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RESUMO

Neste trabalho, dois tipos de corantes orgénicos com propriedades
redox, o Azul de Metileno (MB) ¢ o Azul do Nilo (NB), foram
imobilizados sobre o fosfato de zirconio IV (ZP) através de uma reagdo de
troca 16nica.

Os materiais com os corantes imobilizados (ZPMB e ZPNB) foram
incorporados ao eletrodo de pasta de carbono ¢ suas propriedades
eletroquimicas foram estudadas através das técnicas de voltametria ciclica
€ amperometria. |

Os corantes redox apresentaram-se bastante estaveis na matriz. O
potencial médio, Ey, para os corantes imobilizados foi de 150 mV vs SCE
para 0 MB e 50 mV vs SCE para o NB. Comparando-se o valor de Ep,
obtido para os corantes imobilizados com o potencial dos mesmos quando
livres em solugdo, observou-se um deslocamento de cerca de 300 mV para
valores mais positivos de potencial para os corantes imobilizados sobre o
ZP. Tal deslocamento sugere que a forma reduzida destes encontra-se mais
estavel sobre a matriz que a forma oxidada. Uma possivel explicagio para
tal comportamento esti na alta acidez da matriz ZP, uma vez que 0 Ey
obtido para os tais corantes quando imobilizados é similar ao observado
quando 0s mesmos encontram-se presentes em solugdes 4cidas.

A natureza e o pH da solucéio do eletrélito suporte ndo afetaram de
maneira significativa o valor do potencial médio, E, 0 qual permaneceu
praticamente constante para ambos os corantes . Este comportamento
diferiu significativamente do observado para o MB ¢ NB quando em
solucdo ou adsorvidos sobre eletrodos de carbono ou prata. A pequena
dependéncia do E, com o pH é do ponto de vista pratico de grande

importancia na construgdo de sensores quimicos para amostras reais onde



o pH apresenta um importante papel e muitas vezes ndo é possivel ajusta-
lo para otimizar a resposta do eletrodo.

As propriedades eletrocataliticas dos corantes imobilizados foram
testadas na oxidagédo de acido ascérbico € o NADH ( nicotinamida adenina
dinucleotideo na forma reduzida ).

O eletrodo modificado com ZPMB foi utilizado no estudo da
oxidagdo do acido ascorbico. Ambos os eletrodos (modificados com
ZPMB ¢ ZPNB) apresentaram propriedades cataliticas na oxida¢do do
cofator NADH, entretanto o eletrodo modificado com ZPNB apresentou

maior eficiéncia catalitica e a um potencial menor que o ZPMB.



ABSTRACT

Methylene Blue (MB) and Nile Blue (NB), a phenothiazine and a
phenoxazine dyes respectively, were adsorbed on zirconium (IV) phosphate
(ZP) by ion exchange reaction. The dyes were strongly retained and were not
leached out from the matrix. |

The materials with adsorbed dyes (ZPMB e ZPNB) were incorporated
into a carbon paste electrode and the electrochemical properties were
investigated by cyclic voltammetry and amperometry techniques.

The immobilized dyes presented very stable redox properties. The
midpoint potentials (E,,) were 150 mV vs SCE for MB and 50 mV vs SCE
for NB. A shift of about 300 mV towards more positive potentials of E,, was
observed compared with those obtained in aqueous solutions. These shifts
suggest that the reduced forms of the dyes are more stable on the ZP matrix
than the oxidised forms. A possible explanation for this behavior is the high
acidity of the material, because the E,, for the immobilized dyes is similar of
that observed when these dyes are present in acid solutions.

The composition and pH of the supporting electrolyte did not affect the
midpoint potential, E,,, it remained pratically constant, in contrast to those
observed for these dyes in solution phase or adsorbed on carbon and silver
electrodes. The almost constant E, for both materials in vatious pHs
conditions are very important from practical point of view since they can be
used to prepare chemical sensors for real samples, where the pH plays an

important role and can not be changed in order to optimize the electrode

response.



The electrocatalytic properties of the modified electrodes were tested
using ascorbic acid and the NADH cofactor .

The ZPMB - modified electrode was used to study the electrochemical
oxidation of ascorbic acid. Both, ZPMB e ZPNB - modified electrodes
electrocatalyse the NADH oxidation, however it was observed that ZPNB
was more efficient catalyst at a lower hn'dpoint potential than ZPMB.
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1) INTRODUCAO
1.1) Eletrodos Quimicamente Modificados (EQMs)

O termo ¢letrodo quimicamente modificado foi introduzido por Murray
e colaboradores para designar eletrodos com espécies imobilizadas sobre a
superficie de eletrodos convencionais tais como platina e carbono, com o
- objetivo de pré estabelecer e controlar a natureza fisico-quimica da interface
eletrodo-solugdo [1].

Basicamente a modificagdo da superficic de eletrodo visa a
imobiliza¢do de espécies eletroquimicamente ativas (geralmente aquelas cujo
comportamento quimico ¢ eletroquimico sdo bastante conhecidos em
solugdo), de modo que o eletrodo passe a apresentar as mesmas propriedades
quimica, eletroquimica, Optica, dentre outras da espécie imobilizada {2].
Dessa forma € possivel a construgdo de uma interface eletroquimica de
maneira racional ¢ obter assim a reatividade ¢ seletividade desejadas para
aplicagbes de interesse, tornando possivel o projeto de eletrodos feitos sob
medida para uma determinada aplicagéo [3].

Os EQMs sdo muito uteis em situagdes onde as espécies a serem
analisadas requerem a aplicagdo de altos sobrepotenciais em eletrodos
convencionais (Pt, C), havendo dessa forma um aumento do efeito de
interferentes, através da oxidagfo ou redugdo de outras espécies presentes no
meio ¢ também do préprio solvente. Os EQMs oferecem a vantagem de
abaixar este sobrepotencial e aumentar a velocidade de certas reagdes
el'etr@quimicas, aumentando dessa forma a sua sensibilidade e seletividade

[4].



As espécies quimicas imobilizadas mais interessantes e mais estudadas
sdo aquelas capazes de mediar elétrons, devido a sua importincia em
eletrocatalise e na construg¢io de sensores eletroquimicos. Dentre ¢las, as que
tém apresentado resultados mais promissores para aplicagdes praticas em
andlises biomédicas, biotecnologicas e ambientais, incluem mediadores
organometalicos tais como ferroceno, ftalocianinas, éxidos de ruténio e
metaloporfirinas além de vérios mediadores orgénicos, tais como quinonas,
fenazinas, fenoxazinas e fenotiazinas, além de varios outros [5-12].

A interface eletrodo - solugdo para um EQM na presenga apenas da
solugdo de eletrolito suporte pode ser demonstrada de maneira esquematica

como abaixo:

—_— Medgx
solucéio do eletrolito
e suporte
Medreq
superficie do eletrodo

Figura 1: Interface eletrodo-solugdo para um EQM na presen¢a apenas da

solugdo do eletrdlito suporte.

Realizando-se a varredura na diregdo de potenciais mais positivos
ocorre a oxidagdo da espécie reduzida presente na superficie do eletrodo.
Quando a varredura de potencial ¢ invertida (na diregdo de potenciais mais

negativos) esta pode ser entdo novamente reduzida.



Em um processo eletrocatalitico promovido por um EQM, a oxidagdo
ou redugdo de um determinado substrato que apresenta uma reagdo
eletroquimica lenta a superficie do eletrodo, € mediada por um sistema redox
(Med,,/Medreq) que pode trocar elétrons mais rapidamente com o eletrodo e o
substrato. Dessa forma, ha uma diminui¢do do sobrepotencial de ativagdo da
reagio (potencial adicional ao potencial formal E° do substrato, necessario
para vencer a barreira da energia de ativa¢do da eletrolise em um determinado
tipo de material do eletrodo, para manter a reagio a uma determinada
velocidade). A redugio deste sobrepotencial aumenta a seletividade da
medida pois permite a aplicagio de potenciais de operagfio mais baixos, e a
especificidade € inversamente proporcional a magnitude do potencial
aplicado, pois fica assim reduzida ou praticamente eliminada a possibilidade
que potenciais de eletrolise de outras espécies presentes no meio sejam
atingidos.

Na Figura 2, esta representado o processo de transferéncia de carga
eletrocatalitico para uma molécula do substrato sendo oxidada pelo mediador,
0 qual ¢ subsequentemente re-oxidado na superficie do eletrodo. O processo

inverso, a eletrorredugdo do substrato também pode ocorrer.

-] MedOX Sl.lbstfed

i
1
Medred | Substgyx

superficie do eletrodo  sotugdo do eletrélito
suporte

Figura 2: Oxidagdo eletrocatalitica de um determinado substrato pelo

eletrodo quimicamente modificado.



Este esquema eletrocatalitico tem sido o objetivo e foco de iiimeros

~ estudos envolvendo eletrodos quimicamente modificados.
1.2 ) Métodos de Obtengdo de Eletrodos Quimicamente Modificados

A construgiio de EQMs constitui uma area em grande desenvolvimento
e recentemente diferentes métodos de modificagdo da superficie de eletrodos
tem sido descritos na literatura, desde imobilizagdo quimica a
eletropolimerizagdo [13-16]. Aqui sera feita apenas uma breve abordagem
dos métodos de preparagdo de eletrodos. mais comuns encontrados na

literatura [17,18].
1.2.1) Adsorgio ou quimissor¢do

Apesar dos primeiros estudos baseados neste método, realizados por
Hubbard ¢ Lane [19] terem sido realizados na superficie de eletrodos de
platina, a maioria dos trabalhos subsequentes envolvendo este método tem
sido efetuados em eletrodos de grafite pirolitica e carbono vitreo. Os
eletrodos de carbono sdo eficazes em quimissorver espécies moleculares que
apresentam sistemas estendidos de elétrons n. O plano basal do grafite,
paralelo aos anéis de carbono é pouco polar, hidrofobo e muito Tico em
densidade eletronica o que faz com que ele tenha forte interagdo com
compostos insaturados.

- Esta constitui a técnica mais simples de se modificar a superficie de um
eletrodo, entretanto ela apresenta a desvantagem da espécie imobilizada

apresentar uma baixa estabilidade na superficie do eletrodo, pois sendo a

4



adsor¢do, um fendmeno de equilibrio, o processo de dessor¢do ocorrera

| inevitavelmente.
1.2.2 ) Formacdo de ligacdo covalente

Muitas superficies metalicas ( Pt e Au ) podem ser oxidadas em meio
acido e entdo recobertas por uma fina camada de 6xido . Tais superficies
podem ser silanizadas através de uma reagdio com um organossilano para
entdo reagir com outras moléculas de interesse.

Superficies de carbono também pode ser modificadas desta maneira,
pois estas contém grupos 6xidos funcionais tais como alcoois (fendis), acidos
carboxilicos, cetonas (quinonas) e anidridos, resultantes da oxigenagdo de
atomos de carbono. A modificagio via ligagdo covalente, pode ser entdo
baseada na reatividade destes grupos funcionais com reagentes tais como
aminas, organossilanos, cloreto de tionila, cloreto ciantirico entre outros.

Tal método da origem a eletrodos bem mais estaveis em relagdo aos
obtidos através da adsorgdo, entretanto o método de preparagdo é bem mais

complexo.
1.2.3) Deposicdo de filmes poliméricos

Mergulhando-se o eletrodo de platina ou carbono em uma solugdo
contendo o polimero e deixando-se evaporar o solvente é possivel formar
uma fina camada do polimero sobre o eletrodo. Camadas de polimeros
também podem ser produzidas por eletrodeposicdo ou através da

eletropolimerizagdo de mondmeros eletroativos. Muitos tipos de polimeros



tém sido estudados. Em alguns casos, o polimero pof si sO apresenta
. propriedades eletroativas, como no caso de polimeros redox, outros contém
_ grupos idnicos ( polimeros de troca ibnica ) os quais possibilitam a
| imobilizagdo de uma série de espécies eletroativas ( como por exemplo o
Nafion ¢ a polivinilpiridina ). A modificagdo com membranas poliméricas
permite a mmobilizagdo de muitas monocamadas da espécie eletroativa na

superficie do eletrodo, o que resulta na ampliagdo da resposta eletroquimica.

1.2.4) Eletrodos de pasta de carbono quimicamente modificados
(EPCQMs)

Os chamados eletrodos de pasta de carbono (EPC) foram introduzidos
por Adams em 1958, consistindo na mistura do grafite em p6 com um liquido
organico de baixa volatilidade [20]. O objetivo inicial era a construgio de
eletrodos com superficie facilmente renoviavel e com possibilidade de
aplica¢@o em potenciais positivos onde os eletrodos de mercurio nfo podiam
ser utilizados devido & oxidagido do material do eletrodo.

Posteriormente, em 1964, Kuwana e colaboradores [21,22] foram os
primeiros a introduzirem o conceito de eletrodos de pasta de carbono
quimicamente modificados, os EPCQMSs, ao misturarem a pasta substincias
eletroativas ¢ constatarem que estas apresentavam propriedades cataliticas
neste tipo de eletrodo. Desde entdo, a construgdo dos EPCQMs tem sido
extensivamente desenvolvida [23-25], principalmente devido a grande
facilidade na sua preparagdo, facilidade de renovagio da superficie, baixa
c’orfente de fundo e faixa de potencial relativamente extensa. Entretanto, este

apresenta algumas desvantagens tais como baixa reprodutibilidade



(dificuldade na reprodutibilidade na preparacio da pasta) e baixa resisténcia
do eletrodo quando utilizado em solventes orginicos.

Recentemente, tais tipos de eletrodos tém sido também bastante
atrativos para modifica¢des com enzimas, particularmente devido ao fato de
que a pasta de carbono pode ser facilmente modificada sem a necessidade de
rigorosos métodos quimicos, além da retencido da atividade catalitica das
enzimas quando estas encontram-se incorporadas 4 pasta de carbono [10, 26-
30].

Atualmente, vdrios tipos de EPCQMs tém sido amplamente
empregados em todas as areas da eletroandlise e ainda continuam a ser

assunto de crescente interesse,



1.3) Fosfato de zirconio (IV)

O fosfato de zircénio vem sendo estudado desde a década de 50 como
trocador i6nico e também como catalisador. Os primeiros estudos baseados
neste sal acido foram realizados com o material amorfo. O interesse
entretanto, nos ultimos anos tem sido nas formas cristalinas e semi-cristalinas
do fosfato de zirconio. Devido a sua estrutura definida, interpretagdes mais
- exatas de sua estrutura e fendmenos de adsor¢do podem ser feitas. No entanto
as aplica¢des do material amorfo continuam a ser de grande interesse [36-38].

A preparacdo do fosfato de zirconio amorfo é realizada através da
mistura de uma solugdo do sal de zrcénio com o d4cido fosforico, a
temperatura ambiente. De acordo com as condigdes de preparagio, materiais
com a razdo P/Zr na faixa de 0,5 a 2,1 sdo geralmente formados. Dependendo
entdo da razdo P/Zr encontrada, podem ser obtidos compostos com as
seguintes formulas hipotéticas: Zr(OH)PO,, ZrO(HPO,), Zry(POy)s,
Zr(HPO4) xH,0 e Zr(HPO,)~-(H,PO,)}(OH).

Refluxando-se o material amorfo com 4acido fosférico concentrado ou
através da co-precipitagio com HF é possivel obter facilmente uma das
formas cristalinas do fosfato de zirc6nio, a forma a (Zr(HPO,;)H,O), uma das
mais estudadas (representada na figura 3).

O a- fosfato de zirconio apresenta uma estrutura formadas pér lamelas,
onde os dtomos de Zr ficam situados em um mesmo plano, num arranjo
pseudohexagonal. Cada atomo de Zr estd ligado a grupos fosfato situados
alternadamente acima e abaixo do plano. Os trés oxigénios de um mesmo

grupo fosfato estdo ligados a trés dtomos de Zr diferentes e cada Zr estd



coordenado octaedricamente pelos oxigénios. O quarto atomo de oxigénio do

~ grupo fosfato, apresenta o proton trocavel.

o —0
O —-P

O —Zr

Figura 3: Estrutura do fosfato de zircénio na forma a [36].



-1.3.1) Fosfato de Zircénio como matriz para imobilizacdo de espécies

 eletroativas em eletrodos de pasta de carbono

Embora a constru¢do dos eletrodos de pasta de carbono seja bastante
simples, muitas vezes a estabilidade da espécie mediadora de elétrons na
pasta € consideravelmente limitada, pﬁncipa]mente se a mesma for solavel
em meio aquoso [9]. Neste caso tem sido demonstrado na literatura que a

- utilizagio de matrizes inertes pode melhorar de maneira significativa a
estabilidade das espécies no EPC.

Com este prop6sito, alguns materiais tais como silicas gel
quimicamente modificadas [31-33] e zeélitas [34,35] tém sido extensivamente
utilizados como superficies para imobilizagdo de espécies redox em eletrodos
de pasta de carbono.

O fosfato de zircénio é bastante conhecido devido a sua propriedade
como trocador idnico [36,37]. A alta acidez dos grupos fosfato o torna um
bom trocador catidnico, além de apresentar propriedades condutoras [38].
Tais caracteristicas o tornam uma alternativa para sua utilizagdo como matriz
para imobilizagio de espécies eletroativas e seu uso como material para
modificacdo de eletrodos de pasta de carbono.

A grande capacidade de troca do fosfato de zrcomio possibilita a
adsorgdo de uma grande quantidade da espécie, de modo que a resposta de
corrente pode ser significativamente ampliada além de manter a espécie

eletroativa fortemente aderida ao eletrodo.
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1.4 ) Corantes orgdnicos redox como mediadores de elétrons

Uma série de corantes organicos redox, dentre eles principalmente os
da familia das fenazinas, fenotiazinas e fenoxazinas [9,39,40], tem sido
extensivamente utilizados como mediadores de elétrons, com sucesso na
construgdo de biosensores.

Alguns exemplos de tais tipos de corantes estdo mostrados abaixo:

FENOXAZINAS ' FENOTIAZINAS
+ +
(CH32N (CH3nN (CH3)
2
Azul de Meldola Azul de Metileno
NH>
" +m
(C2HspN NH (CH3nN s CH3
Azul do Nilo Azl de toluidina

Figura 4: Corantes orgdnicos com propriedades redox utilizados como

mediadores de elétrons.

11



A reacdo redox em solugio aquosa para os derivados das fenazinas,
fenotiazinas e fenoxazinas ocorrem com a participagdo de dois elétrons. O
nimero total de prétons que também participam do processo redox, assim
como potencial formal, £”, de um determinado corante varia de acordo com
os grupos fincionais do esqueleto aromético € com o pH do meio [411.

L. Gorton e colaboradores estudaram extensivamente o comportamento
dessas classes de corantes, verificando a relagdo entre a estrutura € O
comportamento eletroquimico destes quando adsorvidos [42-45]. Foi
verificado que tais tipos de corantes s3o especialmente eficazes na oxidagdo
catalitica do cofator NADH (nicotinamida adenina dinucleotideo na forma
reduzida). A oxidagdo eletroquimica do NADH ¢ de grande importincia no
- desenvolvimento de biossensores amperométricos, pelo fato de que mais de
450 enzimas redox sdo NAD' - dependentes. Para esta classe de enzimas a
maneira usual de se detectar a quantidade do substrato correspondente ¢

indiretamente através da quantidade de NADH gerado no meio reacional.

12



1.5 ) Técnicas eletroquimicas utilizadas para o estudo de eletrodos

quimicamente modificados

. 1.5.1) Voltametria ciclica

A voltametria ciclica é provavelmente uma das técnicas eletroanaliticas
mais versateis para o estudo de espécies eletroativas em solugdio ou
imobilizadas sobre e¢letrodos, fornecendo informagdes tanto quantitativas
quanto qualitativas sobre sistema. Esta versatilidade combinada com a
facilidade na medida tem resultado num extensivo uso da voltametria ciclica
nos campos da eletroquimica, quimica inorginica e bioquimica. O
voltamograma resultante ¢ andlogo a um espectro convencional, o qual
fommece informagdes de uma determinada espécie como fungio de uma
varredura de potencial [2,46,47].

Esta técnica consiste em submeter um eletrodo, denominado eletrodo
de trabalho, a um potencial de forma de onda triangular (sinal de excitagio).
O voltamograma ciclico ¢ obtido através da medida de corrente neste eletrodo
durante a varredura de potencial. A corrente pode ser considerada o sinal de
resposta a aplicagdo deste potencial.

Geralmente em um experimento de voltametria ciclica, sdo utilizados
trés eletrodos: o eletrodo de trabalho, no qual a reagdo de interesse esta
localizada num potencial aplicado, medido relativamente a um eletrodo de
referéncia (os mais utilizados sdo o eletrodo de calomelano saturado e
Ag/AgCl) no qual ndo ha fluxo de corrente, sendo o circuito completo por um

eletrodo auxiliar ou contra-eletrodo, normalmente um fio de platina.
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Em um voltamograma ciclico tipico os pn'ncipafs parametros de
 interesse medidos sdo os valores dos potenciais de pico anddico e catddico,
Eqs € By respectivamente, as correntes de pico, I, € I € a diferenca entre os
"_‘ potenciais de pico AE; = E, - E,. O potencial de pico médio pode ser obtido
através da média entre os potenciais de pico (Em = (B + Ex)/2). Um
voltamograma ciclico tipico para espécies redox em solugdo, que apresentam
comportamento controlado por difusdo, est4 demonstrado na Figura 4.
Observa-se que quando o potencial torna-se positivo o suficiente para
que ocorra a oxidagdo da espécie em solugiio, Ey, (que depende da espécie),
hé um aumento da corrente anddica, L (proporcional a concentragio da
espécie) até atingir um maximo. Como a concentragdo da espécie reduzida na
interface eletrodo-solug#o nesta etapa torna-se muito pequena, observa-se um
decréscimo significativo da corrente apos ter sido atingido o maximo, pois o
passo determinante vem a ser agora a difusdo da espécie eletroativa ao
eletrodo. Quando invertida a varredura de potencial, no sentido catédico
(para potenciais mais negativos) a espécie é entdo reduzida observando-se

novamente um aumento de corrente, I, a um determinado potencial, Epec.
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Figura 5: Voltamograma ciclico tipico de espécies redox em solucdo e os

principais pardmetros obtidos a partir deste.

Em sistemas eletroquimicamente reversiveis, a relagdo 1./ Inc € igual a
1 ¢ a separagdo entre 0s potenciais de pico ¢ de AE; = 59/n (onde n € o
mimero de elétrons envolvidos na semi reagdo) ¢ esta separagdo mantém-se
constante com a velocidade de varredura. Valores maiores que este e um

aumento do AE, com a velocidade de varredura indicam que o processo de
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transferéncia de elétrons no eletrodo € lento. A corrente de pico em ampéres

para espécies em solugdo ¢ dada pela equagéio:

I, = (2,69x10°).n*?. A D"2.C.v"?

onde n ¢ o mimero de elétrons transferidos; A é a 4rea do eletrodo em em?;, D
¢ o coeficiente de difusdio em cm%/s, C é a concentragdo da espécie eletroativa
no seio da solugdio em mol/cm’ e v a velocidade de varredura em (V.sh,

Para sistemas onde a espécie redox_encontra-se imobilizada sobre o
eletrodo a analise do voltamograma ¢ analoga a anterior porém neste caso nio
ha difusdo da espécie eletroativa para o eletrodo. A corrente de pico,l,, é

entdo dada pela seguinte equagio:

L,=n? F>I'.v/4RT

onde ' (mol.cm?) é denominado rugosidade eletroquimica, expressa
em carga por unidade de 4rea, e constitui o mimero de espécies imobilizadas
na superficie do eletrodo que realmente participam do processo redox, obtido

pela seguinte equagdo:

I'=Q/nFA

onde Q € a carga e F a constante de Faraday.
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Além disso, ndo existe diferenga entre os potenciais de pico, AE, = 0.
Este comportamento nio foi observado para os eletrodos modificados a base
de silica gel ¢ com o fosfato de zirconio. Os voltamogramas apresentaram um
aspecfo semelhante aos obtidos para os sistemas controlados por difusdo
(AE,>0) . Tal fendmeno ocorre provavelmente devido a resisténcia causada
pela propria matriz quando presente na pasta de carbono, dificultando assim o
processo de transferéncia eletrénica ou mesmo devido a dificuldade de
difusdo do eletrdlito suporte através da interface eletrodo-solucio para

compensacdo da carga.
1.5.2) Cronoamperometria

Os cronométodos séo métodos eletroanaliticos nos quais a dependéncia
de um sinal elétrico ¢ medida em fun¢dio do tempo. Os pardmetros elétricos
medidos podem ser: corrente (como no caso da cronoamperometria) no qual o
processb ¢ iniciado por um pulso de potencial; ou pode ser o potencial
(cronopotenciometria), no qual o processo por sua vez é iniciado por um
fluxo de corrente [48].

A cronoamperometria a potencial constante é a classe das medidas
eletroanaliticas nas quais a medida de corrente que flui através do eletrodo de
 trabalho ¢ monitorada em ﬁﬁqgﬁo do tempo, a um potencial fixo onde ocorre a
reagdo redox do substrato de interesse. Em sistemas onde a espécie
eletroativa encontra-se adsorvida sobre a superficie do eletrodo como no caso
dos eletrodos quimicamente modificados, quando aphcado um potenc:1al fixo,

ocorre a redugdo ou oxidagdo total do mediador, a corrente entdio estabiliza-
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eletroquimica a espécie (substrato) a qual deseja-se detefminar, observa-se
uma variagio de corrente devido ao processo catalitico (demonstrado na
Figura 2). Se a corrente observada apresentar uma correlagdo linear com a
concentragdo do substrato, tal eletrodo modificado pode ser utilizado como
SENSOr amperomeétrico. |

A equagdo fundamental da cronoamperometria € dada pela equagio de
Cottrel:

Ii=n.F. A.CD¥ p12 12

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

A técnica de Cronocamperometria, além de ser uma importante
ferramenta analitica, ¢ também uma técnica bastante util para medidas de
coeficientes de difusio, velocidades de processos de eletrodos, parimetros de

adsorgdo e velocidades de reagGes acopladas.
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1.6) Objetivos

Este trabalho tem como objetivo a utilizagio do fosfato de zirconio,
um trocador i6nico, como matriz para imobilizagio de corantes organicos
eletroativos  solliveis em meio aquoso, no desenvolvimento de novos
eletrodos de pasta de carbono quimicamente modificados.

Para tanto, dois tipos de corantes, o Azul do Nilo ¢ o Azul de
Metileno serdo imobilizados sobre o fosfato de zircémio através de uma
reagdo de troca idnica, entre os prétons dos grupos fosfato € os corantes
catibnicos. Serdo entdo estudadas as caracteristicas eletroquimicas dos
corantes sobre a superficie através da técnica de voltametria ciclica
utilizando-se eletrodo de pasta de carbono modificado com o respectivo
material.

Posteriormente, serdo verificadas as potencialidades eletrocataliticas
dos corantes imobilizados, para o desenvolvimento de sensores

amperométricos, utilizando-se substratos tais como o acido ascérbico e o
cofator NADH.

19



"~ 2) PARTE EXPERIMENTAL
2.1) Sintese do Fosfato de Zirconio ( ZP )

O fosfato de Zirconio foi preparado segundo método descrito na
literatura [49], através da adigdo de 1 M do acido fosforico ( 1L ) a uma
solugdo 0,1 M do oxicloreto de zrconio ( 500 mL ) lentamente e sob
agitacdo, a temperatura ambiente. O precipitado gelatinoso formado foi

filtrado, lavado com agua bidestilada ¢ seco em estufa a 330 K por 4 horas.

2.2) Imobilizacdo dos corantes Azul de metileno (MB) e Azul do Nilo (NB)
sobre o fosfato de zirconio (ZP)

Cerca de 0,150 g do fosfato de zirconio foram imersos em 50 mL de
uma solugdo aquosa 1x10™ molL! dos corantes ( a solugio do Azul do Nilo
foi preparada em 1:1 etanol/agua ). Esta mistura foi agitada por 30 minutos e
apos este periodo, o solido resultante foi entdo filtrado e lavado diversas
vezes com agua bidestilada ( para retirar o excesso do corante ndo
imobilizado ) e seco em estufa a 330 K por 30 minutos. A quantidade de MB

¢ NB imobilizados foi respectivamente cerca de 0,33 e 0,41 mmolg™.
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2.3) Preparacio do eletrodo de pasta de carbono

A pasta de carbono foi preparada através da mistura de 50 mg do
grafite ( Fluka ) e 50 mg dos corantes imobilizados sobre o ZP e adicio de 2
gotas de 6leo mineral ( Nujol ). Esta proporgio foi utilizada pois apresentou,

em testes preliminares, melhor resposta de corrente.

A pasta foi entdo depositada na extremidade do eletrodo de trabalho,

esquematizado abaixo:

- ——» Tubo de vidro

Fio de cobre

v

Placa de platina

, Fio de platina
( Smm de didmetro) ¢ —

Figura 6: Eletrodo de pasta de carbono

2.4) Medidas Eletroquimicas

As medidas eletroquimicas foram realizadas em um potenciostato /
galvanostato Modelo 273A / PAR, conectado a um microcomputador para
aquisi¢do de dados via software da PAR versdo 4.11.

~ Em uma cela de trés eletrodos, foram utilizados eletrodo de calomelano

saturado como eletrodo de referéncia, contra eletrodo de platina e eletrodo
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paéta de carbono como eletrodo de trabalho. Todas as medidas foram
realizadas em atmosfera de arg6nio puro ¢ temperatura ambiente.

As propriedades eletroquimicas dos corantes imobilizados sobre o
fosfato de zirconio foram investigadas através das técnicas de voltametria
ciclica ¢ cronoamperometria. Foram realizados experimentos em solugdo de
KC10,5 M a diferentes pHs ( ajustados com solugdes de KOH ou HCl ) e em
diferentes solugSes e concentragdes do eletrdlito suporte. Em todas as
medidas o volume destas solugdes, adicionado 2 cela eletroquimica, foi de 20
mL.

As propriedades eletrocataliticas dos respectivos eletrodos modificados
foram testadas utilizando-se acido ascérbico ( Merck ) e NADH ( Sigma 98%
de pureza ) como substratos. Tais solugdes foram preparadas no mesmo dia

em que foram utilizadas.
2.5) Determinagdo de dcido ascérbico ( H;AA )

2.5.1) Obtencio da curva de calibracdo para HzAA por

cronoamperometria

A resposta do eletrodo modificado com ZPMB para acido ascorbico
foi testada utilizando-se a técnica de cronoamperometria. Para obtengdo da
curva de calibragdo, foi preparada uma solugio padrio de acido ascorbico de
0,01 M. Na cela eletroquimica, contendo 20 mL de solugdo de KC10,1 M a
pH 6, foram adicionadas sucessivas aliquotas de 200 pL da solugdo padrio
até completar 1 mlL, aplicando-se um potencial fixo de 250 mV vs SCE. A
curva de calibragdo obtida foi utilizada para determinagdo de acido ascorbico
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curva de calibragdo obtida foi utilizada para determinaggo de 4cido ascorbico

~ em pastilhas de Vitamina C (1g/tablete).
2.5.2) Determinacdo de H,AA em pastilhas de Vitamina C (1g/tablete)

Dissolveu-se cada pastilha (~4 g ) em agua bidestilada ¢ completou-se
0 volume a 50 mL ( solugdio A ). A resposta cronoamperométrica foi obtida
adicionando-se 200 uL da solugdo A na cela contendo 20 mL da solugdo de

KC10,1 M a pH 6, em atmosfera de argbnio, aplicando-se um potencial fixo
de 250 mV vs SCE.

2.5.3) Determinacdo de H;AA por volumetria com KI 0;

Para efeito de comparagio dos resultados obtidos por
cronoamperometria utilizando-se o eletrodo modificado com ZPMB, realizou-
se a determinagdio do acido ascérbico em pastilhas de vitamina C pelo
metodo de volumetria [50]. Para tanto, dissolveu-se a pastilha ( ~ 4 g ) com
agua bidestilada e completou-se o volume a 500 mlL. Desta solugdo,
transferiu-se 50 mL para outro balio volumétrico e adicionou-se 50 mL HCl
IM, ImL de hidroxiquinolina a 5% e completou-se com H,O bidestilada a
250 mL. Transferiu-se 5 mL desta solugdo para um béquer de 50 mL ao qual
adicionou-se 1,0 mL de KT 10% e 2,0 mL de amido 1%. Titulou-se a solugdo
resultante com KIO; 1,667 x 10° M.
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2.6) Determinagées de NADH por cronoamperometria

Para a construcdo da curva de calibragio do NADH, foi preparada uma
solu¢do padrdo de concentra¢do 0,01M do mesmo. Foram entdo adicionadas
aliquotas de 100 pL desta solugdo na cela eletroquimica, contendo 10 mL da
solugdo do eletrdlito suporte KC1 0,1 M, pH ajustado em 7. As correntes
apresentadas foram entdo medidas para cada adigio do NADH.
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3) RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1) Caracteristicas da matriz de fosfato de zirconio (ZP)

O fosfato de zirconio foi preparado segundo método descrito na
literatura [49]. '

A analise quimica do material indicou que a composicio do mesmo
(em % massa ) € de: ZrO, = 33,7, P,Os = 18,87 ¢ H,O = 46, correspondente

a seguinte relagdo estequiométrica

Zr(OH)PO,4.1,5 H,0

O material apresentou uma 4rea superficial Sger = 326 + 2 m? / g e
tamanho médio de poros de 0,0115 um. De acordo com o difratograma de
raio X, obtido pelo método de po, o ZP preparado apresenta-se na sua forma
amorfa.

O fosfato de zircnio é um trocador i6nico que apresenta forte carater
acido, com grande poder de adsorgdo de ions com carga positiva [36-38]. Os
corantes Azul de Metileno e Azul do Nilo, por sua vez, quando em solugio,
apresentam-se na sua forma oxidada e possuem carga positiva [41].

Dessa forma, a adsor¢do dos presentes corantes sobre o ZP, ocorre

portanto, através de uma reagdo de troca i6nica entre os indicadores redox

catidnicos e préton dos grupos fosfato.
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A reagdo pode ser descrita de maneira simplificada como abaixo:

ZPH + M =— ZPM + H'

onde ZPH corresponde ao material na sua forma acida, M" o corante na
forma catiénica e ZPM o fosfato de zircdnio com o corante imobilizado.

A quantidade de MB e NB imobilizados sobre o ZP foi de 0,33 ¢ 0,41
mmolg"' respectivamente, obtida através da andlise elementar.

Este material, ZPM, foi incorporado a pasta de carbono e foram entdo
realizados estudos eletroquimicos através das técnicas de voltametria ciclica e

amperometria.
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3.2) Azul de Metileno (MB)

3.2.1) Caracteristicas do eletrodo

A Figura 7 mostra os voltmogmas ciclicos obtidos para o eletrodos
modificados ZP ¢ ZPMB em KCl 0,5 M, pH 6 e velocidade de varredura de
10 mVs™. Realizando-se a varredura de potencial entre -100 a 400 mV vs
SCE utilizando-se apenas ZP incorporado a pasta, ndo observou-se definicio
de correntes de pico. Um pequeno sinal de corrente observado pode ser
atribuido a difusdio dos ions do eletrdlito na matriz, devido as suas
propriedades condutoras [38]. Entretanto, utilizando-se o eletrodo modificado
com ZPMB e realizando-se a varredura na mesma faixa de potencial anterior
(-100 a 400 mV vs SCE), o voltamograma apresentou um par de picos bem
definidos correspondentes ao processo de transferéncia de elétrons do
mediador sobre a matriz, com um E, = 150 + 10 mV vs SCE e uma
separagdo entre os potenciais de pico de AE, = 100 mV .

- Comparando-se este valor de potencial com o potencial formal £7 do
mesmo quando livre em solugéo, o qual varia entre -100 a - 400 mV vs SCE
entre pHs 4-11 [51], observou-se um significativo deslocamento do potencial
na dire¢do positiva para 0 MB imobilizado. Um deslocamento do potencial
do composto redox em solugdo comparado com o mesmo adsorvido ou
imobilizado sobre um suporte, evidencia que as forgas de interagdo com o
suporte diferem entre as formas oxidada e reduzida [52]. Tal comportamento
¢ uma mdicag¢do que determinados grupos funcionais da molécula apresentam

interagdes especificas com o material do eletrodo.
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De acordo com a literatura [53], tém sido demonstrado que corantes do
tipo fenoxazinas e fenotiazinas, tais como o MB, quando adsorvidos sobre
eletrodos de grafite, um deslocamento de cerca de -50 a -100 mV ¢
geralmente observado, indicando que a forma oxidada interage mais
fortemente com a matriz de grafite que a forma reduzida.

Em contraste, no presente caso, quando o MB encontra-se imobilizado
sobre o ZP, um deslocamento de cerca de 300 mV na dire¢do positiva €
observado. Tal deslocamento sugere que a forma reduzida do corante interage
mais fortemente com a matriz que a forma oxidada. Uma possivel explicagio
para este comportamento estd na alta acidez da matriz ZP, uma vez que foi
constatado que o Ej, obtido para 6 MB sobre o ZP é similar ao observado

quando o mesmo encontra-se presente em solugdes acidas.
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Figura 7: Voltamogramas ciclicos obtidos utilizando-se eletrodo de pasta de

carbono modificado com (4) ZP e (B) ZPMB em KCI 0,5 M , pf 6, a uma

velocidade de varredura de 10 mVs™.

A estabilidade quimica do corante sobre a matriz foi verficada
medindo-se os valores das correntes anddica e catddica em fungdo do niimero
de ciclos realizados, na faixa de potencial de -100 a 400 mV vs SCE, a uma
velocidade de 20 mVs™! em KCI 1 M (Figura 8).

As intensidades das correntes de pico apresentaram um decréscimo de
apenas 3% da corrente inicial, indicando que o MB nfo ¢ lixiviado ou
decomposto durante as condigdes experimentais. A alta estabilidade do
eletrodo modificado ZPMB possibilita o seu futuro uso como sensor

eletroquimico.
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Figura 8: Estabilidade do eletrodo (eletrdlito suporte = KCI IM e

velocidade de varredura v =20 mVs™)
3.2.2) Estudos de voltametria ciclica

Os voltamogramas ciclicos obtidos em diferentes velocidédes de
varredura indicaram que a separagdo entre os potenciais de pico, AE,,
aumenta a medida que aumenta a velocidade de varredura, como pode ser
observado através da Figura 9 e dados da Tabela I. Tal comportamento ¢ uma
indicagdo de que a cinética de transferéncia de elétrons na superficie do
eletrodo ndo ¢ suficientemente rapida. Isto pode ser consequéncia da
dificuldade de difusdo das espécies do eletrdlito através da interface eletrodo-

solilq:z’io para o balanceamento de cargas [2]
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Figura 9: Voltamogramas ciclicos obtidos utilizando-se EPC modificado

com ZPMB em KCI 0,5 M em diferentes velocidades de varredura. Grdfico

inserido mostra a dependéncia entre as correntes I, e I, com V7.

Tabela I: Pardmetros ciclovoltamétricos do MB imobilizado em diferentes

velocidades de varredura.

vimVs' Ep/mV EpmV  EnmV  AE/mV LJuA  LJpA
10 200 100 150 100 97,5 - 60,9
20 228 84 156 144 153,7  -110,8
30 248 74 161 174 2039  -1437
40 266 62 164 204 2455  -1804
50 284 50 167 234 2839  -2058
60 300 46 173 254 3192 2296

Eletrdlito suporte: KC1 0,5 M, pH = 6 e v = velocidade de varredura
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A correlagio linear entre as correntes de pico e a raiz quadrada da
velocidade de varredura ( I, vs v'? ), mostrada na Figura 9 inserida, indica
que o sistema apresenta comportamento similar aqueles onde o processo é
controlado pela difusdo das espécies eletroativas 4 superficie do eletrodo
[46]. Este resultado pode sugerir que as espécies sdo dessorvidas do eletrodo
durante o processo redox. No entanto, deve ser lembrado que estas
encontram-se  fortemente aderidas a matriz (como demonstrado
anteriormente), ndo sendo observado lixiviagdo, mesmo quando o eletrodo
permaneceu por longo periodo de tempo. imerso na solugdio do eletrdlito
suporte, em circuito aberto. Tal comportamento pode ser decorrente do
transporte dos ions do eletréljtd suporte através da interface eletrodo -
solugdo para compensagdo de carga [31]. Por exemplo, aumentando-se a
concentragdo do eletrolito suporte KCl, observou-se uma significativa
diminuicdo da separagio entre os potenciais de pico (Figura 10) e um
aumento das correntes de pico, resultado tipico de sistemas onde o processo
de transporte de carga ¢ realizado pelas espécies idnicas do eletrolito suporte.
Dessa forma, quanto maior a concentragdo do eletrdlito suporte, mais
eficiente o processo de transferéncia eletronica e portanto maior a resposta de
corrente € menor a separagdo entre os potencias de pico. Resultados similares
a estes foram observados para a ftalocianina de ferro e o corante Meldola's

Blue, ambos imobilizados sobre silica modificada [31,54].
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Figura 10: Dependéncia entre o AE, e a concentragdo do eletrélito suporte.

A natureza dos ions do eletrolito suporte, principalmente dos cations
do eletrolito, sdo pardmetros de consideravel importancia neste sistema, uma
vez que estes podem ser envolvidos no processo de troca idnica com a
matriz. Entretanto, estudos em diferentes cations do eletrolito (mantendo-se o
anion fixo) ndo demonstraram uma influéncia significativa no E,, , cujos
valores variaram entre 130 e 150 mV vs SCE. Também a natureza do anion
do eletrolito ndo afetou os potenciais médios E, ¢ a forma dos
voltamogramas. Neste caso, a alta densidade de carga negativa na superficie
da matriz fosfato de zircénio, pode estar provocando uma repulsio dos anions
do eletrdlito ¢ tal repulsdo € maior que o poder de interagdo entre os anions e

a espécie eletroativa, no caso o MB, ndo permitindo dessa forma a
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- aproximagdo destes a superficie do eletrodo. Na Tabela 11 estdo listados os

potenciais médios, E,,, para alguns eletrdlitos.

Tabela II: Potenciais médios do ZPMB em diferentes eletrélitos suporte, de

concentragdo 0,5 M, a uma velocidade de varredura de 10 mVs™.

S *EmlamVVsS(ZE» hu £

LICI R _ . 130-_30
NaCl | 130+10
KCl 15010
NH,CI 140+10
NaAc 13010
NaNOQO; 130+10
NaHSQ, 150+10

Para estudos posteriores, escolheu-se KCI com eletrélito suporte.
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Como a reagio do azul de metileno envolve a participagdo de protons,
esta apresenta-se bastante sensivel a mudangas no pH do meio. Neste caso, a
influéncia do pH no valor do potencial E,, apresenta grande importancia no
estudo do comportamento do presente eletrodo modificado.

Um aspecto interessante observado durante o estudo de pH, foi a ndo
dependéncia do En com o pH do meio. Verificou-se que realizando-se
medidas na faixa de pH 1 a 9, ndo houve um deslocamento significativo do
potencial médio E;, nem mudan¢a na forma dos voltamogramas. Este
resultado difere significativamente do observado para o MB em solugdo [55]
¢ adsorvido em eletrodos de grafite [SIj ou imobilizado sobre matrizes
poliméricas [56,57], tais como o Nafion, sistemas nos quais existe uma
extrema dependéncia entre o E; e o pH. Em tais sistemas observa-se
deslocamentos de cerca de 30, 60 ou 90 mV por unidade de pH, dependendo
do nimero de H' participantes da reagdo redox. A Figura 11 mostra uma
comparagdo entre o comportamento do corante em solugdo, adsorvido sobre
o eletrodo de grafite e imobilizado sobre o fosfato de zirconio em diferentes
pHs da solugdo do eletrolito suporte. Observa-se pela Figura 11, que para o
MB imobilizado sobre o ZP o E,, apresenta apenas uma pequena depéndéncia
com o pH, enquanto que para o MB em solugio e adsorvido esta dependéncia
¢ bastante significativa, apresentando uma descontinuidade na reta em tomo
de pH 6. Nestes casos, em pHs < 6, o deslocamento do E, com 0 pH ¢ em
torno de 90 mV, indicando que 3H' estdo envolvidos no processo redox
nestas condices de pH, enquanto que em pH > 6 este desiocamento ¢ de

apenas 30 mV (1H" envolvido no processo redox).
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Figura 11: Dependéncia entre o E,, e o pH para o azul de metileno em

solugdo, imobilizado sobre o eletrodo de grafite e sobre o fosfato de

zirconio.

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

As reagles redox que ocorrem na molécula de MB em diferentes pHs ,

quando em solugdo ou imobilizada sobre eletrodos de grafite estdo

demonstradas Figura 12.
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Figura 12: Comportamento redox do azul de metileno em diferentes pHs

[55].

A pouca dependéncia do E, com o pH para o MB imobilizado sobre o
ZP sugere que a molécula de MB encontra-se fortemente envolvida por
ligagdes eletrostaticas, presa entre as lamelas da matriz hospedeira, tornando-
a pouco sensivel a mudangas no pH do meio. Além disso, provavelmente os
grupos amina nas posi¢des 3 e 7 assim como o nitrogénio heterociclico da
molécula devem estar envolvidos na ligagdo ao fosfato de zirconio, uma vez
que a dependéncia do E, com o pH quando o corante encontra-se em
solugdo ou adsorvido sobre o eletrodo de grafite é descrita como sendo
devido ao processo de protonagio e desprotonagio destes grupos funcionais,
na conversdo entre as formas oxidada e reduzida.
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Tal comportamento pode ainda indicar que quando-adsorvido sobre o
ZP o MB encontra-se totalmente protonado. Como pode ser observado, ainda
através da Figura 11, 0 MB sobre o ZP apresenta um E, proximo ao
observado para o mesmo em solugdo e sobre eletrodo de grafite, quando em
pHs baixos.

Claramente, os ions H' ndo estdo envolvidos no processo redox,
entretanto 0 mecanismo no qual se apoia esta observagdo ainda ndo esta
totalmente esclarecido.

E importante enfatizar que o valor praticamente constante do E, em
diferentes pHs para o eletrodo modiﬁcado.com ZPMB, ¢ do ponto de vista
pratico, de grande importancia pois permite a sua utilizagdo na construgdo de
sensores quimicos para amostras reais, onde o pH apresenta um importante
papel € muitas vezes ndo pode ser modificado para otimizar a resposta do
eletrodo. Além disso, uma grande desvantagem ao se trabalhar com corantes
do tipo quindides (como no caso das fenoxazinas e fenotiazinas) como
mediadores, para os quais a reagdo redox envolve a participagdo de prétons,
estd na extrema dependéncia do potencial com o pH. Isto ndo ocorre, com
mediadores ndo protdnicos (onde o processo redox ndo envolve a
participagiio de protons), como por exemplo o ferroceno e complexos de
Os**?* [58] extensivamente utilizados como mediadores de elétrons na
constru¢do de eletrodos modificados. Em tais sistemas o Ep bermanece
independente do pH, enquanto que para um mediador do tipo quindide, o
potencial aplicado precisa ser ajustado de acordo com o pH do meio.

- QOutra caracteristica também de grande importancia na construgdo de

sensores para amostras reais consiste na estabilidade das correntes de pico
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" com o pH. Neste caso, foi também observado que os valores das correntes de
pico, tanto anddica quanto catédica, mantiveram-se praticamente constantes

em solugdes de diferentes pHs, como pode ser observado através da Figura
13.

pH

Figura 13: Dependéncia das correntes de pico, I, e I, com o pH da

solugdo do eletrdlito suporte KCI 0,5 M, para o eletrodo modificado com
ZPMB.

Como a reagdo redox de tais corantes envolve a participagido de
prétons, com a diminuigdo do pH, maior o nimero de prétons presentes no
meilo e portanto mais eficiente o processo de transferéncia de elétrons ¢
consequentemente maior a corrente observada. Entretanto observa-se, que
neste caso, tal fendmeno ndo ocorre, a corrente pemianece constante com 0

pH. Este resuitado refor¢a a hipdtese de que quando imobilizado sobre o
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fosfato de zirconio, o corante encontra-se totalmente protonado. A matriz ZP
parece estar funcionando como uma espécie de prote¢do para a molécula

contra os efeitos do pH da solugdo do eletrdlito suporte.

3.2.3) Propriedades eletrocataliticas do ZPMB - Eletrooxidacdo do dcido

ascorbico

Com o intuito de se verificar as propriedades eletrocataliticas do
presente eletrodo, realizou-se estudos utilizando-se o 4cido ascorbico, HAA,
como substrato. A oxidagdo eletroquimica do H,AA tem sido utilizada
extensivamente como sistema modelo no estudo do efeito da modificagdo do
eletrodo na sua atividade catalitica. Embora o acido ascorbico apresente um
potencial relativamente baixo (E® = 54 mV), a sua oxidacio eletroquimica
em eletrodos metdlicos e de carbono ocorre em altos sobrepotenciais e
portanto sofrem a interferéncia de outras espécies oxidaveis, existentes em
amostras biologicas [59]. A utilizagio dos chamados EQMs tem possibilitado
eletrooxidar o acido ascérbico em potenciais consideravelmente mais baixos
em relagdo aos eletrodos nfio modificados [60-62]. |

A rteagio de oxidagdio do H,AA ocorre segundo um processo
eletroquimico - quimico ( uma reagio de transferéncia de elétrons seguida de
um processo de hidratagio ), no qual o acido é oxidado irreversivelmente a
acido dehidroascorbico seguido de uma reagdo de hidratagdo, fevando a

formaciio do acido dehidroascorbico hidratado [63,64].
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Observa-se pela Figura 14A, que o voltamograma obtido com o ZP
incorporado a pasta ndo apresenta picos de oxidacdo ou redugéo defindos. A
oxidagdo do H,AA neste eletrodo ocorre em 400 mV vs SCE ( Fig. 14B ).
Entretanto, utilizando-se o eletrodo modificado com ZPMB, nota-se um
aumento de corrente, apds a adi¢do do 4acido, na mesma regido do potencial
de oxidagdo do corante redox ( 200 ﬁ}V vs SCE ), portanto cerca de 200 mV
abaixo do potencial observado na sua auséncia, comprovando dessa forma a

atividade catalitica do MB imobilizado ( Figuras 14C e 14D).

1504

1004

E/mV vs SCE

Figura 14: Voltamogramas ciclicos obtidos utilizando-se eletrodo de pasta
de carbono em 20 ml do eletrdlito suporte KCI 0.5 M pH 6 a uma
velocidade de varredura de 20 mVs™: (4) ZP na auséncia de H;AA e (B) ZP

na presencga de 5 mM de H;AA, (C) ZPMB na auséncia de H;AA e (D) ZPMB
na presenga de H>AA. |
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A reagdo catalitica ocorrida na interface eletrodo - solugdo pode ser

descrita de maneira simplificada como abaixo:
na interface eletrodo - solugio:
ZPMB,, + H,AA —» ZPMB.y + 2H + DHAA
no eletrodo:
ZPMB,y = ZPMB, + 2¢

onde ZPMB,, ¢ ZPMB,¢y correspondem as formas oxidada e reduzida
do MB sobre o fosfato de zirconio, respectivamente, H,AA o acido ascérbico
e DHAA a forma oxidada do 4cido ( o 4cido dehidroascorbico ). A Figura 15
mostra a dependéncia entre a corrente anddica e a concentragio de H,AA na

cela eletroquimica. Observa-se pela figura inserida que a corrente ¢é

proporcional a concentragio do 4cido.
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Figura 15: Voltamogramas ciclicos obtidos utilizando-se eletrodo de pasta
de carbono modificado com ZPMB em KCl 0,5M a uma velocidade de 20

mVs™ (A) na auséncia de H3AA e na presenga do dcido em concentragoes:
(B) 2x107, (C) 4x10, (D) 6x10°*, (E) 8x10” e (F) 1x10° molL™.

3.2.31) Estudos utilizando-se a técnica de cronoamperémetria—

Dependéncia da resposta do eletrodo em funcdo do potencial aplicado

Primeiramente foi realizado um estudo para se determinar o botencial a
ser aplicado de modo a se obter uma melhor resposta de corrente de oxidagdo
do 4cido. Para tanto, foram aplicados diferentes potenciais e entdo medidas
as correntes cataliticas apresentadas para adigdes de uma quantidade fixa do
acido (as adigbes foram realizadas de modo que a concentragdo final do
acido fosse de [HoAA] = 1x10” molL"). E possivel observar, através da
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16, que a oxidagdo do 4cido inicia-se em 100 mV vs SCE, atingindo
entretanto uma maxima variagdo AI/AE em 250 mV vs SCE. A partir deste
potencial 0 aumento corrente passa a ser menos pronunciado, atingindo um
patamar. Entretanto pode ser observado que o maximo de corrente ocorre em
torno de 350 mV, diferentemente do obtido anteriormente pela técnica de
voltametria ciclica (maximo em 250 inV). Esta diferenca pode ser atribuida a
.dsorgdo dos produtos de oxidagdo do acido ascorbico na superficie do
:letrodo, necessitando que um potencial maior seja aplicado para que o acido
oxide. Na técnica de voltametria ciclica tal fenémeno nfo ocorre, pois através

da varredura ¢ possivel “limpar” o eletrodo.

15
/.//‘-
e
L J
104
e p
- e
S
5 /
v
-
///
-_/
0 T T T T T T T T T T T T :
0,10 0,15 0,20 025 0,30 0,35 0,40
E/Vw SCE

Figura 16: Dependéncia da resposta do eletrodo com o potencial aplicado

em KCI1 0,5 M pH 6 na presenga de 1x107° M de HZAA.
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Para estudos de amperometria foi entiio possivel fixar o potencial em
250 mV vs SCE. Este potencial, apesar de ser ainda relativamente alto e
ainda sujeito a oxidagfio de outras espécies interferentes, € menor que o

encontrado para alguns eletrodos utilizados na determinagdo do acido
ascorbico [65,66].

J.2.32) Dependéncia da resposta do eletrodo com o pH

O pH da solugio do eletrélito apresenta consideravel influéncia na
reagdo de oxidagdio do acido ascérbico [59]. Dessa forma, foram entdo
realizados estudos da resposta do eletrodo em diferentes pHs . Para tanto,
foram medidas as correntes cataliticas apresentadas para adigdes de uma
quantidade fixa do acido (de modo que a concentragdo final na cela
eletroquimica fosse de [H,AA] = 1x1 02 M) em diferentes pHs da solugdo de
KC10,5 M. Os resultados obtidos estdo demonstrados na Figura 17.

Na faixa de pH entre 2,5 e 6, a corrente catalitica correspondente a
oxidagdo do acido no eletrodo modificado, permanece praticamente constante
enquanto que em pHs abaixo de 2,5, um consideravel decréscimo na resposta
do eletrodo foi observado. Tal comportamento pode ser explicado com base
no mecanismo de oxidagdo do acido ascérbico. De acordo com a literatura,
estudos realizados utilizando-se eletrodo de disco rotatério de grafite
pirolitica, demonstraram que a oxidagdo do H,AA ¢ extremamente
influenciada pelo pH da solugfio. Foi observado que a oxidagdo do acido ¢
mais favorecida em pH 7 que em pH 1. Este efeito de pH, ¢ uma indicagdo de
‘que a forma aniénica HAA™ (predominante em pHs mais altos) e néo a forma

neutra H,AA, constitui a espécie eletroquimicamente ativa, diretamente
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envolvida no processo de transferéncia de elétrons, sendo dessa maneira a

oxidagdo do acido mais favorecida em pHs mais altos neste tipo de eletrodo.
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Figura 17: Influéncia do pH da solugdo do eletrolito suporte na resposia do

eletrodo modificado com ZPMB, em presenga do dcido ascérbico 1x10 M.

Resultados semelhantes foram obtidos por Aldaz e colaboradores em
eletrodos de mercirio ¢ ouro [67,68]. Mecanismo semelhante pode estar

ocorrendo no presente eletrodo. O mecanismo proposto esta descrito abaixo:

HAA = HAA + H
HAA® - DHAA + H' + 2¢
DHAA + H,0 - DHAA(H;O)

onde H,AA, HAA,, DHAA e DHAA(H,0) correspondem ao acido L-
ascorbico, a forma anidnica do acido ascorbico, acido dehidroascorbico € o

acido dehidroascorbico hidratado, respectivamente. Em meios extremamente
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acidos, como pH 1, ha uma predominincia da forma neutra HAA, a qual é
mais dificilmente oxidada no eletrodo, havendo dessa maneira um decréscimo

significativo da corrente catalitica nestas condigdes.
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3.2.33) Obtencdo da curva de calibragio para H,AA por
cronoamperometria

Fixando-se entdo o potencial em 250 mV vs SCE, foi obtida a curva de
caltbragdo por amperometria para H,AA, através de adigdes sucessivas
aliquotas de 200 pL de uma sohic;ﬁo padrio do acido de concentragdo

[HAA] = 1x10? molL" em 10 mL da solugdo em KCI 0,1 M pH 6,
demonstrada na Figura 18.
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Figura 18: Cronoamperograma obtido apds sucessivas adigdes de 200 ul
do dcido ascorbico 0,01 M em 10 mL do eletrdlito suporte KCI 0,IM pHo6,
Jixando-se o potencial em 250 mV vs SCE (faixa de concentragdo:2x1 0 a

1,8x107 molL™). Figura inserida: Dependéncia entre a corrente e a

concentracdo do dcido.
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A Figura 18 inserida mostra a curva tipica obtida para a relagdo I vs
[HAA]. A curva experimental acima foi ajustada utilizando-se uma equagéo
quadratica I = -0,499 + 1,383x + 0,0391x%, com um coeficiente de correlagdo
linear R = 0,999 (onde I corresponde a variagdo de corrente em BA € X a
concentragdo do acido em mM).

O limite de detecgdio (considerando a relagdo sinal / ruido = 3) foi de
1,0x10”° molL". A reprodutibilidade com o mesmo eletrodo foi razoavel,
apresentando um desvio padrdo relativo de 5,6% para n = 7. A média do
tempo de resposta do eletrodo ( tempo apos a adi¢do do substrato que €
necessario para se atingir o maximo de corrente ), medido apds vérias adigdes
do substrato na cela eletroquimica, foi de cerca de 1,5 s. A rapida resposta do
eletrodo, tora-o bastante atrativo para a sua utilizagio em sistemas de
nje¢do em fluxo, FIA.

Pode ser observado através do amperograma que um decréscimo
significativo do sinal é observado logo apés ter sido atingido o maximo de
corrente. Esse comportamento pode ser atribuido a lenta velocidade de
difusio do produto de oxidagdo do 4cido ascorbico, 0 acido
dehidroascorbico, impedindo que o H,AA nio oxidado chegue & superficie do
eletrodo para manutengdo do patamar de corrente.

O eletrodo apresentou-se bastante estavel, permitindo o seu uso por
pelo menos 2 meses utilizando-se diariamente, sem significativas mudangas
na sua resposta.

Finalmente, apenas para testar o eletrodo, foi determinada a quantidade
de HoAA em tabletes de vitamina C, vendidos comercialmente. Os tabletes

foram dissolvidos em H,O bidestilada e tais solugdes foram
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| convenientemente diluidas. Esta solugdo foi adicionada a cela eletroquimica ¢
entéio realizada a medida de corrente utilizando-se o eletrodo modificado com
ZPMB, aplicando-se um potencial de 250 mV vs SCE. A quantidade de acido
ascorbico nos tabletes de Vitamina C foi calculada a partir da equagio da
curva de calibragdo. Os resultados obtidos com o sensor foram comparados
com os obtidos através do método padrio de determinagdo do acido

ascorbico pela técnica de volumetria. Os dados obtidos estdo apresentados na
Tabela III.

Tabela III: Resultados obtidos na determinagdo de 4cido ascorbico em

amostras de Vitamina C utilizando-se o eletrodo modificado ZPMB' ¢ através

da técnica de volumetria®.

AMOSTRA  Quantidade = m/g? m/g®
oo 7 U declaradac e
A 1g / tablete 1,004+0,003 1,000£0,004
B 1g / tablete 1,085+0,070 1,005+0,004

A - Amostra de Cebion®
B - Amostra de Redoxon®

Os valores encontrados empregando-se o presente eletrodo e pelo
método padrdo apresentaram-se relativamente concordantes, indicando que o
mesmo ¢ bastante promissor na construgdo de um sensor para 4cido
ascorbico. Neste caso, observa-se que utilizando-se o respectivo eletrodo
modiﬁcado ZPMB, perde-se um pouco da sensibilidade da medida, entretanto
ganha-se bastante na facilidade e rapidez de obtengao de resultados.
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3.2.4) Eletrooxidacdo do NADH

O eletrodo modificado com ZPMB-tambe’m eletrocatalisou a reagdo
oxidagdo do cofator NADH, como pode ser observado através da figura 19.
Verifica-se um aumento da corrente anodica apos a adigdo do NADH em 250
iV vs SCE. Entretanto neste caso ja é possivel observar vestigios da

oxidagdo direta do cofator no proprio grafite (aumento de corrente em 400
mV).
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Figura 19: Voltamogramas ciclicos obtidos com eletrodo de pasta de
carbono modificado com ZPMB (A) na auséncia de NADH e (B) e apds a
adigc’io de 50 moll. ' de NADH, em solucdo do eletrélito KC1 0,5 M, pH 7 e
v =20 mVs™.
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Novamente por amperometria, fixando-se o potencial em 250 mV vs
SCE foi possivel obter uma faixa de resposta linear entre 1,0x10™ 2 2,0x107
molL?, com uma curva ajustada pela equagdo I = 2,26(+0,04)[NADH] +
0,7(x0,4) ¢ um coeficiente de correlagiio de R=0,999 para n=11.

3.3) Azul do Nilo

Prosseguindo-se os estudos com o fosfato de zrcénio (ZP) e
aproveitando-se a sua capacidade em adsorver corantes redox catiénicos,
realizou-se entdo estudos eletroquimicos com o Azul do Nilo, um corante
catidnico da familia das fenoxazinas, imobilizado sobre o ZP (ZPNB). Os
resultados obtidos com o ZPNB foram comparados com os obtidos

anteriormente com o MB.
3.3.1) Estudos de voltametria ciclica

Os voltamogramas obtidos utilizando-se o eletrodo modificado ZPNB
em diferentes velocidades de varredura e seus pardmetros ciclovoltamétricos

estdo demonstrados respectivamente na Figura 20 e Tabela IV.
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Figura 20: Voltamogramas obtidos em diferentes velocidades de

varredurapara o eletrodo modificado com ZPNB em KCI 0,5 M (pH 6).

Tabela IV: Parametros ciclovoltamétricos do

velocidades de varredura.

ZPNB em diferentes

vimVs!

E./mV EJmV AE/mV EJmV LJuA LJuA
20 60 18 78 39 1125 -578
30 62 28 90 45 1230  -73,32
40 66 .36 102 51 1343  -89,11
50 68 40 108 54 1447  -100,1
60 70 .48 118 59 1496  -112,8
70 72 .54 126 63 1633 -123,5

Eletrdlito suporte KCI 0,5M, pH 6.
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Pode ser observado que os ciclovoltamogramas apresentam-se bem
defimidos € que a separagdo entre os potenciais de pico ndo é tdo influenciada
pela velocidade de varredura quanto o observado anteriormente para o
ZPMB. Tal comportamento é uma indicagdo de que o processo redox do NB
sobre o ZP € menos resistivo do que para o0 MB. Na Figura 21 ¢ demonstrada
a relagdo entre AE, e v tanto para 0 ZPMB quanto para o ZPNB.

v /mvs'

Figura 21: A dependéncia da separa¢do entre os potenciais de pico AE,

com a velocidade de varredura v, para o (4) ZPMB e (B) ZPNB em KCl 0,5

molL™".

Similar ao ZPMB, as correntes apresentaram uma correlagdo linear
com-a raiz quadrada da velocidade de varredura ( I, vs v ). Este

comportamento ¢ semelhante ao de sistemas onde o processo redox é

54



controlado pela difusdo das espécies eletroativas a superficie do eletrodo.
Entretanto, para o NB imobilizado sobre o ZP a inclinagdo da reta I, vs v
apresentou-se mais acentuada que em relagdo ao ZPMB (Figura 22),
indicando diferengas na velocidade de transferéncia de elétrons, sendo esta

mais eficiente para o ZPNB que para o ZPMB .

350+
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Figura 22: Dependéncia da correntes de pico 1, com a raiz quadrada da

velocidade de varredura V' para (4) ZPNB e (B) ZPMB em 0,5 molL™ do
eletrdlito suporte KC1 0,5 M.

Quanto a estabilidade, o eletrodo modificado com ZPNB aﬁresentou—se
menos estavel em relagio ao ZPMB. Apds 100 ciclos ininterruptos,
observou-se um decréscimo da corrente andédica de cerca de 28% do seu
valor inicial enquanto que para o ZPMB este decréscimo foi de apenas 3%.

Provavelmente por esta razdo, o processo redox do ZPNB apresentou-se

menos resistivo.
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Neste caso também foi observado um significativo deslocamento do
potencial na dire¢do positiva para o NB imobilizado sobre o ZP comparado
com 0 mesmo obtido para o NB quando em solugdo ou imobilizado sobre o

grafite, como pode ser observado através dos dados da Tabela V:

Tabela V: Comparagdo entre o potencial para o NB em solugdo ¢

imobilizado sobre o grafite e a matriz ZP.

2 e

em solugdo -360 1“1
em eletrodo de grafite | 430 [
imobilizado sobre o ZP 50

Um deslocamento significativo no potencial do NB, de mais de 300
mV na direcdo positiva é observado, quando este encontra-se imobilizado
sobre a matriz ZP indicando que a forma reduzida do corante apresenta-se
mais estavel sobre a matriz que a sua forma oxidada.

O pH da solugdo do eletrélito ndo apresentou uma influéncia
significativa no E, do ZPNB, também diferentemente do observado para o
NB em solugfio e imobilizado sobre eletrodos de grafite e prata {70] , como
pode ser observado através do grifico da Figura 23.
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Figura 23: Influéncia do pH no potencial médio E,, para o Azul do Nilo
(NB).

Tal comportamento vem novamente reforgar a hipotese de que os ions
H' ndo participam do processo quando o corante encontra-se imobilizado
sobre a matriz ZP e que tal propriedade pode ser provavelmente estendida a
outros corantes redox de estrutura similar.

As correntes de pico apresentaram um pequeno decréscimo i medida
que o pH da solugdo do eletrdlito diminuiu (Figura 24), ao contrario do obtido
anteriormente para o ZPMB. Indicando que devido a menor estabilidade do

NB sobre o ZP, este apresenta-se um pouco mais susceptivel a mudangas no

pH do meio.
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Figura 24: Dependéncia das correntes de pico, I, € I, com o pH da

solugdo do eletrdlito suporte KCI 0,5 M, para o eletrodo modificado com
ZPNB.

3.3.2) Propriedades eletrocataliticas do ZPNB

As propriedades eletrocataliticas do NB sobre a matriz ZP foram
investigadas para a oxidagdo do NADH, uma vez que é conhecido na
literatura que eletrodos modificados com derivados de fenoxazinas que
apresentam valores de E, nesta mesma faixa de potencial do ZPNB,

apresentam alta efici€ncia catalitica na oxidag¢do deste cofator [71-73].
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Figura 25: Voltamogramas ciclicos obtidos com eletrodo de pasta de
carbono modificado com ZPNB na auséncia (A)e na presenca de 50 pmolL’

de NADH (B) em solugdo do eletrdlito suporte KCI pH 7 e v=20 mVs™.

Neste caso , observa-se um aumento da corrente andica apés a adi¢do
do cofator, indicando que o NB imobilizado eletrocatalisa a sua oxidagdo. Ha
uma significativa diminui¢io do sobrepotencial de oxidagio do NADH, de
cerca de 350 mV vs SCE (a oxidagdo direta do NADH em életrodos de
grafite ndo modificados ocorre em tormo de 400 mV vs SCE) [74].

Além disto, este potencial onde ocorre a oxidagdo (em torno de 50 mV
Vs SCE) ¢ interessante na construgdo de sensores amperometricos, p01s nesta
*eglﬁo de potencial, o efeito de interferentes (oxidagdo de outras espécies

presentes no meio) € significativamente pequeno, garantindo dessa forma
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que a corrente apresentada corresponda apenas a referente a oxidagdo do
cofator.

Apenas para efeito de demonstragio, obteve-se uma curva de
" calibragio por amperometria, através da adigdo de aliquotas de 100 pL de
uma solugdo de NADH 0,01 molL" em 10 mL do eletrélito (pH ajustado em
7) , fixando-se o potencial em 50 mV vs SCE, demonstrada na Figura 26.

20
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6 _;/
5 e
15F A
<3 A
= Ve
21 Ve
’4
11 r
/’
o] .
=~ 10Fr ST T e
[NADH ] x 10* /M

05

0,0 A 1 L 1 i 1 A 1 L 1
0

tempo (s)

Figura 26: Cronoamperograma obtido apds sucessivas adi¢des de 100 y7i8
de uma solu¢do de NADH 0,01 M em 10 mL da solugdo do eletrdlito suporte
( PH ajustado em 7), fixando-se o potencial em 50 mV vs SCE. Figura

inserida mostra a relacdo entre a corrente catdlitica e a concentragdo do
cofator.
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A faixa de resposta linear obtida para o ZPNB, nestas condigdes, foi
aproximadamente entre 1,0x10* e 2x10° M, apresentando uma curva
ajustada pela equagdo I = 4,57(20,07) + 4,4(£0,6), com um coeficiente de
correlagdo R = 0,999 para n=14.

O tempo de resposta médio, medido apds varias adigdes do substrato
na cela eletroquimica foi de aproximadamente 1,3 s, o qual é considerado
bastante rapido comparado com alguns sensores para NADH encontrados na
literatura [71-73]. O limite de detecgdo, considerando a relagdo sinal / ruido =
2, é de 5 pmolL™,

Estes resultados demonstram que o eletrodo modificado com ZPNB é
promissor na construgdo de um sensor para NADH. Este apresentou-se mais
sensivel para se detectar o cofator que 0 ZPMB, a um potencial menor, livre

da interferéncia de outras espécies, inclusive do acido ascorbico.
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4) CONCLUSOES

Os corantes Azul de Metileno e Azul do Nilo apreseﬁtaram—se
fortemente aderidos ao trocador catiénico, fosfato de zirconio. Ndo observou--
se a ixiviagio dos corantes mesmo quando estes permaneceram imersos em
solugGes concentradas do eletrdlito sﬁporte, em circuito aberto.

A natureza do eletrdlito suporte ndo afetou de maneira significativa a
resposta dos eletrodos. Entretanto a concentragio do mesmo influiu,
observando-se melhores respostas eletroquimicas (maior resposta de corrente
e menor separagio entre 0s potenmals de pico) em solugdes de eletrélito mais
concentradas.

Os potenciais redox dos corantes imobilizados (ZPMB e ZPNB)
também nfo foram afetados pelo pH da solugfio do eletrdlito, na faixa de pH
1 a9 paraoZPMB e 1 a 7 para o ZPNB, diferentemente do observado para
tais tipos de corantes quando em soluglio aquosa ou adsorvidos sobre
eletrodos de grafite. Este comportamento foi atribuido a alta acidez da matriz
de fosfato de zirconio. As correntes de pico apresentaram apenas um pequeno
decréscimo com o pH para o eletrodo modificado com ZPNB,' € para o
ZPMB esta permaneceu praticamente constante.

A propriedade eletrocatalitica do ZPMB para oxidar o acido ascorbico
foi bastante satisfatoria apresentando uma alta sensibilidade. A.resposta do
eletrodo ap6s a adi¢do do substrato foi consideravelmente rapida, indicahdo
que ndo ha barreira difusional para o 4cido, sendo este eletrodo
potenclahnente util para preparar sensores eletroqulmlcos acoplados a

s1stemas dinimicos tais como FIA (“Flow Injection Analysis”) ou BIA
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(“Batch Injection Analysis”). Ambos os eletrodos modificados
eletrocatalisaram a oxidagdo do cofator NADH. Entretanto foi observado que
o ZPNB apresentou maior eficiéncia catalitica e a potencial menor que o
ZPMB, no qual ji foi possivel observar vestigios da oxidagdo direta do
cofator no grafite. Tal propriedade do material (eletrooxidagdo do cofator
NADH) possibilita futuramente a co-imobilizagio de enzimas NAD'-
dependentes (desidrogenases) na pasta de carbono para o desenvolvimento de
novos biossensores.

O fosfato de zirconio apresentou, portanto, grande potencial como
matriz para imobilizagdo de corantes orgdnicos catibnicos para o
desenvolvimento de novos eletrodos de pasta de carbono quimicamente
modificados. A alta- estabilidade quimica observada, associada a forte
aderéncia dos corantes sobre a matriz, justifica o nosso interesse na
preparagdo do presente € seu uso com propostas analiticas. Além disso, a
baixa sensibilidade do E,, com o pH é de grande importincia, pois possibilita

a utilizaggo de tais eletrodos em amostras reais.

63



5) REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

[1] R.P. Moses, P. Wier e R W. Murray, Anal. Chem., 47 (1975) 1882.

[2] RW. Murray, A . J. Bard (Ed.) em “Electroanalytical Chemistry”,
vol.13, New York, p.191.

[3] F.M. Matsumoto, ” Eletrodos Quimicamente Modificados com Filmes

Finos de Pentacianoferratos”, Tese de Doutorado, Instituto de Quimica |,
USP, 1995.

[4] A . J. Bard, J. Chem. Educ., 60 (1983) 302.

[5] A . Amine, ] M. Kauffmmann e G.G. Guilbault, Anal. Letters, 26 (1993)
1281.

[6] JHue A . P. Tumner, Anal. Letters, 24 (1991) 15.

[7] N. Morris, M. Cardosi, B. Birch ¢ A . P. Turner, Electroanalysis, 4
(1992) 21.

[8] Q. Chi e S. Dong, Electroanalysis, 7 (1995) 147.

[9]1 G. Bremle, B. Persson e L. Gorton, Electroanalysis, 3 (1991) 77.

[10] H. Ju, Y. Xun e H. Chen, J. Electroanal. Chem., 380 (1995) 283.

[11] J. Zagal, M. Paez, A . A . Tanaka, J. R. Santos ¢ C. A . Linkous, J.
Electroanal. Chem., 339 (1992) 13.

[12] E. Dempsey, J. Wang, V. Wollenberger, M. Ozsoz ¢ M R. Smith,
Biosens. Bioelectron., 7 (1992) 323.

[13] S. Ching, R.C. Dudek, E. A . Tabet, W. S. Willis e S.L. Luib, Langmuir,
10 (1994) 1657.

[14]-J. Kulys, H.E. Hansen, T. Buch-Rasmussen, J. ‘Wang e M. Ozsoz, Anal.
Chim. Acta, 288 (1994) 193

64



tlS] D.D. Schlereth e H—L. Schmidt, J. Electroanal. Chem., 380 (1995) 117.
[16] B.G. Milagres, L.T. Kubota ¢ G. Oliveira Neto, Electroanalysis, 8
(1996) 489.

[17] H.D. Abruiia, Coord. Chem. Rev., 86 (1988) 135.

[18] R.W. Murray, A .G. Ewing e R. A . Durst, Anal. Chem., 59 (1987) 379.
[191R.F. Lane ¢ A . T. Hubbard, J. Phys. Chem., 77 (1973) 1401.

[20] R.N. Adams, Anal. Chem., 30 (1958) 1576.

[21] T. Kuwana e W.G. French, Anal. Chem., 36 (1964) 241.

[22] T. A . Schultz e T. Kuwana, J. Electroanal. Chem., 10 (1965) 95.

[23] K. Kalcher, JM. Kauffmmann, J. Wang, 1. Svancara, K. Vytras, C.
Neuhold e Z. Yang, Electroanalysis, 1 (1995) 5.

[24] L. Gorton, Electroanalysis, 7 (1995) 5.

[251 M.A.T. Gilmartin ¢ J.P. Hart, Analyst, 120 (1995) 1029.

[26] 1. Kulys, L. Wang e A. Maksimoviene, Anal. Chim. Acta, 274 (1993)
53.

[27] J. Kulys, L. Wang e N. Daugvilaite, Anal. Chim. Acta, 265 (1992) 15.
[28] Q. Chi e S. Dong, Anal. Chim. Acta, 285 (1994) 125. |

[29] M. J. Lobo, A. J. Miranda e P. Tuiion, Electroanalysis, 8 (6)(1996) 591.
[30] M.J. Lobo, A. J. Miranda e P. Tufion, Electroanalysis, 8(10) (1996) 932.
[31] L.T. Kubota, Y. Gushikem, J. Perez ¢ A. A. Tanaka, Langmuir, 11
(1995) 1009.

| [32] L.L. Lorencetti ¢ Y. Gushikem, J. Braz. Chem. Soc., 4 (1993) 88.

[33] L.T. Kubota e Y. Gushikem, Electrochim. Acta, 37 (1992) 2477

- [34] H. Kotte, B. Grundig, K.D. Vorlop, B. Strehlitz e U. Stottmeister, Anal.
Chem., 67 (1995) 65.

65



[35] A. Walcarius, Electroanalysis, 11 (1996) 971.

[36] A. Clearfield, “Inorganic lon Exchange Materials”, CRC Press Inc,
Boca Raton, Florida, 1982. |

[37] K.A. Krauss e H.O. Phillips, J. Am. Chem. Soc., 78 (1956) 644.

[38] A. Clearfield, Chem. Rev., 88 (1988) 125.

[39] L. Gorton, G. Bremle, E. Csbregi, G. Jonsson - Pettersson e B. Persson,
Anal. Chim. Acta, 249 (1991) 43,

[40] H. Chen, A. Yu, J. Han e Y. Mi, 4nal. Letters, 28 (1995) 1579.

[41] J M. Ottway, E. Bishop (Ed) em “Indicators”, Pergamon Press, Oxford,
1975, p. 469-529.

[42] L. Gorton, A. Torstenssom, H, Jaegfeldt e G. Johansson, J. Electroanal.
Chem., 161 (1984) 103.

[43] A. Torstensson e L. Gorton, J. Electroanal. Chem., 130 (1981) 199.

[44] B. Griindig, G. Wittstock, U. Ridel e B. Strehlitz, J. Electroanal.
Chem., 395 (1995) 143,

[45] L. Gorton, J. Chem. Soc. Faraday Trans. I, 82 (1986) 1245.

[46] P.T. Kissinger e W.R. Heineman, .J. Chem. Educ., 60 (1983) 702.

{47} A.J. Bard e LR. Faulkner, “Electrochemical Methods: Funcfamentals
and Applications”, John Wiley & Sons, New York, 1980.

[48] J.A. Plambeck, “Electroanalytical Chemistry: Basic Principles na
Applications”, John Wlley & Sons, New York, 1982.

[49] EM. Larssen e DR. Vissers, J. Phys. Chem., 64 (1960) 1732.

[50] N. Baccan, J.C. Andrade, O.E.S. Godinho e J.S. Barone, “Quimica
Analitica Quantitativa Elementar”, Ed. Edgard Blucher.

[51] Y. YeeR. Baldwin, 4nal. Chem., 60 (1988) 2263.

66



[52] E. Laviron, A. J. Bard (Ed.) em “Electroanalytical Chemistry”, vol.12,
Marcel Dekker, New York, 1982, p.53-157.

[53] B. .Persson e L. Gorton, J. Electroanal. Chem., 292 (1990) 115.

[54] L.T. Kubota, F. Gouvea, A.N. Andrade, B.G. Milagres e G. Oliveira
Neto, Electrochim. Acta, 41 (1996) 1465.

[55] H. Ju, J. Khou, C. Caie H. Chen, Electroanalysis, 7 (1995) 1165.

[56] Z. Lu e S. Dong, J. Chem. Soc. Faraday Trans. I, 84 (1988) 2979,

[57] AR. Guadalupe, K. E. Liu e H. D. Abruiia, Electrochim. Acta, 36
(1991) 881. '

[58] A. Heller, J. Phys. Chem., 96 (1992) 3579.

[59] X. Xing, T-C. Tan, M. Shao e C-C. Liu, Electroanalysis, 4 (1992) 191.
[60] MLF. Daufartas e J.F. Evans, J. Electroanal. Chem., 109 (1980) 301.
[61] K-N.Kuo e R.W. Murray, J. Electroanal. Cherﬁ., 131 (1982) 37.

- [62] E.IS. Andreotti, Y. Gushikem e L.T. Kubota, J. Braz. Chem. Soc., 31
(1992) 21.

[63] X. Xing, 1.T. Bae, M.Shao e C-C. Liu, J. Electroanal.Chem., 346 (1993)
309.

[64] F. Hartley, “Supported Metal Complexes”, Dreider Publishing
Company, Dordrecht, 1985,
[65] J. Lindiqvist, Analyst, 100 (1975) 339.

[66] P. Karabinas e D, Jannakoudakis, J. Electroanal. Chem., 160 (1984)
159. '

[67] J.J. Ruiz, A. Aldaz e M. Domingues, Can. J. Chem., 56 (1984) 159.

[68] M Rueda, A. Aldaz e F. Sanchez-Burgo, Electrochim. Acta, 23 (1978)
419, o

67



[69] F. Ni, H. Feng, L. Gorton e T.M. Cotton, Langmuir, 6 (1990) 66-73.

[70] L. Gorton, B. Persson, P.D. Hale, L.I. Boguslavsky, H.I. Karan, H.S.
Lee, T.A. Skotheim, HL. Lan ¢ Y. Okamoto, “Biosensors and Chemical
Sensors” (Eds: P.G. Edelman, J. Wang), ACS Symp.Ser.487, ACS,
Washington, DC, 1992, 56.

[71] L. Gorton, G. Johansson e A. Torstensson, J. Electroanal. Chem., 1961
(1985) 81.

[72] P.N. Bartlett, P. Tebbut, R.P. Whitaker, Progr. React. Kinet., 16 (1991)
55-156. _

[73] A.E.G. Cass, G. Davies, G.D. Francis, H.A.O. Hill, W.J. Aston, LJ.
. Higgins, E.V. Plotkin, L.D.I. Scott e A.P.F. Tumer, Anal. Chem., 56 (1984)
667.

[74] W.J. Blaedel e R.A. Junkins, Anal. Chem., 47 (1975) 1337,

68



