, foram realizadas para todos os sistemas. Por exemplo, a
curva A na Figura 16 mostra o voltamograma ciclico (VC) de um eletrodo de pasta
de carbono (EPC) contendo SN (EPC/SN), no qual nenhum pico redox pode ser
observado. Por outro lado, a curva B da Figura 16 apresenta um par redox da RF
com um potencial formal (E°) de —283 mV vs. ECS. (sendo, E° = (Eps + Epo)/2,
onde Ep, € o potencial de pico anddico e E,; € o potencial de pico catédico [203]).

Comparando este valor de potencial formal com aqueles obtidos para
riboflavina solubilizada em solugdo aquosa (470 mV vs. ECS [47]), um
deslocamento de 187 mV para valores mais positivos & observado. Este
comportamento sugere uma interagdo entre a RF e a matriz estabilizando a forma
reduzida da RF. Uma possivel explicagao para este comportamento é a alta
acidez do material, ou uma interagao do atomo de nitrogénio do mediador com SN
[23]. Comportamento similar vem sendo verificado para fenoxazina, fenotiazina e
fenazina adsorvidas em fosfato de zirconio [159] e fosfato de titanio [59].

Estes estudos foram realizados para os outros sistemas desenvolvidos:
EPC/SNRF;sage (Figura 16 C); EPC/SNPRF (Figura 17 B), EPC/SNPRF;qge:
(Figura 17 C), e os diferentes voltamogramas ciclicos mostraram claramente a
presenga de pares redox da RF imobilizada. Os valores de F? e AE, obtidos para

estes sistemas serao apresentados adiante.
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Figura 16. Voltamogramas ciclicos obtidos em solugio de NaNO; 0,1 mof L™ pH 7,0 para
eletrodo de pasta de carbono modificado com SN (A); SNRF (B) e SNRFsage (C) a
velocidade de varredura de 10 mV s™
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Figura 17. Voltamogramas ciclicos obtidos em solugio de NaNQ; 0,1 mol L™ pH 7,0 para

eletrodo de pasta de carbono modificado com SN (A); SNPRF (B) e SNPRF e (C) a
velocidade de vamedura de 10 mV's™
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Continuando a caracterizagdo eletroquimica da RF imobilizada nas
diferentes matrizes empregadas (SN, SNP, SNgoge € SNPsoge), através de
experimentos de estabilidade da RF imobilizada sobre estas matrizes, verificou-se
que, ciclando os diferentes eletrodos por muitas vezes com uma velocidade de
varredura de 10 mV s™', o nivel de corrente permaneceu praticamente constante
(Tabela 8), indicando que o mediador ndo lixivia da superficie do eletrodo para a
solucao, mesmo depois de varias horas de uso.

Este comportamento sugere uma forte interacao entre a RF e as matrizes.
Esta caracteristica € muito atrativa para desenvolver novos sensores e
biossensores com melhor estabilidade [204].

Tabela 8. Densidade de corrente de pico (pA cm™) para os diferentes sensores apds
sucessivos voltamogramas ciclicos obtidos em solugio de NaNQO; 0,1 mol L’ pH 7,0, a
velocidade de varredura de 10 mV s no intervalo de vamedura de potencial de —0,5 a
01V

Cicos 20 40 50 80 100 120
EPC/SNRF 11,60, 11,6201 11,701 116101 11,7401 11,7:0,1
EPC/SNPRF 12,8201 12,8:0,1 12,8:0,1 12,901 129+01 129:0,1
EPC/SNRFs e 13,6303 137+03 13,620,3 137:03 13,8:03 13,8:03
EPC/SNPRFuge  16,2:03 16,1203 16,3:0,3 163x03 162403 16,303

A transferéncia de elétrons da RF sobre o eletrodo é um aspecto importante
a ser considerado em todos 0s sistemas desenvolvidos, come pode ser observado
pela separagdo de pico, mesmo em baixa velocidade de varredura (Tabela 9).
Verificou-se que a transferéncia nao é totalmente reversivel, apresentande uma
pequena resisténcia dos materiais empregados. Portanto, a resisténcia observada
através da separagdo de pico pode ser atribuida a queda ohmica da pasta de
carbono. Este comportamento pode ser atribuido a dificuldade das espécies do
eletrdlito suporte difundirem através da superficie do eletrodo para manter a
eletroneutralidade do sistema, desde que a RF esta fortemente adsorvida.

Pode ser observado (Tabela 8) que os sistemas EPC/SNRFsuge ©

EPC/SNPRF 4o apresentaram valores maiores de AE, que os sistemas
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EPC/SNRF e EPC/SNPRF, devido provavelmente & dificuldade no processo de
difusdo apresentado pelas espécies do eletrdlitc suporte através dos poros
menores do material sol-gel (2,4 nm) em relagio & silica gel (6,0 nm).

O efeito do eletrdlito suporte sobre a RF adsorvida nas diferentes matrizes
foi investigado e comportamentos eletroquimicos distintos da RF imabilizada nos
diferentes materiais foram observados (Tabela 9). A separacio de pico (AEp) e
potencial formal (E°) para todos os eletrdlitos investigados foram quase os
mesmos, analisando cada sistema isoladamente. Provavelmente, os eletréiitos de
suporte ndo interagem de uma forma forte com as matrizes e nio afetam a RF
adsorvida sobre as matrizes. Para os diferentes sistemas existe um pequeno
efeito observado para ions Ca®*, os quais conduzem a um deslocamento do
potencial medio para valores menos negativos, sugerindo uma interacdo entre
Ca* e riboflavina, estabilizando a forma reduzida da espécie eletroativa.
Provavelmente isto é provocado pela retirada de densidade eletronica da RF pelo
ion calcio carregado positivamente. Um outro aspecto importante foi observado no
caso do sistema EPC/SNPRFsq4e;, onde um pequeno efeito foi verificado para os
ions S04, deslocando o £% para vatores mais negativos, indicando uma interaggo
entre SO, e riboflavina, estabilizando sua forma oxidada. Provavelmente isto
deve ser provocado pela doagéo de densidade eletrdnica do ion sulfato carregado
negativamente para a RF.

Um outro ponto interessante é a independéncia do potencial format da RF
adsorvida sobre as diferentes matrizes com o pH da solugao entre 3,0 e 8,0
(Tabela 10). Este comportamento pode ser atribuido ao efeito de protecdo das
matrizes, minimizando o efeito do préton sobre a RF adsorvida. Outra proposta
para este comportamento é que este efeito de protegao deva ocorrer através de
uma interagdo bastante forte e estavel entre os sitios acidos (acido de Lewis) das
diferentes matrizes empregadas e o anel aloxazina da riboflavina (base de Lewis),
formando um complexo, o qual ndo pode ser dissociado pelo pH do meio. Este
comportamento pode ser atrativo para aspectos praticos e estudos mecanisticos
da reacdo entre NADH e RF adsorvida sobre estas matrizes. A eliminacao da

influéncia do H* durante o processo redox da RF adsorvida nestas diferentes
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matrizes € muito importante para verificar o efeito do potencial termodinamico

sobre a reagéo entre RF e outras espécies.

Tabela 9. Separacdo de pico (AE,) e potencial formal (E®) obtidos para os diferentes

sensores em diferentes eletrolitos de suporte na concentragio de 0,1 mot L™, pH 7,0, para

uma velocidade de vamredura de 10 mV' s™

Eletrolitos SNRF SNPRF SNRF (sorgey SNPRF sy ge)y
de Suporte

AE, E AE, F° AE, E° AE, E°
KNO; 49+2 -282+5 36+2 -253+2 83+3  -25045 80+3 -170+3
LINO; 48+2 -281+5 32+2 -254+2 85+3  -25045 80+3 -170+3
NaNO; 4112 -283+5 32+2 -250+2 93+3 -260+5 70+3 -165+3
Ca(NOs), 4612 -27015 26+2 -236+2 8713  -240+5 60+3 -150+3
NH4NO; 47+2 -282+5 34+2 -248+2 90+3  -260+5 60+3 -170+3
NaCl 556+2 -286+5 46+2 -253+2 133+3 -260+5 80+3 -175+3
Na;S0, 49+2 -282+5 39+2 -25612 154:3 -26015 6043 -200+3
NaClO, 50+2 -287x5 4212 -261+2 145+3 -25545 7013 -175+3

Tabela 10. Potencial formal (E°) e separagéo de pico (AEp) em fungdo do pH da solucao

de NaNQ; 0,1 mol L, obtidos para os diferentes sensores a velocidade de varredura de

10mvs'

pH SNRF SNPRF SNRF orgen SNPRF (ool
AE, E° AE, E° AE, E° AE, E”

3 39+2 -28515 3142 -25534 8513 -249+4  60+3 -160+3

4 372 -286+5 3242 -25814 90+3 -250+4  60+3 -165+3

5 3612 -293+5 2042 -262+4 86+3 -253+4 7043 -165+3

6 38+2 -292+5 2612 -260+4 g7+3 -262+4 7043 -165+3

7 4112 -283+5 3212 -250+4 93+3 -2681+4 7043 -165+3

8 4512 -291+5 3512 25444 98+3 -262+4 6043 17043

A Tabela 11 mostra a influéncia de diferentes sistemas tampdes, quais

sejJam: acido (N-[2-hidroximetil] piperazine-N’-[2-etanossulfénico]) ou HEPES
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(CeH17N204SNa);  acido  piperazine-N,N -bis[2-etanossulfonico] ou PIPES
(CeH 16N206S:Nay); Fosfato (Na;HPO, e NaH.PO,) e (Tris[hidroximetil] amino-
metano) ou TRIS [(OCHs3)3sCNH;], sobre o processo redox da riboflavina adsorvida.
Estes dados mostraram que os processos apresentam as melhores respostas em
solucdo tampédo fosfato. Este comportamento pode ser relacionado a interacdo
das motéculas do tampao fosfato com as diferentes matrizes ou mesmo com a
riboflavina, tornando a transferéncia de elétrons mais facil.

Em todos os casos, os valores mais negativos de £° observados em
solucéo tampéo TRIS foram atribuidos a uma interagdo entre os constituintes do
tamp&o TRIS (OCH3)sCNH; e a RF, estabilizando a forma oxidada da espécie
eletroativa. Os maiores valores de AE, observados podem ser atribuidos a
adsorcao destas moléculas (grupo NH; com o 6xido de niobio) sobre a superficie

do eletrodo, tornando a transferéncia mais dificil.

Tabela 11. Efeito de Tampé&o sobre o potencial formal (E°) e a separacao de pico (AE;)
em para os diferentes sensores em solugdo tampao 0,1 mol L™, pH 7,0 obtidos para ¢s
diferentes sensores a velocidade de varredura de 10 mvV s’

Solu¢do SNRF SNPRF SNRFsorgen) SNPRF (54 gei)
Tampao

AE, E° AE, E’ AE, E’ AE, E
Fosfato 3211  -25244 3641 -239+3  49+2  -254+4 3041 -160:3
Hepes  45+2 -29145 4212  -263#4  67+2 -258+4 40+2 -17043
Pipes 50£2 28645 41+2 25044  88+2  -270+4 502 -190+3
Tris 12744 -391:5 80+3  -31745  130+3 -289:5 90+3 -210+3

A influéncia da velocidade de varredura nos diferentes sistemas
desenvolvidos também foi estudada. Na Figura 18, embora os picos anddico e
catédico ndo sejam totaimente imagem uma da outra, em contraste ao caso
tedrico para espécies imobilizadas [205], uma boa reversibilidade no processo
redox do sistema EPC/SNRF pode ser observado. Comportamento similar foi
verificado para os demais sistemas estudados.
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Qutro aspecto que deve ser enfatizado € a correlagcdo entre a intensidade
de corrente de pico e a velocidade de varredura. Nos casos dos sistemas
EPC/SNRF e EPC/SNPRF (Figura 19) uma correlagdo linear entre lp; vs. v foi

observada sugerindo que a RF esta adsorvida sobre a superficie do eletrodo.

167 -
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Figura 18. Voltamogramas ciclicos obtidos para um eletrodo de pasta de carbono

modificado com SNRF em solugio de NaNO; 0,1 moi L' pH 7,0, em diferentes
velocidades de varredura (5-500 mv s™)

73



V. Resultados e Discussdes

75+ /B
A/A
604
o
§ -
:
- 3. .
15
ot
¢ T T T
0 5 100 150 200
vimvs'

Figura 19. Dependéncia da densidade de corrente de pico anddico (jna) como uma fungio
da velocidade de varredura para EPC/SNRF (A) e EPC/SNPRF (B) em solugio de NaNO,
0,1molL'pH 7,0

Estes estudos também foram realizados para os sistemas SNRFsyge €
SNPRF¢q.ge € uma dependéncia linear da corrente de pico pela raiz quadrada da
velocidade de varredura, v'?, pode ser observada (Figura 20). Este
comportamento € similar a um processo redox controlado por difusso. Certamente
as caracteristicas dos materiais sol-gel (pequeno tamanho de poro) estéo afetando
o processo de difuséio, uma vez que o tamanho do poro dos materiais sol-gel & de
2-4 nm menores que os poros da silica gel (SN ou SNP), e os ions do eletrolito
suporte ndo podem difundir facilmente para manter a eletroneutralidade da

superficie do eletrodo.
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Figura 20 Dependéncia da densidade de corrente de pico anddico (j.) como uma fungao
da raiz quadrada da velocidade de varredura para EPC/SNRF 4o (A) € EPC/SNPRF g ge
(B) em solugdo de NaNO; 0,1 mol L™ pH 7,0

Além disso, nenhum decréscimo na cormrente de pico depois da repetigéo de
muitos ciclos (Tabela 8) foi observado, indicando que a RF esta adsorvida sobre
as matrizes SNsqge € SNPsoigel, @€mbora a correlagdo linear entre a corrente de
pico e a raiz quadrada da velocidade de varredura (Figura 20) indique um
processo redox controlado por difusdo. Desta forma, o processo redox para a RF
adsorvida em matrizes sol-ge! poderia ser controlado pela difusdo dos contra-ions
para manter a eletroneutralidade sobre a superficie do eletrodo. Outras
possibilidades para este comportamento s&o devidos & resisténcia do material ou
um mecanismo de transferéncia de elétrons ocorrendo por um mecanismo de
elétron “hopping” [201] ou ainda por fluxo de prétons através dos poros.

Complementando os estudos referentes ao parametro AE,, a Figura 21,
ilustra o efeito da separacio dos potenciais de pico em fungdo da velocidade de
varredura, onde & possivel observar que ocorre um aumento de AE, com o

aumento da velocidade de varredura, o qual & mais evidente & velocidades
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maiores. Este comportamento indica que a cinética de transferéncia de elétrons
esta sendo afetada pela resisténcia do préoprio material de eletrodo, uma vez que,
0 Gleo mineral e o proprio material modificado n&o sao bons materiais condutores.

Sabe-se que AE, indica a resisténcia do sistema a transferéncia de elétrons
e na Figura 21, pode ser observado que os sistemas desenvolvidos com os
materiais sol-gel apresentaram valores maiores de AE, em funcdo da velocidade
de varredura, do que os sistemas gel, devido ao efeito de difusdo, o qual € uma
etapa limitante do processo de transferéncia de elétrons para os sistemas sol-gel.
Outro aspecto importante observado nesta Figura é o efeito do fosfato, o qual
torna a transferéncia de elétrons mais facil.

O baixo valor de AE; mesmo a 100 mV s (entre 80 e 100 mV para os
diferentes sistemas estudados), em contraste com aqueles observados para azul
de metileno e azul do nilo (250 e 115 mVa 50 mvs™, respectivamente) adsorvido
em fosfato de zirconio [159], sugere uma melhor transferéncia de elétrons no
presente caso.

A Figura 22 ilustra a dependéncia dos potenciais de pico (anddico e
catodico) em fungéo da velocidade de varmredura, para o sistema EPC/SNRF, onde
€ possivel observar inclinagdes das curvas bastante parecidas para 0s processos
anddicos e catédicos. Este comportamento indica que os processos de oxidagao e
redugdo deste sistema ocorrem com a mesma facilidade, ou seja, nac ha um

processo preferencial. A difus@o de cations e anions ocorre de tal forma, que nio
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Figura 21. Dependéncia da variagio de potencial de pico (AE,) como fungio da

velocidade de varredura para os diferentes sistemas desenvolvidos
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Figura 22. Dependéncia dos potenciais de pico anddico e catédico em fungdo da
velocidade de varredura obtida para o eletrodo de paste de carbono modificado com
SNRF em solugio de NaNO; 0,1 moi L' pH 7.0
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se observa influéncia de maneira diferenciada no comportamento eletroquimico da
RF imobilizada na matriz SN.

Alem disso, pode-se concluir que nao ocorre interagéo da espécie eletroativa com
as espécies do eletrélito de suporte, no sentido de dificultar a transferéncia de
elétrons. Os mesmos efeitos foram verificados para os demais sistemas

estudados.

V4.1 DETERMINACAO DE PARAMETROS CINETICOS PARA A RF
ADSORVIDA NAS DIFERENTES MATRIZES

De modo a estudar a cinética de transferéncia de eiétrons entre 2a RF e o
eletrodo, foram estimados parametros tais como: o (coeficiente de transferéncia
de eletrons) € x (constante de velocidade de transferéncia de elétrons) para a RF
adsorvida sobre as diferentes matrizes. A corrente de pico para espécies
eletroativas adsorvidas é idealmente dada por [206, 207]:

lo= N°F2AVI/4(RT)

onde |, € a intensidade de corrente de pico, F a constante de Faraday, A a area do
eletrodo, v a velocidade de varredura, I' a quantidade de mediador adsorvido
sobre a superficie do material (mol cm™?), R a constante dos gases, T a
temperatura e n o numero de elétrons participando na reago. O valor de n pode
ser determinado através da equagao descrita acima, se os outros parametros s3o
conhecidos. Entretanto a tecria demonstra que a largura da meia altura do pico,
dos, deve ser igual a 90,6/n para o caso ideal {206, 208]. O sistema SNRF
apresentou a baixas velocidades de varredura (5 mV s™) um 805 em tomo de 48
mV. Para as diferentes matrizes estudadas foi encontrado valores de dos COMO
sendo 48+4 mV. Isto possivelmente indica que 2 elétrons participam da reagéo
redox, especialmente porque é conhecido que 2 elétrons participam do processo
redox de flavinas em ambientes aquosos, tanto quando dissolvida [209-210] como
quando adsorvida sobre grafite [54]. Aplicando esta relagdo para as diferentes

matrizes foram encontrados valores de n como sendo 1,940,2.
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Os experimentos para verificar a influéncia da velocidade de varredura
sobre os diferentes sistemas mostraram que a curva |, vs. v foi linear para os
sistemas EPC/SNRF e EPC/SNPRF em um intervalo de 5-200 mV s (Figura 19),
0 qual sugere que as espécies eletroativas estido adsorvidas sobre a pasta, sendo
possivel aplicar 0 método de Laviron [211]. No entanto, torna-se necessario neste
ponto do trabatho, mencionar que este método € idealmente aplicado quando a
isoterma de Langmuir é obedecida, ou seja, a espécie eletroativa deve se
encontrar adsorvida como uma monocamada. Desta forma, foi utilizada neste
trabalho uma estimativa desta condicido, uma vez que o sistema obtido,
constituido de grafite, RF imobilizada sobre as diferentes matrizes e dleo mineral,
possui uma estrutura bastante complexa.

E possive! também obter uma curva linear de |, vs. v'Z embora as espécies
eletroativas estejam adsorvidas sobre a matriz como observado para as matrizes
sol-gel, Figura 20. Este fenébmeno pode se explicado devido a transferéncia nao
ser totalmente reversivel, apresentando uma pequena resisténcia dos sistemas
sol-gel.

Este comportamento pode ser atribuido a dificuldade das espécies do
eletrélito suporte de difundir através da superficie do eletrodo, devide ac pequeno
tamanho dos poros destes materiais, tornando a difusdo das espécies do eletrdlito
suporte como a etapa limitante do processo redox. Desta forma, o método de
Laviron foi aproximado para os sistemas empregando matrizes de silica soi-gel,
SNRF o gel € SNPRFso1gel, 05 quais s&0 controlados por difuséo.

De modo a observar o efeito de difusdo nas propriedades cinéticas da RF
imobilizada sobre as matrizes obtidas pelo processo sol-gel e comparar com os
dados obtidos para os sistemas SNRF e SNPRF, os coeficientes de transferéncia
de elétrons (o) foram determinados pelo método de Laviron [211] para as

diferentes matrizes, utilizando-se as seguintes expressées:

|sd =2,3 RT/ (aa)nF para o pico anodico
e

lsd =-2,3 RT/(ac) nF para o pico catédico
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onde |sdl e [sd sdo os coeficientes angulares para as equacdes das duas retas

obtidas através da relacao entre potencial de pico anddico e catédico em funcdo

do log da velocidade de varredura (Figura 23). Estas relagdes lineares foram

ajustadas pelas seguintes equagdes descritas abaixo para o sistema SNRF:

Ep, / mV

Ep,/ mV

Eps = -0,401(30,004) + 0,068(+0,001)logv

e

Epe = -0,202(+0,004) — 0,055(+0,004) logv

220 ~
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T T T
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bgv

0

Figura 23 Efeitos da velocidade de vamedura sobre o potencial de pico anodico e

potencial de pico catddico estimados para o sistema EPC/SNRF. Experimentos realizados

em solugdo de NaNO: 0,1 mol L' pH 7,0

Portanto, os valores de a, foram obtidos e os correspondentes valores

estao listados na Tabela 12. Estes valores indicam que os processos redox nao

sao totalmente reversiveis para os diferentes sistemas. Os valores de aa foram

obtidos também pela curva de Tafel (Figura 24), e os resultados obtidos foram

similares aqueles determinados pelo método de Laviron (Tabela 12).
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Figura 24. Curva de Tafel obtida para o sistema SNRF em solugio de NaNQs; 0,1 mol L

pH 7,0

Além dos coeficienies de transferéncia de eléirons, outro parédmetro

determinado foi a constante de veiocidade de transferéncia de elétrons, «x,

calculado [211] pela seguinte equagéo:

k= acNFVve/RT = aonFv/RT

Os valores estimados de x para a velocidade de varredura de 1 V s

também estdo apresentados na Tabela 12. Estes valores em conjunto com os

valores de «, sugerem que os diferentes sistemas sédo quasi-reversiveis e com

alta velocidade de reagao. Estes resultados estao mostrando que a RF imobilizada

pode atuar como um excelente mediador de elétron apresentando alta estabilidade

devido a uma boa adsorgdo obtida empregando as diferentes matrizes

inorganicas.

Dos dados da Tabela 12, pode ser observado que a RF adsorvida sobre as

matrizes sol-gel apresenta menores valores de k. Este comportamento é

provavelimente devido ao efeito de difusdo do eletrdlito suporte através dos poros

pequenos destes materiais. Um outro ponto imporiante é que os valores de x
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obtidos para as matrizes fosfatadas sao maiores, sugerindo que a acidez da matriz
afeta a velocidade de transferéncia de elétrons, indicando que os protons
possuem um importante papel na transferéncia de elétrons.

Estes estudos dos parametros cinéticos também mostraram que a RF
imobilizada possibilita uma rapida velocidade de transferéncia de elétrons e uma
melhor reversibilidade para todos os sistemas estudados comparado a outros
sistemas reportados na literatura empregando matrizes inorganicas e flavinas
{212]. Além disso, todos os sistemas estudados possuem cinética apropriada de
transferéncia de elétrons para serem empregados nos estudos de mecanismos de
reacao envolvendo RF adsorvida e coenzimas fais como NADH, as quais siao
muito importantes no aspecto bioldgico. E importante mencionar que a maioria dos
mediadores de elétrons quando imobilizados e empregados em estudos de
eletrooxidagdo de NADH apresentam, assim como os diferentes sistemas
apresentados nesta etapa desta Tese, comportamento quasi-reversivel.

Os valores de x mostram que a velocidade de transferéncia de elétrons
entre RF e o eletrodo € suficientemente alta para permitir a utilizacdo destes

materiais como sensores para substancias eletroativas tais como o NADH.

Tabela 12. Valores estimados de a (coeficiente de transferéncia de elétrons) e «
(constante de velocidade de transferéncia de eiétrons) para a RF adsorvida sobre as
diferentes matrizes

Sensor T afel QL aviron x (s
EPC/SNRF 0,57+0,02 0,56+0,02 43,6+0,9
EPC/SNPRF 0,58+0,02 0,58+0,02 459+0.9
EPC/SNRF soigey 0,41+0,02 0,43+0,02 33,540,5
EPC/SNPRF oie 0,45+0,02 0,45+0,02 35,2+0,5
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IV.4.2 Estudo da Eletrooxidagdo de NADH através da RF imobilizada sobre

diferentes matrizes

Como descrito na literatura [52), riboflavina solubilizada em solugéo aquosa
eletrocatalisa a oxidacdo de NADH muito lentamente em meio neutro, devido a
diferenca de EY e NAD*/NADH ser muito baixa para permitir que a reagéo seja
rapida e termodinamicamente favoravel. Portanto, um deslocamento do F® da RF
para valores mais positivos, por intermédio da imobilizagdo, vem recebendo
bastante atencdo por parte dos pesquisadores [213] no intuito de melhorar a
velocidade de reagdo entre a RF e o NADH. O excelente deslocamento de E° da
RF quando imobilizada sobre as diferentes matrizes (obtidas através do processo
gel ou sol-gel), poderiam ser bons sistemas para estudar a eletrocatalise da
oxidagdo de NADH.

Desta forma, avaliou-se a capacidade eletocatalitica da RF imobilizada
através dos testes em solugdes de NADH preparadas em solugéo tampéo fosfato
0,1 mol L™ pH 7,0. Na Figura 25, a qual ilustra os voltamogramas ciclicos obtidos
na auséncia, Figura 25 A, e na presen¢a, Figura 25 B, de 1,0 10 mol L7,
observou-se a atividade eletrocatalitica do sistema EPC/SNPRFgqge frente ao
NADH. O efeito da RF utilizada como mediador & similar aos trabathos
previamente publicados [24, 214], exceto pelo fato de que a, concentragao de
NADH necessaria para a cbtencdo de um nivel de corrente quantificavel foi muito
alta neste caso. O efeito catalitico vem sendo explicado [69, 120], assumindo que
o NADH difunde para a superficie do eletrodo onde é reduzido pelo mediador, o
qual se encontra na forma oxidada (M), formando NAD". Finalmente, o mediador
na forma reduzida, & eletroquimicamente reoxidado na superficie do eletrodo,
gerando sinal analitico.

A capacidade da RF imobilizada sobre as diferentes matrizes, com a
finalidade de eletrooxidar o NADH foi investigada, e através da Tabela 13,
observa-se que o sistema EPC/SNPRFgaqe, apresentou a melhor resposta. Isto
provavelmente ocorre, devido ao grande deslocamento do potencial format da RF
imobilizada nesta matriz, para valores mais positivos, comparado aos

deslocamentos ocorridos nos outros trés sistemas desenvolvidos. Este
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deslocamento, provavelmente aumenta a diferenca de potencial entre o NADH e a
RF imobilizada, aumentando a velocidade desta reag&o. Os dados apresentados
na Tabela 13 revelam que a acidez da matriz € o efeito mais importante na
eletrooxidacio do NADH, uma vez que, a variagio entre as matrizes menos
acidas e mais acidas &€ em tomo de 70 %, ao passo que o efeito de porosidade
apresenta uma variagdo de aproximadamente 20 %.

] # pA om?

04 03 a2 o1 0o
E/Vvs ECS

Figura 25. Voltamogramas ciclicos obtidos para o sistema EPC/SNPRFgo4e Na auséncia
{A) e presenga de 1 10° mol L' de NADH (B), a velocidade de varredura de 10 mV s,
preparada em solugdo de tampao fosfato 0,1 mol L', pH 7,0

Tabela 13. Densidade de corrente catalitica obtida para a eletrooxidagdo de NADH (1,0
10" mol L") nas diferentes matrizes empregadas na imobilizagdo da RF. Experimentos
realizados em solugdo tampéo fosfato 0,1 mol L™ pH 7,0

Sensor EPC/SNRF  EPC/SNPRF EPC/SNRF (5 g EPC/SNRPF so geiy

Aj !/ pA cm™ 0,7510,01 0,92+0,01 1,08+0,01 1,83+0,02

Entretanto, o nivel de corrente catalitica obtida pelos diferentes sistemas
desenvolvidos, ndo foi da grandeza esperada, para que outros estudos, a fim de
se obter maiores informagfes a respeito do mecanismo de reagéo entre RF e
NADH, fossem realizados
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A explicagdo para este fendmeno pode ser dada basicamente por dois
motivos:

- 0 potencial médio da RF imobilizada, embora tenha sido deslocado para vaiores
mais positivos, ainda pode ser insuficiente para que a catdlise seja efetiva, em
menores concentracgoes de NADH, e

- um provavel efeito de matriz (superficie das diferentes silicas), pode estar
dificultando a interagdo entre a RF e o NADH, no sentido de dificultar a difusio do
NADH.

Apesar dos diferentes sistemas estudados n@o apresentarem atividade
catalitica suficiente para o estudo do mecanismo da reagéo entre RF e NADH,
foram desenvolvidos outros sistemas utilizando-se a matriz sol-gel fosfatada
'(SNPsnge:), devido as propriedades apresentadas pela RF quando imobilizada
nesta matriz e discutidas anteriormente. Desta forma, variou-se a concentracio de
RF imobilizada sobre esta matriz, diluindo-se a solugéo original de RF utilizada no
desenvolvimenio de todos os sistemas estudados e apresentados até aqui
(0,010 % mv), duas, cinco e dez vezes. E importante mencionar que, tentou-se
preparar um sensor com concentragiao maior que 0,010 % m/v, no entanto, acima
desta concentracédo a RF é insoluvel.

Os sensores assim preparados foram denominados de Sensor 1, Sensor
2, Sensor 3 e Sensor 4, respectivamente.

Estes estudos foram embasados basicamente por duas observagoes, quais
sejam: 1) trabalhos da literatura [52, 201], nos quais foi possivel estudar o
mecanismo da reagdo RF e NADH, empregando baixa concentragdo de RF
imobilizada sobre fosfato de zircénio e 2) o efeito da acidez da matriz SNP;qgel
sobre a RF em concentragio mais baixa, o qual poderia desiocar o EY da RF para
valores ainda mais positivos, melhorando os aspectos termodinamicos da reacgéo.

Portanto, esta etapa da Tese teve por objetivo estudar a influéncia da
concentracdo de RF no processo de eletrooxidagdo do NADH, na tentativa de
melhorar a transferéncia de elétrons entre RF e NADH.
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IV.5 ESTUDO DAS PROPRIEDADES ELETROQUIMICAS DA RF IMOBILIZADA
EM DIFERENTES CONCENTRAGOES NA MATRIZ SNPg.ge

O advento da tecnologia sol-gel e a subsequente descoberta [215-216] de
que biomoléculas resistem a severas condigbes de preparacdo, tais como a
utilizacao de catalisadores acidos e solventes alcodticos, deu inicio a uma grande
atividade na area das matrizes inorganicas derivadas da tecnologia sol-gel. A
grande area superficial destas matrizes € um fator muito importante para o
processo de adsor¢ao da RF, onde, certamente a quantidade de RF imobilizada
na matriz SNPRFsuge influenciara o comportamento eletroquimico e as
propriedades eletrocatalicas destes sistemas.

Nesta etapa do trabalho, imobilizou-se RF em diferentes concentragdes
sobre a superficie do material sol-gel modificado com 6xido de nidbio (V) e
posteriormente fosfatado (SNPgge). A Figura 26, mostra os voltamogramas
ciclicos obtidos com o eletrodo de pasta de carbono contendo a matriz na
auséncia de RF (Figura 26 A). Observa-se claramente neste caso, a auséncia de
picos redox na regido de potenciais entre —400 e 0 mV. No entanto, na presenca
de RF (Figura 26 B) adsorvida sobre a matriz, é possivel observar um par de picos
redox bem definidos, sendo o pico anddico em —130 mV e o pico catddico em
—200 mV. Desta forma o potencial formal da RF adsorvida sobre esta matriz
(Sensor 1) é de -165 mV.

Os valores de potencial da RF imobilizada sobre a matriz SNPsy g para os
demais sensores estdo apresentadas na Tabela 14.
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Figura 26. Voltamogramas ciclicos obtidos com eletrodo de pasta de carbono modificado
com SNPgy.qe (A) € SNPRFsaga, 05 quais sdo: Sensor 1 (B); Sensor 2 (C); Sensor 3 (D) e
Sensor 4 (E) a 20 mV s™' em solugdo de NaNO; 0,1 mol L™ pH 7,0

A quantidade de RF adsorvida na matriz SNP;uqe afeta as propriedades
eletroquimicas dos diferentes sensores, como pode ser cbservado na Tabela 14.
A separagio de pico, AE,, aumenta em fungdo da quantidade de RF adsorvida na
matriz SNPsq1get, provaveimente devido a dificuldade no processo de difuséo dos
jons do eletrélito suporte através dos pequenos poros da matriz sol-gel.

Tabela 14. Separagéo de pico (AE,) e potencial formal (E°), obtidos para os diferentes

sensores preparados com SNPRFg, e €m solugio de NaNO; 0,1 mol L, pH 7,0 a uma
velocidade de varredura de 10 mV s™

Sensor AE, (mV) E" (mV)
- 702 -165+3

2 50+1 17543

3 30+1 17043

4 20+1 -170+3
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A eficiéncia dos sensores foi estimada como uma fungéo da quantidade de
RF adsorvida na matriz SNPsq 4o (Tabela 15). Como pode ser observado nesta
Tabela, ha uma correlagdo entre a quantidade de RF adsorvida e a corrente de
pico obtida. Os sensores desenvolvidos com menores concentracbes de RF
apresentaram maior eficiéncia e este comportamento pode ser explicado devido a
uma melhor distribuicdo da RF sobre o material sol-gel melhorando a transferéncia
de elétrons.

Tabela 15. Eficiéncia dos diferentes sensores preparados com SNPRFy.ge como fungiio
da quantidade de RF adsorvida no material

Sensor lba / PA umol de RF / g Fator de eficiéncia
of material (A g/ mol)
1 2,42+0,01 4412 0,054+0,001
2 2,13+0,01 37+1 0,056+0,001
3 1,83£0,01 31+1 0,058+0,001
4

1,64+0,01 24+1 0,066+0,001

Outros estudos para verificar o comportamento eletroquimico dos diferentes
sensores desenvolvidos foram realizados. Estudos sobre a influéncia do eletrélito
suporte, pH da solugio e solugéo tampao foram feitos e nenhuma mudanca
significativa foi observada em relagio aos demais sistemas anteriormente
avaliados: SNRF, SNPRF ¢ SNRFgqgel.

As propriedades eletroquimicas destes sensores foram avaliadas também
por outros parametros.

O estudo de estabilidade, realizado com os diferentes sensores, evidenciou
que apds sucessivos ciclos de varredura (120 ciclos), n&o observou-se queda da
intensidade de corrente e nem deslocamento de potencial formal da RF, sugerindo
que a RF estd fortemente adsorvida na matriz SNPg . Os sensores foram
estocados em refrigerador e mantiveram alta estabilidade por pelo menos 20 dias.

Os voltamogramas ciclicos obtidos em diferentes velocidades de varredura
{de 5 a 250 mV s} no intervalo de potencial de -400 a 0 mV, mostraram que para
concentragGes maiores de RF (0,010 % e 0,005%), n&o foi possivel trabathar com
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velocidades de varredura maiores que 100 mV s, uma vez que acima desta
velocidade de varredura ndo ha definigao dos picos de oxidagéo e redugao. Isto
indica que quando se trabalha com concentragdes menores de RF sobre a matriz
(sensores 3 e 4), o numero de espécies carregadas que precisam difundir até o
eletrodo para manter a eletroneutralidade do sistema é menor. Portanto, o tempo
necessario para ocorrer a transferéncia de elétrons através destas espécies
carregadas e a RF presente nestes sensores, € provavelmente menor do que nos
sensores 1 e 2. Este fato permite que se trabalhe com velocidades de varredura
maiores, quando se utiliza os sensores contendo menores concentragdes de RF, o
gue pode ser importante para determinagao de alguns parametros cinéticos.

A relagdo entre corrente de pico e velocidade de varredura foi avaliada para
todos os sensores desenvolvidos e como esperado, observou-se para todos os
casos uma relacéo linear entre corrente de pico e raiz quadrada da velocidade de
varredura. Este comportamento & similar a um processo redox controlado por
difusdo. Como anteriormente discutido, certamente, as caracteristicas dos
materiais sol-gel (pequeno tamanho de poro) estdo afetando o processc de
difuséo, dificultando a difusdo dos fons do eletrdlito de suporte para manter a
eletroneutralidade da superficie do eletrodo.

O estudo da dependéncia dos potenciais de pico (anddico e catodico) em
funco da velocidade de varredura, revelou que, para os quatro sensores
desenvolvidos, os processos de oxidagio e redugio ocorrem de maneira simitar,
ou seja, nao ha um processo preferencial. Além disso, ndo deve ocorrer interagio
da espécie eletroativa com as espécies do eletrdlito suporte.

Finalizando a caracterizagdo eletroquimica da RF imobilizada, em
diferentes concentragbes, em SNP;uqe, avaliou-se o efeito da separagdo dos
potenciais de pico (AE;) em fungdo da velocidade de varredura. Observou-se para
todos os sensores desenvolvidos, um aumento de AE, com o aumento da
velocidade de varredura, indicando que ocorrem problemas com a cinética da
transferéncia de elétrons da RF, provavelmente relacionado com o proprio material
do eletrodo.
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Um interessante efeito observado durante este estudo, diz respeito ac
sensor 1 (maior concentracdo de RF), cuja relagao entre AE, e v (velocidade de
varredura), apresentou uma tendéncia a atingir um patamar para maiores
velocidades de varredura. Devido ac maior numero de espécie eletroativa
imobilizada neste sensor (44 pymol de RF por grama de material), a difusao para a
superficie do eletrodo, de uma maior quantidade de espécie carregada (positiva ou
negativa) para manter a eletroneutralidade na superficie do eletrodo & necessaria.
Como & conhecido que AE, indica a resisténcia de um sistema a transferéncia de
elétrons, e ainda, a transferéncia de elétrons através de espécies carregadas
necessita de um determinado tempo para ocorrer; quando este tempo necessario
para a cbservagao deste efeito é diminuido, através do aumento da velocidade de
varredura, um patamar da relagdo AE, versus v, pode ser observado, devido a

limitag&o cinética da transferéncia de elétrons do sistema.

V.51 DETERMINACAO DE PARAMETROS CINETICOS PARA A RF
ADSORVIDA EM DIFERENTES CONCENTRACOES NA MATRIZ
SNPSOI-QEI

De modo a estudar e avaliar a cinética de transferéncia de elétrons entre a
RF em diferentes concentragbes e o eletrodo, parametros tais como: o {coeficiente
de transferéncia de elétrons) e k (constante de velocidade de transferéncia de
elétrons) para a RF adsorvida em diferentes concentracdes sobre a matriz
SNPsoger foram estimados. Os métodos utilizados foram descritos anteriormente
para a RF adsorvida sobre as diferentes matrizes e os parametros cinéticos
calculados sao apresentados na Tabela 16.

Como discutide anteriormente, todos os sensores estudados possuem
cinética apropriada de transferéncia de elétrons para serem empregados nos
estudos de mecanismos de reagio envolvendo RF adsorvida e coenzimas tais
como NADH.
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Tabela 16. Valores estimados de o (coeficiente de transferéncia de elétrons) e x

(constante de velocidade de transferéncia de elétrons) para os diferentes sensores
preparados com SNPRFsq.gel

Sensor OlTafel iy aviron k(s
1 0,45+0,02 0461002 35+0,5
2 0,46+0,02 0,4610,02 3620,7
3 0,48+0,02 0,47+0,02 37+0,8
4

0,48+0,02 0,49+0.02 37408

Os valores de x mostram que a velocidade de transferéncia de elétrons
entre RF e o eletrodo é suficiente para permitir a utilizagao destes materiais como

sensores para substancias eletroativas tais como o NADH.

IV.5.2 Estudo da Eletrooxidagao de NADH através da RF imobilizada em

diferentes concentracoes sobre a matriz SNP, gt

Nesta etapa do trabalho, avaliou-se a capacidade eletrocatalitica da
riboflavina, imobilizada em diferentes concentragbes sobre esta matriz, em oxidar
NADH. Foram feitos os testes em solugao tampao fosfato 0,1 motl L, pH 7,0; com
os quatro sensores desenvolvidos. Através da Figura 27, é possivel observar que
acorreu eletrocatalise em todos os casos estudados, porém esta foi mais efetiva
para os sensores construidos com menores concentragdes de RF. No entanto,
assim como discutido em outros sistemas anteriormente estudados (SNRF,

SNPRF e SNRFguge), @ elefrocatalise apresentada por este sistema & pouco
efetiva.
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Figura 27. Dependéncia da densidade de corrente catalitica da eletrooxidagdo de NADH
em funga@o da concentragio de RF utilizada na preparacio dos diferentes sensores

O fato da catalise de NADH ser mais efetiva nos sensores construidos com
menores concentragdes de RF indica que provavelmente ocorra melhor
distribuicdo da espécie eletroativa sobre a matriz e consequentemente sobre o
eletrodo de trabalho, facilitando a difusdo do NADH e a transferéncia de elétrons.
Porem, ao mesmo tempo que a RF nestes sensores esta melhor distribuida
superficiaimente e permite um melhor acesso do NADH ao sitio ativo desta, a
quantidade de RF sobre esta matriz é relativamente pequena.

Como anteriormente discutido, para os demais sistemas estudados, o
potencial formal da RF imobilizada, embora tenha sido deslocado para valores
mais positivos, ainda pode ser insuficiente para que a catalise seja efetiva, em
menores concentracbes de NADH, e, ainda um provavel efeito de matriz, pode
estar dificultando a interacdo entre a RF e o NADH, no sentido de dificultar a
difus@o do NADH. Estes fatores podem explicar o fato da intensidade de corrente
catalitica ser baixa mesmo com uma concentracdo de NADH no interior da
solucdo de 1,0 107 mol L™,

Apos estas observagoes, iniciou-se para o estudo de outras moléculas
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adsorvidas sobre estas matrizes, as quais foram: FAD e FDA. A justificativa para
tal é que FAD & uma flavina que possui grupos fosfatos em sua estrutura, os quais
poderiam melhorar a transferéncia de elétrons, e talvez apresentasse melhores
propriedades eletrocataliticas que a RF quando imobilizada na matriz SN. Porém
os resultados obtidos para o sistema SNFAD foram similares aos apresentados
pelos sistemas envolvendo a RF (ver item VII. ANEXO).

No caso da FDA, o objetivo de se estudar o comportamento desta molécula
adsorvida sobre a matriz SN, & que esta possui uma estrutura mais simples que as
flavinas, o que poderia methorar a transferéncia de elétrons entre esta motécuia e
o NADH e, portanto, os grupos NH; poderiam apresentar boa atividade catalitica
frente ao NADH. Além disso, este composto € o precursor dos corantes orgénicos
com estruturas similares as flavinas e existem poucos trabalhos na literatura
explorando suas potencialidades na eletrocatalise de coenzimas, tais como o
NADH.
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IV.6 SISTEMA EPC/SNFDA

Nesta etapa do trabalho, imobilizou-se a o-fenilenodiamina (FDA) sobre a
superficie da silica gel previamente modificada com 6xido de ni6bio (SN). A Figura
28 ilustra a estrutura da o-fenilenodiamina e através desta pode-se prever que a
imobilizagao da FDA sobre a matriz SN ocorre através da interagao dos grupos
NH, da espécie eletroativa com o sitio acido de adsorgao da matriz
(=Si0).Nb(OH)s», conforme o Esquema 3. Esta interacdo &cido-base, é
provavelmente a responsavel pela elevada estabilidade apresentada pelo sensor e
que sera discutida adiante.

A quantidade de FDA adsorvida sobre a superficie da silica gel modificada
com oxido de nidbio (SN), obtida por analise elementar foi de 47 pmol g™, sendo

similar a resultados obtidos na literatura [177] para sistemas similares.

NH;
NH,

Figura 28. Estrutura da o-fenilenodiamina (FDA)

0 T TN ~ N~ o~ I +2H0
H HO & HO
FDA SN SNFDA
Esquema 3. Mecanismo de Adsorcio da o-fenilenodiamina (FDA) sobre a SN

i
}5’}_\}1%‘?%:0\ - O:ENEH‘”O\ 4

A Figura 29 A, mostra o voltamograma ciclico obtido com o eletrodo de
pasta de carbono contendo a matriz na auséncia de FDA. Observa-se neste caso
a auseéncia de picos redox na regido de potenciais entre -400 e 0 mV. Além disso,
o voltamograma ciclico obtido, empregando um eletrodo de pasta de carbono,

neste mesmo intervalo de potencial, na presenga de FDA em solugao, numa
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concentragdo de 1 10 mol L também nao revelou pico redox (Figura 29 B). No
entanto, na presenga de FDA adsorvida sobre a matriz foi possivel observar um
par de picos redox bem definidos, sendo o pico anddico em -130 mV e o pico
catodico em -150 mV (Figura 29 C). Desta forma o potencial formal do sistema
EPC/SNFDA é de —140 mV.

Além disso, na Figura 30 é possivel observar que apds sucessivos ciclos de

varredura de potencial nas mesmas condigoes citadas anteriormente, nao houve

jfuAcm?

-0',4 -DT,s -0'2 -0|.1 UiU
E/Vvs ECS

Figura 29. Voltamogramas ciclicos obtidos com EPC modificado com SN (A); EPC na

presenca de FDA em soluggo (1 10° mol L") e EPC modificado com SNFDA (C) a 20 mV
s em solugio de NaNO; 0,1 mot L™, pH 7,0
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it nAom®

Figura 30. Voltamogramas ciclicos sucessivos (10° 50° e 100° ciclos) obtidos com
eletrodo de pasta de carbono modificado com SNFDA a 20 mV s’ em solucao de NaNO,
0,1molL", pH 7.0

queda da intensidade de corrente de pico e nem deslocamento do potencial
médio, sugerindo uma grande estabilidade da FDA imobilizada sobre a SN, onde o
nivel de corrente mesmo depois de muitos ciclos (pelo menos 100) permanece
constante. Consequentemente nenhuma lixiviagdo da FDA adsorvida sobre a SN
foi observada.

E importante mencionar neste ponto do trabalho, que estudos realizados
por Miller e colaboradores [137] levaram estes a concluir que a estrutura
monomerica de fenilenodiaminas nac possuem estabilidade quimica nem
eletroquimica, além disso, elas ndao podem ser facilmente imobilizadas sobre a
superficie de eletrodos e possuem potencial formal muito alto para aplicacdes
reais. Outro ponto importante observado e que merece ser destacado foi o
potencial an6dico de aproximadamente 770 mV vs. ECS em solugio tampao
fosfato 0,1 mol L pH 7,0 e utilizando-se eletrodo de pasta de carbono como
eletrodo de trabalho, com pobre estabilidade. Observou-se também (Figura 31) a
auséncia de pico catédico, indicando um processo anodico irreversivel.
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Figura 31. Voltamogramas ciclicos obtidos com EPC em solugdo tampéo fosfato 0,1 mol
L' pH 7,0 (A), em solugdo de FDA 1 10° mol L™ referente ac 1° ciclo (B) e ac 2° ciclo (C)

Portanto, através destes estudos, pode-se concluir que a matriz SN propicia
propriedades interessantes & espécie eletroativa (FDA) quando imobilizada, tais
como: elevada estabilidade e um deslocamento do potencial anddico para valores
onde o efeito de espécies interferentes & minimizado.

Apds a verificagio da estabilidade da FDA imobilizada sobre a matriz SN,
na etapa seguinte partiv-se para a caracterizagio eletroquimica do sistema
EPC/SNFDA.

Através do estudo da influéncia da natureza de céations e anions (Tabela 17)
nos valores da separagio de pico (AE;) e potencial formal (E°) da FDA
imobilizada sobre a silica gel modificada com' 6xido de nidbio (SN) foi possivel
observar que os diferentes cations estudados ndo afetam significativamente a
resposta da espécie eletroativa, uma vez que os parametros analisados (AE; e E%)
foram praticamente constantes. Provavelmente as interagbes das formas oxidadas
e reduzidas da espécie eletroativa com os diferentes eletrlitos (diferentes
solugbes de cations) ocorrem da mesma forma.
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Estes resultados estdo em concordancia com aqueles apresentados em
trabalhos reportados na literatura [51, 159, 217).

Tabela 17. Valores da separagio de pico (AE,) e do potencial formai (E®) obtidos com
eletrodo de pasta de carbono modificado com SNFDA em diferentes solucdes de eietrdlito
de suporte, pH 7,0 320 mV s™'

Solugdo 0,1 MpH 7,0 AE, / mV E TmV
NaNO, 201 -140+3

KNO; 25+1 -140+3

LiNO; 25+1 -140+3
NH;NO; 2511 -140+3
Ca(NOs), ' 301 -130+3
NaCl 25+1 -140+3

Na,SO, | 301 -165+3
NaClO, 2511 17043

Para os é&nions algumas influéncias sobre a espécie ativa foram
observadas, onde, apenas um pequeno efeito sobre o sistema (deslocamento do
potencial formal da FDA para valores mais negativos) foi verificado quando se
trabalhou com solugdo de Na,SO; e de NaClO,;, e provaveimente este
comportamento pode ser atribuido a uma interagéo entre estas espécies com a
FDA, estabilizando a forma oxidada da espécie eletroativa.

No entanto, quanto ao pardmetro separagéo de potencial de pico, nenhum
dos cations e/ou anions estudados apresentaram comportamento distinto (entre 20
e 30 mV), o que indica que o processo de transferéncia de eléfrons nio sofre
influéncia do meio, ou seja, provavelmente as formas oxidadas e reduzidas do
mediador interagem de maneira similar com os diferentes eletrolitos suportes.

Finalizando os estudos relativos ao efeito do eletrolito suporte sobre a FDA
imobilizada, verificou-se através de estudos que, para concentracdes de eletrdlito
de suporte maiores que 0,1 mol L™, nenhuma influéncia significativa foi observada
sobre os parametros AE; ou nivel de corrente. Este comportamento sugere uma

boa mobilidade dos contra-ions necessaria para o transporte de carga ou para
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manter a eletroneutralidade na superficie do eletrodo durante o processo redox.

A Tabela 18 mostra os dados relativos ao estudo do efeito pH e através
desta observou-se que o potencial médio da FDA imobilizada manteve-se
constante no intervalo de pH de 3 a 8, sendo que este comportamento esta em
contraste com aqueles observados para fenoxazinas, como o azul do Nilo
solubilizado ou adsorvido sobre grafite [23]. Esta invariancia do E° pode ser
atribuida a um efeito protetor da matriz, o qual minimiza a influéncia do pH sobre a
espécie (FDA) adsorvida.

Este efeito de protegdo deve ocorrer através de uma interagao
extremamente forte e estavel entre os sitios acidos (acido de Lewis) da matriz SN
e os grupos NH; da FDA (base de Lewis), a qual nao pode ser dissociada na
solugdo no intervalo de pH estudado (3-8). Uma proposta deste efeito de protecao
da matriz, evidenciando a independéncia do préton no processo redox da FDA
imobilizada sobre SN, é apresentada nc Esquema 4 e um mecanismo similar deve
ocorrer nos sistemas anteriormente estudados envolvendo a RF (base de Lewis) e
as diferentes matrizes modificadas com 6xido de nidbio (acidos de Lewis).

Este comportamento do potencial médio, entre pH 3 e 8, faz desta matriz
uma fonte atrativa para o estudo do mecanismo de reagéo entre o NADH e a FDA
adsorvida na matriz (SN), pois a eliminagdo da influéncia da concentragao de H*
nesta faixa de pH durante o processo redox do sistema EPC/SNFDA, assegura
que a eletrooxidagdo do NADH é afetada apenas pelo deslocamento do potencial
formal do NADH. Este aspecto & muito importante para verificar o efeito do
potencial termodinamico na reagaoc entre o NADH e a FDA.

Finalizando, é importante destacar que a literatura [17, 69, 120] sugere que
o processo redox da o-fenilenodiamina envolve 2 prétons e 2 elétrons e atraves
dos dados obtidos nesta etapa do trabalho, pode-se concluir que a FDA
imobilizada na matriz SN mostrou independéncia de protons (H™) e portanto a
etapa determinante do mecanismo envoive a transferéncia de 2 elétrons e nenhum
préton.
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Tabela 18. Valores da separa¢do de pico (AE;) e do potenciat formai (E°) obtidos para
eletrodo de pasta de carbono modificado com SNFDA em solugdo de NaNO; em
diferentes valores de pH através de voltametria ciclica a v=20 mV s

pH AE, I mV EC /mV
3 30+1 - -138+3
4 3041 -138+3
5 2511 14043
6 20+1 -140+3
7 20:+1 14043
8 2041 -140+3
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Esquema 4. Processo redox da SNFDA

O estudo do efeito (composigéo) de tampao (Tabela 19) mostra os valores
de separacdo de pico (AEp) e potencial formal (E”) obtidos para o sistema
EPC/SNFDA em diferentes solugbes tampdes. E possivel observar que o sistema
sofre pequena influéncia da solugiio tampio TRIS, enquanto que as solugdes
tampdes fosfato, HEPES e PIPES apresentaram valores praticamente constantes
de separacéo de pico e potencial formal.

De um modo geral, através da Tabela 19 o sistema apresenta nas solugGes
tampoes fosfato, PIPES e HEPES, em relagio & solugso tamp&do TRIS, menor
resisténcia a transferéncia de elétrons (através do parametro AEp).

Através deste estudo, é possivel ainda observar que o tampao TRIS, assim
como para os demais sistemas estudados empregando a RF como mediador de
elétrons, influenciou a resposta do sistema, uma vez que o potencial formal da
FDA imobilizada sobre SN apresenta valor mais negativo comporado com o
potencial formal da FDA obtido com as demais solugtes estudadas. Uma possivel
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explicagdo para este comportamento € que este meio pode estar fornecendo
densidade eletrbnica a espécie eletroativa imobilizada, fazendo com que a forma
oxidada da espécie elefroativa esteja sendo estabilizada. Quanto ao parametro
AE;, 0 qual apresentou o maior valor entre as diferentes solugbes estudadas, a
provavel explicagdo para este comportamento € que esteja ocorrendo a adsor¢ao
destas moléculas sobre a superficie do eletrodo dificultando a transferéncia de
elétrons.

Tabela 19. Valores da separagao de pico (AE;) e do potencial formal (E®) obtidos para
eletrodo de pasta de carbono modificado com SNFDA em diferentes solugbes tampdes,
pH 7,0 através de voltametria ciclicaav =20 mvs™

Solugdo 0,1 MpH 7,0 AE, ImV Ed/mV
Fosfato 2041 - 14043
HEPES 2041 -140+3
PIPES 201 14543

TRIS 50+3 17544

Porém, para o estudo da eletrooxidagao de NADH a solugao tampéo fosfato
foi a escolhida, uma vez que neste meio o sistema apresentou boa reversibilidade
quimica (lpz / lpc = 0,98) e é conhecido da literatura que uma provavel formacéo de
um complexo entre 0 NADH e o fosfato, como num aduto, toma a eletrooxidagiao
de NADH mais facil [218]. Portanto, a composicio da solugdo tamp&o pode afetar
o E° da espécie eletroativa ou até mesmo a estabilidade do eletrodo, se, os
constituintes do tamp&o competem com a FDA pelos sitios ativos do material do
eletrodo (6xido metalico), ou ainda, interagem com a FDA ou com ambos (FDA e
6xido metalico).

A Figura 32 mostra os voltamogramas ciclicos obfidos em diferentes
velocidades de varredura (de 5 a 150 mV s™') no intervalo de potencial de 400 a 0
mV, onde é possivel observar que ndo ocorre nenhuma mudanga no formato geral
dos mesmos.
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Figura 32. Voltamogramas ciclicos obtidos com EPC modificado com SNFDA em
diferentes velocidades de varredura (5-150 mV s™') em solugio de NaNOs 0,1 moi L™, pH
7,0

Apés a obtengdo dos voltamogramas ciclicos mostrados na Figura 32,
construiu-se um gréafico de corrente de pico anddico em fungdo da velocidade de
vairedura, e através da Figura 33, pode-se observar que esta relagio é linear
(r = 0,999), sugerindo que a espécie eletroativa (FDA) estd adsorvida sobre a
superficie da matriz SN, a qual fora evidenciada, através dos dados mostrados na
Figura 30, onde foi possivel observar que nao h4 lixiviagio da espécie eletroativa
da matriz (superficie do eletrodo) para a soluco de trabatho, mesmo apés longo
peridodo de uso. Além disso, este comportamento indica que a transferéncia de
elétrons é eficiente [211).
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Figura 33. Variagio da intensidade de cormente de pico anédico em fungao da velocidade
de varredura

O efeito da separagdo dos potenciais de pico (AE;) em fungdo da
velocidade de varredura (Figura 34), revela que ocorre um aumento de AE, com o
aumento da velocidade de varredura.

Assim como ja discutido para os sistemas envolvendo a RF imobilizada
sobre diferentes matrizes, este comportamento indica que, também neste caso,
devem estar ocorrendo problemas cinéticos durante a transferéncia de elétrons, os
quais estio provavelmente relacionados a resisténcia do prépric materiatl do
eletrodo, pelo fato do 6leo mineral e a propria silica gel modificada nao serem
bons materiais condutores. O baixo valor de AE, mesmo a 100 mV s™' (90 mV),
comparado com sistemas similares apresentados na literatura [159] sugere uma
melhor transferé&ncia de elétrons no presente caso.
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Figura 34. Variagio da separagio de potencial de pico (AE,) em fungio da velocidade de
vamredura obtido com eletrodo de pasta de carbono modificado com SNFDA em solugao
de NaNO; 0,1 mol L™ pH 7,0

A dependéncia dos potenciais de pico em funcido da velocidade de
varredura (Figura 35), permite observar que ndo ha variagao significativa dos
potenciais de pico anddico para o intervalo de velocidades de varredura estudado,
ou seja, ndo ocorre nenhum problema sobre o sistema durante o processo de
oxidacdo da FDA. No entanto, nesta Figura observa-se que ha vanagao
significativa dos potenciais de pico catédico em fungdo da velocidade de
varredura.

De acordo com o Esquema 4, ap6s a formacdo da forma oxidada do
sistema SNFDA, deve haver a formag&o de duas moléculas de agua e o processo
de reducéo deste sistema envolveria a entrada de 4gua com a liberagéo do préton
para o atomo de nitrogénio da FDA. Este processo deve ser dificil de ocorrer e
esta dificuldade se reflete no comportamento do processo catédico ilustrado na
Figura 35. Uma outra proposta para explicar este comportamento do sistema
SNFDA seria que apds a formagio das cargas apresentadas no Esquema 4
(forma oxidada) poderia ocorrer a entrada de anions na estrutura, estabilizando as
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cargas do sistema, porém, a saida destes anions durante o processo catddico do

sistema também seria dificil refletindo o comportamento apresentado na Figura 35.
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Figura 35. Dependéncia do potencial de pico em fun¢ao da velocidade de varredura

IV.6.1 DETERMINAGCAO DE PARAMETROS CINETICOS PARA A FDA
ADSORVIDA NA MATRIZ SN

Dando continuidade a caracterizacdo eletroquimica do sistema
EPC/SNFDA, foram determinados alguns parametros cinéticos importantes tais
come numero de elétrons (n), coeficiente de transferéncia de elétrons (o) e
constante de velocidade de transferéncia de elétrons (x). O método utilizado para
tal foi o de Laviron [211], o qual foi descrito anteriormente para os diferentes
sistemas estudados, empregando a RF. O valor de n calculado através do
voltamograma ciclico obtido a 5 mV s™ foi de 1,92 o que indica que o processo
redox da FDA envolve 2 elétrons. A partir da Figura 36, a qual ilustra a
dependéncia do potencial de pico em fungao do log da velocidade de varredura,
calculou-se o coeficiente de transferéncia de elétrons, o qual foi igual a 1. Este
valor de o, deve-se ao fato de que o potencial de pico anddico ndo varia com a

velocidade de varredura e este comportamento ja havia sido observado na Figura
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35 (dependéncia do potencial de pico em fungdo da velocidade de varredura).
Porém, & importante destacar que, assim como na Figura 35, o processo catodico
sofre influéncia da velocidade de varredura, evidenciando que o processo de
reducdo da espécie eletroativa (FDA) apresenta alguma dificuldade para ocorrer.
No entanto, este valor de «, sugere que o sistema estudado apresenta
reversibilidade muito boa, provavelmente devido a inexisténcia de limitacao
cinetica durante o processo de transferéncia de elétrons. Portanto, o sistema deve

ser totalmente reversivel.
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Figura 36. Potencial de pico anddico e catédico em fungio do log da velocidade de
varredura para o sistema EPC/SNFDA

A partir destas observagdes, pode concluir que o sistema EPC/SNFDA
apresenta cinética de transferéncia de elétrons apropriada para permitir a
utifizagdo deste material como sensor para o NADH, na tentativa de investigar o
mecanismo de reacao entre a FDA imobilizada e esta coenzima.
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IV.6.2 Estudo da eletrooxidagio de NADH

A oxidacgao eletrocatalitica de NADH a potenciais abaixo de 0 mV vs. ECS
[219], € muito dhii para aplicagbes praticas, uma vez que ha menos risco de
reacdes eletroquimicas interferentes ocommerem. Desta forma, ha um grande
interesse em encontrar mediadores ou formas de imobiliza-los em superficies de
eletrodos que resultem num aumento da velocidade de reagdo. Uma relagao linear
entre log ks (constante global da reacdo) e o potencial formal do mediador
imobilizado vem sendo observada [17], evidenciando que quanto mais positivo o
E” do mediador imobilizado maior 0 xaes (Figura 7, pagina 27). Um aumento no
Kobs €, portanto, esperado também para a FDA adsorvida sobre a SN, em relagéao
a FDA em solugdo, desde que o £° da FDA é deslocado para o intervalo ideal de
valores de potencial, a pH constante [24]. Outro fator € a invariancia do potencial
meédio, em torno de —140 mV vs. ECS, entre pH 3 e 8 faz do sensor aqui
desenvolvido (EPC/SNFDA), um instrumento interessante para o estudo do
mecanismo de reacdo entre c NADH e FDA. Estudos prévios na variagao de «xeps
com pH para aceptores de 2-elétrons e um ou dois prétons tem revelado que kops
€ muito dependente do pH. Esta dependéncia naoc é totaimente esclarecida,
podendo resuitar da variagdo do potencial formal de ambos: o par NAD*/NADH e
do mediador imobilizado; portanto afetando o potencial termodinamico da reagao,
isto &, AEY, para a reagao de oxidagao tao bem como de um inerente mecanismo
dependente de pH [17,24]. Portanto, o estudo do comportamento da eletrocatalise
do NADH frente a mediadores capazes de melhorar a velocidade de transferéncia
de elétrons nesta rea¢io & de grande importancia.

O sensor EPC/SNFDA promoveu a oxidacdo eletrocatalitica de NADH
como pode ser observada claramente pelos voltamogramas ciclicos obtidos na
auséncia e na presenga (Figura 37) de 3,0 10 mol L™ de NADH. E importante
salientar que na auséncia do mediador, o sensor EPC/SN nao apresenta qualquer
corrente catatitica na presenca de solugao de NADH.
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Figura 37. Voltamogramas ciclicos obtidos com EPC/SNFDA na auséncia (a) e na
presenca (b) de solugdo de NADH 3,0 10 mol L' em meio de solugio tampéo fosfato 0,1
mol L' pH 7,0

Observa-se ainda, na Figura 37, um ligeiro deslocamento para potenciais
mais negativos no pico de reducio do sensor EPC/SNFDA. Este comportamento é
atribuido a provavel formagdo de um complexo de transferéncia de carga
intermediario, entre o NADH e a FDA adsorvida na matriz de SN.

A dependéncia do potencial aplicado sobre a resposta do eletrodo a pH 7.0,
obtido na presenga de 1,0 10 mol L' de NADH, é mostrada na Figura 38. A
eletrooxidagéo de NADH comega em -300 mV e atinge um maximo em =50 mV
vs. ECS. Este valor & intermediario comparado a 0 e -230 mV vs. ECS observado
para estudos anteriores realizados com azul de Meldola e azul do Nito adsorvido
sobre SN, respectivamente [220,184], com boa atividade para a oxidagao do
NADH.

A influéncia do pH da solugao sobre a eletrooxidagio do NADH (Tabela 20)
€ muito importante na obtengao de novas informagbes a respeito do mecanismo
desta reacéo. Em solugdes de pH entre 4 e 8, um efeito é observado na atividade
catalitica, como evidenciado na Tabela 20, onde ocorre um ligeiro aumento na

resposta do eletrodo quando o pH € aumentado.
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Este comportamento é muito interessante, desde que o E° do sistema

EPC/SNFDA é constante neste intervalo de pH. Uma razoavel explicagao para isto

€ que, a oxidagdo do NADH é dependente do pH da soluggo. Uma mudanga no

pH da solugéo para um valor maior que 4 deve afetar apenas o E° do par redox
NAD*/NADH (30 mV por unidade de pH [45]), ao passo que o E¥ da FDA

adsorvida sobre a SN permanece constante, desta forma, a resposta deve

aumentar para maiores valores de pH, porque a reagdo de oxidacao & favorecida.

Na verdade, esta hipdtese estd em concordancia com o comportamento

observado, indicando que ¢ potencial termodindmico para a transferéncia de

elétrons esta governando o processo. Entretanto, a formagio do complexo de

transferéncia de elétrons envolvida no mecanismo de reacéo redox entre o NADH

e o mediador também pode ser afetado com o pH [24].
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Figura 38. Dependéncia da corrente catalitica de NADH em fun¢do do potencial aplicado,
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Este comportamento sera comparado com os estudos cinéticos
empregando EDR (eletrodo de disco rotatério), os quais mostrarao o efeito do pH
na reacao entre a FDA e o NADH.

Tabela 20. Efeito do pH da solugdo na eletrooxidagdo de NADH, utilizando EPC/SNFDA
na presenca de 1,0 10 mol L™ de NADH preparado em solugio tampdo fosfato 0,1 mol
L™, com o E,. de =50 mV vs ECS

pH 4 5 6 7 8
Aj/pAcm?  238+0,02  2,63+0,03  274+0,03  2,80:0,03  2.90+0,03

A corrente catalitica em fungao da concentragao de NADH apresentada nas
Figuras 39 e 40, mostra claramente uma boa relagdo linear no intervalo de
concentragio de 0,4 10™ mol L™ a 8,0 10™* mol L™ com uma sensibilidade de 24,2
mA L mol" cm?. O intervalo de resposta linear foi muito bom e a sensibilidade
apresentou um valor intermediario comparado a 18 € 48 mA L mol”' cm™ obtido
para azul do Nilo e azul de Meldola adsorvido em SN, respectivamente [220, 184].
Estas caracteristicas apresentadas por este sensor sdo importantes no estudo do
mecanismo da reacéo entre a FDA e o NADH, pois permite que se trabalhe em
baixas concentragdes de NADH com uma boa sensibilidade.

A equagcdo que descreve o intervaio da relagdo linear é
A= -0,021 (10,014) + 2,91(x0,03) [NADH], com um coeficiente de comelacio de
0,998 para n= 20 , onde Aj & a densidade de corrente dada em pA cm? e a
concentragdo de NADH em 10° mol L. O limite de detecgdio nas condicdes
otimizadas & 7,1 10° mol L™, considerando como trés vezes o sinal do ruido e
uma precisao da repetibilidade de 2,1 % para 15 medidas, expressa em desvio
padrao relativo.

0O tempo de resposta deste sensor foi de 2,5 s (Figura 41), o qual é definido
como o tempo necessario para a corrente catalitica atingir a resposta maxima.
Este tempo de resposta é bastante razoavel tratando-se de eletrodos de pasta de
carbono. Provavelmente, a facilidade de difusio dos eletrélitos de suporte e a alta
velocidade de transferéncia de elétrons na superficie do eletrodo sdo os fatores
responsaveis por este baixo tempo de resposta.
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Figura 39. Amperogramas obtidos a ~50 mV com EPC/SNFDA em meio de solucdo

tampao fosfato 0,1 mol L' pH 7,0, através de incrementos de 20 ul de uma solugao de
NADH 0,01 mol L™
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Figura 40. Curva analitica para NADH empregando o sensor EPC/SNFDA (tempo de 60 s)
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Figura 41. Determinaco do tempo de resposta do sensor EPC/SNFDA em fungio da
corrente catalitica, obtida em meio de solugao tampao fosfato 0,1 mol L™ pH 7,0, através
da adigdo de 1,0 10 mol L de NADH. O potencia! aplicado foi de —50 mV vs. ECS

O eletrodo era muito estavel permitindo 300 determinagdes sem nenhuma
mudanga significativa, ou peio menos 1 més quando estocado em solucdo tampao
fosfato 0,1 mol L™ pH 7,0, em refrigerador.

Considerando a regido de saturagdo da curva analitica (intervalo de
concentragdo de 8,0 10 a 3,0 10° mol L"), um grafico dupto-reciproco (Figura 42)
foi obtido e a constante aparente de Michaelis-Menten, Kuapp, foi estimada como
sendo 2,80 10™ mol L™. Este valor é bastante baixo quando comparadoc a outros
sistemas, tais como, Azul de Melidola adsorvido em grafite [21] e Azul do Nilo
adsorvido em fosfato de zirconio [51], entretanto, & similar ao Meldola Biue
adsorvido sobre SN [220], 0,61 10™* mol L. Este baixo valor da constante
aparente de Michaelis-Menten sugere uma grande afinidade de SNFDA pelo

NADH para a formacgéao de complexo de transferéncia de carga.
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Figura 42. Grafico do duplo-reciproco para a obteng¢ao de Kuapp

A literatura mostra um trabalho de Lobo e cotaboradares [221], no qual um
sensor para NADH é desenvolvido através da eletropolimerizag&o, sobre eletrodo
de pasta de carbono, de um filme polimérico condutor de poli{o-fenilenodiamina),
em solucado aquosa de tampao acetato 0,1 mol L, através de voltametria ciclica.

Através de uma analise comparativa entre os dados apresentados por este
sensor € o sensor proposto nesta Tese, pode-se verificar que o sensor
desenvolvido neste trabalho apresenta algumas vantagens tais como: menor valor
de potencial aplicado (-50 mV vs. ECS contra 150 mV vs. Ag/AgCl), o que pode
minimizar a resposta de espécies interferentes sobre o sistema; menor tempo de
resposta (2,5 s contra 15 s), uma vez que no caso do sensor da literatura ha a
necessidade do NADH difundir através do filme polimérico durante o processo de
transferéncia, o que faz com o tempo de resposta seja grande e, finalmente, o
sensor proposto apresentou maior estabilidade e sensibilidade (300
determinagdes e 24,2 mA L mol™' cm? contra 160 determinagdes e 7,3 mA L mol™
cm’?, respectivamente).

Por outro lado o sensor desenvolvido po Lobo et. al. [221], apresentou uma
methor faixa linear de resposta (1-10 102 mol L") e um limite de deteccdo
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bastante baixo, da ordem de nano molar. Estas caracteristicas fazem deste sensor
mais viavel para aplicag6es praticas. Porém, como o objetivo do trabalho é estudar
0 mecanismo de rea¢do de transferéncia de elétrons/prétons entre a FDA e o
NADH, este sensor mostrou-se, através dos dados apresentados e discutidos
anteriormente, promissor para tal. Na Tabela 21, sdo mostradas as condigdes
finais da otimizagao do sensor EPC/SNFDA.

Tabela 21. CondigGes finais da otimizagdo do sensor EPC/SNFDA desenvolvido para a
eletrooxidacio do NADH

Parametros Condi¢des otimizadas do sensor
Potencial aplicado -50 mv
Solugdo de trabalho Tampé&o fosfato 0,1 mol L™ pH 7,0
Estabilidade 300 determinagdes
Faixa de resposta linear 0,4 10* -8 10™* moi L™
Sensibilidade 24,2 mA L mol” cm™
Limite de detecgéo 7110 moi L™
Tempo de resposta 25s
Knapp 2,80 10" mol L
Precisdo da repetibilidade 21%paran=15

A literatura apresenta em algumas revisdes [69, 120] sensores
desenvolvidos para a detecgic de NADH, além de outros trabalhos desenvolvidos
com esta finalidade [64, 181] e pode-se observar que, o sensor desenvolvido
apresenta caracteristicas analiticas bastante vantajosas nos aspectos de
estabilidade, sensibilidade, tempo de resposta e limite de detec¢ao, onde, os
valores apresentados por este sensor neste trabalho de Tese, estdo entre os
melhores até ent&o registrados. Porém quanto a faixa de resposta finear, o sensor
desenvolvido se enquadra numa regiao intermediaria, uma vez que, varios dos
sensores descritos na literatura, apresentam faixa de resposta linear mais ampla
que esta obtida com o sensor EPC/SNFDA. '

No entanto, uma vez estabelecida as propriedades eletroquimicas e estudado
seu comportamento diante da reagéo de eletrocatalise do NADH, o proximo passo,

para explorar as possibilidades deste sensor, seria o estudo da cinética da reacao
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do NADH com a FDA adsorvida em silica gel modificada com éxido de nidbio,

empregando eletrodo de disco rotatorio.

IV.6.3 Estudos Cinéticos da Eletrooxidagao Catalitica do NADH com Eletrodo
de Disco Rotatério (EDR)

Devido a sua importancia, grande esfor¢o tem sido feito na tentativa de
explicar o mecanismo da reagido envolvendo o processo redox do NADH.
Atualmente ha algumas controvérsias sobre o mecanismo da reacédo. Alguns
estudiosos sugerem que para a oxidacio do NADH o mecanismo mais provavel
envolve a formagdo de um complexa de transferéncia de carga, sendo que a
natureza do material do eletrodo, a concentragdo de NADH e o pH da solugdo sao
parametros importantes. No que diz respeito a natureza do material, sabe-se que
o pré-tratamento da superficie do eletrodo leva ao aumento do numero de grupos
oxigenados, afetando o processo redox da reacdo, tornando-a mais rapida,
principalmente em eletrodos a base de carbono onde este efeito é mais
pronunciado. No tocante a influéncia do pH, tanto na oxidagédo direta como em
eletrodos quimicamente modificados com a incorporacdao de mediadores de
elétrons, o efeito do pH varia em alguns casos, dificultando seu verdadeiro
entendimento.

Desta forma o aprofundamento destes estudos, explorando o uso do EDR
associado as melhorias do emprego de novas matrizes e mediadores, parecem
ser de grande utilidade. O EDR é utilizado para ¢ estudo mecanistico e para a
determinagdo de constantes eletroquimicas como a constante de formacao do
complexo de transferéncia de carga (k.1); afinidade da espécie com o substrato,
constante de Michaelis-Menten (Kv) e a constante de dissociagao do complexo de
transferéncia de carga (k.z) para a formagao do produto. A base para este estudo
esta no gradiente de catalise apresentado pelo sensor EPC/SNFDA, em fun¢io da
variagao da velocidade de rotacao.

Entre uma série de corantes organicos que tém sido amplamente usados
em eletrodos modificados, muitas fenoxazinas e fenotiazinas tem apresentado
propriedades eficientes para eletroxidacio catalitica do NADH [17,120]. Como
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estes mediadores sdo compostos que envolvem no processo redox 2 eiétrons e
1proton, seus E< variam com o pH. Varios artigos publicados mostram que a
velocidade de reagdo destes corantes corn o NADH varia com o pH [17, 178, 187]
e isto & importante para verificar se esta variagdo da velocidade de reagao &
dependente do potencial termodinamico da reagéio, como resultado da mudanca
do pH, ou, se a mudancga na velocidade da reagdo pede ser explicada por outros
fatores que poderiam gerar novos entendimentos no mecanismo entre o NADH e
este tipo de aceptor elétron-préton.

E conhecido que a corrente de oxidagdo do NADH para o eletrodo
modificado pode ser limitada pelo transporte de massa do NADH até a superficie
do eletrodo e pela cinética da reagdo. Para o EDR, a corrente limitada pelo
transporte de massa (lin) depende da velocidade angular, », (em rad s") e da
concentragdo de NADH, [NADH]', no seio da solugéo, de acordo com a equagdc
(1) de Levich [222].

2 1 1

I, = 0,620nF[NADHT D3w?v 6 eq. (1)

Nesta equacdo n € o numero de elétrons, F a constante de faraday, D o
coeficiente de difusao (cm® s'), © a velocidade de rotagdo (rad s e v a
viscosidade cinematica (cm? s™).

Para o sistema em estudo, & possivel comprovar essas limitagoes
(influéncias), submetendo o sensor EPC/SNFDA, a diferentes velocidades de
rotagao na presenca e na auséncia de NADH. Quando o NADH nao esta presente
em solugdo, nenhuma variagdo da corrente é observada, variando-se a velocidade
de rotacdo de 30 a 400 rpm (Figura 43). No entanto, na presenca de NADH
(Figura 44), observa-se claramente uma variagéo da corrente eletrocatalitica com
a variacdo da velocidade de rotacdo do EDR. lIsto comprova a influéncia do
transporte de massa no processo redox do NADH.
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Figura 43. Voitamogramas de vamedura linear obtidos para o sensor EPC/SNFDA,
experimento realizado com eletrodo de disco rotatéric, na auséncia de NADH, em solugéo
tampao fosfato 0,1 mol L™ pH 7.0 variando a velocidade de rotagio de 30 a 400 rpm
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Figura 44. Voltamogramas de varmredura linear obfidos para o sensor EPC/SNFDA,
experimento realizado com eletrodo de disco rotatério, na presenga de [NADH] = 2 10*

mol L, em solu¢dio tampao fosfato 0,1 moi L™ pH 7,0 variando a velocidade de rotacio de
30 a 400 pm
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A influéncia da componente cinética na eletrocatalise do NADH,
empregando-se EDR, pode ser comprovada através do grafico de Levich (Figura
45). Para tanto, construiu-se um grafico de intensidade de corrente em fungdo da
raiz quadrada da velocidade angular de rotacdo, e através da Figura 45,
comprovou-se que nesta reagao além da contribuigdo difusionai, ha também uma
contribuicao cinética, a qual & verificada pelo desvio da linearidade.

Desta forma o emprego de eletrodo de disco rotatério (EDR), se ajusta
perfeitamente para a determinacgéo de constantes cinéticas envolvidas na reacao
de eletrooxidagdo do NADH empregando o sistema EPC/SNFDA.

E importante mencionar as velocidades de rotagdo empregadas nestes
estudos se justifica, uma vez que, neste intervalo foi possivel observar a influéncia
da cinética da reagéo (Figura 45).

18

154

12

i1pA

o

d’!f“"( rad 5-1)12

Figura 45. Variagdo da intensidade de corrente em fungso da raiz quadrada da velocidade
de rotacdo

Conforme mencionado na literatura {17}, para uma reacac catalisada, a

corrente limitada cineticamente (lim), usando eletrodo de disco rotatério, pode ser
expressa como escrito a seguir:
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2 1
nFAk,, T[NADH]' D?w?
Ilirn = 21 1 €q. (2)
D3w? +1,6v¢k,, T

,onde I' é a cobertura da superficie do eletrodo com os mediadores de elétrons,
em (mol cm®), o qual foi avaliado através da integragio da area do pico anddico
ou catédico do voltamograma obtido a baixa velocidade de varredura (I'=Q/nFA).
O valor de I' avaliado aqui foi de 5,6+0,2 10 mol cm (Tabela 22). Considerando
a analise elementar e a massa de SNFDA, contida em um eletrodo, a quantidade
de FDA no eletrodo deve ser de 3,1 107 mol. Tendo em consideragsio esta
quantidade e o valor de I', pode-se concluir que apenas 2,0 % da FDA esta
eletroquimicamente ativa na superficie do eletrodo.

Fazendo a inversdo da equagéo (2) temos a conhecida equagio (3) de
Koutecky-Levich [219] da qual baseou-se para a construcio do gréafico da Figura
46, variando-se a concentragdo de [NADH] conforme & observado na mesma
Figura.

1 1 1

1

S + . 3

1 nFAk TINADH 12 R eq. (
sl | 1 0.620nFAvi D [NADHT o2

E importante frisar que o intervalo de concentragio de NADH empregado
neste estudo, esta inserido na faixa de resposta linear do sensor EPC/SNFDA
obtida em estado estacionério (Figura 40).
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Figura 46. Grafico de Koutechy-Levich para o eletrodo de pasta de carbone modificado
com SNFDA, empregando EDR em diferentes concentragdes de NADH em solugao
tampéao fosfato 0,1 mol L' pH 7,0

Pela inclinagdo da curva é possivel obter o numero de elétrons (n)
envolvidos na reagdo, e este foi 0 método utilizado para o calculo do nimero de
elétrons. Um segundo modo de avaliar o nimero de elétrons, & plotando a
inclinagdo das curvas do grafico de Koutechy-Levich vs [NADH]J.

Através da interceptagdo do grafico de Koutechy-Levich é possivel avaliar
Kobs, CONhecendo-se o valor de I' (Tabela 22).

O valor da constante ks (constante global da reagdo) apresentou-se
dependente da [NADH], Figura 47, e isto tem sido mostrado para todos os
eletrodos modificados com mediadores usados na oxidagc3o elefrocatalitica do
NADH [17, 120] sendo que, esta dependéncia sugere a formagdo de um complexo
de transferéncia de carga (CT) entre o NADH e o mediador. Acredita-se que este
complexo de transferéncia de carga, inicialmente formado entre os reagentes,
dissocia em um passo limitante da velocidade para a reago total, anatogo a
cinética de reagbes enzimaticas de Michaelis-Mentem. Desta forma, a reacéo de

eletrooxidacéio do NADH pode ser representada pela equagio (4) a seguir:
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Figura 47. Variagdo da constante xq pela [NADH] para o sensor EPC/SNFDA.
Experimento realizado em voltametria linear em solugdo tampao fosfato 0,1 moi L' pH 7.0

Kobs
K+ k2
__’ +
NADH + SNMedox «— CT —complexo — NAD" + SNMed ey eq.(4)
k1

>

Este tipo de mecanismo de reagao, similar a uma reacdo enzimatica, onde
ha a formagdo de um complexo enzima/substrato (ES), é bastante empregado
para estudo de cinética de Michaelis-Menten e obten¢ao da constante que leva o
mesmo nome (Ky), que pode ser definida como:

— k—] + k+2
X eq. (5)

+1

Ky

A constante global da reagao, ks, para qualquer concentracao de NADH
pode ser expressa como [10, 187]:
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k+2

Invertendo a equacéo (6) obtém-se a expressao:

A construgao do grafico 1/kobs vs. [NADH] fornece uma

1

kobs = *
K, +[NADH]

_ K, N [NADHT

k

abs

k+2 k+2

eq. (6)

eq. (7)

relagac linear

(Figura 48), sendo um forte aliado para acreditar que um complexo de

transferéncia de carga deve se formar entre o mediador e o NADH. Do coeficiente

angular da curva deste grafico € possivel calcular o valor de ki; € do coeficiente

linear o valor de Ky pode ser avaliado.
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Figura 48. Variag8o da constante 1/x.s pela [NADH] para o EPC/SNFDA em pH 7,0

Para o sensor EPC/SNFDA foram avaliados os valores da constante

Koos iNaDHI=0 €m fungdo da variagdo do pH entre 5 e 8,5. A razdo para nio se

estudar o sistema em valores de pH menores que 5 é devido a restricdo quanto a
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estabilidade do NADH em valores menores de pH [45) e em valores maiores que
8,5, a estabilidade da silica é que fica comprometida.

Para melhor visualizagdo dos resultados, a Tabela 22 mostra os parametros
cinéticos calculados da eletrooxidagcdo do NADH pelo sistema EPC/SNFDA em
diferentes pHs.

Tabela 22. Sumario dos parametros cinéticos do sistema EPC /SNFDA em diferentes pHs

pH T (mol/cm?) Ky (MM) Xops M'ST  kiz, 87 n

5,0 57(x0,2)10° 0098+0001 5306+38 052+001 2102
6,0 57(+0,2)10° 0,102+0,001 5392+42 055+0,01 19+02
7.0 57(x02)10° 0,104+0,001 5480+45 057+001 1902
7.5 57(02)10° 0,108+0,001 5512+45 060+0,01 19102
8,0 55(+02)10° 0,11210002 554946 062+002 18+02
8,5 54(+0,2)10° 0,113+0,002 5568+47 063+0,02 1802

Através dos dados da Tabela 22 para o sensor EPC/SNFDA pode-se
chegar a algumas conclusdes: Observa-se claramente que 0 ks @aumenta com o
aumento do pH da solugdo (Figura 49), em contraste com outros sistemas
estudados, os quais empregam mediadores de elétron imobilizados, em eletrodos
convencionais, no entanto, em concordancia com dados de recente publicagéo
[161, 184, 220], com mediadores similares, imobilizados em fosfato de zirconio e
silica gel modificada com 6xido de nidbio.

O comportamento de sistemas onde ocorre diminuicdo da velocidade de
reacio com o aumento de pH, vem sendo explicado por uma provavel perda de
estabilidade do mediador.

No entanto, no sistema estudado (EPC/SNFDA), a matriz SN deve exercer
um efeito de protecdo frente a variagdo da concentragio de H', visto que
nenhuma altera¢do na resposta do potencial formal da FDA adsorvida na faixa de
pH de 3 a 8, é observada, podendo esta diferenga de potencial eletroquimico,
entre o mediador adsorvido e 6 NADH, ser a responsavel por este comportamento.

Atualmente, no mecanismo de reagio envolvendo o processo redox do

NADH, indaga-se se a reac¢do € influenciada pelo pH ou pelo valor do potencial
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formal do par NAD'/NADH, o qual se destoca 30 mV por unidade de pH para
valores mais negativos, ou por ambos.

Possivelmente este comportamento é devido ao aumento da diferenca de
potencial entre o par redox NAD'/NADH e o mediador adsorvido em fun¢éo do
aumento do pH.

A cobertura da superficie do eletrodo, I', com o mediador adsorvido,
apresenta valores muito proximos para todo o intervalo de pH estudado.
Simultaneamente, observa-se também uma variacdo na constante global da
velocidade da reacao, uma vez que kwps aumenta com a diminuicdo da
concentracdo de H*, evidenciando que para o sensor EPC/SNFDA, a quantidade
de grupos mediadores & suficientemente alta, nao afetando a velocidade da
reagcao, como ja demostrado em outros sistemas estudados na literatura [23, 24].

Ja o Kuapp apresenta valores mais baixos que sistemas similares {17]. Estes
valores baixos de Ky sugerem grande afinidade do sistema EPC/SNFDA pelo
NADH, podendo, talvez, ser melhorado com a adicao de ions Ca®* no sistema,
conforme verificado em outros estudos [52]. No entanto, para o sistema estudado,
o valor de Kuap também aumenta em funcao do pH (Tabela 22) e este
comportamento sugere que o equilibrio entre 0 NADH e o mediador é afetado com
o aumento do pH, diminuindo a afinidade com o NADH em altos valores de pH.
Uma provavel explicacac para este comportamento é que com a variagde do pH
da solugdo poderia haver alteragao das cargas na superficie do eletrodo (barreira
de cargas) influenciando a formag¢ao do complexo NADH/FDA. Embora os valores
de Kuapp aumente com o pH da solugéo, a velocidade da reagac tambem aumenta,
sugernndo que a dissociagéo do complexo de transferéncia de carga torna-se mais
facil quanto maior o pH da solugao.

Com relagdo ao k.2 (constante cinética de dissociacdo do complexo de
transferéncia de carga), os valores sdo menores que 0s apresentados pelo xeps, €
tambem estes valores apresentam variagbes 4,3 vezes maior quUe Keps COMO
funcido do pH. Estes aspectos sugerem que a etapa de dissociagao do complexo
de tranferéncia de carga, é a etapa limitante da reagao.
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Fazendo uma analise global deste mecanismo de reagao, levando-se em
consideracio, a variagao das constantes cinéticas em fung¢do do pH, podemos
concluir que o aumento do pH da solugdo diminui a afinidade entre a FDA
imobilizada sobre SN e o NADH, embora este aumento do pH favoreca a
dissociagdo do compiexo de transferéncia, que é a etapa limitante da reacgao, e
favoreca ainda a termodindmica da reag¢do, aumentando a diferenga de potencial
eletroquimico entre 0 mediador imobilizado e o NADH. Este Gltimo aspecto esta

diretamente relacionado com o comportamento do ks €m fungéo do pH.

56800 /'
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45 50 55 €0 65 7.0 7.5 80 85 9,0

Figura 49. Dependéncia da constante x.,s em fungdo do pH da solugio tampao fosfato.
Experimento usande o EPC/SNFDA

Porém era esperadc que os valores de xqs €m funggo do pH fossem
maiores que os apresentados, ou seja, levando-se em consideragdo somente os
aspectos termodinamicos da reagao, a velocidade global desta reagao deveria ser
maior, aumentando-se o pH. A explicacdo para este comportamento de ks €M
funcdo do pH &, portanto, devido & diminuigdo da afinidade entre a FDA

imobilizada e o NADH com o aumento do Ph, devido & alteragdo das cargas do
meio.
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Quanto ao numero de elétrons calculade, estes estao concordantes com o
esperado para sistemas envolvendo a eietrocatilise de NADH, mediada por
compostos organicos eletroativos similares a o-fenilenodiamina.

Comparado com outros sistemas da literatura, a eletrocatalise do NADH
empregando o sensor EPC/SNFDA, foi bastante satisfatoria, apresentando alto
valor de xops.

A comparacéo dos resultados obtidos com outros sistemas da literatura,
exige bom senso quimico, uma vez que o mediador esta adsorvido somente na
superficie da matriz SN, a qual é misturada em uma pasta de carbono. Na verdade
os sitios eletroativos estdo localizados no material SNFDA, que sao bastante
porosos, entdo, considerando estes aspectos, os valores das constantes cinéticas,
principalmente o Kmapp, Nd0 podem ser comparados diretamente com outros
sistemas.

Comparando com valores previamente publicados para outros sistema
mediador-eletrodo, tais como azul de Meldola e azul do Nilo adsorvido sobre SN
[220, 184}, podemos concluir que o valor de x.s medido para este sistema
(EPC/SNFDA) esta entre os maiores registrados até entido {223). Isto abre
possibilidades promissoras para aplicagbes praticas, onde constantes de
velocidade altas séo indispensaveis, de modo a se trabalhar sob condigdes
limitadas de transporte de massa. Isto poderia conduzir ao desenvolvimento de
biossensores amperométricos empregando enzimas NADH dependentes
(dehidrogenases), com baixo limite de detecgdo, um tempo de resposta curto e
nenhuma dependéncia do pH da amostra.

Como informagdo compiementar deste trabalho, é importante mencionar
que foram realizados testes imobilizando-se a para-fenilenodiamina e nenhum
resultado satisfatorio foi obtido provavelmente devido a baixa reatividade deste
composto imobilizado.

Finaimente, analisando o trabalho desenvolvido nesta Tese, podemos
sugerir como uma proposta futura, com a finalidade de methorar o desempenho da
o-fenilenodiamina (FDA) imobilizada, frente & solugées de NADH, a imobilizagao

deste mediador na matriz SNPsa g4, sendo esta, a matriz que influenciou de
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maneira mais eficaz o comportamento eletroquimico da RF. Além disso, a
incorporagdo de uma enzima de-hidrogenase (NADH dependente) com o objetivo
de desenvolver um biossensor, para analitos das mais variadas areas de
aplicagao, tais como: ambiental, alimenticia, bebidas, etc, & a principal perspectiva

futura deste trabaltho.
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V. CONCLUSOES GERAIS

V.1 Propriedades Eletroquimicas dos Sensores Desenvolvidos

Inicialmente verificou-se que as diferentes matrizes modificadas com éxido
de niébio ou fosfato de niobio empregadas neste projeto apresentaram-se como
matrizes eficazes para o desenvolvimento de sensores a base de pasta de
carbono. A modificagao da superficie da silica gel ou do material sol-gel se deu de
forma a permitir gque quando usados como suportes para adsor¢cao dos
mediadores de elétrons, proporcionassem estabilidade de pelo menos 30 dias aos
sensores contendo os compostos organicos eletractivos RF, FAD e FDA.

Apds a adsor¢do na matriz de SN os mediadores utilizados apresentaram
algumas mudancas em suas propriedades eletroquimicas quando comparadas
com o comportamento eletroquimico livre em solugéo.

Especificamente para a RF, onde empregou-se as quatro matrizes, na
imobilizacdo deste composto orgénico, a avaliagdo do efeito de acidez, area
superficial e porosidade, revelou diferengas nas respostas eletroquimicas da RF
imobilizada. A acidez da matriz e a maior area superficial do material sol-gel
influencia na quantidade de RF imobilizada e no deslocamento de potencial médio,
sendo estes dois parametros bastante importantes para o emprego destes
sistemas como sensores para NADH. A porosidade das matrizes (menor tamanho
de poro dos materiais sol-gel) influencia o processo redox da RF tornando a
difusd@o das espécies do eletrélito de suporte a etapa limitante do processo.

Além disso, as matrizes influenciaram a cinética de transferéncia de
elétrons entre este composto e o eletrodo, a qual foi verificada através dos
parametros cinéticos avatiados.

O deslocamento do potencial formal para valores menos negativos, a
minimizagao do efeito do pH da solugéo sobre o potencial formal e a separagéo de
picos sdo importantes caracteristicas observadas nos eletrodos modificados
contendo RF, FAD ou FDA imobilizados nas diferentes matrizes inorganicas.
Associado a estas novas propriedades, a alta estabilidade e o baixo potencial do
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par redox para os mediadores imobilizados, fazem destes eletrodos excelentes

dispositivos para promoverem a eletrooxidagio do NADH em potenciais baixos.

V.2 Propriedades eletroquimicas da RF imobilizada em diferentes concentracses
sobre a matriz SNPgq.ge1 € 0s estudos das propriedades eletrocataliticas da RF
frente ao NADH

A quantidade de RF imobilizada na matriz SNPs..qe afeta as propriedades
eletroquimicas dos diferentes sensores, onde a separagido de pico (anddico e
catodico) aumenta em fungdo da quantidade de RF imobilizada, provavelmente
devido a dificuidade no processo de difusao dos ions do eletrdlito de suporte
através dos pequenos poros presentes nesta matriz.

No estudo da catdlise de NADH, a melhor eficiéncia da RF imobilizada na
matriz sol-gel fosfatada é devida ao grande deslocamento de potencial format
apresentado pela RF imobilizada nesta matriz.

Ainda através destes estudos, empregando a RF imobilizada em diferentes
concentragbes sobre o material sol-gel fosfatado, o fato da catilise ser mais
efetiva nos sensores construidos com menores concentragdes de RF indica que
provaveimente ocorra melhor distribuicio da espécie eletroativa sobre a matriz e
consequentemente sobre o eletrodo de trabalho, facilitando a difusdo do NADH e
a transferéncia de elétrons. Porém, ao mesmo tempo em que a RF nestes
sensores esta melhor distribuida superficialmente e permite um methor acesso do
NADH ao sitio ativo desta, a quantidade de RF sobre esta matriz é relativamente
pequena.

Desta forma, embora o potencial formal da RF imobilizada, tenha sido
deslocado para valores mais positives, este deve ser insuficiente para que a
catalise seja efetiva, em menores concentragdes de NADH, e ainda, um provavel
efeito de matriz, pode estar dificultando a interagéo entre a RF e o NADH, no
sentido de dificultar a difusdo do NADH. Estes fatores podem explicar o fato da
intensidade de corrente catalitica ser baixa mesmo na presenca de 1,0 10° mol
L'" de NADH.

132



V. Concilusbes Gerais

V.3 Estudos eletrocataliticos e cinéticos envolvendo a coenzima NADH e o
sistema EPC/SNFDA

Os estudos eletrocataliticos e cinéticos do NADH empregando o sensor
desenvolvido com a o-fenilenodiamina (FDA) comprovaram a grande eficiéncia
desta diamina em mediar a transferéncia de elétrons envolvendo a molécula de
NADH. A pasta de carbono juntamente com a matriz SN constituem-se em
excelentes ambientes para a elaboragdo de sensores capazes de promover a
deteccao de NADH com dtima sensibilidade e estabilidade, mesmo quando
empregando sistemas mais “agressivos” como o eletrodo de disco rotatorio,
utilizado nos estudos cinéticos.

A partir dos sensores desenvolvidos foi possivel operar a célula
eletroquimica, durante a eletrooxidagac do NADH, aplicando potencial de -50 mV
vs ECS para o sensor EPC/SNFDA, o que amplia bastante a possibitidade de
aplicacdo deste sensor em amostras complexas, pois nestes potenciais o sensor
torna-se muito menos susceptivel & possiveis interferentes.

A avaliagio dos parametros analiticos deste sensor mostrou que o mesmo
€ um otimo dispositivo para a determinagio de NADH, com ampla faixa de
resposta linear, 0,4 10® a 8,0 10® mo! L. Destaque deve ser dado a alta
estabilidade deste sensor, onde nao foi observada qualquer diminuigao do nivel de
corrente mesmo apos varias horas de uso. Com este mesmo sensor é possivel
realizar mais de 300 determinagdes com desvio padrao relativo inferior a 3 %.

Desta forma o sensor desenvolvido comprova que a utilizagdo de
mediadores de elétrons com estruturas aromaticas, tais como: fenilenodiaminas,
fenoxazinas ou fenotiazinas, adsorvidos numa matriz adequada, como a silica gel
modificada com 6xido de nidbio, apresentam-se como sistemas eficazes na
determinagdo de NADH com otimas perspectivas de desenvolvimento de
biossensores NADH dependentes.

Quanto aos estudos cinéticos, estes indicaram para a formagio de um
complexo de transferéncia de carga, CT-complexo, entre o mediador e o NADH, o
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qual foi possivel constatar pela correlagdo (dependéncia) dos valores de s em
fungao da concentragcdo de NADH na solucio.

A avaliagdo da cobertura da superficie do eletrodo com o mediador
adsorvido, I', apresentou valores muito préximos para toda faixa de pH estudada,
enquanto observa-se uma variagdo na velocidade de reacdo, pois ks aumenta
com a diminui¢do da concentracdo de H*. Este comportamento evidencia que a
quantidade de grupos mediadores imobilizados na superficie de SN é
suficientemente alta nao afetando a velocidade da reagso.

O numero de elétrons transferidos no sistema confirma a previsao da
transferéncia de dois elétrons quando fenilenodiaminas s&o usadas como
mediadores de elétrons.

O xobsNADHI0 @umenta no sistema com o aumento do pH da solugdo e
possivelmente este comportamento € devido ac aumento da diferenca de
potencial eletroquimico do par redox NAD*/NADH e do mediador adsorvido na
matriz de SN. Isto pode ser afirmado, pois em estudos anteriores foi observado
que o potencial formal da FDA imobilizada na matriz SN praticamente no era
afetado nesta faixa de pH.

Quanto aos valores de Kwap estes sfo menores quando comparados a
sistemas similares. Estes valores sugerem grande afinidade do mediador na
eletrooxida¢éo do NADH., porém esta afinidade era diminuida em fungao do pH.

Com relagdo ao k., (constante cinética de dissociacdo do complexo de
transferéncia de carga), os valores sdo menores que os apresentados pelo kg, €
atlém disso, estes valores apresentam variagbes 4,3 vezes maior que koss COMO
uma funcdo do pH. Estes aspectos sugerem que a etapa de dissociacdo do
complexo de transferéncia de carga, é a etapa limitante da reacao.

Uma andlise global deste mecanismo de reacdo, levando-se em
consideragdo, a variagdo das constantes cinéticas em fungdo do pH, permitiu
conciuir que o aumento do pH da solucdo diminui a afinidade entre a FDA
imobilizada sobre SN e o NADH, e este fato pode explicar a nio observagao de
valores maiores de ko €m fungéo do pH levando-se em consideracdo somente os

aspectos termodinamicos da reagao.
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Os estudos eletrocataliticos e cinéticos do NADH comprovaram a grande
eficiéncia do composto organico FDA em mediar a transferéncia de elétrons
envolvendo a molécula de NADH. A pasta de carbono juntamente com a matriz

SN formam um étimo sistema para o desenvolvimento de sensores para NADH.
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Vil. ANEXO
Vii. 1. RESULTADOS E DISCUSSOES

VIl.1.1 SISTEMA EPC/SNFAD
VIi.1.1.1. Caracterizagao da FAD imobilizada sobre a matriz

A guantidade de FAD adsorvida na superficie da matriz SN obtida por
anaiise elementar apresentou o resuitado de cerca de 20 umoi de FAD por grama
de silica. Este resultado comparado ao obtido para o sistema SNRF (27 umol de
RF por grama de silica) mostra que a FAD adsorveu menos que a RF sobre a
superficie da SN e estes resultados demonstram que provavelmente a quantidade
de flavina imobilizada sobre a matriz estd relacionada com o tamanho da

estrutura, ou seja, quanto maior a estrutura menor a quantidade adsorvida.

VI1.1.1.2. Estudos Eletroquimicos

Estudos eletroguimicos sugerem que as flavinas (riboflavina, FMN e FAD)
apresentam comportamento eletroquimico semelhante e sofrem processo redox
reversivel envolvendo 2 prétons e 2 eletrdns. A parte reativa das flavinas esta
localizada no anel aloxazina apresentada na Figura 1.

No presente trabalho, imobilizou-se FAD sobre a superficie da silica gel
previamente modificada com Oxido de nidbio (SN). A Figura 2, mostra o
voltamograma ciclico obtido com o eletrodo de pasta de carbono contendo a
matriz na auséncia de FAD (A). Observa-se neste caso a auséncia de picos redox
na regido de potenciais entre -400 e -150 mV. No entanto, na presenca de FAD
adsorvida sobre a matriz € possivel observar um par de picos redox bem
definidos, sendo o pico anédico em -270 mV e o pico catédico em -313 mV (B).
Desta forma o potencial formal da FAD adsorvida sobre SN é de —290 mV.

Na Figura 3 € possive! observar que apds sucessivos ciclos de vamedura
de potencial nas mesmas condigdes citadas anteriomente, n&o houve queda da
intensidade de corrente de pico € nem desiocamento do potencial médio, 0 que
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indica uma elevada estabilidade a FAD imobilizada sobre a matriz, sugerindo que
a mesma esta fortemente adsorvida sobre a mesma.

Apbs a verificagio da estabilidade da FAD imobilizada sobre a matriz SN,
na etapa seguinte partiu-se para a caracterizagdo eletroquimica do sistema
EPC/SNFAD.

OHOH OH
RER  —CH;—(—C—C—CH,OH
H H H
R OHOHOH 0 NH,
E FMN R= — _
N. _N_ _O CH—¢—C¢—¢—CHO—F—OH .z \
\( H HH OH N |
= NH N N
OHOHOH o 9
o FAD R= —CHy—C—C—C—CH0—P—0—P—0—CH,
anel aloxazina HHH OH OH
o
OHOH

Figura 1. Representagio esquemélica das estruturas quimicas das flavinas. Riboflavina (RF),
fiavina mononucleotideo (FMN) e flavina adenina dinucleotideo (FAD)

1/ pA

" H i A
04 02 €02 21
E/V vs ECS

Figura 2. Voltamogramas ciclicos obtidos com eletredo de pasta de carbono modificado com SN
(A) e SNFAD (B) 2a 20 mV s em solugéo de NaN©3 0,1 mol L, pH 7,0.
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Figura 3. Voltamogramas ciclicos sucessivos (10° e 100° ciclos) obtidos com eletrodo de pasta de
carbono maodificado com SNFAD 60% (m/m)a 20 mVs™' em solugdo de NaNO; 0,1 mol L™, pH 7.,0.

Desta forma, nesta etapa da caracterizagéo eletroquimica do sistema,
partiu-se para o estudo da influéncia da natureza de cétions e &nions nos valores
da separagio de pico (AE;) e potencial formal (E°) da FAD imobilizada sobre a
silica gel modificada com éxido de nidbio (SN). Nota-se neste estudo um
deslocamento do £° em aproximadamente 170 mV para valores mais positivos
que o £° da FAD em solug&o, assim como ocorreu com o sistema EPC/SNRF.

Na Tabela 1 é possivel observar que os diferentes céations estudados nio
afetam significativamente a resposta da espécie eletroativa. A separago de pico
(AE;) e potencial formal (E%) para todos os eletrdlitos investigados foram quase os
mesmos. Provavelmente, os eletrdlitos de suporte ndo interagem de uma forma
forte com a matriz e ndo afeta a FAD adsorvida sobre SN. Para este sistema
(EPC/FAD) existe um pequeno efeito observado para ions Ca®*, os quais
conduzem a um deslocamento do potencial médio para valores menos negativos,
sugerindo uma interagio entre Ca®* e a FAD, estabilizando a forma reduzida da
especie eletroativa. Provavelmente isto é provocado peia retirada de densidade
eietrdnica da RF pelo jon célcio carregado positivamente.

Outra interagio que poderia estar havendo seria a interagdo entre os
diferentes cations estudados com os grupos fosfatos presentes na estrutura da
FAD, no entanto, estes grupos provavelmente encontram-se afastados do sitio
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ativo (anel aloxazina),e portanto, esta interagdo nio afetaria de maneira
significativa o processo redox do sistema EPC/SNFAD.

Estes resultados estdo em concordancia com aqueles apresentados em
trabalhos reportados na literatura o qual caracteriza eletroquimicamente flavinas,
fenazinas, fenoxazinas e fenotiazinas imobilizadas em suporte inorganico (fosfato
de zirconio). Além disso, estes dados estdo muito proximos aqueles obtidos para o
sistema EPC/SNRF.

Tabela 1. Valores da separag&o de pico e do potencial médio (formal) obtidos com eletrodo de
pasta de carbono modificado com SNFAD em diferentes solugdes de cations, pH 7,02 20 mV s™.

Solug&o 0,1 MpH 7.0 AE (mV) E” (mV)
LiNO; 40 287
NaNO; 32 275
KNO; 34 282
NHNO3 39 284
Ca(NO3); 37 -265

Para os anions (Tabela 2) nenhuma influéncia significativa sobre a espécie
ativa foi observada. Um pequeno efeito sobre o sistema (deslocamento do
potencial médio para valores mais negativos) foi verificado quando se trabathou
com solugao de NaxSO., desiocando o £° para valores mais negativos, indicando
uma interagio entre SO~ e a FAD, estabilizando sua forma oxidada.
Provavelmente isto deve ser provocado pela doacdo de densidade eletrénica do
ion suifato carregado negativamente para a RF.

Tabeia 2. Valores da separagéo de pico e do potencial médio (formal) obtidos com eletrodo de
pasta de carbono modificado com SNFAD em diferentes solugbes de anions, pH 7,0 220 mV s™.

Solugao 0,1 M pH 7,0 AE (mV) E" (mV)
NaCl 38 -283
NaNO; 42 -275
NazSO, 46 =313
NaClO, 41 -283
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No entanto, quanto ao parametro separagao de potencial de pico, nenhum
dos anions estudados apresentou comportamento distinto e, portanto, pode-se
dizer que a difusdo destes anions aqui estudados ocorre de maneira similar.

Apos o estudo do efeito de eletrdlitos, na etapa seguinte realizou-se o
estudo do efeito tamp&o. A Tabela 3 mostra os valores de separagédo de pico
(AEp), potencial formal e a razdo I/l @ qual mostra a reversilidade quimica do
sistema, obtidos para o sistema EPC/SNFAD em diferentes solugdes tampdes.
Através desta € possivel observar que o sistema sofre interferéncia significativa da
solucdo tampao fosfato e solugdo tampzo TRIS, enquanto que as solucdes
tampdes PIPES e HEPES apresentaram as melhores condi¢des operacionais. As
possiveis explicacbes para os diferentes comportamentos apresentados pelo
sistema EPC/SNFAD nas diferentes solugcdes tampdes s&o apresentadas a seguir.

Através da Tabela 3 observa-se que a relacdo I/l para o sistema
EPC/SNFAD, quando se utiliza a solugéo tamp&o fosfato estd muito proxima de 1,
sendo este um comportamento caracteristico de sistemas quimicamente
reversiveis. O fato do potencial formal da FAD imobilizada neste meio estar
proximo do potencial formal em solugdo pode ser atribuido ao fato de estar
havendo uma competi¢éo pelo sitio ativo acido da matriz, entre os grupos fosfato
da FAD e os grupos fosfato da solugdo tampéo, e, esta competigio pode estar
arrancando a FAD da matriz SN, fazendo com que o comportamento eletroquimico
da espécie eletroativa imobilizada seja muito proximo do seu comportamento em
solucao. Ainda através desta tabela, observa-se que em solugao tampao PIPES o
sistema apresentou o menor valor de AE, (42 mV), maior desiocamento do
potencial formal para potenciais mais positivos (-284 mV) e uma boa
reversibilidade quimica através do parametro da razdo entre a intensidade de
corrente de pico anddica e intensidade de corrente de pico catddica (0,93) , sendo
portanto, o melhor meio para futuros estudos da catalise de NADH pela FAD
imobilizada sobre a matriz SN. O comportamento do sistema EPC/SNFAD
observado em meio de tamp&do TRIS pode ser atribuido, assim como para o
sistema EPC/SNRF, a uma interagéo entre os constituintes do tamp&o TRIS e a
FAD, estabilizando a forma oxidada da espécie eletroativa. O maior valor de AE,
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observado podem ser atribuido & adsor¢do destas moléculas sobre a superficie do
eletrodo, tomando a transferéncia mais dificil.

A Tabela 4, mostra os dados relativos ao estudo do efeito pH e através
desta observou-se que o potencial médio do sistema manteve-se constante no
intervalo de pH de 3 a 8, mostrando o efeito protetor da matriz, o qual minimiza a
influéncia do pH sabre a flavina adsorvida. Propde-se que este efeito de protecao
deva ocorrer através de uma interacéo bastante forte e estavel entre os sitios
acidos das diferentes matrizes empregadas e o anel aloxazina da ribofiavina (base
de Lewis), formando um par idnico, o qual ndo pode ser dissociado pelo pH do

Tabela 3. Valores da separagdo de pico, do potencial médio (formal) e da refacéo I/, obtidos
para eletrodo de pasta de carbono modificado com SNFAD em diferentes solugdes tampées, pH
7.0 através de voltametria ciclicaa v=20mVvs™.

Solugio tampao AE E" fpalloe

0,1 molL" (mV) (mv)
Fosfato 62 -451 0,97
HEPES 44 292 0,90
PIPES 42 -284 0,93
TRIS 738 -396 1,17

Tabela 4. Valores da separag&o de pico e do potencial médio (formal) obtidos para eletrodo de
pasta de carbono modificado com SNFAD em solug@o de NaNO; em diferentes valores de pH
através de voltametria ciclicaa v=20 mVs™.

pH AE E’
(mv) (mV)
3 32 276
4 38 277
5 40 285
6 44 279
7 42 -285
8 46 282

meio. Este comportamento pode ser atrativo para aspectos praticos e estudos
mecanisticos da reagdo entre NADH e FAD adsorvida sobre estas matrizes. A
eliminagao da influéncia do H" durante o processo redox da FAD adsorvida nestas
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diferentes matrizes é muito importante para verificar o efeito do potencial
termodinamico sobre a reagdo entre FAD e outras especies.

A Figura 4 mostra os voltamogramas ciclicos obtidos em diferentes
velocidades de varredura (de 5 a 100 mV s") no intervalo de potencial de -400 a -
150 mV, onde é possivel observar que nao ocorre nenhuma mudanga no formato
geral dos mesmos. E importante mencionar aqui, que ao contrario do que ocormre
com o sistema EPC/SNRF, onde foi possivel trabalhar com velocidades de
varredura de até 500 mV s no presente caso, n&o foi possivel trabalhar com
velocidades maiores que 100 mV s uma vez que, acima desta velocidade de
varredura ndo havia definicdo dos picos de oxidagdo e reducdo. Isto deve estar
relacionado com o fato da molécula de FAD ser maior que a molécula de RF, ou
seja, durante o processo de imobilizagdo da FAD sobre a matriz SN pode ocorrer
fechamento dos poros da siiica por estas moléculas volumosas, dificultando a
difus&o dos fons do eletrdlito de suporte e consequentemente aumentando a
separacao dos picos quando se trabalha com altas velocidadades de varredura.

L ! N ! )
0.40 -0.35 0.30 025 -0.20 -0.15
E/Vvs ECS

Figura 4. Voltamogramas ciclicos obtidos com eletrodo de pasta de carbono modificado com
SNFAD 60% (m/m) em diferentes velocidades de varredura (5-100mvs’* ) em solugdo de NaNO;
0.1 mol L™, pH 7,0.

ApGs a obtengdo dos voltamogramas ciclicos mostrados na figura anterior,
construiu-se um grafico de corrente de pico anédico em fungdo da raiz quadrada
da velocidade de varredura, e através da Figura 5, pode-se observar que esta
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relacdo esta muito proéxima da linearidade. Esperava-se, porém, uma relagéo
linear entre a intensidade de corrente de pico anddico e a velocidade de varredura,
uma vez que, a especie eletroativa (FAD) estd adsorvida sobre a superficie da
matriz SN, no entanto, através dos dados mostrados na Figura 3, a qual indica que
nao ha lixiviagdo da espécie eletroativa da matriz para a solu¢éo de trabalho,
chega-se a conclus@o de que o processo deve ser controlado pela difusdo dos
ions do eletrdlito de suporte, do interior da solugdo para a interface do
eletrodo/soiuc@o mantendo a eletroneutralidade na superficie do eletrodo. Este
comportamento foi observado em trabalho publicado na literatura, onde se utilizou
materiais inorganicos como silica gel ou fosfato metalicos misturados em pasta de
carbono.

1/ pA

1.0 /
J r=0.99%

0.0 ————r ——————

vV (mv s

Figura 5Variacédo da intensidade de corrente de pico anédico em fungao da velocidade de
varredura obtidos com eletrodo de pasta de carbono modificado com SNFAD 60% {m/m) em
solugao de NaNO; 0,1 mol L, pH 7,0.

Na etapa seguinte realizou-se os estudos eletroquimicos do sistema, onde
observou-se o efeito da separagéo dos potenciais de pico (AEp) em funcdo da
velocidade de varredura. Na Figura 6, nota-se que ocorre um aumento de AE, com
0 aumento da velocidade de varredura.

Este comportamento indica que deve estar ocorrendo problemas cinéticos
durante a transferéncia de elétrons, os quais estio provaveimente relacionados a
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resisténcia do proprio material do eletrodo, uma vez que, 0 Oleo mineral e a
prépria silica gel modificada néo sdo materiais condutores.

Além disso, o fato do sistema ser controlado por difusdo, também pode
estar relacionado com este comportamentc do sistema, ou seja, @ medida que se
aumenta a velocidade de varredura, diminui-se o tempo para a difus&o dos ions do
eletrdiito de suporte, para que a eletroneutralidade na superficie do eletrodo seja
atingida, gerando entdo, este aumento na separagao dos picos. Porém este fato é
menos plausivel de estar acontencendo, uma vez que os coeficientes de difusdo
para os ions utiizados nestes estudos s&o de valores elevados da ordem de 10
cm’s'e portanto se difundem rapidamente. O baixo valor de AEp, mesmo a 100
mV s (67 mV), em contraste com aqueles observados para azu! de metileno e
azul do Nilo (250 e 115 mvas50mv s respectivamente) adsorvido em fosfato de
zirconio®, sugere uma melhor transferéncia de elétrons no presente caso.

Figura 6. Variag&o da separacéo de pico (AE) em fung¢ao da velocidade de vamredura obtidos com
eletrodo de pasta de carbono modificado com SNFAD 60% (m/m) em solugac de NaNQO; 0,1 mol L
LpH7,0.

A Figura 7 ilustra a dependéncia dos potenciais de pico em funcéo da
velocidade de vamedura, onde €& possivel observar que nao ha variagdo

significativa dos potenciais de pico anddico para o intervalo de velocidades de
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varredura estudado, no entanto, esta figura mostra que ha variagio significativa
dos potenciais de pico catodico em fungdo da velocidade de varredura. Este
comportamento indica que a eletroneutralidade do sistema deve ser mantida pela
difus@o dos cations, ou seja, o processo redox € influenciado pelos cations, os
quais difundem para a superficie do eletrodo, para manter a eletroneutralidade do
sistema EPC/SNFAD, durante o processo catodico e para a solugdo durante o

processo anédico.
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Figura 7. Dependéncia do potencial de pico em funcéo da velocidade de varredura obtidos com
eletrodo de pasta de carbono modificado com SNFAD 60% (m/m) em solugdo de NaNO; 0,1 mol L’
.

. pH 7,0,

Vil.1.1.3 Estudo da Eletrooxidagdo de NADH através da FAD imobilizada sobre a
matriz SN

Finalizando os estudos relativos ao sistema EPC/SNFAD, nesta etapa do
trabalho, avaliou-se a capacidade eletrocatalitica da FAD imobilizada em
eletrooxidar o NADH. Os estudos foram realizados a velocidade de varredura de
10 mV s, com o propdsito de se permitir que o tempo de reag3o entre 0 NADH e
a riboflavina adsorvida fosse suficiente. A Figura 8 ilustra que ocorreu

eletrooxidacao do NADH, porém a corrente obtida néo foi da grandeza esperada.
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A explicagdo para este fendmeno pode ser dada basicamente por dois
motivos:
- 0 potencial médio da FAD imobilizada, embora tenha sido deslocado para
valores mais positivos, ainda pode ser insuficiente para que a catalise seja efetiva,
em menores concentragtes de NADH, e
- um provavel efeito de matriz (superficie da silica), pode estar dificultando a
interac&o entre a FAD e o NADH, no sentido de dificultar a difusdo do NADH.

|/ pA

E/Vvs ECS

Figura 8. Voltamogramas ciclicos obtidos a v = 10 mV s com eletrodo de pasta de carbono
modificado com SNFAD na auséncia (A) e presen¢a de 3,0 mmol L™ (B) de NADH em solug#io
tampéo PIPES 0,1 molL™", pH 7,0.

Vil.2. CONCLUSOES

Vil.2.1 Quanto ao sistema EPC / SNFAD
2.1.1. Quanto a caractenizagéo da FAD imobilizada sobre a matriz

A quéntidade de FAD adsorvida na superficie da matriz (SN), obtida por
andlise elementar indica que a quantidade de flavina imobilizada sobre a matriz
deve estar relacionada com o tamanho de sua estrutura, uma vez que a
quantidade de RF adsorvida sobre esta mesma matriz era maior.
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Vil.2.1.2. Quanto & caractenzagéo eletroquimica

Os voltamogramas ciclicos obtidos com eletrodo de pasta de carbono
contendo a matriz (SN) na auséncia e presenca de FAD, revelaram que na
presenca desta ocorria o surgimento de 2 picos redox bem definidos. Através de
varreduras ciclicas sucessivas, foi possivel observar uma elevada estabilidade dos
VC’s, sugerindo que a FAD esta fortemente adsorvida sobre a matriz. Através do
grafico de intensidade de corrente de pico anddico em funcio da raiz guadrada da
velocidade de varredura, pdde-se concluir que o processo deve ser controlado
pela difusdo dos ions do eletrdlito de suporte do interior da solugéo para a
interface do eletrodo/solugdo mantendo a eletroneutralidade ds superficie do
eletrodo.

A varaggo da separagdo de picos (AE,) em funcdo da velocidade de
varredura, mostrou que ha resisténcia ao processo de transferéncia de elétrons, a
qual deve estar relacionada & resisténcia do proprio material do eletrodo, uma vez
que o oleo mineral e mesma a silica gel modificada ndo s&o materiais aitamente
condutores.

No estudo da influéncia do eletrélito suporte (cations e anions) sobre o
sistema SNFAD, foi possivel observar que apenas o Ca®* e SO, apresentaram
uma pequena influéncia, estabilizando as formas reduzidas e oxidadas da FAD,
respectivamente. O estudo do efeito da solugéo tamp&o para o sistema
EPC/SNFAD mostrou que as solugdes tampdes fosfato e TRIS influenciaram a
resposta do sistema. Através dos parédmetros AE,, potencial formal e Ipa/l,
concluiu-se que a solugdo tampao PIPES deve ser o melhor meio para os estudos
da catalise de NADH pela FAD imobilizada sobre a matriz SN. Através do estudo
do efeito pH observou-se que o potencial médio do sistema manteve-se constante
no intervalo de pH de 3 a 8, mostrando o efeito protetor da silica gel modificada
com Oxido de nidbio (V) sobre a FAD, devido a formacdo de um provavel par-
ibnico entre a matriz e a FAD.

A eletrooxidacdo do NADH pelo sistema EPC/SNFAD nao foi eficiente
devido a um provavel efeito de matriz (superficie da silica SN), 0 gque poderia
dificultar a interag@o entre a FAD e o NADH, comprometendo a difusdo do NADH.
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