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RESUMO

Desenvolvimento de sensores eletroquimicos a base de filmes com TCNX
(tetracianoquinodimetano e tetracianoetileno) para a determinacido de
compostos fenolicos. Neste trabalho ¢ descrito o desenvolvimento de sensores
eletroquimicos a base de compostos com TCNX (tetracianoetileno e
tetracianoquinodimetano) para a determinacdo de compostos fenodlicos. Para
este propodsito foram preparados eletrodos de carbono vitreo modificados com
tetracianoetileneto de litio (LiTCNE) e bis(tetracianoquinodimetaneto) de
bis(fenantrolina) de cobre (II) [Cu(phen),(TCNQ),], ambos imobilizados em
filmes de poli-l-lisina (PLL). Apds esta etapa, o eletrodo modificado com
LiTCNE/PLL foi testado para verificar a capacidade de eletrocatdlise da
reagao de reducdo de p-nitrofenol enquanto que o eletrodo modificado com
Cu(phen),(TCNQ),/PLL foi utilizado para a oxidagdo de catecol. As técnicas
utilizadas para a realizacdo deste trabalho foram a voltametria ciclica,
voltametria de varredura linear, amperometria, voltametria de pulso
diferencial e voltametria de onda quadrada, as quais foram utilizadas para
estudar o comportamento dos eletrodos modificados, para a otimizagao dos
parametros experimentais, obtencdo dos parametros cinéticos e caracterizacao
analitica dos sensores. Os hidrodinamicos foram realizados com o objetivo de
obter maiores informagdes sobre os processos de redugdo e oxidacao de p-
nitrofenol e catecol, respectivamente, sobre os eletrodos modificados. Através
do grafico de Koutech-Levich foi possivel obter os valores para o coeficiente
de difusdo e constante de velocidade da reacdo (k) para os analitos em estudo.
Os valores do coeficiente de difusdo e de k, determinados para o p-nitrofenol,
foram de 9,03 x 10° cm® s™ e 1,65 x 10° mol”’ L s, enquanto que para o
catecol, os valores do coeficiente de difusdo e de k, foram de 4,6 x 10° cm® ™!
e1,3x10° mol' Ls", respectivamente. O aumento na velocidade de reagao,
tanto para o p-nitrofenol como para o catecol, foi atribuido a eficiente
transferéncia eletronica entre as espécies estudadas e os compostos
eletroativos imobilizados nas superficies dos eletrodos de carbono vitreo. O
eletrodo modificado com filme de LiTCNE/PLL apresentou uma ampla faixa
de resposta linear, sensibilidade, limite de deteccao e quantificagdo de 0,001 a
5 umol L' 42,90 LA cm™® L pmol'l, 0,3 ¢ 1,0 nmol L (n=10),
respectivamente, para o de p-nitrofenol, enquanto que o eletrodo modificado
com Cu(phen),(TCNQ),/PLL apresentou uma faixa de resposta linear,
sensibilidade, limite de deteccdo e quantificacao de 0,005 a 5 umol L (n=8),
16,10 pA em™, 1,5 € 5,0 nmol L™, para o catecol. Apos a aplicagdo destes
sensores em amostras de interesse, estudos de adicdo e recuperacdo dos
analitos foram realizados para avaliar a exatiddo dos métodos e verificou-se
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que em ambos os casos foi possivel uma percentagem de recuperagdo entre
98,87 e 104,5% para o p-nitrofenol e 99,1 e 100,1% para o catecol.
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ABSTRACT

Development of electrochemical sensors based on films containig TCNX
(tetracyanoquinodimethane and tetracyanoethylene) for phenolics
compound determination. In this work is describing the development of
electrochemical sensors based on TCNX (tetracyanoquinodimethane and
tetracyanoethylene) for phenolics compound determination. For this purpose
glass carbon electrodes were modified with lithium tetracyanoethylenide
(LiTCNE) and bis (tetracyanoquinodimethanide) of bis (phenantroline) of
copper (II) [Cu(phen),(TCNQ),], both immobilized at films of poly-1-lysine
(PLL). After this step, the modified electrode with LITCNE/PLL was tested to
verify the electrocatalysis capacity of the reduction of p-nitrofenol and the
electrode modified with Cu (phen),(TCNQ),/PLL for the catechol oxidation.
The techniques used for the accomplishment of this work were the cyclic
voltametry, linear sweep voltametry, amperometry, differential pulse
voltametry, and square wave voltametry, which were used to study the
behavior of the modified electrodes, for the experimental parameters
optimization, for the attainment of the kinetic parameters and analytical
characterization of the sensors. Hydrodynamic studies were carried out with
the aim to get information on the reduction processes and oxidation of p-
nitrofenol and catechol, respectively, on the modified electrodes. Through the
Koutech-Levich plot it was possible to obtain the values for the diffusion
coefficient (D,) and kinetic constant of the reaction (k) for the analyte in
study. The values of the diffusion coefficient and k, determined for p-
nitrofenol, were 9,03 x 10° cm? s and 1,65 10° x mol’ L s, whereas for
catechol, the values of D, and k were 4,6 x 10° cm®s™ e 1,3 x 10> mol™ L s™,
respectively. The increase of the reaction rate for p-nitrofenol and catechol
was attributed to the efficient electron transfer between the studied species and
immobilized electroactives species on superface the glassy carbon electrodes
surface. The electrode modified with LiTCNE/PLL presented a wide linear
response range, as well as sensitivity, detection and quantification limit of
0,001 up to 5 umol L™, 42,90 nA ecm™ L umol™, 0,3 and 1,0 nmol L™ (n=10)
for the p-nitrophenol, whereas the electrode modified with
[Cu(phen),(TCNQ),], presented a linear range, sensitivity, detection and
quantification limit of 0,005 a 5 pmol L (n=8), 16,10 pA cm™, 1,5 e 5,0 nmol
L, respectively, for catechol. After the application of these sensors in
samples of interest, studies of addition and recovery of the analytes were
carried out to evaluate the error of the methods and was verified that in both

the cases a recovery percentages between 98,8 and 104,5% for p-nitrofenol
and, 99,1 e 100,1% for catechol.
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CAPITULO I

INTRODUCAO



I. Introducao Geral

O desenvolvimento de novos eletrodos ¢ um dos campos de maior e
mais rapido crescimento dentro da quimica analitica, principalmente devido
aos novos desafios impostos por amostras de interesse clinico, ambiental,
alimenticio, farmacéutico, entre outros, que tém levado a uma crescente busca
por métodos que conduzam a resultados mais rapidos, exatos e reprodutiveis
com o objetivo de substituir ou melhorar os ja existentes.

Em quimica analitica, a eletroanalitica tem recebido grande aten¢@o nos
mais diversos campos aplicativos. Isto se deve ao baixo custo de operagdo, a
enorme possibilidade de aplicacdes analiticas e também a sua utilizacdo como
ferramenta de estudo de inimeros fendmenos envolvendo transferéncia de
elétrons que podem fornecer informacdes complementares a determinagdo
analitica.

Apesar da grande versatilidade e perspectivas positivas apresentadas
pelos sistemas eletroquimicos, a utilidade de um eletrodo ¢ muitas vezes
limitada devido a uma passivacdo gradual de sua superficie, que ¢
conseqiiéncia principalmente da adsor¢cdo dos produtos da prépria reagdo de
oxidacdo ou reduc¢do utilizada na deteccdo, ou ainda, dos sub-produtos destas
reagdes que podem se polimerizar e depositar sobre a superficie dos eletrodos
[1].

Além disso, a sensibilidade das técnicas a muitos analitos importantes
pode ser prejudicada em funcdo da cinética de transferéncia de elétrons entre
estes compostos € os materiais dos eletrodos ser excessivamente lenta [1].
Uma outra limitagdo ¢ a dificuldade de discriminar entre compostos alvos que
possuam caracteristicas redox similares [2]. Por isso, uma area que oferece

grande potencial para minimizar os problemas acima descritos, e



conseqiientemente, aumentar a aplicabilidade e eficiéncia dos sensores
eletroquimicos, ¢ a que compreende os chamados eletrodos quimicamente
modificados [2,3].

A denominagdo eletrodo quimicamente modificado (EQM) foi
inicialmente utilizada por Murray e colaboradores [4], na década de 70, para
designar eletrodos com espécies quimicamente ativas convenientemente
imobilizadas na superficie desses dispositivos. O principal objetivo desta
modificagdo ¢ pré-estabelecer e controlar a natureza fisico-quimica da
interface eletrodo-solugdo como uma forma de alterar a reatividade e
seletividade do sensor base, favorecendo assim, o desenvolvimento de
dispositivos com uma variedade de efeitos atrativos, levando a superficies
com caracteristicas que podem contornar efetivamente muitos dos problemas
apresentados pelos sistemas eletroquimicos tradicionais.

Neste contexto, os sensores eletroquimicos ganharam novos espagos nas
diversas areas de pesquisas [5,6]. Dentre as espécies que vém sendo
determinadas empregando estes dispositivos estdo os compostos fenodlicos,
devido, principalmente, o aumento na producdo e utilizagdo destes em
produtos quimicos.

Nas ultimas décadas, alguns compostos fenolicos vém causando
problemas de poluicdo ambiental de maneira generalizada, praticamente em
todas as partes do mundo, como ¢ o caso dos clorofenois e nitrofendis. Ja na
area bioldgica e farmacologica os compostos fendlicos que mais t€m sido
pesquisados sdo os neurotransmissores. Estes sdo mensageiros quimicos que
transmitem uma mensagem de um neurdnio a outro. Esta transmissdo ocorre
pela secrecdo de um neurotransmissor a partir de um neuroénio que se ligam
por um receptor especifico localizado na membrana da c€lula mae [7]. Esta

interagdo entre o neurénio € o neurotransmissor ¢ o maior caminho de



comunicacao entre 0s neurdnios, por i1Sso, 0s neurotransmissores possuem um
importante papel no sistema nervoso central [7,8]. Dentre estes
neurotransmissores, a dopamina tem sido intensamente pesquisada por
neurocientistas. Sua deficiéncia no organismos pode implicar em doencas
graves como esquizofrenia ¢ doenga de Parkinson [9], dai a necessidade de
algumas pessoas em utilizar formulagdes farmacéuticas contendo dopamina,
como forma de suprir ou minimizar tal deficiéncia.

Uma outra area que merece bastante destaque ¢ a area de alimentos ja
que alguns compostos fenolicos podem ser encontrados em plantas, frutas,
sucos, vinhos, cervejas etc [10], dai a importancia em se determinar
compostos fenolicos em amostras de alimentos principalmente pelo fato das

suas propriedades antioxidantes.

I.1. Importancia da determinacio de compostos fenolicos em

amostras ambientais

Um namero consideravel de poluentes organicos, que encontram-se
largamente distribuidos no meio ambiente, possuem estrutura fendlica [11].
Fenois e seus derivados, como clorofendis e compostos aromaticos
relacionados, sdo conhecidos devido a sua elevada toxicidade e por serem
compostos comuns em efluentes industriais, oriundos das atividades de
producao de plasticos, corantes, tintas, drogas, antioxidantes, polimeros
sintéticos, resinas, pesticidas, detergentes, desinfetantes e, principalmente de
papel e celulose [11-18].

Varios fenois substituidos, como cloro e nitrofenodis, sdo altamente

toxicos para o homem e organismos aquaticos [15,16,18,19]. Estes dois



grupos de fenodis substituidos, sdo os principais produtos de degradacao de
pesticidas organofosforados e fenoxi-acidos clorados [11,12].

Mesmo em pequenas concentragdes (<1 ppm), os compostos fenodlicos
afetam o gosto ¢ o odor de aguas potaveis e peixes [15]. Muitos destes
compostos possuem efeitos toxicos em animais e plantas, pois facilmente
penetram pela pele ¢ membranas celulares, determinando um amplo espectro
de genotoxicidade, mutagenicidade e efeitos hepato-toxicos, além de afetarem
as velocidades das reacdes biocatalisadas nos processos de respiragdo e
fotossintese [15,16].

Assim, fenois e especialmente seus derivados clorados, nitrados e
alquilados tém sido definidos como poluentes perigosos devido a sua alta
toxicidade e persisténcia no ambiente, e estdo presentes na lista de substancias
perigosas e poluentes prioritarios da EC (Comissdao Européia) [20] e da EPA
(Agéncia de Protecio Ambiental Norte Americana), como ¢ o caso do p-
nitrofenol [12,21,22]. A diretiva (80/778 EEC) [23] da Comunidade
Econdmica Européia, por exemplo, determinou como concentragdo maxima
permitida, para todos os tipos de fendis em meio aquoso, o valor de 0,5 mg L™
e 0,1 mg L™ para fendis individuais.

Deste modo, atualmente existe um consenso universal a respeito da
necessidade de monitorar continuamente o teor de contaminantes quimicos
nos cursos de d4guas naturais e nos inumeros efluentes industriais
descarregados nestes recursos hidricos [24,25].

O tempo e o custo envolvidos com a detec¢do de poluentes ambientais
(por exemplo, aquisicdo da amostra, preparacdo da amostra, analise de
laboratdrio) tem imposto limitagdes no nimero de amostras que podem ser

analisadas para um determinado projeto de monitoramento ambiental [25].



O aumento na quantidade de dados analiticos tende a aumentar a
confiabilidade nas decisdes de gerenciamento ambiental, por aumentar a
eficiéncia na caracterizagdo dos compostos poluentes "in situ" e caracterizar
melhor os riscos ou ainda a eficiéncia dos procedimentos de descontaminacao
[24,26].

A limitacdo no nimero das analises tem criado uma demanda por
tecnologias analiticas que possam permitir um aumento no numero destas

analises num menor tempo e com custos acessiveis[11,12,24,27].

I.2. Importancia da determinacio de compostos fenolicos em

amostras alimenticias

Os compostos fendlicos (ex. polifendis) estdo largamente distribuidos
no reino vegetal, principalmente na forma de bioprodutos gerados a partir do
metabolismo de plantas sendo encontrados em alimentos de origem vegetal,
constituindo uma parte integral de nossa dieta [28].

Recentemente, cles tém atraido muito atencdo devido seus beneficios a
saude, pois sdo responsdveis em grande parte pela capacidade antioxidante em
muitos produtos derivados de plantas. Os antioxidantes agem como
eliminadores dos radicais livres (moléculas instdveis e altamente reativas pelo
fato de seus a4tomos possuirem um numero impar de elétrons) [29], agentes
quelantes metalicos [30], inibi¢ao de oxidacdo lipoprotéica [31] e também
exibem propriedades relacionadas a prevengdo a oxidagdo [32], inflamagdo
[33] alergias [34] e cancer [35].

Os polifendis sdo também usados como marcadores em estudos
taxondmicos em fitoquimica [36] e sdo responsaveis pelas propriedades

organolépticas e cores de muitas frutas e flores [18]. Assim, a qualidade dos



alimentos pode estar relacionada com a presenca destas substancias fenolicas
em sua composi¢ao, principalmente em bebidas como o vinho, sucos, café e
cha.

Dentre os polifenois mais estudados em vegetais, com a finalidade de se
determinar a sua capacidade antioxidante, estdo o acido clorogénico, o acido
caf€ico, acido galico, acido tanico, (-)-Epicatequina, (+)-Catequina, catecol,
entre outros. Entre estes compostos, o catecol ¢ atualmente, um composto
fenolico que tem despertado grande interesse dos pesquisadores devido sua
acdo antioxidante e, conseqiientemente, seu efeito fisiologico benéfico a saude
[37] podendo também ser encontrado em alguns produtos naturais como o
guarand em po, planta caracteristica da regido amazonica [38].

Pesquisas recentes [39] relatam que esta planta apresenta grande
atividade antioxidante devido a presenca de polifendis na sua composicao.
Neste sentido, os pesquisadores quantificaram os principais componentes
responsaveis por essa atividade no guarand e correlacionaram a atividade
antioxidante com a quantidade de polifendis presentes. Os mesmos
verificaram que o catecol pode ser o principal responsavel pela atividade
antioxidante desta planta, uma vez que o mesmo apresenta-se numa
quantidade muito superior a todos os demais compostos fendlicos juntos.

Neste contexto, pode-se verificar que os compostos fendlicos nao
apresentam apenas riscos a saude, mas também podem apresentar-se como
substancias benéficas sendo responsaveis pelo odor e cores de muitos vegetais
e também por apresentar importantes funcdes fisiologicas como € o caso dos

polifenadis.



I.3. Determinacao de compostos fenolicos

Como sdo varios os compostos fendlicos de interesse, seja ambiental,
farmacéutico ou alimenticio, serdo descritos os principais métodos para a
determinagdo de p-nitrofenol e catecol (Figura I.1), os quais serdo utilizados
como substancias representantes dos compostos nitroaromaticos e polifenois,

respectivamente.

(a) (b) OH

OH

Figura 1.1: Estruturas quimicas do p-nitrofenol (a) e catecol (b).

I.3.1. Principais métodos utilizados para a determinacao de p-

nitrofenol e catecol

Diferentes métodos para determinacdo de nitrofen6éis como o p-
nitrofenol em amostras ambientais tem sido propostos [23,40-47]. A Agéncia
de Protecio Ambiental tem aceitado técnicas baseadas na extracao liquido—
liquido (ELL) acoplada a cromatografia gasosa (CG) com a captura eletronica
(CE) ou a espectrometrica de massa (EM) [21,48]. Numerosas técnicas como
a cromatografia liquida [40,49,50], bem como métodos -eletroforéticos
capilares [44,45] também tem sido propostos para a detec¢do de nitrofenois,
usando deteccdo eletroquimica [40,41], espectrofotometria [43,50] ou

espectrometria de massas [42,49]. Apesar dessas técnicas serem sensiveis,
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permitindo a quantificacdo dos nitrofendis abaixo do limite requerido pela
legislagdo ambiental internacional, elas muitas vezes sdo lentas, requerem
etapas de extracdo ou pré-concentragdo, que aumentam o risco de perda da
amostra, as vezes sdo caras ¢ também necessitam de operadores hébeis.
[12,26]

Os ensaios baseados em componentes biologicos, tais como a enzima ¢
0s imunoensaios, também tém sido extensivamente usados no monitoramento
ambiental [18,26,51-55]. O numero de enzimas que pode converter
seletivamente pesticidas e/ou fendis € muito limitado, entretanto, estes
compostos podem muitas vezes agir como inibidores para uma grande
variedade de componentes e micro-organismos bioldgicos [53,56-58], por isso
o desenvolvimento de imunoensaios para a determinacdo de derivados
fendlicos cresceu bastante nas ultimas décadas [59-62].

Particularmente, imunoensaios usados para a determinacdo de p-
nitrofenol e p-nitrofenol substituido foram desenvolvidos de forma simples
[46,47], ou acoplados com a extracdo de fluido supercritico [63] ou
cromatografia liquida [64], permitindo limites de detecao (LOD) tao baixos
quanto 0,2 pg L' [47]. No entanto a principal desvantagem desse tipo de
metodologia ¢ com relacdo a estabilidade do sistema j& que se trata do uso de
espécies biologicas.

Para a determinag¢do de catecol também geralmente sdo utilizados os
métodos espectrofotométricos [50,65-67] e cromatograficos [68-70], mas
como citado anteriormente esses métodos nao sdo sensiveis o bastante (com
excecdo do trabalho desenvolvido por Fatibello-Filho e colaboradores [50]),
requerem instrumentos complicados e caros, consomem muito tempo, usam

reagentes toxicos, ou fornecem altos limites de detecc¢ao.
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Entdo, o desenvolvimento de novos métodos que possibilitem o uso
minimo de reagentes e um menor tempo de analise ¢ muito importante. Neste
sentido, os métodos eletroquimicos envolvendo o desenvolvimento de
sensores quimicos tém sido muito utilizados [71-73] e a motivagdo para a
modificacdo da superficie do eletrodo sdo: (i) a eletrocatalise, (i1) ndo
passivacao da superficie do eletrodo (iii) e prevencao de reagdes indesejaveis
que competem cineticamente com o processo desejado do eletrodo [74,75].

Neste contexto, para a determinacdo de diversos compostos fendlicos,
métodos eletroanaliticos utilizando eletrodos quimicamente modificados tem
possibilitado a realizagdo de analises com maior versatilidade, baixo custo e
simplicidade. No entanto, os principais materiais utilizados para a
determinagdo de p-nitrofenol e catecol sdo materiais bioldgicos como enzimas,
DNA, microorganismos entre outros, os quais formam os denominados
biossensores. O principal problema na determinacdo desses compostos
empregando espécies biologicas em superficies transdutoras € que essas
espécies respondem para varios outros compostos com estruturas fenolicas.
Outro fator que limita bastante o emprego de materiais bioldgicos € o cuidado
com o acondicionamento do eletrodo, pois muitos deles perdem a atividade
quando acondicionados em temperatura ambiente.

Neste contexto, para termos uma idéia do que foi e estd sendo feito no
campo de sensores eletroquimicos para a determinagdo de compostos
fenolicos, mais especificamente para a determinacao de p-nitrofenol e catecol,
a seguir serdo descritos alguns trabalhos envolvendo o emprego de
biossensores, bem como também sdo descritos outros trabalhos envolvendo o
emprego de outros materiais mediadores eletronicos para a determinagdo de p-

nitrofenol e catecol.
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Mulchandani e colaboradores [75] desenvolveram um biossensor para a
determinagdo amperométrica de p-nitrofenol empregando um eletrodo de
pasta de carbono a base de microorganismos (Moraxella sp) em solugao
tampdo fosfato, pH 7,5. A faixa de resposta linear de 1 a 20 umol L’
(r=0,994) com uma sensibilidade 1,92 nA umol L e limite de detecgdo de 20
nmol L. O biossensor manteve-se estavel por trés semanas, se 0 mesmo for
mantido em em solucdo tampao fosfato pH 7,5. Os autores afirmaram que ¢
possivel aplicar o biossensor em amostras de aguas naturais, no entanto
nenhuma determinacdo foi mencionada no trabalho para garantir tal

afirmacao.

Lei e colaboradores [76] desenvolveram um biossensor amperométrico
para p-nitrofenol a base de outro microorganismo (bacteria Arthrobacter sp.).
Uma solugdo tampao fosfato em pH 7,5 foi usado como eletrdlito suporte apos
a otimizagdo dos parametros experimentais. O biossensor apresentou um
limite de detecgdo cerca de 0,2 umol L™ de p-nitrofenol e um tempo de vida
util de 5 dias quando estocado nas condi¢des de trabalho a 4 °C. A
sensibilidade foi 0,78 % de oxigénio consumido por pmol L' de p-nitrofenol.
De acordo com os pesquisadores a aplicabilidade em aguas de lagos também
foi demonstrada, no entanto nenhum resultado foi mostrado.

Cordero-Rando e colaboradores [77] empregaram um eletrodo de pasta
de carbono modificado com zeoélita para determinacdo de p-nitrofenol em
solu¢do tampdo Britton Robinson, pH 3,5 usando a VPD. O eletrodo
modificado apresentou uma faixa de resposta linear variando entre 1,4 a 72
pumol L (1=0,999) com uma sensibilidade de 10 nA L pmol” e limite de
detecgdo de 29 nmol L. O método para a determinagdo de p-nitrofenol foi

aplicado em amostras de 4gua do mar e nenhum sinal foi observado quando as
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amostras foram analisadas, entdo as amostras foram contaminadas com p-
nitrofenol dando concentragdes na faixa de 1,7 a 7,2 umol L. Os resultados
mostraram recuperagdes entre 98% e 98,2%. Apesar deste biossensor ter
apresentado uma boa recuperacao, observa-se que o sensor ndo foi sensivel o
suficiente para determinar baixas concentragoes de p-nitrofenol nas amostras
ou a amostra ndo contém nenhuma quantidade de p-nitrofenol em sua matriz.
A estabilidade do sensor desenvolvido nao foi estudada pelos pesquisadores.

Hu e colaboradores [78] modificaram um eletrodo de carbono vitreo
com montmorilonita e antraquinona para a determinagdo de p-nitrofenol em
solucdo tampdo fosfato pH 3,4. A técnica empregada foi a voltametria de
pulso diferencial com uma velocidade de rotacao de 3000 rpm para melhorar a
sensibilidade e a forma dos picos quando comparados com o eletrodo
estaciondrio. Sob as condi¢des otimizadas, uma faixa de resposta linear de 2 a
324 pmol L™ (1= 0,997) foi obtida com uma sensibilidade de 16 nA L pmol™ ¢
limite de detecgdo de 0,1 pmol L. Este método foi aplicado para a deteccio
de p-nitrofenol em aguas de lago e nenhum sinal para o analito foi observado.
Entdo, este método foi aplicado para a determinagdo de p-nitrofenol em
amostras contaminadas com p-nitrofenol em determinadas concentragdes e os
resultados mostraram uma boa recuperagao para a espécie analisada (entre
99,2 ¢ 102,2 %). Nenhum estudo de estabilidade foi realizado com o sensor
desenvolvido.

Wang e colaboradores [79] desenvolveram um sensor amperométrico a
base da enzima tirosinase para a determinagdo de compostos fendlicos,
incluindo o catecol, em solucao tampao fosfato pH 7,0. Um copolimero foi
introduzido na solugdo sol-gel (4lcool polivinilico e polivinil piridina) e a
composi¢dao do material compdsito resultante foi otimizada. A faixa de

resposta linear para o sensor proposto, sensibilidade e limite de detec¢do
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foram respectivamente 0,1 a 100 umol L' (r=0,994), 59,6 nA L umol'1 e 0,04
umol L™, O biossensor manteve 73 % de sua atividade original apds seu uso
por trés semanas quando estocado a seco numa temperatura de 4 °C.

Campuzano e colaboradores [80] desenvolveram um outro biossensor
amperométrico (com FIA — Anélise por Injecdo em Fluxo) para determinagao
de compostos fenodlicos (incluindo o catecol) a base de tirosinase construido
pela imobilizagdo da enzima com uma monocamada auto-organizada do 4cido
3-mercaptopropidonico sobre um eletrodo de ouro. O eletrdlito utilizado foi
uma solucdo tampdo fosfato pH 7,0. A faixa linear variou entre 0,2 ¢ 100
pumol L™ (1=0,999) com uma sensibilidade de 34,2 nA L pmol” e limite de
deteccio de 0,1 pmol L™. O tempo de vida util do biossensor foi de 5 dias.

Quan e Shin [81] imobilizaram lacase em um eletrodo de platina para a
deteccdo amperométrica de catecol e catecolaminas em solucdo tampao
fosfato pH 5,5. A faixa de resposta linear variou entre 0,5 ¢ 58 pumol L™
(r=0,999), com uma sensibilidade para o catecol de 210 nA L pmol” e limite
de detecgdo de 0,07 umol L. O biossensor mostrou-se estavel por um periodo
entre 40 e 50 dias mantendo 80 % de sua atividade inicial.

Yang e colaboradores [82] construiram um biosensor amperométrico
para o catecol em solucao barbiturica ¢ HCI, pH 8,0, baseado na formacao de
camadas alternadas da enzima horseradish peroxidase, polialilamina e o dcido
mercaptopropionico. Sob as condi¢des otimizadas, o biossensor apresentou
uma resposta linear para o catecol de 6 a 120 umol L™ (r=0,999), com uma
sensibilidade de 48,91 nA L umol™” e um limite de detec¢io de 0,7 pmol L.
A resposta do eletrodo modificado foi estavel por apenas 1 semana estocado a
uma temperatura de 4 °C. Entre a segunda e a quarta semana a resposta do

eletrodo foi reduzida em cerca de 35 %.
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Pelo exposto, observa-se que muitos dos sistemas desenvolvidos nao
permitem a deteccdo de espécies fenodlicas com alta sensibilidade,
estabilidade, baixos limites de detec¢ao e ampla faixa de resposta linear, sendo
este Ultimo muito importante para a determina¢cdo de substancias em baixas
concentracdes, sendo assim, a utilizacdo de novas moléculas se faz necessario
com o intuito de atingir tais caracteristicas. Para isso, € necessario que estas
substancias apresentem propriedades que justifiquem sua utilizagdo no
desenvolvimento de sensores quimicos para entdo serem aplicados em
amostras de interesse. Neste sentido, os compostos TCNX (tetracianoetileno -
TCNE ou tetracianoquinodimetano - TCNQ) destacam-se por apresentar
propriedades fisico-quimicas interessantes as quais podem possibilitar suas

aplicagdes na area de desenvolvimento de sensores eletroquimicos.

I.4. Compostos TCNX: Tetracianoetileno (TCNE) e
Tetracianoquinodimetano (TCNQ) imobilizados em filme de

PLL no desenvolvimento de sensores quimicos

Os compostos TCNE e TCNQ sao fortes aceptores de elétrons devido a
presenca de quatro grupos ciano na molécula e seus sistemas de conjugacdo «
relativamente grande [83]. Suas estruturas quimicas bem como alguns dos

~

seus derivados sdo mostradas a seguir:
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Figura 1.2 Estruturas quimicas de: (a) TCNE, (b) TCNQ onde x=0, -1 e —2.
(c) bis(tetracianoquinodimetaneto) de bis(fenantrolina) de cobre Il e (d)

tetracianoetileneto de litio.

Uma importante caracteristicas destes compostos ¢ que eles formam
reservatorios eletronicos estaveis devido pequenas mudangas estruturais
durante as transigdes redox do sistema extensivamente ressonante,
favorescendo uma rapida transferéncia eletronica [83].

Dentre esses dois compostos, o TCNE foi o tnico que ainda nao foi
explorado por outros pesquisadores na area de desenvolvimento de sensores
quimicos. Este fato talvez possa ser justificado pela dificuldade de
imobilizagdo deste composto na superficie de eletrodos. J& os compostos
TCNQ foram bastante explorados na area de desenvolvimento de sensores,
principalmente como como mediadores enzimaticos [84-86]. Entretanto, sua
utilizagdo em muitos casos nao possibilitou o desenvolvimento de sistemas

com alta estabilidade, bem como sistemas com grande detectabilidade [84-86].
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Desta forma, serdo descritos alguns exemplos onde compostos a base de
TCNQ utilizados no desenvolvimento de sensores quimicos.

Kulys e D’Costa [87] prepararam um sensor eletroquimico descartavel a
base de TCNQ, usando a técnica “screenprinting” para a determinacdo de
acido ascorbico. O sensor desenvolvido apresentou um baixo potencial de
oxidagdo para o dacido ascorbico (0,05 V vs Ag/AgCl, pH 7,0) quando
comparado com eletrodos ndo modificados como eletrodos de platina ou
carbono vitreo onde o potencial de oxidagao para o acido ascérbico ocorre em
aproximadamente em 0,5V vs ECS. O sensor apresentou uma faixa linear de
30 - 100 pmol L™ (r=0,998), com uma sensibilidade de 3,5 nA L pumol™ ¢
limite de detecgdo de 22 umol L.

Um outro trabalho utilizando o composto TCNQ foi proposto por
Murphy e Grupta [88] para a determinacdo de NADH. Neste trabalho, o
TCNQ previamente dissolvido em acetonitrila foi imobilizado
eletroquimicamente sobre o eletrodo de grafite pirolitico de plano edge (plano
perpendicular ao plano basal), aplicando-se um potencial de 1,0 V vs Ag/AgCl
por 25 min. O eletrodo modificado mostrou resposta catalitica para a oxidacao
de NADH em solugdo tampao fosfato pH 7,0, com um aumento significativo
na corrente de pico em um potencial de oxidagdao de 0,38 V vs ECS, sendo
este potencial menor quando comparado com eletrodos metalicos (ndo
modificados) onde o potencial de oxidacdao ¢ de 1,1 V. J4 em eletrodos de
grafite pirolitico de plano edge nao modificado a oxidagdo de NADH ocorre
em 0,38 V mas o pico de oxidagdo ¢ pouco definido.

A desvantagem de usar somente compostos TCNX" no eletrodo é a falta
de estabilidade e reprodutibilidade, por apresentarem certa solubilidade em
solu¢do aquosa. Outra desvantagem esta na baixa condutividade que estes

compostos apresentam. Neste sentido uma alternativa ¢ de uséa-los na forma de
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um sal. Por essa razdo, complexos como TTF-TCNQ (tetratiofulvaleno-
tetracianoquinodimetano) ou outros complexos tém sido utilizados na
construcao de eletrodos.

O complexo TTF-TCNQ faz parte de uma classe de materiais utilizados
como mediadores, sdo os chamados complexos de transferéncia de carga.
Esses complexos sdao preparados pela combinagdo de um doador (ex. TTF) e
um receptor (ex. TCNQ) de elétrons e ja foram muito utilizados para a
deteccao de compostos de interesse biologico [89].

Recentemente, Kubota e colaboradores [90], construiram um eletrodo
de pasta de carbono a base de TTF-TCNQ para determinacao de glutationa em
eritrocito hemolisado num potencial de oxidacdo de 0,2 V vs ECS. O sensor
exibiu uma faixa de resposta linear de 5 a 340 pmol L', com sensibilidade ¢
limite de deteccdo de 90,1 nA L pmol™ e 0,3 umol L. Quando o sensor foi
aplicado em amostras de eritrocitos hemolisados para a determinagdo de
glutationa, concentragdes de glutationa entre 1,1 e¢ 2,02 mmol L' foram
obtidas com uma percentagem de recuperagdo de glutationa em torno de 100
% nas amostras analisadas.

Devido o grande interesse no estudo da reatividade de transferéncia de
elétrons [83], tém sido dada uma grande atencdo a interagdo de moléculas
como os compostos TCNQ e TCNE com ions e complexos metalicos,
formando diferentes tipos de sais, por este motivo a formagdo de varias
espécies de complexos entre os ligantes (TCNQ e TCNE) e compostos
metalicos foram investigadas [83].

Do exposto observa-se que o desenvolvimento de novos materiais com
caracterisiticas melhoradas € necessario em eletroanalise para a detec¢ao de
espécies de interesse, por isso este trabalho propde o uso do tetracianoetileno e

tetracianoquinodimetano na forma de seus sais tetracianoetileneto de litio
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(LiTCNE) e bis(tetracianoquinodimetaneto) de bis(fenantrolina) de cobre (II)
[Cu(phen),(TCNQ),] como forma de aproveitar suas propriedades no
desenvolvimento de sensores eletroquimicos para a deteccao de p-nitrofenol e
catecol, respectivamente. Entretanto, estes dispositivos s6 podem apresentar
excelentes caracteristicas analiticas por meio de uma eficiente imobilizacao do
reagente levando em consideracdo suas caracteristicas mecanicas (facil
manuseio) e¢ quimicas (estabilidade ao ambiente e durabilidade) apos a
imobilizagao.

E importante ressaltar que a técnica de imobilizagio do material na
constru¢do de um sensor dependera do tipo de aplicagdo que sera realizada e
do tipo de transdutor que sera utilizado, portanto, o bom funcionamento dos
sensores depende da realizagdo de uma imobilizagdo efetiva do reagente num
transdutor adequado.

Dentre os métodos utilizados para imobilizar substancias catalisadoras
em superficies eletrédicas pode-se destacar a adsorcao fisica [91] e camadas
alternadas (layer by layer) [92]. No entanto, estes métodos de preparagdo sdo
geralmente pouco estaveis, demorados ou ndo apresentam boa sensibilidade
para analise em amostras reais. Assim, polieletrolitos tem recebido particular
atencdo como uma alternativa para fixagdo de substancias na superficie de
eletrodos, sendo um procedimento extremamente simples, rapido e eficiente
[93-95]. Como exemplo de polieletrdlito bastante utilizado para imobilizar
substancias na superficie de eletrodos pode-se destacar a poli-1-lisina (PLL),
entretanto, pouco tem sido explorada na area de sensores eletroquimicos. Sua

estrutura € apresentada na Figura L.2.
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Figura 1.3: Estrutura quimica da PLL

A PLL ¢ um polimero pré-formado que tem sido utilizado devido a sua
habilidade em formar filmes contendo moléculas ligadas eletrostaticamente
[96], podendo interagir com uma infinidade de compostos. Este polimero
possui duas regides: a primeira denominada “Dominio Donnan”, regido onde
os contra-ions ficam confinados por interagdo eletrostatica e a segunda regido
compreende o volume remanescente do filme, que assume ser ocupado pela
solucdo eletrolitica. Como resultado dessas duas fases havera uma maior
propagacdo de cargas no filme sendo favoravel ao rdpido movimento dos
contra-ions [97], favorecendo assim a transferéncia eletronica entre a
superficie do eletrodo e as espécies carregadas em solugao.

A figura a seguir apresenta um modelo esquematico da PLL imobilizada

na superficie do eletrodo:
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Figura 1.4: Modelo esquematico da PLL imobilizada na superficie do
eletrodo [95].

As linhas cheias com o simbolo @ representam as cadeias do
polieletrélito com as cargas positivas dos grupos NH; da poli-l-lisina,
enquanto que as linhas tracejadas representam a regido onde os contra-ions,
representados por z, estdo confinados por interagdo eletrostatica com os
cations NH;" (“Dominio Donnan”). C+, X- representam a solugdo tampio
(eletroinativa) que ocupa o volume remanescente do filme.

E importante ressaltar que a técnica de imobilizagio do material na
constru¢do de um sensor dependera do tipo de aplicagdo que serd realizada e
do tipo de transdutor que sera utilizado, portanto, o bom funcionamento dos
sensores vai depender da imobilizagdo efetiva do reagente num transdutor
adequado. Sendo assim para uma melhor fixagdo dos compostos nas
superficies dos eletrodos, os mesmos serdo imobilizados na poli-l-lisina

através da simples evaporacao do solvente.
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I1. Objetivos Gerais e Especificos

Este trabalho tem como objetivo geral o desenvolvimento de sensores
eletroquimicos com alta sensibilidade, ampla faixa de resposta linear e
estabilidade para a determinagdo de compostos fendlicos empregando
eletrodos de carbono vitreo modificados com tetracianoetileneto de litio
(LiITCNE) e bis(tetracianoquinodimetaneto) de bis(fenabrolina) de cobre
[Cu(phen),(TCNQ),] em filmes de poli-Il-lisina (PLL).

Para atingir o objetivo proposto os seguintes objetivos especificos

foram estabelecidos

1) Estudar o comportamento do eletrodo modificado com LiTCNE/PLL na
presenca e auséncia de p-nitrofenol, bem como investigar o
comportamento do eletrodo modificado com [Cu(phen),(TCNQ),]/PLL

na presenga e auséncia de catecol;

i1) Investigar os mecanismos das reagdes eletroquimicas dos analitos em

estudo, usando as voltametrias ciclica e de varredura linear;

1i1) Otimizar os pardmetros experimentais para determinacdo dos
compostos fenolicos, tais como, pH, tipo de solugcdo tampao e

concentracdo da solugdo tampao sobre o sinal analitico dos analitos;

iv) Escolher a melhor técnica eletroquimica (amperometria, voltametria de

pulso diferencial e voltametria de onda quadrada) a ser utilizada para a
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determinagdo da espécie de interesse apds a otimizacdo dos parametros
operacionais;

v) Construir as curvas analiticas referentes as espécies de interesse;

vi) Aplicar o sensor em amostras reais e realizar estudos de adicdo e

recuperagao do analito na amostra;

v) Realizar estudos de possiveis interferentes, bem como verificar a
estabilidade, tempo de vida util e repetibilidade das medidas e no

preparo do sensor;

vi) Comparar os resultados obtidos com outro método descrito na literatura

quando possivel.
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III. PARTE EXPERIMENTAL
II1.1. Reagentes utilizados e solucoes

Os compostos tetracianoetileneto de litio (LiTCNE) e
bis(tetracianoquinodimetaneto) de bis(fenatrolina de cobre)
[Cu(phen),(TCNQ),] foram sintetizados de acordo com a literatura [98-100].

Poli-l-lisina  (PLL), catecol, 4&cido citrico, tampdo  Tris

[(hidroximetil)aminometano, HEPES  [N-(2-hidroxietil(piperazina)-N,N’-
bis(2-acido  etanosulfonico)] e PIPES  (Piperazina-N,N’-bis-(2-acido
etanossulfonico) foram adquiridos da Sigma, St. Louis, EUA. p-nitrofenol foi
adquirido da Merck, Darmstadt-Alemanha. Dihidrogeno fosfato de potassio
(KH,PO,) e hidrogeno fosfato de sdédio (Na,HPO,) foram adquiridos da Synth,
Sao Paulo, Brasil. Acetonitrila foi adquirido da Nuclear, Sdao Paulo, Brasil. O
acetato de sodio e acido acético, foram adquiridos da Nuclear, Sao Paulo,
Brasil.

Todos os reagentes utilizados neste trabalho foram de grau analitico e

preparados em agua deionizada pelo sistema Mili-Q da Milipore.

A eliminagdo de oxigénio (O,) dissolvido foi feita pelo borbulhamento

de nitrogénio nas solu¢des durante 10 minutos antes das analises.

II1.2. Intrumentacao

As medidas voltamétricas e amperométicas foram realizadas com um
potenciostato da Echo Chemie (Autolab® modelo PGSTAT-30) (Utrecht, The

Netherlands) (Figura III.1) controlado por um microcomputador com



30

Software GPES 4.9 para controle de potencial, aquisicdo e tratamento de

dados.

Figura I1L.1: Potenciostato utilizado para as medidas eletroquimicas.

O sistema utilizado foi constituido de uma célula eletroquimica com
capacidade para 5,0 mL com entrada para os eletrodos de referéncia (Eletrodo
de Calomelano Saturado — ECS), eletrodo auxiliar (um fio de platina em
espiral) e eletrodo de trabalho (eletrodo de carbono vitreo modificado) (Figura
II1.2). Para os estudos hidrodinamicos utilizou-se um sistema com Eletrodo de
Disco Rotativo da AUTOLAB (Figura IIL.2) e para as medidas de pH
empregou-se um pH/Analisador de ions da Corning, modelo 350, com

eletrodo combinado de vidro também da Corning, modelo 476530.
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Figura IIL.2: (a) Célula eletroquimica com entrada para trés eletrodos
utilizada nas medidas eletroquimicas. ER= eletrodo de referéncia — ECS; EW
= eletrodo de trabalho, CE= eletrodo auxiliar — espiral de platina. Logo

acima um sistema EDR - Eletrodo com Disco Rotativo.

As medidas espectrofotométricas foram efetuadas em um
espectrofotometro UV/Visivel da Pharmacia Biotech, modelo Ultrospec 2000,
usando-se cubetas de quartzo de 1,0 cm de caminho oOptico e 4,5 mL de

capacidade total.
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I1.3. Preparo dos eletrodos modificados

Eletrodos de carbono vitreo (CV) adquirido da Metrohm - Sui¢a, com
area geométrica de 0,071 cm’ (3 mm de didmetro) foram utilizados para a
constru¢do dos sensores. Antes da modificagao do eletrodo, a superficie do
mesmo foi polida usando uma politriz Fortel, modelo PLF, empregando
alumina (Al,O3;) como abrasivo, sendo a superficie do eletrodo lavada
exaustivamente apos esta etapa e sonicada por 2 minutos. Em seguida, o
primeiro eletrodo foi preparado através da adigao de 20 uLL de uma solugdo de
LiTCNE em diferentes concentragdes (1,20; 1,95; 2,90; 3,86 e 4,85 mmol L'l)
sobre a superficie do eletrodo e deixado em temperatura ambiente para
evaporagao do solvente. Apds aproximadamente 30 minutos acrescentou-se
mais 20 uL de solug¢do de PLL (20,4; 24,5, 28,6; 34,7; 40,8 ¢ 51,0 umol L'l)
deixando-a por 3 a 4 horas a temperatura ambiente. O segundo eletrodo foi
preparado nas mesmas condi¢cdes do LiTCNE usando-se concentracdes de
Cu(phen),(TCNQ), de 0,05; 0,10; 0,15; 0,20 ¢ 0,25 mmol L' e de PLL de 5;
10; 15; 20 ¢ 25 umol L.

Através deste procedimento foi possivel a obtencao de filmes com boa
adesdo a superficie do eletrodo. Entretanto, a ndo utilizagao da PLL implicou
numa instabilidade e reducdo significativa na resposta dos sensores, o que
provavelmente estd associado a lixiviagdo dos compostos da superficie do

eletrodo.



33

II1.4. Estudo do comportamento eletroquimico do eletrodo de
carbono vitreo modificado com LiTCNE/PLL e
Cu(phen),(TCNQ),/PLL

O comportamento eletroquimico dos eletrodos modificados com
LiTCNE/PLL e Cu(phen),(TCNQ),/PLL foi avaliado por voltametria ciclica
na presenca e auséncia de p-nitrofenol e de catecol, respectivamente. Para
ambos os eletrodos utilizou-se uma solugo tampao fosfato 0,1 mol L. Para
comparagao dos voltamogramas realizou-se os voltamogramas do eletrodo ndo

modificado e modificado apenas com a PLL na presenca do analito.

IIL.5. Otimizacdo dos parametros experimentais e operacionais
para o p-nitrofenol e catecol empregando os eletrodos

modificados com LiITCNE/PLL e Cu(phen),(TCNQ),/PLL

Para melhor desempenho dos sensores os parametros experimentais que
influenciam na sensibilidade, estabilidade e resposta dos eletrodos
modificados foram investigados, bem como os parametros operacionais

também foram otimizados.

I11.5.1. Parametros experimentais

Inicialmente, como descrito no item III.3, fixou-se a concentracao de
PLL e variou-se a concentragdo de LITCNE e Cu(phen),(TCNQ),. Em seguida

a concentragao do complexo que apresentrou melhor sinal analitico foi fixada
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e variada a concentracdo de PLL. Apds a obtengdo das melhores respostas
tanto para as substancias modificadoras (LiITCNE e Cu(phen),(TCNQ), como
para a PLL variou-se o pH da solucdo tampao Macllvaine entre 3 e 5,4 para o
nitrofenol e entre 3 e 9 para o catecol. Sendo assim, as maiores densidades de
correntes de pico para ambos os analitos foram escolhidas para o estudo das
solucdes tampao.

Para o nitrofenol foram estudados os tampdes succinato, acetato, citrato
e Macllvaine enquanto que para o catecol estudou-se os tampoes Macllvaine,
fosfato, Pipes e Hepes. Logo apds estes estudos, verificou-se qual dessas
solucdes apresentaram melhores sinais analiticos para entdo variar a
concentra¢io dos tampdes escolhidos entre 0,0025 e 0,2 mol L' para verificar

em qual dessas concentracdes a densidade de pico alcanga um maximo.

I11.5.2. Parametros operacionais

Para a escolha da melhor técnica a ser escolhida para a obtengao da
curva analitica otimizou-se os parametros operacionais da amperometria,
voltametria de pulso diferencial e voltametria de onda quadrada. Na
amperometria, otimizou-se o potencial aplicado para a redugdo de p-nitrofenol
e oxidagdo de catecol e na voltametria de pulso diferencial e onda quadrada
otimizou-se, respectivamente, a velocidade de varredura e amplitude e a
freqiiéncia e amplitude. Apds a otimizacdo dos parametros operacionais
construiu-se uma curva analitica usando cada técnica e comparou-se a
sensibilidade entre elas. A técnica que apresentou melhor coeficiente angular
foi utilizada para a construgdo da curva analitica final para os estudos

posteriores.
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I11.6. Preparo das amostras para analise dos compostos fenolicos

I11.6.1. Determinacio de p-nitrofenol em amostras de aguas

naturais

Para a determina¢do de p-nitrofenol, uma aliquota de 1 mL de amostra

foi adicionada a célula eletroquimica contendo o eletrolito suporte.

I11.6.2.  Coleta e preparo das amostras de aguas e guarana em

po para analises

As amostras de aguas foram coletadas em rios que passam por Bardo
Geraldo — Campinas sendo acondicionadas em frascos de polietileno e
conservadas em geladeira. Para a determinagdo de p-nitrofenol nessas
amostras uma aliquota de 1 mL da amostra foi adicionada a célula
eletroquimica contendo o eletrdlito de suporte sem nenhum prévio tratamento.

As amostras de guarana em p6 foram adquiridas nos supermercados da
regido de Campinas - SP e foram tratadas de acordo com o procedimento
descrito na literatura [38] onde uma massa de 1,0 g de cada amostra foi
extraida com 100 mL de etanol em temperatura ambiente (cerca de 25 °C) por
12 horas. Em seguida esta solugado foi filtrada em papel de filtro quantitativo e
uma aliquota de 1 mL da solucao filtrada foi adicionada a célula eletroquimica
contendo o eletrélito em uma proporg¢ao 1:4 para entdo ser analisada.

Para as andlises espectrofotométricas das amostras de guarana foi
utilizado o mesmo procedimento descrito acima seguido pela adicdo do
reagente p-aminofenol para complexar com o catecol. A absorbancia foi

medida num comprimento de onda de 586 nm, um minuto apds a adicao de
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catecol. A reagdo de p-aminofenol com catecol resultou na forma indofenélica

de coloragao azul.

II1.7. Determinacio de p-nitrofenol empregando um ECV

modificado com LiTCNE/PLL e testes de adi¢cao de padrao

A concentragdo de p-nitrofenol nas amostras de aguas naturais foram
determinadas pelo método de adi¢ao de padrao utilizando-se 4 mL de uma
solugdo tampdo acetato 0,1 mol L', pH 4,0, onde 1 mL da amostra foi
adicionada a célula eletroquimica seguida por adi¢des sucessivas do analito
(0,0; 20,0; 40,0; 60,0 e 80 puL) a partir de uma solugao estoque 1 pmol L

Os testes de adi¢do e recuperacdo do analito foram realizados da
seguinte maneira: em uma célula eletroquimica contendo 5 mL de uma
solucdo eletrolitica (nas condigdes otimizadas), foi adicionada uma
concentracdo conhecida do analito na amostra, € em seguida a concentragado
total obtida (concentracdo da amostra + concentracao adicionada na amostra)
pela concentracdo esperada vezes 100. Neste estudo foram utilizadas trés
diferentes concentracdes de p-nitrofenol nas amostras (10; 100 e 1000 nmol
L"), sendo que cada amostra foi analisada em triplicata para maior

confiabilidade da analise.

II1.8. Determinacao de catecol empregando um ECV modificado

com Cu(phen),(TCNQ),/PLL e testes de adicao de padrao

A concentracdo de catecol nas amostras de guarand em pd também
foram determinadas pelo método de adi¢ao de padrao utilizando-se 4 mL de

uma solucao tampao fosfato 0,1 mol L, pH 7,0, onde 1 mL da amostra (ja
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tratada) foi adicionada a célula eletroquimica seguida por adi¢cdes sucessivas
do analito (0,0; 20,0; 40,0; 60,0 e 80 uL) a partir de uma solucao estoque 100
umol L™,

Os testes de adigcdo e recuperagdo para o catecol foram realizados da

mesma maneira que para o nitrofenol.

I11.9. Determinacao espectrofotométrica de catecol

O método espectrofotométrico foi utilizado como método de
comparacao para a determinagdo de catecol em amostras de guarand em po. A
determinacdo espectrofotométrica do analito foi realizada de acordo com o
procedimento descrito por Magna e colaboradores [38] com adaptagdes.

Neste sentido, uma solugdo de 1 mmol L' de p-aminofenol foi
preparada usando-se uma solucao aquosa de 0,1 HCI e uma solucao padrao de
catecol (1 mmol L) foi preparada em etanol 95% v/v.

Para a obtencdo da curva de calibragdo foram adicionados em seis
baldes volumétricos (10 mL), 3 mL de uma solucao de NaOH 2% (m/v); 3 mL
de solugdo de p-aminofenol e em seguida foram adicionados em cada balao 1
mL da amostra ja tratada e solugdes padrao de catecol de 0,0; 10,0; 20,0; 40 e
60 e 80 uL. O volume final foi completado com etanol e a absorbancia foi
medida em 586 nm, um minuto apos a adicdo de catecol. A reagdo de p-

aminofenol com catecol resultou na forma indofenolica de coloragao azul.
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II1.10. Avaliacao da estabilidade e tempo de vida dos eletrodos
modificado com LiTCNE/PLL e Cu(phen),(TCNQ),/PLL

Para avaliar a estabilidade do sensor, varias medidas consecutivas foram
realizadas com o mesmo eletrodo modificado comparando-se as respostas ao
longo das medidas. Os valores de resposta obtidos inicialmente foram
considerados como 100%. J& para o tempo de vida do eletrodo foram
realizadas medidas com o eletrodo modificado por mais de sessenta dias.
Durante o periodo de avaliagdo do tempo de vida do sensor este foi

armazenado em temperatura ambiente.

II1.11. Avaliacao da repetibilidade dos sensores

A repetibilidade das medidas obtidas com os sensores foram avaliadas
através de 10 medidas voltamétricas sucessivas para o p-nitrofenol e catecol,
respectivamente, e logo apos, foi calculado o desvio padrao para cada corrente
de pico obtida. Essas medidas foram realizadas nas condi¢des experimentais
otimizadas para o eletrodo modificado com o LiTCNE/PLL e
Cu(phen),(TCNQ),. A repetibilidade para 10 sensores preparados em dias
diferentes também foi avaliada pelo célculo do desvio padrao para as medidas

obtidas para cada sensor.
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I11.12. Estudo de interferentes

A interferéncia de espécies que podem ser encontradas nas amostras a
serem analisadas (4guas naturais e guarana em pd) foi verificada através
estudos de recuperagdo dos interferentes nas condigdes experimentais
otimizadas contendo determinadas concentragdes dos analitos estudados (p-
nitrofenol e catecol).

Em aguas naturais ¢ possivel de se encontrar algumas espécies i0nicas
como Mn*", Zn*", Ni" etc, bem como algumas substancias fenolicas como o-
nitrofenol, hidroquinona, catecol, entre outros compostos. Enquanto que em
guarand em pod pode-se encontrar o dcido caf€ico, o-clorofenol, acido

clorogénico, dentre outros antioxidantes.
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IV. RESULTADOS E DISCUSSAO

IV.1.SENSOR PARA P-NITROFENOL A BASE DE
LITCNE/PLL

IV.1.1. Comportamento voltamétrico de p-nitrofenol sobre o

eletrodo modificado com LiITCNE/PLL

Conforme descrito na literatura, o composto TCNE pode se apresentar
em trés estados de oxidac¢do: forma neutra (TCNE’), aniénica (TCNE") e
dianiénica (TCNE™) [101] e, em solucdo aquosa pode apresentar até dois
pares redox, dependendo do intervalo de potencial estudado [101]. Neste
trabalho estudou-se o comportamento do LiTCNE utilizando intervalos de
potenciais de —1,0 a 0 V vs ECS para estudar a redugdo do p-nitrofenol sobre o
eletrodo modificado com o proposito de explorar as propriedades
eletrocataliticas do composto imobilizado para a determinagdo deste composto
fenolico.

A Figura IV.1 apresenta os voltamogramas do eletrodo ndo modificado
(a), do eletrodo modificado com LiTCNE/PLL na auséncia de p-nitrofenol (b)
e os voltamogramas dos eletrodos ndo modificado (c), modificado apenas com

PLL (d) e modificado com LiTCNE/PLL (e), na presenga de p-nitrofenol.
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Figura IV.1: Voltamogramas ciclicos referentes ao eletrodo ndo modificado
(a) e modificado com LiTCNE/PLL (b) na auséncia de p-NF. Para
comparagdo os eletrodos nao modificado (c), modificado apenas com a PLL

() e eletrodo modificado com LiTCNE/PLL (e) na presenca de 10 umol L™ de
p-NF. Experimentos conduzidos em 0,1 mol L de solugcdo tampdo Macllvaine

pH4.v=005Vs".

O voltamograma da Figura IV.1(a) ndo apresenta nenhum processo
faradaico, pois ¢ referente apenas a formac¢do da dupla camada elétrica entre a
superficie do eletrodo e a solugdo eletrolitica, consistindo num acumulo de
cargas positivas e negativas. J& na Figura IV.1(b), quando o eletrodo foi
modificado com LiTCNE/PLL, observou-se um par redox em cerca de —0,7 V.
Este par redox ¢ referente ao processo de oxidagdo e reducdo do TCNE na
superficie do eletrodo, ou seja, o processo redox do par TCNE/TCNE*[101]
quando o potencial ¢ aplicado ao eletrodo de trabalho. Adicionalmente,

quando sdo comparados os voltamogramas (c) e (d) da Figura IV.1, observa-
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s€ que 0s mesmos apresentaram comportamento voltamétrico similar, o que
significa que a PLL, além de ndo prejudicar a interacdo entre o analito e a
superficie do eletrodo, nao catalisa a reagao de reducao do p-nitrofenol, bem
como ndo apresenta efeitos pré-concentrativos sobre o analito.

Conforme também pode ser observado na Figura IV.1, quando este
eletrodo foi modificado com LiTCNE/PLL e colocado na presenca de p-
nitrofenol (Figura IV.le) um significante aumento na corrente de pico
catodica foi observado na mesma regido de potencial onde ocorre a redugdo do
TCNE (cerca de -0,7 V). Esta corrente de pico do p-nitrofenol foi muito
superior a corrente observada no voltamograma do eletrodo ndo modificado
(Figura IV.1c¢). Este aumento sugere que o eletrodo modificado pode estar
promovendo um aumento na transferéncia eletronica entre o p-nitrofenol e a
superficie do eletrodo bem como indica que o LiTCNE age como catalisador

da reagdo do p-nitrofenol, aumentando assim a sensibilidade do sistema.

IV.1.2. Otimizacao dos parametros experimentais para a
determinacao de p-nitrofenol
IV.1.2.1. Influéncia das concentracdes de LITCNE e PLL sobre

a densidade de corrente do p-nitrofenol

A influéncia da concentra¢do de LiTCNE e PLL na preparagdo do filme
¢ um fator de grande importancia, uma vez que estes compostos devem ser
utilizados na superficie do eletrodo em concentragdo na qual o analito
apresente as melhores densidades de corrente para um melhor desempenho do

sensor. Neste sentido, a influéncia das concentragdes de LiTCNE e PLL
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usadas na preparagio do filme foram verificadas usando 5 pmol L de p-
nitrofenol em 5 mL de solu¢do tampao Macllvaine, 0,1 mol L pH 4,0.
Inicialmente, variou-se a quantidade de LiTCNE nas concentracdes

1,20; 1,95; 2,90; 3,86 ¢ 4,85 mmol L' fixando-se a concentracdo de PLL em

24,5 umol L. Os resultados sdo apresentados na Tabela IV.1.

Tabela IV.1: Efeito da concentra¢do de LiTCNE na resposta do sensor
usando-se uma concentracdo de PLL de 24,5 umol L e 5 umol L' de p-NF.
Medidas conduzidas em solu¢do tampdo Macllvaine 0,1mol L' (pH 4,0).
Velocidade de varredura=0,05 V s™.

[LiTCNE]/ mmol L™ jp/HA cm™
0,95 15,54 (+0,03)
1,20 17,75 (+0,05)
1,95 18,50 (+0,05)
2,90 17,20 (+0,02)
3,86 17,12 (+0,01)
4,85 16,05 (+0,03)

A maior densidade de corrente para o p-nitrofenol foi obtida usando a
solucdo de concentragdo 1,95 mmol L' de LiTCNE. Concentra¢des menores
que 1,95 mmol L' forneceram respostas menores devido estas concentragdes
serem insuficientes para garantir uma densidade méaxima de sitios cataliticos
para a reducdo de p-nitrofenol na superficie do eletrodo. Concentragdes
maiores que 1,95 mmol L' proporcionaram uma diminui¢do crescente na

densidade de corrente o que pode ser justificado pela quantidade de grupos
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NH;" da PLL terem sido insuficientes para imbolizar todos os ions TCNE  na
superficie de carbono vitreo. Neste caso as membranas obtidas nao foram
uniformes e as respostas ndo foram estaveis. Com base nessas informacgoes, a
membrana preparada com concentracdo 1,95 pmol L foi escolhida por
proporcionar um melhor desempenho para o sensor.

Na etapa seguinte estudou-se a influéncia da concentracdo de PLL na
densidade de corrente do p-nitrofenol. Assim sendo, foram estudadas as
concentracdes de PLL de 20,4; 24,5, 28,6; 34,7; 40,8 ¢ 51,0 umol L' ¢ fixada
a concentracio de LITCNE em 1,95 mmol L' (Tabela IV.2).

Tabela 1V.2: Efeito da concentragdo de PLL na resposta do sensor usando-se
uma concentracdo de LiTCNE 1,95 mmol L' e 5 umol L' de p-NF. Medidas

conduzidas nas mesmas condicoes da Tabela IV.1.

[PLL])/pumol L™ Jp/HA cm’
20,4 16,22 (+0,08)
24,5 18,32 (+0,05)
28,6 20,00 (£0,01)
34,7 19,78 (£0,04)
40,8 14,55 (+£0,09)
51,0 13,98 (+0,07)

Os resultados mostraram que as maiores densidades de corrente foram
obtidas com as solugdes de concentragdoes 28,6 ¢ 34,7 umol L' de PLL.
Solugdes de PLL de concentragdes abaixo de 28,6 pmol L™ apresentaram

valores de densidade de corrente menores devido, provavelmente, estas
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concentracdes usadas serem insuficientes para a imobilizacdo total do
LiTCNE. Entretanto, o uso de concentra¢des maiores que 34,7 umol L’
resultaram em menores respostas, devido provavelmente ao aumento da
barreira ao transporte de carga e/ou massa (resisténcia) gerada pelo polimero
ou a razao PLL/LiTCNE promover uma diminuicdo do nimero de sitios de
TCNE acessiveis para catalise. Neste sentido, devido as concentragdes 28,6 e
34,7 pumol L' apresentarem melhores resultados, optou-se pelo uso da

concentrac¢io 28,6 umol L™ para os demais estudos.

1V.1.2.2. Influéncia do pH, solucio tampao e concentracio da

solucdo tampao sobre a densidade de corrente do p-nitrofenol

O estudo do pH foi conduzido em solucao tampao Macllvaine 0,1 mol
L' contendo 5 pmol L de p-nitrofenol, utilizando-se uma faixa de pH entre
3,5 e 5,4 e as densidades de correntes obtidas apresentaram desvios padrdo
menores que 0,17.

Os resultados deixam evidente que a densidade de corrente de pico
aumenta com o aumento do pH na faixa de 3,5 a 4,0 ¢ diminui em valores de
pH maiores que 4,0 (Figura IV.2). Dois aspectos relacionados ao sistema
investigado que se apresentam como provaveis fatores responsaveis pelo
comportamento verificado na Figura IV.2, sdo a dependéncia do avango da
reacdo com a concentracdo de prétons no meio reacional [102] bem como a
mudang¢a no mecanismo reacional de reducao de p-nitrofenol quando meios de
maior acidez sao usados (pH < 4) [102]. Desde os trabalhos pioneiros de
Smyth e Osteryoung [102] até os recentes trabalhos de Ni e colaboradores

[103] se verifica que a corrente de pico referente a reducdo do p-nitrofenol
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aumenta a medida que o pH alcanca valores menores. Por outro lado, a
mudanc¢a no mecanismo de redugcdo do p-nitrofenol de um processo que
envolve 4 elétrons para um processo via 6 eletrons envolve a formagao de p-
aminofenol na sua forma protonada (pk, ~ 5) [102]. Tendo em vista a natureza
da estrutura da PLL em meios 4acidos (forma randomica), a presenca das
moleculas de p-aminofenol como resultado da redu¢do do p-nitrofenol deve
promover um aumento na concentracdo de cargas positivas, o que pode
promover um aumento na concentracdo de contra-ions no filme e,
consequentemente, uma reducdo na velocidade com que o analito difunde
através deste resultando numa redugdo na corrente de pico em pH < 4.
Conforme pode ser observado, a maior densidade de corrente obtida foi em

pH 4, portanto, este foi utilizado para os demais estudos.

T T T T T T T T T T T

3,0 3,5 4,0 4.5 5,0 5,5
pH

Figura IV.2: Influéncia do pH sobre a resposta do sensor para 5 ymol L de
p-NF. Medidas conduzidas em solu¢do tampdo Macllvaine 0,1 mol L”; v=

0,05V s
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A influéncia do pH sobre o potencial de pico referente a redugao do p-
nitrofenol também foi verificada (Figura IV.3) e observou-se que houve uma
relacdo linear entre o potencial de pico do analito € o pH na faixa de pH de 3,5
a 5,5. O coeficiente angular deste grafico correspondeu a 0,054 V/pH, sendo
muito proximo ao valor obtido para um sistema nernstiano (0,0592 (n,/n.)
V/pH, onde o numero de protons (n,) € igual ao niimero de elétrons (n.) [104].
Este resultado sugere que, no processo de reducdo do p-nitrofenol sobre o
eletrodo modificado com LiTCNE, o nimero de prétons € igual ao nimero de

elétrons.

0,80+

0,764 Coef. ang.= 0,054 V / pH

0,72+

E /V vs ECS

0,68+

0764 T T T T T T T T T T T
3,0 3,5 4,0 4,5 5,0 55

pH

Figura IV.3: Influéncia do pH sobre o potencial de pico para 5 umol L™ de p-
NF. Medidas conduzidas em 0,1 mol L de solucdo tampdo Macllvaine, pH 4;
v=10,05Vs".
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Para a realizagdo do estudo da solu¢dao tampao utilizou-se os tampdes
Macllvaine, acetato, citrato e succinato e os resultados mostraram que a
melhor densidade de corrente de pico foi obtida quando a solugao tampao
acetato foi utilizada (Tabela IV.3). Este comportamento pode estar associado
a maior facilidade dos ions acetato difundirem atraveés da superficie do filme
de LiTCNE/PLL em comparacdo com os ions dos outros tampdes

investigados.

Tabela IV.3: Influéncia da solucdo tampdo (0,1 mol L), pH 4, sobre a
densidade de corrente referente a eletro-reducdo do p-NF obtida em

concentragdes de 5 ymol L. v= 0,05 V s™.

Solugdo tampdo  j,/ pA cm’

Succinato 15,15 (+£0,06)
Acetato 20,89 (£0,07)
Citrato 16,79 (£0,04)

Macllvaine 18,82 (£0,05)

A influéncia da concentragao da solucdo tampdo acetato também foi
estudada (Tabela IV.4), mostrando que em concentragdes acima de 0,1 mol L’
1 ~ ~ . . . A .

ndo se observa nenhuma alteragdo significativa na eficiéncia do processo de
reducdo do p-nitrofenol. Abaixo deste valor, comeg¢a haver um
comprometimento da transferéncia eletronica do sistema podendo ser atribuida
a caréncia de transportadores de carga para manter a eletroneutralidade do

eletrodo, sendo assim, optou-se pelo uso da concentragdo 0,1 mol L.
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Tabela 1V.4: Influéncia da concentra¢do da solugdo tampdo acetato (pH 4)

na densidade de corrente elétrica de pico para 5 ymol L' de p-NF. v=0,05 V

-1
S .

[Solugdo tampéo] / mol L™ jp/ HA cm”

0,025 11,11 (20,03)
0,05 17,03 (20,02)
0,10 20,84 (£0,01)
0,15 20,89 (20,01)
0,20 20,85 (£0,07)

IV.1.3. Estudos sobre o mecanismo de reducao do p-nitrofenol

sobre o eletrodo modificado com LiTCNE/PLL

Informagdes adicionais sobre a reducao do p-nitrofenol sobre o eletrodo
modificado com LiTCNE/PLL foram obtidas nas condigdes otimizadas pela
analise das densidades de correntes dos voltamogramas ciclicos. De acordo
com o modelo tedrico de Andrieux and Sevéant [105], a densidade de corrente
catalitica de pico, ¢ dependente da velocidade de varredura conforme a
equagao abaixo:

jp = 0,496nFC,D,"*(Fv/RT)"* (1)

onde, n € o namero de elétrons, C, € a concentracao do analito, D, representa
o seu coeficiente de difusao na solugdo, F ¢ a constante de Faraday, R e T sdo
as constantes dos gases e temperatura, respectivamente. Uma outra

informacdo importante ¢ que um sistema se comporta como um processo
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totalmente irreversivel, controlado por difusdo, para grandes valores de
parametros cinéticos (ex. grandes valores de k, que representa a constante da
velocidade da reagdo) [105,106]. Com base nessas informagdes, um grafico da
densidade de corrente de pico catalitica, j,, vs a raiz quadrada da velocidade de

12
varredura, v

, foi construido e resultou em uma reta (Figura IV.4a),
sugerindo que o processo de redugcdo do p-nitrofenol sobre o eletrodo
modificado, ¢ controlado por difusdo, ou seja, o transporte de massa ¢ o fator

limitante deste processo.
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Figura 1V.4: (a) Grdfico da densidade de corrente de pico versus raiz
quadrada da velocidade de varredura para o p-NF em 0,1 mol L™ de solucdo

tampdo Macllvaine pH 4,0. (b) Grdfico de jp/vw vs Vs
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O gréfico da razdo entre a densidade de corrente de pico e a raiz

quadrada da velocidade de varredura (jp/vl/ 2

) vs a velocidade de varredura (v)
(Figura 1V.4b) exibe um comportamento caracteristico de um processo EC_,
(eletroquimico-quimico catalitico) sugerindo a existéncia de uma reagdo
quimica acoplada [107] no mecanismo de redugdo do p-nitrofenol.

Como a densidade de corrente de pico o p-nitrofenol ¢ dependente da
velocidade de varredura, como esperado para um sistema irreversivel, entao, o
nuimero de elétrons, n, envolvido na reagdo global pode ser obtido a partir do

1/2 d

coeficiente angular do grafico de j, vs v* de acordo com a equacdo utilizada

para um sistema totalmente irreversivel controlado por difusao [106]:
Jp=1(2,99 x 10°) n(any)" C, D"V (2)

onde n ¢ o numero total de elétrons envolvidos na reacdo, a € o coeficiente de
transferéncia eletronico, n,, o nimero de elétrons envolvidos na etapa
determinante do sitema, “D,” (cm’ s™) é o coeficiente de difusdo da espécie
eletroativa em solugdo, Co* (mol cm™) é a concentragdo dessas espécies e v é
a velocidade de varredura (V s™). Neste estudo, o valor do coeficiente de
difusdo utilizado foi de 9,19 x 10°® cm® s™' [108]. Adicionalmente, para a
obtencdo do ntimero total de elétrons foi necessario calcular o valor de an,, o
qual foi obtido pela diferenga entre o potencial de pico (E,) e o potencial da

metade da corrente de pico (E,») de acordo com a equagdo [106]:
on, =47, 7TmV / (E,—Eyp) (3)

Assim, o valor para amn, foi igual a 0,68. Substituindo-se este valor na
Equacao 2 foi possivel obter um valor para # igual a 3,93, o qual sugere que o

mecanismo de redug¢do do p-nitrofenol sobre o eletrodo modificado com
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LiTCNE/PLL envolve 4 elétrons. Este valor esta de acordo com os
determinados por outros pesquisadores mediante o emprego de outros
materiais de eletrodo [109-111]. Com base nestas informagodes e,
considerando que este sistema se comporta como um sitema nernestiano onde
o numero de protons ¢ igual ao de elétrons € possivel sugerir que o processo
de reducao do p-nitrofenol sobre o eletrodo modificado ocorre de acordo com

a seguinte reagdo [111]:

R-NO, + 4¢ + 4H — R-NHOH + H,0 4)
p-nitrofenol hidroxilamina
onde R representa o anel aromatico ligado ao grupo hidroxila (OH).

Na etapa seguinte, experimentos utilizando um eletrodo com disco
rotativo foram conduzidos com o objetivo de fornecer mais informagdes
sobre os processos de reducdo do p-nitrofenol sobre o eletrodo modificado.
Tal sistema funciona num regime de conveccao forcada, cuja vantagem € o
aumento do transporte das espécies eletroativas para o eletrodo, conduzindo a
maiores correntes bem como reduzindo os efeitos do transporte de massa a
superficie do eletrodo. O eletrodo modificado também foi utilizado para
investigar a cinética das reagdes eletroquimicas.

Apos a obtencdo da curvas de polarizacdo realizadas em diferentes
velocidades de rotagao (50, 100, 150, 200, 250, 300, 350, 400, 450 ¢ 500
rpm) bem como diferentes concentracdes de p-nitrofenol (11, 17, 26, 37, 52 ¢
62 pumol L) em solugdo de tampdo acetato (pH 4,0) a uma velocidade de
varredura de 0,005 V s™', foi possivel a obtengdo dos graficos de Levich e

Koutecky-Levich (Figuras I'V.5a e IV.5b).
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Figura IV.5: (a) Grdfico de Levich e (b) Koutecky-Levich para a redugdo de
p-NF sobre o eletrodo modificado com LiTCNE/PLL.
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De acordo com a Figura IV.5a, as densidades de correntes limites
obtidas sobre o eletrodo modificado com LiTCNE/PLL aumentam com a
velocidade de rotacdo e o desvio da linearidade deste grafico indica que além
da densidade de corrente difusional existe a predomindncia da corrente
cinética, ou seja, a transferéncia eletronica (reacdo quimica) também limita os
processos de reducdo do p-nitrofenol. Neste caso, as densidades de correntes
limites jj;, resultantes, obtidas para as reagdes mediadas, sao o somatorio entre
as densidades de correntes cinéticas (jx) € as densidades de correntes Levich

(JLev), conforme a equagdo seguinte [106]:

1 1 1
= +
Jiim  NFCokI" 0,62nFD*3y/1/6 C (5)

onde n ¢ o numero de elétrons total transferidos para o eletrodo durante a
reducao do analito sobre o eletrodos modificados, D, (cm2 s'l), v (0,01 cm’
s1), @ (rad s) e C, (mol cm™) sdo os coeficientes de difusdo, a viscosidade
cinematica, a velocidade de rotagdao e a concentragao das espécies eletroativas
em soluco, k & a constante da velocidade da reacdio (mol”' L s'ou mol” cm’
s) que governa a reagdo do modificador com o analito ¢ /" a quantidade de
material ativo (catalisador) sobre a superficie do eletrodo (mol c¢cm™). Um
valor de 7=1,2 x 10" mol cm™ foi obtido pela equacao Q/nFA, onde Q ¢ a
carga do eletrodo modificado, na auséncia do analito, e todos os outros
parametros possuem seus significados usuais.

De acordo com a equagdo de Kouteky-Levich o grafico de j” vs &'
fornece uma reta para todas as concentracdes utilizadas (Figura IV.5b) e
pelos interceptos e coeficientes angulares deste grafico foi possivel determinar

os valores de k e D,, respectivamente. Os valores de k e D, foram 1,62 x 10°
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mol” ecm’ s'e 9,0 x 10° (£0,1) cm® s, respectivamente. Este alto valor para
a constante da velocidade de reagdo se deve a boa atividade catalitica do
LiTCNE para a reducao de p-nitrofenol, promovendo assim um aumento na
velocidade de transferéncia eletronica sobre o eletrodo modificado. A média
dos coeficientes de difusdo das espécies em solucdo determinados pelos
coeficientes angulares do grafico de Koutecky-Levich foi similar ao valor

encontrado na literatura [108].

IV.1.4. Escolha da técnica eletroanalitica a ser empregada

para a determinacio de p-nitrofenol

A Quimica Analitica vem aperfeicoando cada vez mais os métodos e
técnicas que possam determinar concentragdes menores de analitos em
solucdes aquosas. As técnicas eletroanaliticas, principalmente aquelas em que
a varredura de potenciais gera sinais analiticos na forma de correntes, t€ém sido
empregadas na determinacdo de diversos analitos [112]. Dentre as varias
técnicas, algumas se destacam por apresentar grande sensibilidade e
reprodutibilidade dos sinais analiticos. Como exemplos, tém-se a voltametria
de pulso diferencial e a voltametria de onda quadrada, sendo que essa ultima
vem ganhando a aten¢do da comunidade cientifica devido a sua versatilidade
na caracterizacao das espécies eletroativas [113].

A escolha da técnica a ser utilizada para a determinagdo de um analito ¢
de fundamental importincia em uma analise quantitativa, pois dela dependem
todos os resultados analiticos. Neste sentido, para a escolha da melhor técnica
eletroquimica a ser utilizada para a determinagdo de p-nitrofenol os

parametros operacionais foram otimizados por trés das mais utilizadas
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técnicas eletroanaliticas: a amperometria, a voltametria de pulso diferencial
(VPD) e voltametria de onda quadrada (VOQ). Assim, uma breve abordagem
sobre cada técnica foi feita, bem como seus pardmetros operacionais em
relacdo ao p-nitrofenol foram estudados. Apds otimizagdo dos parametros
operacionais para cada técnica construiu-se as curvas analiticas para o analito
a fim de verificar qual destas técnicas forneceriam uma maior sensibilidade

para o sistema.

IV.1.4.1. Otimizacdo dos parametros operacionais para a
determinaciao de p-nitrofenol empregando a amperometria,
Voltametria de Pulso Diferencial (VPD) e Voltametria de Onda
Quadrada (VOQ)

IV.1.4.1.1. Amperometria

A amperometria consiste no monitoramento da corrente elétrica em
funcdo do tempo de aplicagdo de um determinado potencial ao sistema
investigado. Para as medidas amperométricas o potencial aplicado tem uma
importante influéncia sobre a resposta do sensor, devido o mesmo contribuir
para a sensibilidade do sistema, por isso, este estudo foi realizado dentro de
uma ampla faixa de potencial aplicado (antes, durante e apos a oxidacdao do
analito).

A dependéncia do potencial sobre a resposta do sensor foi investigada
utilizando-se até 0,7 pmol L' de p-nitrofenol, obtida em 0,1 mol L' de
solucdo tampao acetato, pH 4,0 conforme mostrado na Tabela I'V.5 e pode ser

claramente observado que o sensor alcanga um patamar maximo de resposta a
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-0,70 V e mantém-se constante até -0,85 V. Deste modo -0,70 V vs ECS fo1
escolhido como potencial 6timo de trabalho uma vez que nao sao observados
aumentos significativos no sinal elétrico, o que esta associado com o controle
da corrente elétrica pelo transporte de massa por meio de difusdo das espécies,

conforme pode ser observado na Figura IV.6.

Tabela IV.S: Influéncia do potencial aplicado sobre a resposta do sensor
para até 0,7 umol L de p-nitrofenol, obtida em 0,1 mol L de solucdo

tampdo acetato, pH 4,0.

-Eaplicado / V vs SCE 0,60 0,65 0,70 0,75 0,80 0,85
-Aj / pA cm™ 1,37 2,49 3,57 3,58 3,60 3,59

ApoOs a otimizagao do potencial aplicado construiu-se a curva analitica
realizando sucessivas adi¢oes de p-nitrofenol na cé€lula eletrolitica contendo a
solucdo tampdo. A primeira adi¢do correspondeu a 0,2 pmol L, e as demais
adicdes corresponderam ao incremento de 0,1 umol L™ & adi¢do anterior, por
isso o primeiro delta de densidade de corrente foi maior que os deltas
posteriores (Figura IV.6a). Conforme pode ser observado nesta figura as
adi¢des do analito e polarizagao do eletrodo em -0,7 V vs ECS sao suficientes
para gerar correntes elétricas proporcionais (linearmente) a concentragdo do
analito adicionadas. Assim sendo, o grafico da variacdo da densidade de
corrente (Aj) versus a concentracdo do analito adicionada resultou numa

sensibilidade de 9,75 pA cm™ L pmol ™.
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Figura IV.6: (a) Amperograma para o p-NF nas concentragoes: (1) 0,2, (2)
0,3, (3) 0,4, (4) 0,5, (5) 0,6 e (6) 0,7 umol L e (b) curva analitica. Medidas
conduzida usando o eletrodo modificado com LiTCNE/PLL em solugcdo
tampdo acetato 0,1 mol L' (pH 4,0). Eqy1=-0,7 Vvs ECS.
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IV.1.4.1.2.Voltametria de Pulso Diferencial (VPD)

Na voltametria de pulso diferencial, pulsos de igual amplitude sao
aplicados sobre uma rampa linear de potencial, onde a corrente ¢ medida antes
do pulso ser aplicado e no final do pulso. Estas correntes sdo subtraidas, ja que
a primeira apresenta a contribuicdo da corrente capacitiva e a segunda &,
fundamentalmente, a contribui¢do da corrente faradaica e, entdo, plotadas
contra o potencial da rampa linear, gerando um voltamograma de pulso
diferencial, com a forma de uma curva gaussiana [113]. Esta técnica ¢ mais
sensivel que a de pulso normal, isto porque ela possibilita a minimizacao da
contribuicdo da corrente capacitiva no sinal obtido.

Na voltametria de pulso diferencial o efeito da velocidade de varredura
e amplitude de pulso sdo pardmetros muito importantes, pois eles podem
influenciar diretamente na sensibilidade do sistema. Sendo assim,
inicialmente, variou-se a velocidade de varredura de 0,005 a 0,07 V s’
utilizando uma amplitude de 0,05 V para uma solu¢do de p-nitrofenol contida

em uma solucao tampao acetato, pH 4,0 (Tabela I'V.6a).

Tabela 1V.6a: Influéncia da velocidade de varredura sobre a densidade de
corrente de pico para 0,7 pmol L' de p-nitrofenol sobre o eletrodo
modificado com LiTCNE/PLL em 0,1 mol L™ de tampdo acetato, pH 4,0, com
amplitude de 0,050 V.

Veloe./VsT 0,005 0,025 003 0,035 0,04 005 0,07
g uAem® 191 692 831 9,69 9,67 9,68 9,66
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Conforme pode ser observado nesta tabela a densidade de corrente de
pico do p-nitrofenol alcangou um patamar méaximo em 0,035 V s mantendo-
se até 0,07 V s '. Adicionalmente, observou-se que apos a velocidade de 0,035
V s os voltamogramas foram acompanhados por distor¢io e alargamento dos
picos, portanto a velocidade de 0,035 V s foi escolhida para os demais
estudos. Em seguida variou-se a amplitude de potencial de 0,01 a 0,08 V
(Tabela IV.6b). Neste estudo verificou-se que a maior densidade de corrente
para o p-nitrofenol foi obtida a partir de 0,05 V, por outro lado, amplitudes
maiores 0,050 V também apresentaram alteragdes nos perfis voltamétricos.
Por este motivo uma velocidade de 0,035 V s e uma amplitude de 0,05 V
foram utilizadas para a constru¢do da curva analitica nas condig¢des

experimentais otimizadas.

Tabela IV.6b: Influéncia da amplitude sobre a densidade de corrente de pico
do p-nitrofenol com uma velocidade de varredura de 0,035 V s™'. Experimento

realizado nas mesmas condicoes da Tabela 1V.6a.

Amplitude/V 0,01 0,02 0,03 0,04 0,05 0,06 0,08

i/uAem® 1,94 38 58 7,76 9,70 9,69 9,71

Os voltamogramas de pulso diferencial foram obtidos através de adigdes
seqilenciais de, inicialmente 0,2 pmol L' e, seqiiencialmente 0,1 pmol L
(Figura IV.7a). A partir dos voltamogramas obtidos mediu-se a densidade de
corrente para cada adi¢do considerando apenas o voltamograma do eletrodo
modificado na auséncia do analito. A curva analitica referente aos

voltamogramas obtidos também ¢ apresentada na Figura IV.7b. Conforme
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pode ser observado as densidades de correntes de pico sdo linearmente

proporcionais as concentragdes adicionadas do analito tendo sido verificado

uma sensibilidade de 24,

76 pA cm” L pmol™
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Figura IV.7: (a) Voltamogramas de pulso diferencial para o p-nitrofenol nas
concentragées: (1) 0,2, (2) 0,3, (3) 0,4, (5) 0,5, (6) 0,6 e (7) 0,7 umol L e (b)

curva analitica. Medidas conduzidas empregando o eletrodo modificado com

LiTCNE/PLL em solu¢do tampdo acetato 0,1 mol L', pH 4,0, velocidade de

0,035 Vs e amplitude

de 0,050 V.
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IV.1.4.1.3. Voltametria de Onda Quadrada (VOQ)

A voltametria de onda quadrada ¢ uma das técnicas voltamétricas que
apresenta excelente sensibilidade [113]. Na VOQ a forma de onda consiste
numa onda quadrada sobreposta numa rampa de potencial elétrico na forma de
escada (degrais de potencial elétrico). Do ponto de vista pratico, a maior
vantagem da VOQ ¢ a possibilidade de se obter correntes de pico bem
definidas em experimentos executados em alta velocidade de varredura,
melhorando assim, a sensibilidade da técnica. Além disso, por tratar-se de uma
técnica de pulso, a corrente faradaica pode ser coletada em um intervalo de
tempo adequado para que a contribuicdo da corrente capacitiva seja
minimizada. Nesta técnica as correntes elétricas sao medidas ao final dos
pulsos diretos e reversos e o sinal ¢ obtido como uma intensidade da corrente
resultante de forma diferencial apresentando assim excelente sensibilidade.

A frequéncia (f) e a amplitude sdo pardmetros muito importantes em
VOQ, principalmente a freqiiéncia, j4 que a mesma determina a intensidade
dos sinais € com isso, a sensibilidade da técnica. A Tabela IV.7a mostra as
densidades de correntes para diferentes valores de freqliéncia utilizando-se as

condi¢des experimentais otimizadas.

Tabela IV.7a: Efeito da freqiiéncia sobre a densidade de corrente de pico

para 0,7 umol L' de p-NF sobre o eletrodo modificado com LiTCNE/PLL em
0,1 mol L' de tampdo acetato, pH 4,0, com a=0,05 V.

Freqiiéncia/s” 20 30 40 60 80 100 120

—jp/uAcm'2 17,03 24,25 28,42 33,99 43,94 43,93 34,40




67

De acordo com a Tabela IV.7a, entre as freqiiéncias 80 e 100 s a
densidade de corrente de pico do p-nitrofenol apresentou maiores sinais a 80 s
" bem como resultou em menores sinais para freqiiéncias maiores que 100 s ¢
os voltamogramas foram acompanhados por alargamento dos picos. Sendo
assim utilizou-se uma freqiiéncia de 80 s para o estudo da amplitude.

A amplitude de pulso (a) também ¢ um importante parametro envolvido
em VOQ. A Tabela IV.7b mostra as respostas para os valores das amplitudes
estudadas. Estes experimentos foram conduzidos utilizando um incremento de

potencial (AE;) de 0,004 V.

Tabela IV.7b: Efeito da amplitude sobre a densidade de corrente de pico
para 0,7 umol L' de p-NF com f=80 s'. Experimento realizado em solucdo

tampdo acetato 0,1 mol L'I, pH 4,0.

Amplitude/V 0,01 0,02 0,03 0,04 0,05

-Jp/ LA cm” 184 31,39 43,97 43,95 43,96

Na Tabela IV.7b observa-se que uma maior densidade de corrente de
pico foi obtida a partir de 0,03 V, mantendo um patamar maximo até 0,05 V.
Deste modo uma amplitude de 0,03 V foi escolhida para a construcio da curva
analitica. Os voltamogramas referentes a esta curva sdo apresentados na
Figura IV.8a. Os mesmos também foram obtidos através de sucessivas
adigoes de p-nitrofenol na célula contendo a solugao tampao. A curva analitica
referente a esses voltamogramas também ¢ apresentada a seguir (Figura

IV.8b).
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Figura 1V.8: (a) Voltamogramas de onda quadrada para o p-nitrofenol nas
concentragdes: (1) 0,2, (2) 0,3, (3) 0,4, (4) 0,5, (5) 0,6 e (6) 0,7 umol L e (b)
curva analitica. Experimento realizado em solu¢do tampdo acetato 0,1 mol L

! pH 4,0, =80 5™, amplitude=0,03 V, AE=0,004 V.

ApoOs obtencao das curvas analiticas do p-nitrofenol para cada técnica
foi possivel fazer uma comparagao entre as sensibilidades obtidas a partir das
curvas analiticas construidas para o p-nitrofenol e cujos valores sao

apresentados na Tabela IV.8.
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Tabela 1V.8: Sensibilidades obtidas através da curva analitica para o p-NF
empregando o eletrodo modificado com LiTCNE/PLL.

Técnica Sensibilidade/uA cm™ L pmol™
Amperometria 9,75
VPD 24,76
VOQ 39,90

A amperometria foi a técnica que apresentou menor sensibilidade
conforme pode ser observado na Tabela IV.8. Esta técnica possui algumas
limitagOes, tais como limitacdes devido a convec¢do natural e limitacdes
imposta pela ndo compensagado da resisténcia do eletrolito e da capacitincia da
dupla camada elétrica (Cy) [106].

A conveccao natural pode ser originada por duas forgas: o peso do
proprio fluido (campo gravitacional) e as forcas devido ao gradiente de
densidade de massa no fluido resultando numa desordem da camada de
difusdo, entdo a corrente que deveria ser medida sera muito maior que a
prevista pela equacdo de Cottrel [106]. A limitagdo imposta pela capacitancia
da dupla camada elétrica também ¢ muito importante, pois mesmo a corrente
nao faradaica flui durante a etapa de potencial, ou seja, existe uma apreciavel
contribuicdo da corrente de carga a corrente total medida, e este sinal
superimposto pode dificultar a identificagdo precisa da corrente faradaica. Ja
nas técnicas de pulso essas desvantagens ndo existem e isto faz com que as
mesmas apresentem maior sensibilidade que a técnica amperométrica [106].

As freqiiéncias usadas em voltametria de onda quadrada permitem que

experimentos possam ser realizados com velocidades cem vezes maiores ou
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mais que nas técnicas de pulso, permitindo também uma maior sensibilidade
que as demais técnicas [113].

Neste caso para a VOQ foi utilizada uma velocidade de 0,32 V s ¢ uma
amplitude de pulso de 0,03 V, enquanto para a VPD foi utilizada uma
velocidade de 0,035 V s e uma amplitude de 0,05 V. De acordo com esses
dados pode-se observar que na VOQ a velocidade de varredura foi muito
superior a voltametria de pulso diferencial ¢ que mesmo usando uma
amplitude maior na VPD, como ¢ o caso, a sensibilidade da VOQ foi superior.

Pelo exposto, os resultados apresentados na Tabela IV.8 comprovam
que dentre as trés técnicas utilizadas a voltametria de onda quadrada foi a que
apresentou melhor desempenho para fins quantitativos, sendo assim, uma
nova curva analitica foi obtida para o p-nitrofenol iniciando-se de

concentragdes mais baixas do analito para posterior aplicagao do sensor.

IV.1.5. Caracterizacao analitica do sensor para o p-nitrofenol

Com o objetivo de obter a curva analitica para o sensor desenvolvido,
voltamogramas de onda quadrada foram realizados em diferentes
concentragdes de p-nitrofenol em 0,1 mol L' de solugdo tampdo acetato
(Figura IV.9a). O grafico da densidade de corrente versus concentragdao do

analito ¢ apresentado a seguir (Figura I'V.9b).
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Figura IV.9: (a) VOQ para a eletro-redugdo de p-NF obtidos nas condi¢oes
otimizadas para as concentragoes de: (1) 0,001; (2) 0,050; (3) 0,080; (4)
0,120, (5) 0,270, (6) 0,780, (7) 1,700, (8) 2,720,(9) 3,920 e (10) 5,000 umol

L. () Gréfico da curva analitica.
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Nessas condigdes o sensor apresentou uma ampla faixa linear de
resposta de 0,001 a 5 pmol L™ (1,0 a 5000 nmol L") (para n = 10) com

coeficiente de 0,999, que pode ser expressa de acordo com a equagao a seguir:
jo/ nA cm? =6 (£ 2) + 43 (£ 1) [p-NF]/ (umol L") (6)

Os limites de deteccio (LOD) e quantificacio (LOQ) foram
determinados usando 3 x DP/b e 10 x DP/b, onde DP representa o desvio
padrdo para dez voltamogramas do branco e b o coeficiente angular da curva
analitica, conforme as recomendagdes da IUPAC [114]. O desvio padrao para
dez medidas do branco foi de 3,76 x 10° pA cm”, permitindo assim a
obtencdao de um LOD ¢ LOQ de 0,3 ¢ 1,0 nmol L respectivamente. Neste
sentido, verificou-se que o sensor desenvolvido apresentou uma ampla faixa
de resposta linear, uma alta sensibilidade e um baixo limite de deteccao, os
quais ndo sao comumente observados para a determinacao de p-nitrofenol
empregando por exemplo, eletrodo modificado com Moraxella sp,
Arthrobacter sp., zedlita, montmorilonita e antraquinona, eletrodo diamante
dopado com boro [75-78,115] entre outros. Tal sensibilidade pode ser
atribuida a eficiente transferéncia eletronica entre o LiTCNE/PLL e o p-

nitrofenol.
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IV.1.6. Estabilidade e tempo de vida util do eletrodo
modificado com LiTCNE/PLL

A estabilidade do sensor desenvolvido foi verificada na presenga de 50
nmol L™ de p-nitrofenol realizando-se sucessivos voltamogramas ciclicos.
Apo6s 200 medidas voltamétricas (Figura IV.10) nenhuma mudanga foi
observada no comportamento voltamétrico do eletrodo modificado. Além
disto, quando o eletrodo foi armazenado em temperatura ambiente nenhuma
mudanca significativa na resposta do sensor foi observada por mais de

sessenta dias (Figura IV.11).
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Figura IV.10: Estabilidade operacional do eletrodo modificado com
LiTCNE/PLL. Resposta obtida em 50 nmol L de p-NF em solucdo tampdo
acetato 0,1 mol L™ (pH 4,0).
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Figura IV.11: Tempo de vida util do eletrodo modificado com LiTCNE/PLL.
Resposta obtida em 50 nmol L™ de p-NF em solucdo tampdo acetato 0,1 mol

L' (pH 4,0).

IV.1.7.  Repetibilidade das medidas e do preparo do sensor a
base de LITCNE/PLL

A repetibilidade das medidas foi verificada através das densidades de
correntes de pico obtidas para 10 determinacdes de 50 nmol L™ de p-
nitrofenol em solucdo tampao acetato pH 4,0. O desvio padrdo relativo da
densidade de corrente de pico para as 10 determinacdes foi de 1,3% (Tabela
VI1.9a) o que mostra que o eletrodo modificado apresentou uma boa
repetibilidade para a determinacdo de p-nitrofenol observado através do baixo

desvio padrao.
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Adicionalmente, uma série de 10 sensores foram preparados em dias
diferentes, partindo-se do preparo de todas as solugdes necessdrias para a
modificagdo do eletrodo, ¢ testados em solugdo tampao acetato (pH 4,0)
contendo 50 nmol L™ de p-nitrofenol dando respostas com um desvio padrio
relativo de 4,5% (Tabela VI.Ob). Esses experimentos indicaram que o0s
eletrodos modificados com o filme de LiTCNE/PLL apresentaram boa
estabilidade e repetibilidade das medidas e do preparo dos sensores,
provavelmente devido a simplicidade de modificacdo da superficie do eletrodo
bem como habilidade da PLL em fixar o TCNE sobre a superficie do eletrodo

em um caminho reprodutivo.
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Tabela VI1.9: Estudo da repetibilidade do eletrodo modificado com
LiTCNE/PLL para 50 nmol L de p-NF. Eletrélito: solu¢do tampdo acetato
0,1 mol L' (pH 4,0). Freqiiéncia= 80 s'; Amplitude= 0,03 V, AE=0,004 V.

a) Medidas obtidas com o b) Medidas obtidas com o mesmo
mesmo sensor num mesmo dia sensor preparado em dias diferentes
Medidas jp/LA cm™ Medidas jp/HA cm™
1 10,12 1 10,11
2 10,10 2 10,05
3 10,08 3 10,12
4 10,12 4 10,07
5 10,11 5 10,00
6 10,12 6 9,99
7 10,12 7 10,07
8 10,11 8 10,03
9 10,10 9 10,08
10 10,12 10 10,11
Média e DPR 10,1 (1,3 %) Média e DPR 10,0 (4,5%)

IV.1.8. Estudo de interferentes para o p-nitrofenol

Tendo como objetivo a utilizacao do eletrodo modificado com LiTCNE
para a determinacdo de p-nitrofenol em amostras de dguas naturais a
interferéncia de possiveis interferentes foi investigada. Para isto solucdes de
espécies interferentes foram preparadas no mesmo dia e nas mesmas
condigdes usadas para a determinacao de p-nitrofenol (solugdo tampao acetato

0,1 mol L™ pH 4,0). Para as medidas de interferéncia no sinal analitico foi



77

registrada a resposta do sensor para uma concentra¢io de 50 nmol L de p-
nitrofenol e este sinal foi comparado com o sinal obtido para uma mistura de
p-nitrofenol:interferente numa proporgao 1:1 (Tabela IV.10).

Os valores apresentados na Tabela IV.10 mostram que a recuperacao
para as espécies estudadas na solucdo contendo o p-nitrofenol variou entre
99,6 ¢ 102%. Este estudo mostrou que os cations Mn*", Zn*", Ni*, Cu*" ¢ Fe’"
e os compostos fendlicos nao apresentaram nenhuma interferéncia na
determinacdo de p-nitrofenol nestas condig¢des, o que pode ser atribuido a
reducdo dessas espécies em potenciais mais ou menos negativos que o
potencial de reducdo de p-nitrofenol sobre o eletrodo modificado com o

complexo LiTCNE/PLL.
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Tabela 1V.10:. Valores de recuperagdo obtidos com o sensor desenvolvido,
para solugoes de p-NF contendo espécies orgdnica e inorganicas na

concentracgdo de 50 nmol L em solugdo tampdo acetato 0,1 mol L pH 4,0.

=80 ste amplitude=0,05 V.

Espécies [p-NF] [p-NF] encontrado  Recuperacdo
interferentes adicionado (nmol L™) %
(nmol L™

Mn*" 50 50,1 +0,1 100,2 1,0
Zn* 50 49,9 +0,3 99,8 +0,9
Ni** 50 50,0 40,2 100,0 +1,0
Cu*" 50 50,3 +0,1 100,6 1,0
Fe' 50 50,1 £0,1 100,2 +0,8
o-nitrofenol 50 51,8 £0,2 103,6 £1,0
Hidroquinona 50 50,5 +0,1 101,0 £1,2
p-cloro-m-metil-fenol 50 51,7 £0,2 103,4 £0,9
Catecol 50 49,8 +0,3 99,6 +1,1
p-aminofenol 50 50,4+0,1 100,8 £0,8
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IV.1.9. Consideracoes finais e figuras de mérito do sensor

desenvolvido a base de LITCNE/PLL

A faixa linear de resposta linear, a sensibilidade, os limites de detec¢do
e quantificacdo do eletrodo modificado com LiTCNE/PLL para o nitrofenol
merecem grande destaque pois sdo superiores aos demais sensores e/ou
biossensores descritos na literatura [75-78,115]. Vale ressaltar que o emprego
da poli-l-lisina para imobilizacdo do catalisador foi uma simples e eficiente
alternativa para o desenvolvimento do sensor.

Outro aspecto importante que merece destaque ¢ a estabilidade do
sensor, pois 0 mesmo pode ser reutilizado sem perda de resposta por pelo
menos 200 determinagdes ou por mais de 60 dias mantendo-o em temperatura
ambiente. Os demais sensores apresentaram baixa estabilidade verificada por
um menor periodo de tempo de vida 1til, principalmente os biossensores [75-
79].

A repetibilidade das medidas ¢ no preparo do sensor também sao
importantes para a obtencao de parametros confiaveis. Neste sentido o sensor
a base de LITCNE/PLL proporcionou repetibilidades inferiores a 5%, o que
favorece sua aplicagdo em amostras reais. Neste contexto, para melhor
visualizacdo dos pardmetros analiticos construiu-se a Tabela IV.11 para

apresentagdo resumida das figuras de mérito do sensor desenvolvido.



80

Tabela IV.11: Figuras de mérito para o sensor a base de LiTCNE/PLL.

Parametros Resultados
Faixa linear 1 nmol — 5 pmol L™
Sensibilidade 42,9 pA cm™L pmol
Limite de deteccao 0,3 nmol L™
Limite de quantificacao 1,0 nmol L™
Estabilidade mais de 200 medidas ou mais 2 meses
Repetibilidade das medidas 1,3%
Repetibilidade no preparo dos sensores 4,5%

IV.1.10. Aplicacdo do sensor a base de LiTCNE/PLL para
analises de p-nitrofenol em aguas naturais e testes de adicio e

recuperacao

A maior fonte de contaminacdo por compostos fenolicos em aguas
naturais ¢ através do despejo de efluentes industriais ou através do uso de
pesticidas na agricultura. Dentre estes compostos o p-nitrofenol ¢ um dos mais
perigosos e toxicos que pode causar danos significativos a saide e ao meio
ambiente. Por essa razdo o sensor desenvolvido a base de LiTCNE/PLL foi
aplicado para a determinacao de p-nitrofenol em 4aguas naturais.

As concentragdes do analito nas amostras foram determinadas usando o
método da adicdo de padrdo para eliminar o efeito da matriz. A quantidade de

p-nitrofenol determinada nas amostras sdo apresentados na Tabela IV.12.
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Tabela IV.12: Determinacdo de p-nitrofenol em amostras de daguas naturais

(n=23).
Amostras  Método proposto/nmol L™
A 12(£1)
B 11 (£2)
C 20(£ 1)

“Valores obtidos considerando a diluicdo das amostras

De acordo com os valores apresentados na Tabela 1V.12 observa-se
que o sensor conseguiu detectar uma concentracdo muito baixa de p-nitrofenol
(cerca de 10” mol L) as amostras analisadas apresentaram um baixo desvio
padrdo para as medidas, o que pode estar associado a uma boa
reprodutibilidade e sensibilidade do método proposto. E importante ressaltar
que a diretiva (80/778 EEC) [23] da Comunidade Economica Européia
determinou como concentragdo maxima permitida, para todos os tipos de
fendis em meio aquoso, o valor de 0,5 mg L™ (ou 3,6 pmol L") ¢ 0,1 mg L™
(0,72 pmol L") para fendis individuais. Neste trabalho, os teores de p-
nitrofenol encontrados nas amostras de dguas foram inferiores a esse valor.

Adicionalmente, para checar a exatiddo do método desenvolvido,
experimentos de recuperagdo com base na adicdo de trés quantidades
conhecidas do analito as amostras: 10, 100 e 1000 nmol L™, com a finalidade
de verificar a eficiéncia do sensor em diferentes faixas de concentracao.

(Tabela VI1.13).
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Tabela IV.13: Valores de recupera¢do em porcentagem para trés amostras

diferentes obtidas pelo método proposto.

Amostras [p-NF] [p-NF] [p-NF] encontrada Recup.
adicionado esperada (nmol L) (%)
(nmol L™) (nmol L™)

10 22 23 (1) 104,5 (£ 0,1)
A’ 100 112 114 (£5) 101,8 (£ 0,1)
1000 1012 1013 (£ 3) 100,0 (£ 0,3)
10 21 21 (1) 100,0 (£ 0,2)
B’ 100 111 111 (£3) 100,0 (£ 0,1)
1000 1011 999 (£ 2) 98,8 (£ 0,2)
10 29 30(x1) 103,4 (£ 0,3)
C 100 120 119 (£2) 99,2 (£ 0,3)
1000 1020 1030 (£ 4) 100,9 (£ 0,1)

A percentagem de recuperacdo foi calculada com base na seguinte

equagao:

%Recuperacdo=(concentra¢do encontrada/ concentracado esperada) x 100 (7)
p P

De acordo com os resultados apresentados na Tabela IV.13 pode-se
observar que para o sensor a base de LITCNE/PLL consegue detectar uma
ampla faixa de concentracdo partindo desde concentragdes mais baixas (10
nmol L) até concentracdes maiores (1000 nmol L™).

O sensor permitiu também uma boa recuperacdo para a espécie estudada

apresentando uma percentagem de recuperacao entre 100 e 104,5 % para a
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amostra A; 98,8 e 100,0% para a amostra B e, 99,2 e 103,4% para a amostra
C, mostrando que o método desenvolvido apresenta uma boa exatidao para as
amostras analisadas.

Adicionalmente, pode-se verificar que todas as amostras analisadas
apresentaram baixos desvios padrdo para as medidas (entre 1 e 2) mostrando a

boa reprodutibilidade do método proposto para as replicatas.

IV.2. SENSOR PARA CATECOL A BASE DE
Cu(PHEN),(TCNQ),/PLL

IV.2.1. Comportamento voltamétrico do catecol (CA) sobre o

eletrodo modificado com Cu(phen),(TCNQ),/PLL

A Figura IV.12 mostra os voltamogramas ciclicos para o eletrodo nao
modificado (a) e o eletrodo modificado com Cu(phen),(TCNQ)/PLL na
auséncia (b) e presen¢a (e¢) de 5 pmol L™ de catecol empregando-se uma
solu¢dao tampao Macllvaine, pH 7,0. Para comparagado, os voltamogramas para
o eletrodo nao modificado (c¢) e modificado apenas com a PLL (d) na presenca
de catecol.

A Figura IV.12a apresenta o voltamograma referente a formagdo da
dupla camada elétrica na interface eletrodo solu¢ao. Quando o eletrodo foi
modificado com Cu(phen),(TCNQ)/PLL (Figura IV.12b) foi observada um
aumento na densidade de corrente na mesma regido dos processos redox do
catecol. Adicionalmente, o uso do complexo apresentou picos redox em uma

faixa de potencial onde o TCNQ geralmente apresenta uma zona inerte [116]
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indicando que o complexo apresenta um comportamento diferente daqueles
observados para o TCNQ.

Os voltamogramas 12¢ ¢ 12d mostram que as densidades de correntes
de pico para o catecol foram similares, o que sugere que a PLL também nao
catalisa a reacao de oxidacdo de catecol, bem como nao dificulta a interagao
entre o analito e a superficie do eletrodo e ndo apresenta efeitos pré-

concentrativos do analito na superficie do eletrodo.
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Figura IV.12: Voltamogramas ciclicos referentes ao eletrodo ndo modificado
(a) e o eletrodo modificado com Cu(phen),(TCNQ), na auséncia (b) e
presenca (e) de 5 umol L' de catecol. Para comparacdo os voltamogramas
ciclicos referentes ao eletrodo ndao modificado (c) e modificado apenas com
PLL (d) na presenca de 5 umol L' de catecol. Experimentos conduzidos em

solugdo tampdo Macllvaine, 0,1 mol L', pH 7,0. v= 0,05 V s™".
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J& na presencga de catecol (Figura IV.12e) um significativo aumento ¢
observado na corrente de pico do analito em um potencial de 0,3 V onde ¢
verificada alta densidade de carga para oxidagdo do complexo
Cu(phen),(TCNQ),. O aumento na corrente de pico anddica foi muito superior
a corrente de pico observada no eletrodo de carbono vitreo ndo modificado na
presenca de catecol (Figura IV.12c¢), o que pode estar associado com o efeito
da mediacdo do complexo Cu(phen),(TCNQ), sobre a reagao de oxidacao do

catecol.

IV.2.2. Otimizacao dos parametros experimentais para a

determinacao de catecol

1V.2.2.1. Influéncia da concentracido de Cu(phen),(TCNQ), e

PLL na resposta do sensor

Com o objetivo de verificar a influéncia do complexo
Cu(phen),(TCNQ), e da PLL na densidade de corrente do catecol, suas
concentragcoes também foram estudadas. Inicialmente foram preparadas
solug¢des contendo diferentes quantidades do complexo (0,05, 0,10, 0,15, 0,20,
0,25 e 0,30 mmol L") fixando-se uma concentragio de 10 umol L™ de PLL
(Tabela 1V.14).
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Tabela VI1.14: Efeito da concentra¢do de Cu(phen),(TCNQ), na resposta do
sensor usando-se uma concentra¢do de PLL de 10 umol L e 5 umol L™ de

catecol. Medidas conduzidas em solucdo tampdo Macllvaine' (pH 7,0).

Velocidade de varredura=0,05 V s™.

[Cu(phen),(TCNQ),]/ mmol L™ jp/LA cm™
0,05 9,75 (+ 0,08)
0,10 10,12 (+ 0,06)
0,15 14,20 (+ 0,08)
0,20 10,12 (+ 0,07)
0,25 9,05 (< 0,05)
0,30 8,54 (+ 0,08)

A melhor resposta foi obtida usando-se uma solugao de concentragao de
0,15 mmol L™ de Cu(phen),(TCNQ),. As membranas contendo concentragdes
de Cu(phen),(TCNQ), menores que 0,15 mmol L' apresentaram uma menor
densidade de corrente, supostamente devido a uma menor concentracdo do
complexo na superficie do eletrodo, ou seja, a concentragdo de
Cu(phen),(TCNQ), nao foi suficiente para promover a total oxidagdo do
catecol no eletrodo. Por outro lado, concentragdes maiores que 0,15 mmol L™
de Cu(phen),(TCNQ), apresentaram menores densidades de corrente,
presumidamente devido a lixiviagao deste uma vez que a concentragdao do
polimero ndo foi suficiente para fixar totalmente o complexo. Entdo, a
membrana preparada com uma solugdo de concentragio 0,15 mmol L™ de

Cu(phen),(TCNQ), foi escolhida para o estudo da concentragao de PLL.
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Na etapa seguinte a influéncia da concentragdo de PLL foi investigada
conforme pode ser observado na Tabela VI.15. , a melhor resposta para o

sensor foi obtida com uma concentracao de 15,0 pumol L' dePLL.

Tabela VI.15: Efeito da concentragdo de PLL na resposta do sensor usando-
se uma concentracdo de Cu(phen)>(TCNQ)>de 0,15 mmol L e 5 yumol L de

catecol. Medidas conduzidas nas mesmas condicoes da Tabela VI.14.

[PLL]/umol L™ Jp/HA cm”
5 12,57 (+0,10)
10 14,32 (+ 0,08)
15 16,00 (£ 0,07)
20 15,60 (£ 0,06)
25 14,55 (= 0,08)
30 13,98 (= 0,09)

Quando concentragdes de PLL inferiores a 15 pumol L' foram usadas
verificou-se uma diminuicao sucessiva nas correntes de pico durante os ciclos
de potencial e uma menor resposta elétrica foi observada. Tal comportamento
sugere que o complexo Cu(phen),(TCNQ), lixivia da superficie do eletrodo
devido a insuficiente concentracdo de PLL usada. Entretanto, o uso de
concentra¢des maiores que 15 pmol L™ resultou em menores respostas, devido
provavelmente a barreira gerada pelo filme polimérico a molécula eletroativa
em solu¢do. Entdo, o sensor preparado usando solugdes de PLL e
Cu(phen),(TCNQ), nas concentracdes 15 pmol L' e 0,15 mol L,

respectivamente, foram usadas para um melhor desempenho do sensor.
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1V.2.2.2. Influéncia do pH, solucio tampio e concentracio da

solucao tampao sobre a densidade de corrente do catecol

Para o estudo do pH utilizou-se uma soluco de 5 pmol L' de catecol
em uma solucdo tampdo Macllvaine 0,1 mol L™". A Figura IV.13 mostra a
influéncia do pH sobre a densidade de corrente de pico do catecol e do seu
potencial de pico de oxidagao, respectivamente. Os valores de pH utilizados

foram de 3,0 2 9,0.

18,0

1A

14,0 1 ° ~——o

j/uA cm?

\

1204

10,0 1

Figura 1V.13: Influéncia do pH sobre a resposta do sensor. Medidas

conduzidas em 0,1 mol L de solu¢do tampdo Macllvaine; v= 0,05V s™.

De acordo com a Figura IV.13 observa-se que quanto menos acido o
meio, maior vai ser a resposta do eletrodo até que o pH 7 seja alcangado. Por
outro lado, para valores de pH maiores que 7 observa-se que a densidade de
corrente de pico € reduzida. O pK, da PLL ¢ em torno de 10 quando a mesma
encontra-se livre em solu¢do e a sua forma randomica (forma predominante)

pode sofrer uma mudanca na estrutura conformacional a qual pode ser sentida
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ou observada a partir do pH 8,5. No entanto, quando o polimero encontra-se
imobilizado essa mudanca na sua estrutura pode ser observada a partir do pH
7, ou seja, o polimero passa da conformacao randdmica para as conformagoes
o e B [117] dificultando assim a chegada do analito a superficie do eletrodo.
Baseado nestas consideragdes escolheu-se o pH 7,0 para os demais estudos.
Figura IV.14 mostra a relagdo entre o potencial de pico anodico do
catecol e o pH. Nesta figura verifica-se uma relacao linear entre o potencial de
pico do catecol e o pH (de 3 a 9). O coeficiente angular do grafico foi 0,06
V/pH, sendo muito préximo ao valor obtido para um sistema nersntiano
[0,0592 (ny/n.)] V/pH, onde n,=n. (n,= nimero de prétons; n. numero de
elétrons). [104] o que sugere que o numero de protons ¢ igual ao niimero de
elétrons para o processo de oxidacdo do catecol sobre o eletrodo modificado

com Cu(phen),(TCNQ),/PLL.

0,56 1

0,48 1 coef. ang. = 0,060 V/pH

2 0,40 1
LLID.
0,32 1
0,24 1
0,16 1
T T T T T T T
3 4 5 6 7 8 9
pH

Figura 1V.14: Influéncia do pH sobre a resposta do sensor. Medidas

conduzidas em solucdo tampédo Macllvaine; 0,1 mol L, v= 0,05V s”'.
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Para a realizacdo do estudo da solugcdo tampao foram testados as
solucdes tampoes Macllvaine, fosfato, Tris and Hepes numa concentragdo de

0,1 mol L™, pH 7,0, conforme mostrado na Tabela 1V.16.

Tabela VI.16: Influéncia da solugdo tampdo 0,1 mol L, (pH 7) sobre a

densidade de corrente obtida para 5 umol L de catecol. v= 0,05 V 5™,

Solugdo tampdo Jp/HA cm™
Macllvaine 16,00 (= 0,10)
Fosfato 17,80 (x 0,06)
Pipes 11,23 (= 0,08)
Hepes 9,92 (+0,08)

Os resultados inidicam que a solucao tampao fosfato apresenta melhor
densidade de corrente de pico, enquanto que os demais tampdes apresentaram
menores respostas. Conforme pode ser observado, os tampdes Pipes ¢ Hepes
foram as solugdes que apresentaram menores resultados o que pode estar
associado a maior estrutura dos anions que fazem parte das estruturas destes
tampodes de forma que tenham dificultado a chegada do analito a superficie do
eletrodo sendo atraidos pelo grupo -NH;" da PLL, o que ndo foi observado
para as solucdo fosfato e Macllvaine. Sendo assim, como a solugdo tampao
fosfato apresentou uma resposta um pouco melhor que a solu¢do Macllvaine,
esta entdo foi escolhida para o estudo da concentracao da solugao tampao.

Finalmente, a Tabela VI.17 apresenta os resultados obtidos para as
medidas conduzidas em diferentes concentracdoes de solugdo tampao fosfato.

De acordo com esta tabela as melhores respostas foram obtidas entre 0,1 ¢ 0,2
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mol L' e, neste sentido, optou-se pelo uso da concentragdo 0,1 mol L' para

0s experimentos posteriores.

Tabela VI.17: Influéncia da concentragdo da solug¢do tampdo fosfato 0,1 mol

L pH 7,0, sobre a densidade de corrente de pico obtida VC com o sensor

para 5 umol L de catecol. v= 0,05 V's™.

[Solugio tampéo] / mol L™ jp/ HA cm”

0,025 15,76 (£ 0,10)
0,05 16,34 (+ 0,09)
0,10 17,82 (£ 0,10)
0,15 17,80 (£ 0,07)
0,20 17,83 (+0,09)

1V.2.2.3 Estudos sobre o mecanismo de reduciao de catecol sobre

0 eletrodo modificado com Cu(phen),(TCNQ),/PLL

Informagdes adicionais sobre a oxidacdo de catecol sobre o eletrodo
modificado com Cu(phen),(TCNQ),/PLL também foram obtidas nas
condi¢cdes otimizadas pela andlise das densidades de correntes dos
voltamogramas.

Neste contexto, como foi verificado por Andrieux e Sevéant [105] que
num sistema catalitico a corrente catalitica ¢ dependente da velocidade de
varredura, inicialmente, um grafico da densidade de corrente de pico j, versus

. . /2 . ’
a raiz quadrada da velocidade de varredura v'* foi construida resultando numa
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reta (Figura IV.15a), sugerindo que o processo de oxidagdo de catecol sobre o
eletrodo modificado ¢ controlado pelo transporte de massa. Como pode ser
observado nesta figura a corrente de pico foi dependente da velocidade de
varredura, como esperado para um processo irreversivel. O segundo grafico
plotado foi o grafico da razdo entre a densidade de corrente de pico pela raiz
quadrada da velocidade de varredura (jp/v” %) versus a velocidade de varredura
(Figura IV.15b) e verificou-se que o sistema exibe um comportamento
caracteristico de um processo EC. (eletroquimico-quimico catalitico)
sugerindo a existéncia de uma reacdo quimica acoplada [107] no mecanismo
de oxidacao do catecol.

Como a densidade de corrente de pico do catecol ¢ dependente da
velocidade de varredura, como esperado para um sistema irreversivel, entdo, o
numero de elétrons, n, envolvido na reacao global também pode ser obtido a
partir do coeficiente angular do grafico de j, vs v'"? de acordo com a equagio

utilizada para um sistema totalmente irreversivel controlado por difusdo [106]:

ip=(2,99 x 10°) (1-an,) "nACo*D,"*v'*  (8)

O coeficiente angular deste grafico (55,42 pA cm™>/(V s'l)l/2

) fo1 usado
para determinar o numero total de elétrons (n) envolvidos na reagdao de
oxidagdo de catecol sobre o eletrodo modificado. O coeficiente de difusdo

usado foi de 7,0 x 10° cm® s [118].
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Y=6,03 + 55,42 * X
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120

(b)

105 -

i /v (A em?)/(V sT)
8

p

75

0,00 0,03 0,06 0,09
Vs’
Figura 1V.15: (a) Grdfico da densidade de corrente de pico versus raiz

quadrada da velocidade de varredura para o catecol em solugcdo tampdo

fosfato 0,1 mol L', pH 7,0. (b) Grdfico de jp/vw vs Vs,
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O método usado para obter o valor de 1-an, para a oxidac¢do de catecol
foi baseado na forma do voltamograma e potencial de pico como uma fungao

da velocidade de varredura de acordo com a equagao [106]:
l-an, =47,7mV /(E, — E,») (9)

onde £, ¢ potencial de pico (anoddico) e E,; ¢ potencial da metade da corrente
de meio pico. Usando o valor de am, obtido com esta equacdo (0,60) e o
coeficiente angular do grafico da Figura IV.15a na equagdo (2) foi possivel
calcular um valor para n igual a 1,97, sugerindo que o mecanismo de
transferéncia eletronica para a oxidacdo de catecol sobre o eletrodo
modificado com Cu(phen),(TCNQ),/PLL envolve 2 elétrons de acordo com a

seguinte reagdo global:

C¢H4(OH), — C¢H,0,+ 2H  +2¢ (10)

catecol quinona

Na etapa seguinte, experimentos utilizando um eletrodo com disco
rotativo foram conduzidos com o objetivo de fornecer mais informagdes sobre
os processos de oxidagcdo do catecol sobre o eletrodo modificado. Este
eletrodo funciona num regime de convecgdo forgada, cuja vantagem ¢é o
aumento do transporte das espécies eletroativas para o eletrodo, conduzindo a
maiores correntes. O eletrodo modificado em sistema rotativo foi utilizado
para investigar a cinética da reacdo de catecol sobre o eletrodo.

Neste sentido, apds a obtengao das curvas de polarizacao realizadas em
diferentes velocidades de rotacao (50, 100, 150, 200, 250, 300, 350, 400, 450
e 500 rpm), diferentes concentragdes de catecol (100, 200, 300, 400, 500 ¢ 600

umol L), em solugdo de tampdo fosfato (pH 7,0) e uma velocidade de
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varredura de 0,005 V s™', foi possivel a obtencdo do grafico de Levich (Figura
IV.16a) e Koutecky-Levich (Figura IV.16b).

De acordo com a Figura IV.16a, as densidades de correntes limites
obtidas sobre o eletrodo modificado com Cu(phen),(TCNQ),/PLL aumentam
com a velocidade de rotagdo e o desvio da linearidade deste grafico indica que
além da densidade de corrente difusional existe a predominancia da corrente
cinética, ou seja, a transferéncia eletronica (reagdo quimica) também limita os
processos de reducao do catecol. Neste caso, as densidades de corrente-limite
Jum resultantes, obtidas para as reagcdes mediadas, sdo o somatorio entre as
densidades de correntes Levich (jL.y) € as densidades de correntes cinéticas

(Jx), conforme a equacao (5) [106].

1 1 1
= +
jimn  nFCokI'  0,62nFD??y!¢ Cw (5)

Com base na equagio Q/nFA um valor para 7=1,19 x 10” (+ 0,09) mol
cm” foi obtido pela equacio a partir da carga do voltamograma do eletrodo
modificado na auséncia do modificador.

De acordo com a equacdo de Kouteky-Levich o grafico de j” vs @
fornece uma reta para todas as concentragdes utilizadas (Figura VI.16b) e
pelos interceptos e coeficientes angulares deste grafico foi possivel determinar
os valores de k e D,, respectivamente. Assim, os valores de k e D, para as
diferentes concentracdes de catecol foram 1,3 x 10° (£ 0,1) mol” cm™ s e 7,6
x 10° (£ 0,2) cm® s, respectivamente. E importante ressaltar que o valor para
o coeficiente de difusdo encontrado para o catecol foi muito proximo ao valor

usado na literatura (7,0 x 10 cm? s™) [118].
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Figura VI1.16: (a) Grdfico de Levich e (b) Koutecky-Levich para a oxidag¢do
de CA sobre o eletrodo modificado com Cu(phen),(TCNQ),/PLL.

Experimentos conduzidos em soluc¢do tampdo fosfato 0,1 mol L™ (pH 7,0).
v=0,005 Vs™.
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As médias dos valores das constantes da velocidade da reacdo também
foram superiores aos valores encontrados na literatura para catecolamina
utilizando eletrodos modificados [119,120], uma vez que ndo foi encontrado
nenhum trabalho na literatura onde os autores tenham calculado o valor de k
para o catecol. Adicionalmente, a média dos coeficientes de difusdo da espécie
em solucdo determinado pelo coeficiente angular do grafico de Koutecky-

Levich esta de acordo com o valor encontrado na literatura.

1V.2.2.4. Otimizacido dos parametros operacionais para a
determinacao de catecol empregando a amperometria,
Voltametria de Pulso Diferencial (VPD) e Voltametria de Onda
Quadrada (VOQ)

1V.2.2.4.1 Amperometria

Para as medidas amperométricas estudou-se a dependéncia do potencial
sobre a resposta do sensor de 0,10 a 0,80 V utilizando-se até 0,7 umol L' de
catecol em solugao tampao fosfato, 0,1 mol L pH 7,0.

Conforme mostrado na Tabela VI.18, pode ser observado que o sensor
apresenta um maior variagao de corrente elétrica em 0,3 V e mantém-se
constante at¢ 0,80 V. Este comportamento pode estar associado com o
controle da corrente elétrica pelo transporte de massa por meio de difusao das

espécies. Deste modo 0,30 V foi escolhido como potencial 6timo de trabalho.
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Tabela VI.18: Influéncia do potencial aplicado sobre a resposta do sensor
para até 0,7 umol L™ de catecol, obtida em solugdo tampdo fosfato, 0,1 mol L
! pH 7,0.

Eaplicado / V vs SCE 0,10 0,20 0,30 0,40 0,60 0,70 0,80

Aj / pA em™ 0,52 0,89 222 224 225 223 225

Apo6s a otimizagdo do potencial aplicado para a construcdo da curva
analitica realizou-se adi¢Oes sucessivas do analito na solugdo eletrolitica
partindo-se da concentracdo 0,2 umol L™ e posteriormente adicionando-se
adicoes seqiienciais de 0,1 pmol L' de catecol (Figura VI.17a).

Apartir dos deltas de densidades de corrente obtidos para cada adi¢do e,
considerando apenas o eletrodo modificado na auséncia de analito (branco),
foi possivel obter uma relacdo linear entre as densidades de corrente e a
concentracdo de catecol adicionada na célula eletroquimica conforme

observado na Figura VI.17b.
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Figura VI1.17: (a) Amperograma para catecol nas concentragoes: (1) 0,2, (2)
0,3, (3) 04, (4) 0,5 (5 06 e (6) 0,7 umol L e (b) curva analitica.

Experimentos conduzidos em solugdo tampdo fosfato 0,1 mol L™ (pH 7,0).
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IV.2.2.4.2 Voltametria de Pulso Diferencial (VPD)

Os experimentos de voltametria de pulso diferencial foram conduzidos
em solugdo tampao fosfato, pH 7,0, contendo 0,7 pmol L' de catecol, ou seja,
nas condi¢des experimentais.

Nesta técnica variou-se a velocidade de varredura e amplitude de pulso

(Tabela IV.19a e IV.19b) como descrito para o p-nitrofenol.

Tabela VI1.19a: Influéncia da velocidade de varredura sobre a densidade de
corrente de pico para 0,7 umol L de catecol sobre o eletrodo modificado
com Cu(phen)>(TCNQ)>/PLL em 0,1 mol L™ de tampdo fosfato, pH 7,0, com
amplitude de 0,050 V.

Velocidade/V s 0,005 0,020 0,030 0,040 0,050
Jp/LA cm” 0,80 1,51 2,03 3,52 3,53

Tabela VI.19b: Influéncia da amplitude de pulso sobre a densidade de
corrente de pico para 0,7 umol L de catecol. Experimento realizado nas

mesmas condi¢oes da Tabela VI.19a.

Amplitude/V 0,030 0,040 0,05 0,06 0,08
jp/MAcm”® 322 3,75 4,23 3,69 3,60




101

De acordo com a Tabela VI.19a, a densidade de corrente de pico do
catecol alcangou um maximo em 0,04 V s mantendo-se constante até 0,05 V
s”'. Adicionalmente, observou-se que apds a velocidade de 0,04 V s os
voltamogramas foram acompanhados por distor¢do e alargamento dos picos,
por isso a velocidade de 0,04 V s™ foi escolhida para os demais estudos. Em
seguida variou-se a amplitude de potencial de 0,03 a 0,08 V (Tabela VI.19b).
Neste estudo verificou-se que a maior densidade de corrente para o catecol foi
obtida a partir de 0,05 V, por outro lado, amplitudes maiores 0,05 V também
apresentaram alteragdes nos perfis voltamétricos. Por este motivo uma
velocidade de 0,04 V s e uma amplitude de 0,05 V foram utilizadas para a
constru¢do da curva analitica. Sendo assim, sob essas condi¢des operacionais
construiu-se a curva analitica através de sucessivas adi¢des de catecol na

solugdo eletrolitica conforme apresentado na Figura VI.18.
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Figura VI1.18: (@) Voltamogramas de pulso diferencial para o catecol nas

concentragdes: (1) 0,2, (2) 0,3, (3) 0,4, (4) 0,5, (5) 0,6 e (6) 0,7 umol L e (b)

curva analitica.
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1V.2.2.4.3 Voltametria de Onda Quadrada (VOQ)

Sob as condigdes experimentais otimizadas (tampao fosfato, pH 7,0)
foram variadas a freqiiéncia e a amplitude utilizando um incremento de
potencial (AE;) de 0,004 V.

As Tabela VI.20a e VL.20b mostram as densidades de correntes para

diferentes valores de freqiiéncia e amplitude respectivamente.

Tabela V1.20a: Efeito da frequéncia sobre a densidade de corrente de pico
para 0,7 umol L' de catecol sobre o eletrodo modificado com
Cu(phen)>(TCNQ)/PLL em 0,1 mol L de tampdo fosfato, pH 7,0, com
a=0,05"V.

Freqiiéncia/sT 20 30 40 60 80 100 120
G /uAcem® 12,03 1425 1642 1803 18,02 18,05 1540

Tabela VI.20b: Efeito da amplitude sobre a densidade de corrente de pico
para 0,7 umol L de catecol com f=60 s'. Experimento conduzido nas

mesmas condi¢oes da Tabela VI.20a.

Amplitude/V. 0,01 0,02 0,03 004 0,05
J/uAcm> 154 1639 17,00 18,05 18,04
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De acordo com a Talela VI.20a verifica-se que entre as freqliéncias 60
e 100 s’ as densidades de correntes de pico do catecol alcaram valores
méaximos e constantes, no entanto, em 120 s’ houve uma diminui¢ao
significativa na resposta do sensor € os voltamogramas foram acompanhados
por alargamento e distor¢ao dos picos. Sendo assim optou-se em manter uma
freqiiéncia de 60 s™.

Na Tabela VI.20b observa-se que a densidade de corrente de pico
alcangou um maximo e se manteve constante a partir de 0,04 V. Em
amplitudes maiores que 0,04 V os voltamogramas também foram
acompanhados por distorcao e alargamentos dos picos, portanto a mesma foi

utilizada para a construcao da curva analitica apresentada a seguir:
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Figura VI1.19: (a) Voltamogramas de onda quadrada para o catecol nas
concentragées: (1) 0,2, (2) 0,3, (3) 0,4, (4) 0,5, (5) 0,6 e (6) 0,7 umol L e (b)

curva analitica.
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As sensibilidades obtidas através das curvas analiticas para o catecol

sao apresentadas na Tabela VI.21.

Tabela VI1.21: Sensibilidades obtidas através da curva analitica para o

catecol empregando o eletrodo modificado com Cu(phen),(TCNQ),/PLL.

Técnica Sensibilidade/uA cm™ L pmol™
Amperometria 8,90
VPD 15,69
VOQ 25,60

A melhor sensibilidade também foi obtida empregando-se a voltametria
de onda quadrada devido o uso de alta velocidade de varredura (0,24 V s™)
aumentando assim a sensibilidade da técnica. Sendo assim, partiu-se para a

caracterizacdo analitica do sensor para sua posterior aplicacao.

IV.2.5. Caracterizacio analitica do sensor para catecol

Para a constru¢ao de uma nova curva analitica para o catecol, sob as
condigdes experimentais e operacionais otimizadas, voltamogramas de onda
quadrada foram obtidos apds a adicao de diferentes concentragdes do analito a
célula eletroquimica contendo o eletrélito (Figura VI.12a). O grafico da
densidade de corrente versus concentragao do analito também ¢ apresentado

(Figura VI.12b):
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Figura VI1.20: (@) VOQ para a eletro-oxidagcdo de catecol obtidos nas
condi¢oes otimizadas para as concentragoes de: (1) 0,005; (2) 0,025, (3)
0,216; (4) 0,820; (5) 1,620; (6) 2,800; (7) 4,020 e (8) 5,000 pmol L' . (b)
Grdfico da curva analitica. f=60 s e A=0,04 V.
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Nessas condi¢des foi possivel obter um sensor com uma ampla faixa
linear de resposta de 0,005 a 5 umol L™ (5 a 5000 nmol L™) (para n = 8) com

coeficiente de 0,999, que pode ser expressa de acordo com a equacao a seguir:
Jp/ pA cm= 1,0 (£ 0,6) + 16,1 (+ 0,2) [catecol] / (wmol L) (10)

Os limites de deteccao (LOD) e quantificagao (LOQ) também foram
determinados conforme as recomendacdes da [UPAC [114]. O desvio padrao
para dez medidas do branco foi de 8,05 10 pA cm™, sendo obtido os valores
de 1,5 e 5,0 nmol L, para o LOD e LOQ, respectivamente. Com estes
resultados, verificou-se que o sensor desenvolvido também apresentou uma
ampla faixa de resposta linear, alta sensibilidade e um baixo limite de
deteccdo, os quais nao sao comumente obtidos para a determinacao de catecol
empregando, por exemplo, eletrodos modificados com a enzima tirosinase
imobilizada em poli(anilina-co-aminofenol) [121], poli(tionina) [122],
poli(pirrol)  [123], monocamada  auto-organizada do 4acido  3-
mercaptopropidnico [80], poli(dicarbazol) [124], mistura de tirosinase-DNA
[125], lacase [126], poli(pirrol/B-ciclodextrina) [127], tetra-(N-metil-4-piridil)
porfirina de ferro imobilizada em membrana de nafion [119] e a ftalocianina
de cobre imobilizada em pasta de carbono [128]. A alta sensibilidade também
foi atribuida a eficiente transferéncia eletronica entre o complexo

Cu(phen),(TCNQ), e o catecol.
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IV.2.6. Estabilidade e tempo de vida util para o eletrodo
modificado com Cu(phen),(TCNQ),/PLL

A estabilidade do sensor desenvolvido foi checada na presenga de 50
nmol L' de catecol realizando-se sucessivos voltamogramas. Apds 200
medidas voltamétricas (Figura VI.21) nenhuma mudanca foi observada no
comportamento voltamétrico do eletrodo modificado. Quando o eletrodo foi
estocado em temperatura ambiente nenhuma mudanga significativa na

resposta do sensor foi observada por mais de sessenta dias (Figura V1.22).
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Figura VI1.21: Estabilidade operacional do eletrodo modificado com
Cu(phen),(TCNQ)o/PLL. Resposta obtida em 50 nmol L' de catecol em
solugdo tampdo fosfato 0,1 mol L' (pH 7,0).
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Figura VL.22: Tempo de vida utii do eletrodo modificado
Cu(phen),(TCNQ),/PLL. Resposta obtida em 50 nmol L de catecol em
solugdo tampdo fosfato 0,1 mol L' (pH 7,0).

IV.2.7. Repetibilidade das medidas e do preparo do sensor a
base de Cu(phen),(TCNQ),/PLL

O eletrodo modificado apresentou uma boa repetibilidade para a
determinagdo de catecol. O desvio padrao relativo da corrente de pico para 10
determinacdes de 50 nmol L' de catecol foi de 1,1% (Tabela VI.22a).
Adicionalmente, uma sériec de 10 sensores foram preparados em dias
diferentes e testados em solucdo tampao fosfato (pH 7,0) contendo 10 pumol
L' de catecol dando respostas com um desvio padrio relativo de 2,4%
(Tabela V1.22b). Esses experimentos indicaram que os eletrodos modificados

com o filme de Cu(phen),(TCNQ),/PLL apresentaram boa estabilidade,
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repetibilidade para as medidas e repetibilidade no preparo do sensor,
provavelmente devido a forte adsor¢cao de Cu(phen),(TCNQ), e PLL sobre a

superficie do eletrodo em um caminho reprodutivo.

Tabela VI1.22: Estudo da repetibilidade do eletrodo modificado com
Cu(phen)>,(TCNQ)»/PLL para 50 nmol L' de catecol. Eletrélito: solug¢io
tampao fosfato 0,1 mol L™ (pH 7,0). Fregiiéncia= 60 s™'; Amplitude= 0,04V,
AE=0,002 V.

a) Medidas obtidas com o mesmo b) Medidas obtidas com o mesmo

sensor num mesmo dia sensor preparado em dias diferentes
Medidas jp/LA cm™ Medidas jp/HA cm™
1 5,15 1 5,17
2 5,13 2 5,10
3 5,12 3 5,15
4 5,15 4 5,16
5 5,14 5 5,12
6 5,13 6 5,15
7 5,15 7 5,14
8 5,14 8 5,11
9 5,15 9 5,15
10 5,15 10 5,17

Médiae DPR 5,1 (x1,1 %) Média e DPR 5,1 (£2,4%)
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IV.2.8. Estudo de interferentes para o catecol

O estudo de interferéncia também foi realizado para o catecol com o
objetivo de verificar quais as espécies que interferem na determinacao de
catecol mediante o emprego do eletrodo modificado com Cu(phen),(TCNQ),.

Para isto solugdes de espécies interferentes comumente encontradas em
plantas foram preparadas no mesmo dia, nas mesmas condi¢Oes realizadas
para a determinacdo de catecol (solugdo tampdo fosfato 0,1 mol L', pH 7,0).
Para as medidas de interferéncia analitica, o sinal para uma concentragao de
50 nmol L de catecol foi registrado, e este sinal foi comparado com o sinal
obtido para uma mistura de catecol: interferente numa propor¢ao 1:1 (Tabela
V1.23). Os valores apresentados na Tabela VI.23 mostraram que nenhum dos

compostos testados interferem na determinagdo de catecol.
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Tabela V1.23: Valores de recuperagdo obtidos com o sensor desenvolvido,
para solugoes de catecol contendo possiveis interferentes na concentragdo de

50 nmol L, em solucdo tampdo fosfato 0,1 mol L, pH 7,0.

Espécies [CA] adicionado  [CA] encontrado  Recuperagao
interferentes (nmol L) (nmol L) %

Fenol 50 50,1 £0,3 100,2 £1,0
Hidroquinona 50 51,5+0,2 103,0 £1,0
o-aminofenol 50 50,2 £0,1 100,4 £0,6
Resorcinol 50 50,3 £0,1 100,6 £1,2
o-clorofenol 50 50,1 +0,1 100,2 +0,7
Cafeina 50 51,3 £0,3 102,6 1,1
Acido clorogénico 50 50,5 +0,2 101,0 £1,0

Dos compostos citados na Tabela VI.23, a hidroquinona foi a Unica
espécie que na presenga do eletrodo modificado apresentou um aumento na
corrente de pico anodica, porém a mesma apresentou um potencial de
oxidacdo menos positivo que o potencial de oxidagdo do catecol ndo

interferindo na determinacao deste.

I1V.2.9. Consideracoes finais e figuras de mérito do sensor

desenvolvido a base de Cu(phen),(TCNQ),/PLL

A faixa linear de resposta linear, a sensibilidade, os limites de detec¢ao
e quantificacdo do eletrodo modificado com Cu(phen),(TCNQ),/PLL para a
determinacdo de catecol também merecem grande destaque pois sdo

superiores aos demais sensores e/ou biossensores descritos na literatura [80,
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119, 121-128]. O emprego do polimero para imobilizacio do complexo
também forneceu uma boa estabilidade para o sensor, podendo ser reutilizado
sem perda de resposta por pelo menos 200 determinagdes ou por mais de 60
dias mantendo-o em temperatura ambiente. Assim como para o nitrofenol, a
maioria dos sensores/biossensores desenvolvidos para o catecol ndo
apresentaram boa estabilidade.

O sensor & base de Cu(phen),(TCNQ),/PLL também proporcionou
repetibilidade nas medidas e no preparo do sensor com desvios padrao
inferiores a 5%, o que favorece sua aplicagdo em amostras reais.

Para melhor visualizacdo dos parametros analiticos obtidos também foi
construida uma tabela (Tabela 1V.24) para apresentacao resumida das figuras

de mérito do sensor desenvolvido.

Tabela 1V.24: Figuras de mérito para o sensor a base de

Cu(phen),(TCNQ),/PLL.

Parametros Resultados
Faixa linear 5 nmol — 5 pmol L™
Sensibilidade 16,10 pA cm™L pmol™
Limite de deteccao 0,5 nmol L™
Limite de quantificagcao 5,0 nmol L™
Estabilidade mais de 200 medidas ou mais 2 meses
Repetibilidade das medidas 1,1%
Repetibilidade no preparo dos 2,4%

SENSOres
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1V.2.10. Aplicacdo do sensor a base de Cu(phen),(TCNQ),/PLL
para analises de catecol em guarana em po e testes de adicio e

recuperacao

Paulinia Cupana (o guarand) ¢ uma espécie nativa e perene da Regido
Amazoénica. E conhecida por suas propriedades medicinais, mas é também
conhecido popularmente na forma de uma refrescante e agraddvel bebida no
Brasil [38]. Diversos produtos podem ser obtidos, industrialmente, a partir
desta planta, podendo-se citar: guarana descafeinado, cafeina, guarana soluvel,
extrato e xarope de guarand e guarand em po.

Embora o guarand seja ha longo tempo utilizado por suas propriedades
estimulantes, poucos sdo os dados disponiveis sobre sua composi¢ao quimica,
facilitando assim falsificagdes. Alguns produtos encontrados no mercado sao
fraudados com a adicdo de casca de arvore, madeira, etc. Adicionalmente, a
utilizacdo de técnicas analiticas acessiveis para sua identificagdao e avaliacao
de componentes do produto, também ¢ carente de opgdes [38]. O efeito
estimulante do guarana ¢ funcao da presenca dos alcaldides metilxantinicos,
entretanto, estudos relatam que a presenga de compostos fendlicos, como por
exemplo, o catecol, pode apresentar atividade antioxidante maior que outros
fendis presentes nestes extratos [39]. Neste sentido aplicou-se o sensor a base
de Cu(phen),(TCNQ),/PLL para a determina¢do de catecol em amostras de
guarand em po comercial usando o método da adi¢do de padrao. Em seguida
as mesmas amostras foram também analisadas pelo método
espectrofotométrico (método descrito na literatura) [38]. A quantidade de
catecol determinada nas amostras analisadas por ambos os métodos sao

apresentados na Tabela VI.25.
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Tabela V1.25: Determinagdo de catecol em amostras de guarana em po (n =

3).
Método Método
Amostras Proposto* Espectrofotométrico [38]*
[CA]/nmol L™
A 1250 (£16) 1240 (£ 30)
B 1630 (£ 20) 1600 (£ 25)
C 2000 (£ 17) 1980 (+22)

“Valores obtidos considerando o fator de diluicio para cada método.

De acordo com os valores apresentados na Tabela VI.25 observa-se
que o método espectrofotométrico apresenta aparentemente um menor valor
para a determinacdo de catecol nas amostras associado a necessidade de uma
maior etapa de preparo da amostra para a leitura espectrofotométrica.

Para verificar se existe uma boa correlacdo linear entre o método
proposto e o método comparativo, foi plotado um grafico relacionando as
concentracdes obtidas em cada método conforme descreve o método de
regressao linear [129]. No eixo x colocou-se os dados do método comparativo
(espectrofotométrico) enquanto o eixo y colocou-se os dados do meétodo
eletroquimico (método proposto) conforme apresentado na Figura VI.23. Esta
figura mostra que existe uma boa correlagao linear entre os dois métodos a

qual pode ser verificada através do valor de “r”” (0,999) obtido no gréfico.
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Figura 1V.23: Correlagdo entre as medidas obtidas com o método

espectrofotométrico e o método proposto.

Para verificar se existe diferenca significativa entre os dois métodos foi
realizado os teste estatistico 7 pareado e o teste F' [129], dos quais concluiu-se,
respectivamente, que nao existe diferenga significativa entre os métodos no
nivel de confianca de 95 % e que ndo ha diferenca significante entre as
variancia do método proposto e a variancia do método comparativo em um
nivel de probabilidade de 5%, indicando que os dois método sao precisos.

Adicionalmente, o teste de adigdo e recuperagao do analito foi realizado
tanto para o método proposto quanto para o método espectrofotométrico
empregando trés diferentes concentracdes de catecol (17, 170 e 1700 nmol

L") e os resultados sdo apresentados nas Tabelas VI.26a ¢ VI.26b.
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Tabela V1.26a: Valores de recuperacdo em porcentagem para trés amostras

diferentes obtidas pelo método proposto.

Amostras [CA] [CA] [CA] encontrada Recup.
adicionada esperada (nmol L) (%)
(nmol L™) (nmol L™)

17 1267 1268 (£12) 100,0 (+0,3)
A 170 1420 1419 (£10) 99,9 (+0,1)
1700 2950 1940 (+9) 99,4 (+0,5)
B 17 1647 1646 (£25) 99,8 (£0,2)
170 1800 1799 (+ 30) 99,9 (£0,5)
1700 3330 3300 (£ 1) 99,1 (+0,9)
17 2017 2020 (£ 22) 100,1 (+0,3)
C 170 2170 2161 (£ 14) 99,5 (+0,4)
1700 3700 3695 (£ 7) 99,9 (+0,1)
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Tabela 26b: Valores de recuperacdo em porcentagem para trés amostras

diferentes obtidas pelo método espectrofotométrico.

Amostra [CA]adicionada [CA]esperada [CA] encontrada Recup.

(nmol L™) (nmol L") (nmol L) (%)

17 1227 1188 (+26) 96,8 (£ 0,5)

A 170 1380 1270 (= 30) 92,0 (£0,4)
1700 2910 2860 (£ 12) 95,4 (+0,1)

. 17 1617 1520 (+ 20) 94.0 (+ 0,4)
170 1770 1650 (£ 12) 93,2 (+0,7)

1700 3300 2990 (+ 10) 90,6 (+0,2)

17 1997 1935 (£ 35) 92,6 (£0,1)

C 170 2150 2100 (£ 17) 96,9 (£ 0,1)
1700 3680 3500 (= 11) 95,1 (+£0,6)

De acordo com as Tabelas IV.26a e Tabelas IV.26b observa-se que a
percentagem de recuperacdo encontrada para o analito em estudo com o
método proposto (99,4-102,6 %) para todas as amostras foi melhor quando
comparada com os resultados obtidos com o método espectrofotométrico
(92,0-96,9 %). E importante ressaltar que mesmo usando trés diferentes
quantidades de catecol observou-se que a percentagem de recuperacdo no
método proposto foi muito superior ao método comparativos.
Consequentemente, esses resultados mostram uma melhor exatiddo para o

método proposto que para o método espectrofotométrico.
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CAPITULO V

CONCLUSOES
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V. Conclusoes Gerais

Este trabalho demonstra que a poli-l-lisina apresenta-se como uma
matriz eficaz para a imobilizagdo de compostos em eletrodos de carbono
vitreo. A modificag¢do da superficie do eletrodo foi efetuada de forma simples
e efetiva, proporcionando grande estabilidade aos sensores desenvolvidos &
base de LiTCNE e Cu(phen),(TCNQ),. Esta estabilidade foi devido a boa
interagdo eletrostatica entre os contra-ions dos complexos utilizados e os
grupos -NHj da poli-I-lisina;

Os estudos eletrocataliticos e cinéticos do p-nitrofenol e catecol
empregando os sensores desenvolvidos comprovaram a grande eficiéncia dos
mediadores LITCNE e Cu(phen),(TCNQ), na transferéncia de elétrons entre
os analitos ¢ o eletrodo. O eletrodo de carbono vitreo juntamente com os
complexos e a poli-l-lisina constituem-se excelentes ambientes para a
elaboragdo de sensores capazes de promover a deteccao de p-nitrofenol e
catecol mesmo empregando sistemas hidrodindmicos com eletrodo de disco
rotatdrio, usado nos estudos cinéticos. Estudos comprovaram que o polimero
utilizado ndo dificulta a interagdo entre os analitos estudados e os complexos
imobilizados, bem como ndo apresenta indicios de catdlise ou pré-
concentracdo dos analitos no eletrodo de carbono vitreo.

Os estudo cinéticos indicaram altos valores para a constante da
velocidade da reacdo dos analitos estudados quando estes foram comparados
com outros valores encontrados na literatura empregando outros
modificadores, o que esta diretamente associado a eficiente transferéncia de
elétrons e afinidade entre os complexos imobilizados e as espécies eletroativas

em solucao.



124

ApoOs a otimizagcdo dos parametros operacionais realizada para as trés
técnicas verificou-se que a melhor sensibilidade foi obtida empregando-se a
voltametria de onda quadrada tanto para o p-nitrofenol como para o catecol.
Esta diferenca foi verificada, principalmente, pelo uso de elevadas velocidades
de varredura (0,32 V s para o p-nitrofenol e 0,24 V s para o catecol) na
voltametria de onda quadrada aliada a contribuicdo da onda reversa, o que
possivelmente proporcionou um aumento consideravel na sensibilidade da
mesma.

A avaliagdo dos parametros analiticos dos sensores desenvolvidos
mostrou que estes sdo 6timos dispositivos para a determinacdo de p-nitrofenol
e catecol, com amplas faixas lineares de resposta, altas sensibilidades, baixos
limites de detec¢do e grande estabilidade, os quais foram melhores que os
resultados encontrados na literatura.

A aplicagdo dos sensores a base de LiTCNE/PLL e
Cu(phen),(TCNQ),/PLL em amostras de aguas naturais € guarand em po,
respectivamente, apresentaram boa recuperacao e baixos desvios padrao para
as amostras analisadas indicando que estes sensores sdo muito promissores

para a determinacao desses compostos fenolicos.

5
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VII. PERSPECTIVAS

Como perspectivas futuras propde-se o emprego de novos compostos a
base de TCNE e TCNQ, uma vez que 0s mesmos se apresentaram como
excelentes compostos para a eletrocatalise de espécies de interesse, seja na
area ambiental, farmacéutica ou bioldgica. Nesta ultima, dois compostos que
tém despertado grande interesse dos pesquisadores sdo a glutationa ¢ a
cisteina. No entanto, a oxidacao destes compostos em eletrodo nao modificado
¢ muito dificil devido a lenta reacdo de transferéncia de elétrons a qual
permite a oxidacdo destas espécies em altos potenciais (acima de 1 V). Uma
de nossas propostas seria tentar aplicar eletrodos modificados a base de

compostos TCNX para a determinagao desses compostos tiolados.



