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RESUMO

Neste trabalho foram desenvolvidos eletrodos modificados e procedimentos para a
sua utilizagdo na determinagdo de diversas espécies quimicas de interesse analitico, dentre
as quais sulfito, acido ascorbico, nitrito, dopamina, NADH e peroxido de hidrogénio.

Foram realizados estudos envolvendo eletrodos de carbono vitreo modificados com
filmes contendo uma tinica metaloporfirina tetrarrutenada (catidnica) e aplicagdes analiticas
destes sensores associando-os & analise por injegio em fluxo (FIA). Estes eletrodos
apresentaram efeitos cataliticos sobre a oxida¢do de varios analitos, intensificando o sinal
de corrente e deslocando seus picos de oxidag¢do para a regido de oxidagdo dos atomos de
Ru(Il) a Ru(lll), sitios ativos das porfirinas. Contudo, para a obtencdo de sensores
estaveis, foi necessdria a utilizagdo de uma elevada concentragdio do contra-ion
trifluorometanossulfonato em solu¢do, prevenindo a gradual solubilizagdo do filme
modificador.

Tal dificuldade foi contornada recobrindo-se os eletrodos com filmes laminares
contendo simultaneamente pares de porfirinas catidnicas e aniOnicas. Estes sensores
apresentaram ac¢do catalitica igual aos eletrodos recobertos por uma tnica porfirina, uma
vez que os sitios ativos continuaram sendo os dtomos de ruténio. Esta nova geracdo de
eletrodos modificados exibiu excelente desempenho tanto em analises de amostras
sintéticas, quanto de amostras reais (sulfitos em vinhos e acido ascorbico em sucos e
medicamentos). Os sensores modificados com metaloporfirinas apresentaram excelente
sensibilidade (limites de detec¢do entre 10 ¢ 10 mol L") e minimizaram os efeitos de
envenenamento da superficie, além de serem de facil preparo.

No presente trabalho também foram realizados estudos preliminares envolvendo
eletrodos de pasta de carbono dopados com o 6xido misto de NdNiOs. Estes destacaram-se,
principalmente, por antecipar a oxidagdo de perdxido de hidrogénio para 0,00 V em meio
alcalino. Analises utilizando o sistema BIA (Batch Injection Analysis) possibilitaram a

deteccio de H,O, em concentragdes da ordem de 10° mol L.
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ABSTRACT

In this work modified electrodes were developed and proceedings for their
utilization in the detection of a variety of species with analytical importance, such as sulfite,
ascorbic acid, nitrite, dopamine, NADH and hydrogen peroxide were investigated.

During the studies, modified electrodes with films containing one porphyrin were
developed and analytical applications with these sensors were done in association with flow
injection analysis (FIA). These electrodes presented interesting catalytic properties for the
oxidation of many species, increasing the current signal and changing the oxidation peaks
of the analytes to the Ru(Il)/(III) oxidation region. In these studies, it was necessary high
concentrations of trifluormethanesulfonate in solution to avoid the gradual solubilization of
the film from the electrode surface .

This difficulty was surpassed by developing of modified electrodes with laminar
films containing simultaneously two porphyrins, one cationic and other anionic. This new
geration of modified electrodes exhibited excellent performance for analysis of the
synthetic samples as much as real samples (sulfites in wines and ascorbic acid in juices and
medicaments). The metalloporphyrins modified electrodes presented very high sensitivity
(detection limit between 10 and 10 mol L"), were able to minimize the poisoning effects
of the sensor and are very easy to prepare.

In this work were also performed some preliminary studies involving carbon paste
electrodes doped with NdNiOs; oxide, which stand out specially due to anticipate the
oxidation of hydrogen peroxide to 0.00 V in alkaline media. Analysis using batch injection

analysis (BIA) makes possible the detection of H,0; in the 10 mol L™ level.
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Modificado com 10 % de NdNiO; em NaOH 0,1 mol L™ (pH 13) e em Presenga de
Hidrazina 8,33 x 103 mol LY. e

Fig. 61 — Voltamogramas Ciclicos de Eletrodos de Pasta de Carbono Ndo Modificado e
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Ha02 2,5 x 1072 MOl L e,
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Objetivos- |

1 - Objetivos

Esta tese tem por objetivo relatar e discutir o desenvolvimento de eletrodos
modificados e de metodologias analiticas associadas aos mesmos.

Pretende-se demonstrar a aplicabilidade de eletrodos de carbono vitreo modificados
com metaloporfirinas na analise por injecdo em fluxo (FIA) de amostras sintéticas e reais,
bem como evidenciar a potencialidade de eletrodos de pasta de carbono dopados com o
6xido misto de NdNiOs na elaboragdo de sensores utilizados em analises por inje¢do em
banho (BIA).

Com o desenvolvimento destes eletrodos modificados deseja-se obter sensores que
apresentem elevada estabilidade, principalmente no que se refere as determinagdes em
sistemas em fluxo e, adicionalmente, que possuam a propriedade de previnir o
envenenamento da sua superficie durante as analises. Com as modificagGes espera-se
propiciar a catalise, facilitando-se o processo de oxidagdo de espécies de interesse biologico
ou ambiental tais como o sulfito, o nitrito, 0 NADH, o acido ascorbico, o peréxido de
hidrogénio e a hidrazina, entre outras.

Deseja-se, ainda, avaliar as caracteristicas dos eletrodos modificados utilizando
voltametria ciclica e realizar as determinagdes em amostras sintéticas € reais com auxilio

de sistemas de analise FIA ou BIA.
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2 — Introducio

Dentre os multiplos métodos de analises, os eletroanaliticos destacam-se pela ampla
faixa de concentragdo que permitem analisar e pela elevada sensibilidade proporcionada.
As principais limitagdes sdo a baixa seletividade e as interferéncias de espécies que tém
afinidade pela superficie do eletrodo (promovendo o bloqueio do sinal analitico ou o
aparecimento de sinais indesejados).

Historicamente, as primeiras aplica¢des eletroanaliticas foram feitas com eletrodos
gotejantes de mercario que, por terem sua superficie renovada rapidamente, eram
considerados ideais. Entretanto, suas caracteristicas permitiam que praticamente sO se
trabalhasse na regido catddica, onde o processo de oxidagdo da maioria das espécies
organicas n3o ocorre. Ja na década de 50, pesquisadores passaram a explorar a utilizagio de
eletrodos solidos, dentre os quais os de grafite, ouro, platina e, a seguir, os de carbono
vitreo. Tais eletrodos possibilitaram que se trabalhasse em uma faixa anédica mais ampla.

Paralelamente, a instrumentacdo e o desenvolvimento de novos métodos
eletroanaliticos ampliaram os limites de detecgdo de forma significativa. J& os sensores
passaram a ser modificados, o que proporcionou a catalise de reagdes eletroquimicas, bem
como a obtenc¢do de seletividade.

Para a modificagdo de eletrodos as possibilidades sdo praticamente infinitas.
Atualmente fazem parte deste “arsenal” de tecnologias, a utilizagdo de filmes poliméricos,
metais eletrodepositados, 6xidos, porfirinas, espécies organicas adsorvidas, DNA, enzimas,
anticorpos e uma variedade de outras especies.

O desenvolvimento no campo de eletrodos modificados tem sido bastante
expressivo € nos proximos anos devera ter continuidade. Ao longo desta tese desenvolveu-
se uma série de estudos utilizando porfirinas supramoleculares tetrarrutenadas, cujas
caracteristicas de catalise em reagdes de oxidagdo de espécies redutoras sdo altamente
promissoras. Foram realizados, ainda, estudos preliminares envolvendo eletrodos de pasta
de carbono dopados com o 6xido misto de NdNiOs, que apresentaram efeito catalitico
favoravel para a oxidagdo de espécies pequenas como a hidrazina e, mais acentuadamente,

o peréxido de hidrogénio.
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2.1 — Eletrodos Modificados

A alteragdo intencional das caracteristicas da superficie de um eletrodo, pela
imobilizagio de um agente adequado, faz com que este sensor ofereca maiores recursos
para analises eletroanaliticas. A habilidade de manipular as propriedades dos eletrodos pode
levar a uma variedade de efeitos atrativos dentre os quais a eletrocatalise, a preven¢do de
envenenamento da superficie, a seletividade e a pré-concentragio [1-3].

Numerosos compostos, como o sulfito [4], possuem cinética de reag@o lenta sobre a
superficie dos eletrodos comumente utilizados (platina e carbono) fazendo com que a
oxidag¢do ou reduc@o ocorra em potencial muito elevado e, muitas vezes, promovendo um
sinal de corrente pouco intenso. Existem também espécies ou produtos de reagdo que
adsorvem fortemente sobre a superficie de alguns eletrodos solidos, levando a passivagio
da superficie, como relatado para o NADH [5-8] e o fenol [9], entre outros.

A imobilizagdo de mediadores cataliticos sobre a superficie do eletrodo (como
ilustrado na Figura 1) pode facilitar a transferéncia de elétrons favorecendo o processo
redox, fazendo com que o potencial de oxidacdo ou reducdo seja deslocado para valores
menos extremos e promovendo um aumento no sinal amperométrico [10]. Um acréscimo
na corrente também pode ocorrer em funcdo da regeneragdo de uma espécie envolvida no

processo [11], ou mesmo, por um aumento da area superficial apds a modificagédo [12].

R.u+2: Ru3+e

Analito_,+ Ru"® —> Analito, + Ru”

ELETRODO FILME SOLUC AO
/% VA T
.carbono’] V\ !
“vitreo~ ] L }

=

Fig. 1 - Representacdo de uma oxidagdo mediada por atomos de Ru”". Ao aplicar-se potencial
suficiente sobre o eletrodo de trabalho provoca-se oxidagio da populagio de Ru®” adjacente 4
superficie do eletrodo, desencadeando a condugdo eletrdnica ao longo do filme e promovendo a

oxidagdo do analito.
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Eletrodos modificados associando a imobilizagdo de camadas contendo enzimas,
anticorpos e filmes com mediadores redox também tém recebido crescente atengdo, por
combinarem a especificidade dos componentes biologicos com as vantagens da catalise
[13-17]. Adicionalmente, pela alteragio adequada do senso, pode-se obter a minimizagdo
ou eliminac¢do do envenenamento da superficie do eletrodo.

Outro caminho que busca-se ao modificar eletrodos ¢ o aumento de seletividade,
principalmente quando refere-se a analise de amostras reais que, em geral, sdo matrizes
bastante complexas. Existem filmes poliméricos que conferem ao eletrodo propriedades
discriminativas baseadas, por exemplo, no tamanho- (acetato de celulose) [18] ou carga
(Nafion®) [19] do analito.

O Nafion®, cuja estrutura esta ilustrada na F igura 2, consiste de cadeias compostas
por carbono-fluor juntamente com sitios anidnicos contendo grupos sulfonicos que tém

tendéncia a repelir espécies anidnicas e oferece grande afinidade por cations.
~(CE,CE,), (CF CE,) -~

-+
O—(C3l§'6)-O-CI*‘2CF2-SO3 H
Fig. 2 — Estrutura do Nafion®

Ja o acetato de celulose forma um filme cuja porosidade permite a passagem de
espécies com baixa massa molecular, atuando como barreira para as demais. Estudos
mostram que os poros do filme de acetato de celulose podem ser dilatados através de
hidrélise em meio alcalino [20], sendo que graus variados de permeabilidades s@o obtidos
pelo uso de diferentes tempos de hidrolise.

Os eletrodos também podem ser modificados pela associacdo de filmes com
diferentes propriedades [21], como apresentado na Figura 3. Neste caso, a camada
externa de acetato de celulose permite que apenas a dopamina (espécie de interesse)
difunda para o filme de Nafion®. Desta forma, espécies maiores como a epineffina e a
norepinefrina (neurotransmissores interferentes que nio sio repelidos pelo Nafion®), sdo

excluidas.
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\ Nafion
7/ //77////////////////
cletrodo de carbono vitreo
LI %
Fig. 3 - Representagdo esquematica do eletrodo de carbono vitreo modificado com uma “bicamada”
de Nafion/acetato de celulose. DA = dopamina, NE = norepinefrina e EP = epinefrina [18].

A utilizagdo de sensores modificados possibilita, ainda, a pré-concentragdo de
espécies de interesse na superficie do eletrodo de forma a aumentar a sensibilidade da
analise. O analito € “extraido” da solugdo diluida e acumulado na superficie do eletrodo, via
processo de adsor¢do [22]. Posteriormente ¢ oxidado ou reduzido, obtendo-se o sinal
referente a este fendmeno. Os principais requisitos para realizar esta rota de analise € que o
processo de pré-concentrac@o seja seletivo para o analito de interesse e que a superficie seja
facilmente renovavel. Estudos mostram ser possivel remover o niquel central de filmes
poliméricos de tetrakis(3-metoxi-4-hidroxifenil)porfirina em solugio de HCI 0,1 mol L™,
fazendo-os apresentarem forte afinidade por Ni(I). Os eletrodos assim modificados sdo
colocados na solug@o a ser analisada para pré-concentrar o ion metalico que, a seguir, €
quantificado em solugio de NaOH 0,1 mol L' acompanhando-se a corrente de oxidagdo do
Ni(IT) a Ni(IIT) [23,24].

A inclus3o de agentes modificadores nos eletrodos pode ser realizada diretamente
na matriz do eletrodo ou sobre sua superficie [25]. Uma das formas mais comuns de
construir eletrodos modificados ¢ a utilizagdo de pasta de carbono [26-28], na qual o
modificador € adicionado a uma mistura de grafite € um 6leo mineral inerte como o Nujol.
A pasta é acomodada na cavidade intema de um tubo (vidro, Teflon® ou PVC, com
didmetro tipico de 1 a 3 mm) e o contato pode ser feito com um fio metalico. E desejavel
que o modificador seja pouco soluvel no eletrolito utilizado. Estes eletrodos sdo de baixo
custo e de preparo simples, além de sua superficie ser facilmente renovavel.

Uma dificuldade deste tipo de eletrodo é a “lavagem” (lixiviagdo) do agente
modificador da superficie do eletrodo. E possivel minimizar este efeito utilizando recursos
como o recobrimento da superficie com filmes poliméricos como o Nafion® [29] que

também confere caracteristicas de pré-concentragio e/ou seletivas ao eletrodo. Estudos em
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fluxo de biossensores utilizados na determinagio de catecol, em cuja a matriz adicionou-se
DNA para preservagdo da atividade da enzima (tirosinase), relatam que os sensores
recobertos com membrana de hemodialise (Cuprofan®) apresentam uma boa estabilidade
[30].

Outra maneira de incorporagdo é através da imobilizagdo do modificador sobre a
superficie do eletrodo [31]. Um caminho bastante utilizado € a adsor¢do fisica. O
procedimento € bastante simples e consiste em dissolver um modificador em um solvente
volatil e, logo apos, transferir determinada quantidade desta solu¢do para a superficie do
eletrodo, onde ocorrera a evaporagdo do solvente. Neste caso, também ¢ imprescindivel que
o modificador seja insolavel no eletrolito. A espécie imobilizada permanece sobre o
eletrodo por dois efeitos: forte afinidade pela superficie do eletrodo, geralmente de carbono
ou platina, e a insolubilidade do modificador no eletrolito suporte. Este procedimento foi
utilizado para imobilizagdo, sobre a superficie de carbono vitreo, de metaloporfirinas
contendo quatro grupamentos [Ru(bipy).CL] [4,5], em que bipy € bipiridina, ou filmes de
polivinilpiridina (PVP) impregnados com mediadores redox como [Os(bipy).Clz] [32]
sobre carbono vitreo ou eletrodos de fibra de carbono [33].

Outro procedimento de modificagdo da superficie do eletrodo € através de liga¢oes
covalentes com grupos funcionais que atuam como “ancoras”. Estes ataques, em geral, sdo
realizados sobre superficies de carbono, platina e 6xidos metalicos como SnO;. O eletrodo
de platina, quando oxidado, forma uma camada de 6xido com grupos terminais hidroxila na
interfase eletrodo-solugdo. Esta superficie pode ser silanizada fazendo liga¢Ges metal-
oxigénio-silicio (Fig.4), que posteriormente imobilizardo determinada espécie de interesse

como, por exemplo, um derivado do ferrocianeto [34].

I’E oxidagio a +1,1V éf’f— ok
/

Silamzacio

/

0 o
EL o-éli(cnl)31~m2 — E pe} O—gli(CH,)sNHZCH-Q
O O - Fe

54
Fig. 4 — Representa¢io esquematica do preparo da superficie do eletrodo de Pt modificado com

ferroceno via silanizagio [34].
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O carbono pode ser oxidado produzindo alta densidade de grupamentos
carboxilicos, que s3o uteis na imobilizagdo de espécies eletroativas como as aminas através
de ligagdes com cloreto de tionila [35]. Este tipo de imobilizagdo leva a eletrodos mais
estaveis do que os métodos anteriores.

Outra estratégia € a eletropolimerizag@o, que requer uma instrumentagdo simples,
capaz de aplicar um potencial ou corrente constante. Em geral, um monémero solavel é
oxidado ou reduzido até formar um polimero insoliivel sobre a superficie do eletrodo € a
espessura do filme € controlada pelo tempo de deposi¢do. Varios tipos de polimeros podem
ser imobilizados por este método [36-39]; o proprio polimero pode ser eletroativo ou
espécies eletroativas podem ser incorporadas ao polimero [40]. Polimerizagdo quimica, foto
ou plasma-induzidas também tem sido utilizadas [31,41]. De maneira analoga a
eletropolimerizagio, 4 solugdes contendo ions metalicos podem ser utilizadas para a
deposi¢do de metais ou Oxidos metalicos sobre a superficie do eletrodo, empregando-se
potencial e meio adequados a deposigdo [42-44].

Uma outra categoria de materiais bastante Uteis na construgdo de eletrodos
modificados sdo as zeolitas e argilas, que possuem estruturas tridimensionais bem definidas
contendo poros e canais, os quais podem ser impregnados por exemplo, por mediadores
redox. Eletrodos modificados por zeolitas podem proporcionar determinagdes seletivas ou
ainda a pré-concentragdo de espécies em quantidades em nivel de tragos [3].

Um procedimento mais recente € a confecgdo de eletrodos impressos quimicamente
modificados [45-48]. O processo consiste em forcar uma emulsio contendo material
condutor (geralmente denominado de tinta) a passar por uma tela para ser depositada sobre
um substrato plano e inerte. A tela funciona como um molde, cujos espagos livres ddo
formato aos eletrodos (Fig. 5).

A composi¢do das tintas consiste basicamente de um material inerte de
condutividade elevada (como o grafite), um aglutinante como o acetato de celulose € um
sistema de solventes como ciclohexanona-acetona. Existem tintas comerciais que sdo
utilizadas na confec¢io de circuitos impressos, cujos principais componentes sio vidros
ligantes (como borossilicatos), solventes, etilcelulose e aditivos, dependendo da aplicagdo
desejada. Também s3o disponiveis tintas a base de carbono (usadas na produgdo de

resistores) e tintas de elevada condutividade contendo p6 de metais como Pd, Au e Pt
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(usadas em contatos elétricos) [49].

emulsio de
grafite

_—~placa de PVC ey
I [} —-—
~suporte Lo B
[ I ]
[ BN
—espatula G —

—
r 1 Eletrodos
| | Impressos

Fig. 5 — Representagio esquematica do preparo de eletrodos impressos.

Dentre os diversos agentes modificantes disponiveis, as metaloporfirinas t€m se
destacado, principalmente por sua agdo catalitica. No presente trabalho, a investiga¢do da
atividade catalitica de filmes de metaloporfirinas tetrarrutenadas na oxidagdo de varios
analitos se constituiu em tema principal. Na proxima segio serdo abordados alguns aspectos

e aplicagdes eletroanaliticas de sensores modificados por porfirinas.

2.2 — Porfirinas

As metaloporfirinas constituem uma classe importante de moléculas. Elas sdo sitios
ativos de numerosas proteinas cujas fungOes abrangem transporte e estocagem de oxigénio
(hemoglobina, mioglobina), transporte de elétrons (citocromo ¢, citocromo oxidase) e
conversdao de energia (clorofila). Também s3o de relevincia em avaliagGes geoquimicas,
em que a partir da identificacdo de metaloporfirinas em petroleos e xistos, foi iniciado todo
um ramo da ciéncia conhecido como Geoquimica Orgénica [50]. Adicionalmente, as
porfirinas tém se destacado por serem eficientes sensibilizadores e catalisadores em
numerosos sistemas quimicos e fotoquimicos [51]. Por estas razdes a sintese, a
caracterizagdo e os estudos sobre as propriedades destas macromoléculas sdo de grande

interesse [52-62].
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Metaloporfirinas sdo moléculas coloridas com forte absor¢do na regido do visivel
devido ao cromoforo ciclico conjugado de tetrapirrol. A figura a seguir apresenta as

estruturas de um anel porfirinico basico (A) e de sistemas derivados deste (B-E).

M=Co, Cu, Zn, etc

Fig. 6 — Estruturas do amel basico da porfinna (A), meso-tetrakis(4-carboxifenil)porfirina
(B), meso-tetrakis(p-aminofenil)porfirina (C), meso-tetrakis[2,2](p-ciclofenil)porfirina (D) e
Hemina (E). ‘

As wvarias aplicagdes de eletrodos modificados por metaloporfirinas em
eletrocatalise tém levado estes compostos a utilizagdes promissoras em sensores
eletroquimicos. A incorporagido de metaloporfirinas em membranas de cloreto de polivinila
(PVC) tém sido empregada na construgio de eletrodos de membrana seletivos a dnions de
importincia analitica como o nitrito e tiocianato ou 4nions constituintes de farmacos de
acao terapéutica como salicilato e hidroxibenzohidroximato [63-66].

Algumas investigagdes discutem os efeitos de ferro meso-tetrakis(4-sulfonatofenil)
porfirina, manganés tetrakis(N-metil-4-piridil)porfirina [67] e cobalto tetrakis(N-metil-2-

piridil)porfirina [68], (todas soliveis em agua) na oxidagdo eletrocatalitica da forma
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reduzida da glutationa (necessaria para manter o ferro da hemoglobina no seu estado
reduzido, mantendo a estrutura das células vermelhas do sangue) e de L-cisteina. O estudo
de reagdes envolvendo a cisteina recebe atengido crescente em fungdo do importante papel
fisiologico que esta espécie desempenha na vida das células [67].

Outra abordagem consiste na incorporagdo eletroquimica de porfirinas anidnicas
dopando uma matriz condutora, como o polipirrol [69-73], para a modifica¢do de eletrodos
aplicados em varias reagbes. Dentre estas destaca-se a redug@o catalitica de oxigénio
molecular [69], reacdo de importancia tecnologica para o desenvolvimento de células
combustiveis. O rendimento maximo nestas células ocorre quando a molécula de oxigénio
sofre redugdo tetraeletronica a agua, sem formagio de intermediarios; dai a relevincia de se
encontrar catalisadores adequados.

Outros estudos sobre a redugdo de oxigénio também investigam os efeitos
cataliticos de hemina [74], meso-tetrakis[2,2]-p-ciclofenil-metaloporfirina [75], metalo-
tetrafenilporfirinas e metalo-tetraminofenilporfirinas [76-80] ferro tetra(aminofenil)
porfirina e ferro (hidroxietil)(piridil)porfirina [81], imobilizadas sobre a superficie do
eletrodo por adsor¢io (fisica ou quimica), sublimagdo sob pressdo, polimerizaggo,
amidizagdo ou esterificacio.

Utilizando como rota para a imobiliza¢dio de porfirinas a sua incorporagio em
polimeros condutores, tiofeno foi funcionalizado com residuos destas macromoléculas para
a detecgdo de Ni (II), a partir da habilidade de complexagio do eletrodo assim modificado
[82].

Devido a propensdo de anilina, pirrol e fenol a formarem filmes poliméricos
eletroativos, um outro caminho de interesse € a utilizagdo de amino-, pirrol- e hidroxi-
porfirinas eletropolimerizadas sobre a superficie de eletrodos [70]. Desta forma, sensores
modificados por cobalto tetrafenilporfirinas contendo um grupamento pirrol substituido
foram utilizados na catalise da reducio de acido tricloroacético [83], visando um controle
da polui¢do ambiental, uma vez que alguns pesticidas sdo derivados deste composto. Niquel
tetrakis(3-metoxi-4-hidroxifenil)porfirina [84] e cobalto tetakis(o-aminofenil)porfirina [85]
foram polimerizadas sobre carbono vitreo para construciio de sensores sensiveis a Oxido
nitrico (importante por estar envolvido em alguns processos fisiologicos) e seletivo a dnions

(com limite de detec¢do sub-micromolar e boa seletividade), respectivamente.
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Em estudos explorando a versatilidade que os compostos porfirinicos oferecem
quanto ao modo de recobrimento do sensor por polimerizagdo, trés diferentes ferro
porfirinas foram imobilizadas por este método utilizando rotas distintas [86]. Estas rotas se
constituem em: eletrodos modificados por polimerizagdo de ferro porfirina: contendo
grupamento vinil, por ferro porfirina catidnica fixada em um filme pré-eletropolimerizado
de polipirrol e por uma ferro porfirina anidénica incorporada em um filme de polipirrol
durante a sua eletropolimerizag¢@o. Tais sensores foram utilizados para a detecg@o de nitrito
e oxido nitrico.

Eletrodos de grafite pirolitico modificados com cobalto protoporfirina [87]
apresentaram elevada atividade catalitica na oxidagio de H»O,, enquanto que ferro
octaetilporfirina contendo grupamento pirrol ligado ao ferro central (filme adsorvido sobre
carbono vitreo) apresentou efeito catalitico na redugdo de H,O; [88]. O monitoramento de
perdxido de hidrogénio é bastante relevante, uma vez que € utilizado para a esterilizag@o de
equipamentos industriais ou mesmo como bactericida em alguns produtos farmacéuticos,
entre outras aplicagdes.

Um dos fatores atraentes na utilizagdo de eletrodos na detecgdo de
neurotransmissores como a dopamina e epinefrina € a possibilidade de construgido de
sensores extremamente pequenos € com rapido tempo de resposta, cuja implantagdo em
organismos vivos levem ao monitoramento de neurotransmissores em tempo real [89].
Entretanto, a maior dificuldade deste procedimento € a presenga, em sistemas vivos, de
elevados niveis de acido ascorbico e acido urico, que sofrem oxidagdo em potenciais
proximos aos dos neurotransmissores. Eletrodos de grafite recobertos com protoporfirinas
nio metaladas ou possuindo zinco ou ferro, minimizaram a interferéncia do acido
ascOrbico durante a determinagdo de dopamina, sem comprometer o tempo de resposta do
sensor [90].

A literatura relata que cobalto-tetrafenilporfirina (bem como algumas moléculas que
ndo apresentam voltamogramas ciclicos bem definidos quando adsorvidas sobre grafite),
podem apresentar uma melhora significativa nos respectivos sinais de resposta, quando
dissolvidas da superficie do eletrodo para uma fina camada de solvente organico imiscivel,
que ¢ disposto entre o eletrolito suporte aquoso e a superficie do eletrodo [91]. Estas finas

camadas de solventes organicos também podem ser utilizadas para concentrar analitos por
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extragdo de solugdes aquosas diluidas, levando a uma maior sensibilidade em aplicagdes
eletroanaliticas.

A intera¢do de porfirinas e metaloporfirinas soliiveis em agua com DNA tem
recebido consideravel atengdo, pois os modos de interagdo entre estas espécies-podem ser
utilizados como modelos para as ligagdes de DNA com agentes antineoplasicos. Estudos
apresentam o comportamento eletroquimico de algumas metaloporfirinas interagindo com
DNA [92, 93]. Porfirinas anidnicas possuem dificuldade para interagir com o DNA devido
a repulsdo eletrostatica entre os grupamentos substituintes anidnicos € o grupo fosfato da
cadeia molecular do DNA. A capacidade de porfirinas cationicas de reagir, depende do
tamanho do grupamento substituinte e do ion metalico situado no plano central da porfirina.

No presente trabalho, investigou-se a atividade catalitica de eletrodos de carbono
vitreo recobertos por filmes de metaloporfirinas tetrarrutenadas na oxidagdo de diversos
compostos. Estas porfirinas consistem em macromoléculas obtidas pela coordenagdo de
quatro grupos [Ru(bipy),Cl]” (bipy= 2,2 -bipiridina) com residuos piridina de meso-
[5,10,15,20-tetra(4-piridil)porfirinato]M, em que M = Ni**, Zn?*, Fe**, Co®, Cu®", Mn’* ou
2H" (sem o ion metalico coordenado), como ilustrado na Figura 7. Estes compostos tiveram
a sintese, caracterizagdo, estudos de propriedades eletroquimicas e fotoquimicas realizados

previamente pelo grupo dos professores Henrique E. Toma e Koiti Araki [53, 55, 94, 95].

[MIPyP {Ru(bipy) ,C13 ;1"

M = Co, Zn, Fe, Mn, ...

Fig. 7 — Estrutura de p-{meso-tetra(piridil)porfirinato}tetrakis { bis(bipiridina)(cloro)ruténio}
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Estas moléculas s3o soliveis em solventes organicos como metanol,
dimetilformamida (DMF) e acetonitrila € pouco soliiveis em meio aquoso. A solubilizagdo
em meio aquoso ¢ praticamente eliminada pela adi¢do de trifluorometanossulfonato de
sodio (NaTFMYS) [4,5]. O TEMS® ¢ utilizado para precipitar as porfirinas em sua sintese e,
quando em solu¢do, minimiza a solubilizagio do filme que recobre a superficie do eletrodo.

O uso de “bicamadas” [96,97] imobilizadas sobre a superficie do eletrodo permite a
associagdo de diversos agentes modificadores, proporcionando caracteristicas interessantes
ao sensor. A partir de estudos prévios [98], aperfeicoou-se a modificagdo dos eletrodos pelo
uso de filmes laminares contendo porfirinas ion-pareadas, isto ¢, filmes laminares (layer-
by-layer) contendo simultaneamente pares de porfirinas carregadas negativa e
positivamente [99]. Por este procedimento também foram estudadas moléculas semelhantes

as anteriores, porém contendo quatro grupos [Ru(Clphen),Cl] (phen = fenantrolina) no
lugar de [Ru(bipy):Cl] (Fig. 8).

[MTPyP{Ru(Clphen),Cl} ]Il+

ct

Fig. 8-Estrutura de p-{meso-tetra(piridil)porfirinato} tetrakis { bis(clorofenantrolina)(cloro)ruténio}

Ambas as porfirinas foram utilizadas para formar filmes mistos com uma porfirina

anidnica, a meso-tetra(4-sulfonatofenil)porfirinato (Fig. 9).
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[MTPPS]™

Fig. 9 — Estrutura de meso-tetra(4-sulfonatofenil)porfirinato.

O desenvolvimento de eletrodos modificados com filmes laminares possibilitou a
obten¢do de sensores com excelente estabilidade, mesmo na auséncia de TFMS’, tornando
vidvel sua aplicagdo nas analises de amostras reais em sistema em fluxo, como sera

demonstrado mais adiante.

2.3 — Considerag¢oes Sobre Voltametria Ciclica, FIA e BIA

Uma técnica eletroquimica bastante adequada para avaliar o desempenho e as
caracteristicas de eletrodos modificados é a voltametria ciclica [100-102]. Os parametros
experimentais sdo controlados por um potenciostato, sendo que uma célula convencional é
composta por um sistema de trés eletrodos: um de trabalho, um de referéncia e um auxiliar,
imersos em uma solu¢do mantida em condi¢ido estacionéria.

O potenciostato aplica o potencial desejado entre o eletrodo de trabalho e o de
referéncia. O eletrodo de trabalho é aquele em que ocorre a reagio de interesse € a corrente
necessaria para sustentar a rea¢do provém do eletrodo auxiliar. Desta forma previne-se que
elevadas correntes percorram o eletrodo de referéncia, alterando o potencial aplicado. Em
casos em que o oxigénio dissolvido interfere, este pode ser eliminado por borbulhamento

com um gas inerte antes das analises.
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Nesta técnica, o potencial aplicado no eletrodo de trabalho € variado linearmente
com o tempo, a partir de um potencial inicial até um potencial final, a partir do qual, a
varredura € invertida até retornar ao potencial de partida. O resultado é um registro de
corrente em fungdo do potencial aplicado, cujo pico anddico representa um processo de
oxidagio e o catodico de redugdo (Fig.10).

Os parametros importantes na voltametrnia ciclica sdo as magnitudes das correntes de
picos anddica (ips) € catodica (ipc), bem como os respectivos potenciais de pico anodico
(Epa) € catodico (Ex). Com esta técnica € possivel observar diversos aspectos, dentre os
quais a intensifica¢do e antecitpa¢do dos picos correspondentes aos processos redox dos

analitos em presenca dos eletrocatalisadores.

Voltametria Ciclica
P
o E Epc E
t 02 v 2 r
e
r
n —_—
e O — 0 e
i n
a 02 Ei Ef Epa -20:
I 0 20 40 +0,5 0.0 -0,5 (
nA)
V) Tempo (s) Potencial (V)
Potenciostato
EA b [ [ER
ettt NZ
|
"ET

Fig. 10 — Representagdo esquematica de um experimento de voltametria ciclica, no qual E; e E¢
indicam os potenciais inicial e final aplicados ¢ E,, o potencial a partir do qual a varredura ¢
invertida. A célula voltamétrica é composta de eletrodo de trabalho (ET), eletrodo de referéncia
(ER) ¢ eletrodo auxiliar (EA). Os picos catodico e anddico estdo indicados por E. ¢ E,,

respectivamente [99].

A voltametria também fornece informagdes a respeito da reversibilidade de um
sistema. A reversibilidade eletroquimica estd associada a troca rapida de elétrons das

espécies redox com o eletrodo. Para pares redox idealmente reversiveis ndo haveria
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diferenga entre os potenciais de pico e as magnitudes das correntes de pico seriam iguais
(ipe/1pa = 1), uma vez que os coeficientes de difusdo seriam iguais.

Para eletrodos modificados, pode-se estimar a quantidade de agente modificador
que recobre a sua superficie a partir da integragdo da area sob o pico de oxidagdo ou
reducdo, obtidos em um voltamograma do sensor modificado (em eletrolito suporte), como
ilustrado na Figura 11.

O recobrimento da superficie (I') € dado por

I'- Q
nFA
em que, Q € a carga, n o namero de elétrons envolvidos no processo, F € a constante de

Faraday e A a area do eletrodo.

I5pA

+1,0V

r__Q _ |idt

nFA nFA
T (mol.cm '2)

Q = carga

n=n? de elétrons

F = constante de Faraday
A = area do eletrodo

Fig. 11 — Calculo da quantidade de agente modificador na superficie do eletrodo obtido a partir de

um voltamograma ciclico.

Apesar das informa¢des importantes que podem ser obtidas com auxilio da
voltametria ciclica, esta técnica € pouco favoravel quando busca-se quantificar baixas
concentragdes de analito. Isto deve-se ao fato de que, durante a varredura de potencial, ao
sinal faradaico soma-se a componente capacitiva, que torna-se muito significativa frente as

baixas correntes geradas pelo processo faradaico.
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A utilizagdo de métodos de analise por inje¢do em fluxo (FIA, do inglés Flow
Injection Analysis) constitui-se em uma forma satisfatoria de contornar este problema.
Destacam-se por diversas vantagens, dentre as quais, um menor consumo de tempo por
analise, elimina¢do de algumas etapas “manuais”, melhora na  sensibilidade e
reprodutibilidade dos resultados, minimizagdo do consumo de amostras e reagentes e
possibilidade de realizagdo da maioria das etapas comumente realizadas em “batelada”
(como pré-separacdo, pré-concentragio, precipitagdes, etc) “on-line” [103-106].

O principio bésico de um sistema FIA esta representado na Figura 12. O sistema
baseia-se na injegio de solu¢do amostra em um fluxo de um carregador. A amostra injetada
forma um zona que ¢ transportada até o detector. Este registra continuamente um sinal de
corrente, absorbancia ou outro parametro de interesse, que sofre altera¢do quando a

amostra passa pelo detector.

Bomba Peristaltica Injetor
Carregador (ou aco da gravidade)

1 (A

Qﬁ\—/ Detector

Registrador

Sinal

Tempo
Fig. 12 — Principio basico de um sistema FIA, cujo registro tipico € um pico do qual a area (A) ou a
altura (H) sio diretamente proporcionais a concentragdo da amostra.

O registro tipico € um pico cuja area ou altura sdo diretamente proporcionais a
concentragio da amostra. Por uma questdo de facilidade geralmente trabalha-se com a
altura do pico. A(s) solugdo(Ses) carregadora(s) pode(m) ser impulsionada(s) pela a¢do da
gravidade ou por uma bomba peristaltica e os injetores podem ser manuais ou automaticos,
fazendo com que os sistemas oferecam varios recursos as analises.

A eficiéncia de um sistema FIA pode ser acompanhada por meio do coeficiente de
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dispersdo. O coeficiente de dispersio fornece uma informag¢do do quanto a solugdo amostra
original € diluida no fluxo durante o percurso entre a inje¢do da amostra e a detecgao, como
ilustrado na Figura 13.
Desta forma, o coeficiente de dispersdo (D) refere-se a razdo entre a concentragio
da amostra antes e apds o processo de dispersao.
D= C°
Cméx
A literatura [104] classifica que valores de coeficiente de dispersdo abaixo de 3
indicam sistemas com baixas dispersdes, de 3 a 10 com médias e maiores do que 10 com

|
elevadas.

Sinal

Tempo

Fig. 13 — Representagio esquematica do coeficiente de dispersdo (D) de um sistema FIA. A zona de
amostra original se dispersa durante 0 movimento em uwm reator tubular (no topo da figura),
originando o perfil da curva (no centro da figura), no qual a concentragdo original, C°, evolui para

um gradiente de concentragio com valor maximo, C™*, no apice do pico [105].

Os fatores que influenciam a dispersdo da zona de amostra em sistemas em fluxo
incluem as dimensbes e configuragdes dos canais condutores do sistema (percurso
analitico), as vazbes dos carregadores, volume de amostra injetado, a temperatura e
viscosidade [104]. Sob condigdes normais, os dois ultimos fatores tém efeito bastante
limitado sobre a dispersio e, na maioria dos casos, podem ser negligenciados.

Os efeitos da geometria dos canais condutores dos sistemas em fluxo sobre o
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coeficiente de dispersdo sdo mais complexos. A geometria dos reatores comumente

utilizados em sistemas FIA estdo apresentados na figura a seguir.

CAREGADOR

Fig. 14 - Geometria dos reatores de mistura mais fregiientemente utilizados em sistemas FIA: tubo
linear (A), tubo em espiral (B), cdmara de mistura (C), reator contendo uma fileira de esferas (D) e
reator em formato de malba (E). O detector € indicado por (d) [104].

Segundo Ruzicka e Hansen [104] a dispersdo da zona da amostra aumenta com a
raiz quadrada da distancia percorrida através do conduto tubular. Contudo, isto € valido
quando o conduto € linear (A), no caso de configuragGes espirais (B), este efeito € menos
pronunciado devido ao desenvolvimento de um fluxo secundario que promove uma
dispersdo radial e limita a dispersdo axial. ‘Um tubo em espiral € a geometria de reator mais
freqiientemente utilizada em FIA, pois além de promover uma mistura na dire¢do radial,
permite que um tubo longo possa ser convenientemente acomodado no sistema. Neste caso,
os resultados sdo picos mais simétricos e maiores do que os obtidos com reator tubular
linear com mesmas dimensdes.

As cidmaras de mistura (C) aumentam significantemente a dispersdo do sistema,
diminuindo a altura do pico (sinal de resposta), alargando-o. Este tipo de médulo de mistura
¢ desaconselhavel para sistemas em que a elevada freqiiéncia de amostragem ¢ prioritaria.
O reator cujo tubo ¢é preenchido por pequenas esferas (D) ¢ bastante util, pois também
promove uma mistura radial no reator tubular. Outra vantagem deste tipo de aparato € que a
relagdo superficie/liquido € maior do que no reator linear. Isto é vantajoso quando uma
elevada interagdo superficie/liquido ¢ desejada, como quando utiliza-se reagentes € enzimas

imobilizadas, reatores empacotados, etc. Uma desvantagem € que bolhas de ar e particulas
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solidas podem se acumular no reator.
O reator em configuragdo de malha (E) também promove uma dispersdo radial,
resultante do movimento caotico do fluxo através do conduto espacialmente desordenado.

A Figura 15 ilustra o efeito das configuragdes dos reatores A, B, D. e E sobre a dispersdo

da amostra.
0SF 2
A 20s
———
D
I/B /E
A
0,25} \ 44
18
amaostra
0
tempo ou varredura

Fig. 15 - Efeito de reatores de mistura sobre a dispersio da amostra em sistema FIA: tubo linear
(A), tubo em espiral (B), reator contendo uma fileira de esferas (D) e reator em formato de malha

(E) [104].

Estudos sobre a influéncia do diametro interno do tubo sobre a dispersdo concluiram
que em uma faixa entre 0,35 ¢ 0,9 mm, a contribuig¢do nio € critica, levando a variagdes no
valor do coeficiente de dispersdo entre 3,0 e 3,8 [104]. Ja em relagdo a vazdo, pode-se
afirmar que a dispersdo diminui com o aumento das vazdes do sistema em fluxo. Porém
esta afirmagdo somente € correta para vazdes baixas, em que a velocidade de difusdo
aproxima-se a velocidade de convecgéo gerada pelo fluxo.

Por fim, a variagdo do volume de amostra injetado € um caminho muito conveniente
para manipular a dispersio da amostra no sistema € ¢ um dos fatores estudados
freqientemente. O decréscimo da dispersio em fun¢do do aumento do volume injetado €
bem documentado [104]. Em sistemas em fluxo o limite superior de volume de amostra
injetado que € utilizado para manipular a dispersdo, em geral, encontra-se na faixa de 100 a
200 uL. Volumes de amostras maiores podem ser utilizados, com algum sacrificio da
freqiiéncia de amostragem, quando pequenas dispersdes ou elevadas sensibilidades sdo
desejadas. O Limite inferior de volume de amostra injetado é determinado pelo tipo de

injetor utilizado, mas geralmente situa-se na faixa de 10 a 30 pl.
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Dentre as diversas técnicas eletroquimicas, a amperometria associada a processo
FIA [107] € bastante atraente. Baseia-se na medida de corrente a potencial constante e os
resultados obtidos sdo picos de corrente em fungio do tempo. E realizada uma medida
diferencial entre o sinal (corrente) de fundo produzida pelo carregador (geralmente baixa,
oriunda de pequenas quantidades de impurezas) e os picos produzidos pela passagem do
analito no detector. Nesta modalidade de analise, estudos voltamétricos prévios so
imprescindiveis para selecionar o potencial de oxidagdo ou redugdo adequado ao trabalho.

Uma grande vantagem da técnica a potencial constante € a obten¢do de um baixo
sinal de corrente residual, pois mantendo o potencial do eletrodo fixo em um mesmo valor,
a corrente capacitiva (resultante do carregamento da dupla camada elétrica do eletrodo)
torna-se constante, virtualmente igual a zero. Via de regra, é recomendavel que se utilize
uma concentracdo relativamente elevada de eletrolito inerte, que devera ser igual no
carregador € na amostra a ser analisada, de forma que a amostra ao ser injetada provoque
varia¢des pouco significativas na carga da dupla camada elétrica, garantindo que o sinal
transiente registrado possa ser atribuido ao sinal faradaico. -

Uma dificuldade ao utilizar esta técnica é que em potenciais elevados, tanto
positivos quanto negativos, provoca-se a oxidagdo ou redugdo de todas as espécies
eletroativas cujos potenciais sdo mais baixos do que o valor fixado. Portanto, para atingir
maior seletividade, ¢ preciso trabalhar no potencial menos extremo possivel.

No decorrer dos anos, varias alteragdes tém sido propostas na configuracio basica
do sistema FIA com o objetivo de obter recursos que aumentem o desempenho do método e
solucionem problemas analiticos. Uma das técnicas derivadas do FIA é o BIA (do inglés
Batch Injection Analysis) [108-110].

Neste tipo de analise, os aparatos dos sistemas FIA s3o dispensados € um pequeno
volume de amostra € injetado diretamente sobre o detector [111]. Registra-se o sinal
analitico referente as repetitivas inje¢des de microlitros da amostra sobre a superficie do
detector, imerso em um grande volume de eletrolito suporte. Os primeiros experimentos
BIA foram realizados com micropipetas (de Eppendorf) comuns. A obtengdo de bons
resultados requeria um bom treinamento do analista, que precisava realizar a inje¢do da
amostra de forma altamente reprodutivel. Posteriormente, as micropipetas motorizadas

passaram a ser utilizadas com sucesso.
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A semelhan¢a do sistema FIA, o BIA € uma técnica de sinal transiente, onde a
informagdo analitica € comumente baseada nas medidas das alturas dos picos, como

representado na figura abaixo.

Voo

Fig. 16 — Etapas na operagio BIA: inje¢do (A), transporte (B) e dispersdo (C) da amostra [111].

A amostra injetada forma uma zona que dispersa a caminho do detector. Para obter
sucesso em processos BIA, é fundamental que a dispersdo seja controlada (em espago e
tempo). O coeficiente de dispersdo esta relacionado com o volume de amostra injetado e
com a distdncia entre a ponta da pipeta e o detector; um bom desempenho geralmente ¢
obtido com 20-50 pL e 1-3 mm, respectivamente. A grande dispersdao da amostra apos a
detecgdo esta associada a sua rapida diluigdo na solugdo contida na célula.

A potencialidade da técnica BIA tem sido explorada associando-a ndo somente com
a detec¢do amperométrica, mas também com a voltamétrica [108, 111]. Dentre as
principais vantagens do sistema BIA destacam-se o uso de pequenos volumes de amostras,
o fato de dispensar os aparatos do fluxo como as bombas e valvulas, a minimizagdo da
“lixiviagdo” de alguns eletrodos modificados, a elevada sensibilidade e repetibilidade dos
resultados. O pequeno tempo de contato entre o eletrodo e a amostra € outro beneficio na
analise de matrizes complexas que, muitas vezes, tém a tendéncia a envenenar a superficie

do eletrodo.
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3- Parte Experimental

3.1 — Reagentes

As porfirinas foram sintetizadas e caracterizadas pelo grupo dos professores
Henrique E. Toma e Koiti Araki [53, 54, 94, 95]. Foram utilizadas: pu-{meso-tetra
(piridil)porfirinato }-tetrakis{ bis(bipiridina)(cloro)ruténio} contendo como metal central
cobalto ou ferro ([MTPyP{Ru(bipy).Cl}4]""), meso-tetra(4-sulfonatofenil)porfirinato
contendo no centro zinco ou ferro ([MTPPS]™) e u-meso-tetra(piridil)porfirinato}
tetrakis{bis(clorofenantrolina)(cloro)ruténio} contendo ferro como metal central, ([FeTPyP
{Ru(Clphen),C1}4]>").

O oxido misto NdNiOs foi sintetizado pelo grupo do professor Renato Jardim do
Instituto de Fisica-USP [112]. O grafite em po foi adquirido da Fisher (Acheson 38).

A solugdo de acetato de celulose 0,5 % (Aldrich) foi preparada em ciclohexanona e
acetona (1:1) e a solugdo de Nafion® 0,5 % (Aldrich) em etanol absoluto. Ascorbato
oxidase (EC 1.10.3.3, 1300 U/mg proteina, de curcubitacea) foi obtida da Merck. As
demais solugdes foram preparadas a partir de reagentes de grau analitico e utilizando agua
18 MQ provinda de sistema milli-Q.

As solugOes padrdes foram preparadas momentos antes das analises a partir das
massas dos reagentes, com posteriores diluigGes adequadas. As amostras de vinho branco
seco Forestier, vinho branco suave Chateau Duvalier, vinho tinto seco Chéteau Duvalier,
Cebion, Aspirina’C e suco de laranja Parmalat foram adquiridas no comércio e abertas
momentos antes das analises. As solugdes destas amostras foram preparadas com eletrolito

previamente desaerado com nitrogénio por 15 minutos.

3.2 — Voltametria Ciclica

A voltametria ciclica foi realizada em wum sistema constituido por
Potenciostato/Galvanostato Princeton Applied Research (PAR) 273 e registrador X-Y
PARC modelo RE 0089. Os experimentos utilizaram um sistema convencional de trés

eletrodos: eletrodo trabatho de carbono vitreo ou pasta de carbono (modificado ou ndo),
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auxiliar de platina e referéncia de Ag/AgCl_,, acomodados em uma cé€lula de vidro com

tampa de Teflon®, como apresentado na Figura 17. Os estudos voltamétricos envolvendo as
porfirinas foram realizados na faixa de potencial de 0,00 V a +1,00 V, em tampdo
acetato/acido acético pH 4,7 + NaClO4 0,20 mol Lt (ou + NaTFMS 0,25 mol L‘l‘). J4 as
investigacdes sobre o Oxido de NiNdOs; foram realizados numa janela de potencial

de 0,2 0V a +0,20 V, em NaOH 0,10 mol L™ (pH 13).

eletrodo de
trabalho

eletrodo de
referéncia

eletrodo
auxiliar

Fig. 17 — Representagdo esquematica da célula voltamétrica.

3.3 — Sistema FIA
Para o sistema FIA, apresentado na Figura 18, foi utilizado Potenciostato/
Galvanostato PAR 264 e registrador Y-t Linseis L6512.

eletrolito
suporte

amostra
DETECTOR

AMPEROMETRICO

INJETOR

REGISTRADOR

Fig. 18 — Representagdo esquematica de sistema FIA.
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A detec¢do amperométrica foi realizada com auxilio de uma célula de camada
delgada, melhor detalhada na Figura 19, constituida por um bloco de acrilico contendo
canais de entrada e saida (confeccionado pela propria pos-graduanda), pressionado contra
um outro bloco contendo o eletrodo de carbono vitreo no centro (modelo TL-5,
Bioanalytical System). No sistema de saida da c€lula foram posicionados um eletrodo de
referéncia Ag/AgCl,, miniaturizado [113] e um eletrodo auxilar (tubo de ago inoxidavel).
Entre os blocos situa-se um espagador de Teflon, com espessura de 250 um.

As amostras foram inseridas no fluxo de solugdo carregadora, com auxilio de um
injetor manual, cujo volume de amostra (al¢a de amostra) selecionado variou de 130 pL a
200 pL. Um reservatorio foi colocado em uma altura suficiente para promover, por
gravidade, o fluxo do eletrc’;lito carregador, tampdo acetato/acido acético pH 4,7 + NaClO,
0,20 mol L (ou + NaTFMS 0,25 mol L™). Os fluxos foram impulsionados por agdo da
gravidade em todos os estudos FIA realizados. Todos os potenciais indicados ao longo do

presente trabalho referem-se a um eletrodo de Ag/AgCl em meio de KCl saturado.

Fig. 19 — Representagio esquematica do detector amperométrico acoplado ao sistema FIA. Eletrodo
de carbono vitreo (A), eletrodo de referéncia Ag/AgCls. (B), tubo de ago inoxidavel (C), bloco de
resina acrilica (D) ¢ espagador de Teflon (E).

3.4 — Médulo de Difusiao de Gas
Para a analise de SO, em amostras de vinhos, foi necessaria a confec¢do de um

modulo de difusdo de gas e de uma bobina de mistura no sistema FIA (Fig. 20). O médulo
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¢ utilizado para transferir compostos gasosos (ou volateis) de um fluxo doador para um
fluxo receptor, sendo que ambos sdo separados por uma membrana semipermeavel [114]. A
principal vantagem da célula construida é o fato de ser possivel transferir o analito de
interesse para outro meio, de forma a eliminar ou minimizar os problemas de. interferéncias.

A bobina de mistura (construida com tubos de 30 cm de comprimento e 0,7 mm de

didmetro interno) foi enrolada em espiral, de forma a favorecer a homogeneizagdo da

mistura.
HZSO4 M tampio HAc¢/NaAc pH 4,7 (0,1 M)
0 + NaClO4 02M

MODULO DETECTOR
DE AMPEROMETRICO

DIFUSAO

BOBINA 0
INJETOR DE [ q
- descarte
amostra descarte REGISTRADOR

Fig. 20 - Sistema FIA acoplado ao modulo de difusdo e bobina de mistura utilizado para analises de
SO,.

O modulo de difusdo de géas, apresentado com mais detalhes na Figura 21, é
constituido por dois blocos de acrilico retangulares (16,5 mm de espessura, 36 mm de
largura e 135 mm de comprimento) separados por duas ldminas de borracha de 0,7 mm de

espessura.

Bloco de
Acrilico

Lémina de borracha

Fita de Teflon

Lamma de borracha

Blocode — 5 —>
Acrilico

Fig. 21 — Moédulo de difusio de gas associado a sistema FIA.
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Cada ldmina contém um canal central com 110 mm de comprimento € 2,6 mm de
largura, no qual estdo conectadas as entradas e saidas dos fluxos. Foi utilizada uma fita de
Teflon com 18 mm de largura (marca Fiplon — comercialmente disponivel como fita
“veda-rosca”), como membrana de difusdo. A area da membrana de Teflon exposta é de
286 mm” e o volume da célula de difusio é de 2,0 mL.

A célula foi montada na posi¢do horizontal com as solu¢des se deslocando em
contra-fluxo. O eletrolito receptor foi conectado no canal superior. O carregador da
amostra, constituido de uma solu¢do fortemente acida (H,SO; 2,0 mol L™, e a solugdo
receptora, formada por um tampdo acetato/acido acético pH 4,7 (0,10 mol LY +

NaClO; 0,20 mol L™, foram impulsionadas com uma vazdo constante de 1,5 mL min™.

3.5 — Sistema BIA

O sistema BIA, consiste de potenciostato PAR 264 conectado a registrador Y-t
Linseis 6512B acoplado a uma célula BIA (apresentada na Figura 22) constituida por trés
eletrodos (semelhante a célula voltamétrica) e micropipeta motorizada EDP PLUS EP-100
RAINNIN INSTRUMENT, com capacidade maxima de 100 puL (utilizada para a injegdo

controlada de amostras).

+—B

—F

\

Fig. 22 — Representacdo esquematica do sistema BIA constituido por micropipeta motorizada (A),
tampa de nylon (B), eletrodo de referéncia de Ag/AgCl_, (C), eletrodo trabalho de pasta de carbono
(D), eletrodo auxiliar de platina (E) e célula de vidro (F).
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O volume de amostra injetado foi tipicamente de 30 puL, permitindo assim que as
injecdes fossem realizadas em triplicatas, sem a remogdo da pipeta. A distincia entre a
ponta da pipeta e a superficie do eletrodo foi de 3 mm e a velocidade de inje¢do da amostra
foi de 75,3 pL s, condigBes nas quais obteve-se melhor desempenho do sensor (maior

sinal de corrente). O volume de eletrolito suporte, NaOH 0,1 mol L™ (pH 13), contido na
célula fo1 de 60 mL.

3.6— Preparo dos Eletrodos de Carbono Vitreo Modificados

Antes do procedimento de modificagdo, as superficies dos eletrodos de carbono
vitreo (com didmetros de 3 ou 5 mm) foram polidas com alumina (0,30 e 0,05 pum) e, a
seguir, lavadas com agua e etanol. Os eletrodos foram submetidos a banho ultra-sénico por
2 minutos e secados a temperatura ambiente.

A modificagdo dos eletrodos contendo somente um tipo de porfirina foi realizada de
acordo com o seguinte procedimento: 1 mg de porfirina foi dissolvido em 5 mL de metanol.
A solugdo foi entdo transferida para a superficie limpa do eletrodo com auxilio de um
capilar pequeno (volume = 1 pl) e o solvente posteriormente evaporado. Este
procedimento foi repetido até obter-se a quantidade de porfirina desejada sobre a superficie
do eletrodo (tipicamente trés vezes).

Para a modificagdo dos eletrodos com metaloporfirinas e acetato de celulose ou
Nafion®, o procedimento inicial para a imobilizagdo foi igual ao citado no paragrafo
anterior. Apds a imobilizagdo dos filmes de porfirinas sobre o eletrodo, a solugdo de
Nafion® 0,5 % (em etanol absoluto) ou acetato de celulose 0,5 % (em
ciclohexanona/acetona 1:1), foi transferida para a sua superficie.

Os eletrodos modificados por filmes contendo duas porfirinas, uma catidnica e outra
anidnica, foram preparados de acordo com o seguinte procedimento: 1 mg de porfirina
catidnica foi dissolvido em 5 mL de metanol e 1 mg de porfirina anidnica em 5 mL de
agua. Para formar os filmes laminares, a porfirina carregada positivamente foi transferida
para a superficie limpa do eletrodo (volume = 1 uL) e o solvente foi posteriormente
evaporado. Na segunda etapa, a porfirina aniénica foi transferida sobre a primeira camada

e o solvente evaporado. O eletrodo foi, entio, lavado com agua (para retirar o excesso de
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[MTPPS]™) e secado a temperatura ambiente. Repetiu-se o procedimento até obter-se

numero de “bicamadas” desejado (tipicamente trés bicamadas).

3.7 — Preparo dos Eletrodos de Pasta de Carbono

Os eletrodos de pasta de carbono ndo modificados foram preparados preenchendo-
se a base de um tubo de vidro de 3 mm de didmetro com uma pasta constituida por 0,50 g
de grafite finamente dividido, aquecido previamente a 110° C por 4 horas, misturado com
0,25 g de 6leo mineral. Este tratamento térmico gera sitios reativos como grupamentos
fenolicos e carboxilicos, entre outros, que favorecem o acoplamento quimico. O contato
elétrico foi feito pela outra extremidade com um fio de niquel-cromo.

A pasta modificada foi preparada de maneira semelhante; 75 mg do o6xido de
NdNiOs foi homogeneizado com o grafite em po a seco, sendo a seguir misturado com o
6leo mineral (nas mesmas proporgdes citadas no paragrafo anterior). Todos os estudos com
estes eletrodos foram realizados em meio de NaOH 0,10 mol L™ (pH 13), condi¢des em

que o 6xido misto apresenta agdo catalitica.

3.8 - Determinacio de Acido Ascérbico em Sistema FIA
Utilizando Eletrodo de Carbono Vitreo Modificado com
[FeTPyP{Ru(Clphen),Cl1}4]** /[FeTPPS]* (Método Diferencial)

O 4cido ascorbico foi quantificado em amostras de Aspirina’C, Cebion e suco de
laranja Parmalat com auxilio de eletrodos modificados com filmes laminares de
[FeTPyP{Ru(Clphen),Cl}4]”"/[FeTPPS]*. Devido a presenca de interferentes
(especialmente no caso do suco de laranja), as determinagdes foram feitas por meétodo
diferencial, com tratamento de aliquotas das amostras com a enzima ascorbato oxidase
contida em tecido de pepino. Os resultados alcangados com este procedimento foram
comparados com os obtidos com enzimas purificadas (Merck) e com os valores

apresentados nos rotulos das amostras.
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As amostras (abertas momentos antes das analises) foram dissolvidas, quando necessario,

adequadamente diluidas e tratadas das seguintes maneiras para as analises:

A — Aliquotas das amostras foram misturadas com 2 g de pedagos de pepino ou com
ascorbato oxidase (500 a 1000 unidades enzimaticas) em 2 mL solugdo tampédo fosfato pH
7,0 (0,05 mol L) e agitadas por 5 minutos. Apos, realizou-se aquecimento a 40 °C por 10
minutos, seguido pela diluigio das solugdes com tampdo acetato pH 4,7 (0,10 mol L) +
NaClO4 0,20 mol L™. Aliquotas das amostras tratadas receberam adi¢do de padrio de acido
ascorbico na faixa de 2 a8 x 10° mol L.

O mesmo procedimento foi repetido para “solu¢bes branco” de pepino e os
pequenos sinais obtidos (referentes aos interferentes) foram descontados nas analises.
Experimentos preliminares foram realizados para verificar a inativa¢do das enzimas sob as
condigdes trabalhadas. As enzimas, apos serem aquecidas a 40 °C por 10 minutos, foram
adicionadas em solugdes de acido ascorbico previamente preparadas e foram mantidas sob
agitagdo por 5 minutos. O sinal referente a oxidagdo do acido ascérbico manteve-se o
mesmo antes € apds o tratamento com as enzimas inativadas, (o sinal amperométrico

desaparece quando enzimas ndo submetidas ao aquecimento sio adicionadas).

B — Aliquotas das amostras receberam adigio de padrio de acido ascorbico na faixa de 2 a
8x 108 mol L.

As solugbes foram preparadas com eletrolito ou agua deionizada purgados com
nitrogénio por 15 minutos. A quantidade de acido ascorbico nas amostras foi obtida por

diferenca entre as analises4 e B.

3.9 - Determinacio de SO, em Sistema FIA Utilizando Eletrodo de
Carbono Vitreo Modificado com [CoTPyP[Ru(bipy)2C1}4]5+/ [ZnTPPS]4'

Os dioxidos de enxofre livre e total foram quantificados em amostras de vinhos
comerciais branco seco Forestier, branco suave Chéteau Duvalier e tinto seco Chéteau
Duvalier, com auxilio de eletrodos modificados com filmes laminares de

[CoTPYP[Ru(bipy).Cl}4]>*/[ZnTPPS]*. Devido a presenca de numerosos interferentes
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presentes no vinho, as determinacdes foram feitas utilizando um moédulo de difusdo de gas.
Os resultados alcangados com este procedimento foram comparados com os obtidos por
titulagdo 1odométrica, método utilizado industrialmente.

Para a determinagdo de SO, livre no sistema em fluxo proposto, a amostra ndo

sofreu pré-tratamento. Adotou-se o método da adigio de padroes na faixa de de 2 a
8 x 10 mol L. As solugdes foram preparadas com 4agua deionizada e desaerada por
borbulhamento com nitrogénio. As solugdes carregadoras também foram previamente
desaeradas com N».

Para a determinagdo de SO, total no sistema FIA, as amostras foram tratadas

previamente com hidréxido de sddio, como segue. Adicionou-se a 50,00 mL de amostra de
vinho, 10 mL de NaOH 25% (v/v), aguardando-se por 15 minutos. Apos, aliquotas destas
amostras tratadas receberam adi¢gdes adequadas de solugido padrao de sulfito na faixade 2 a
8x10* mol L.

Como a amostra tratada com hidréxido possui pH acima de 13, foi realizado um
teste para verificar se haveria necessidade de baixar o valor de pH (com adi¢do de H,SO4
2,50 mol L) antes de injetar a amostra no sistema. Como néio houve diferenga significativa
nos sinais obtidos nas duas situagdes, as determinagdes de SO, total das amostras foram
realizadas sem ajuste prévio do pH. Esta foi uma vantagem adicional verificada no sistema

desenvolvido no presente trabalho.

3.10 — Determinacao de SO, Utilizando Titulacio Iodométrica

Para a analise de SO; livre em vinho por iodometria foram utilizadas amostras

recém abertas adotando-se o seguinte procedimento[115, 116]:

A - Pipetou-se 50,00 mL de amostra e 5 mL de H,SO,4 (1+3); adicionou-se cerca de
0,5 g de Na,COs para remover o ar dissolvido na solu¢do. Acrescentou-se 2,5 mL de
solucdo de amido 1 %, titulando rapidamente com solu¢do de iodo 2,19 x 10™ mol L*
(padronizada com tiossulfato de sddio) até a solugdo permanecer azul por alguns instantes.
O tiossulfato foi previamente padronizédo com dicromato de potassio padrao.

As reagdes envolvidas nesta determinagédo sdo apresentadas a seguir:
I, +T <13) ¢))
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SO:” + ;+H,0 <> SO +2H + 3T )
HSO; + I;+H,0 < SO~ +3H  + 30 (3)
Padroniza¢do do $,05” com Cr,07%:
Cr,077 + 91 (excesso) + 14H" <> 3Ly + 2Cr" +TH,0  (4)
28,05% + Iy §,0¢F + 3T (%)
Padronizacdo do I> (em I') com $,057
28,05% + Iy S406 + 3T (6)

B - Pipetou-se 50,00 mL da amostra, adicionou-se 10 mL de formaldeido 2 % (v/v),
aguardando por 15 minutos, para a formagdo do aducto "O-CH,-SOs (eq. 7). Foi seguido,
entdo, o procedimento A.

CHz0 +S0;* <> "0-CH,-SO5" (7

O teor de SO; livre € dado pela diferenga entre as titulagdes dos itens 4 e B.

OBSERVACAO: Na amostra de vinho tinto considerou-se como ponto de viragem a
mudanca na tonalidade da cor da amostra de avermelhada (cor assumida quando tratada
com acido e amido) para azulada, uma vez que a intengdo era de se comparar 0 método

proposto com o usualmente utilizado na analise de vinhos.

Para a quantificagdo de sulfito total, a amostra foi previamente tratada com

hidréxido de sodio da seguinte forma:

C - Pipetou-se 25,00 mL de amostra e adicionou-se 5 mL de NaOH 25 %,
aguardando por 10 minutos. Apos, adicionou-se 10 mL de H,SO,4 (1+3) e cerca de 0,5 g de
Na,CO;. Procedeu-se a titulagdo com solug@o de iodo utilizando amido como indicador até

a solugdo tornar-se azul.

D - Pipetou-se 25,00 mL de amostra e adicionou-se 5 mlL de NaOH 25 %,
aguardando por 10 min. Adicionou-se 10 mL de H,SO4 (1+3) e 5 mL de formaldeido 2 %
(v/v), aguardando por 15 min. Foi seguido, entdo, o procedimento A.

O teor de SO, total € dado pela diferenca entre as titulagdes Ce D.
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4 - Resultados e Discussao

4.1 — Consideracoes Sobre Eletrodos de Carbono Vitreo Modificados com
[MTPyP{Ru(bipy),Cl}|™

A eletroquimica da molécula de porfirina polimetalada € muito rica devido a
presenga de multiplos grupamentos eletroativos [94, 117, 118]. Os complexos de ruténio(Il)
com 2,2-bipiridina podem ser oxidados aos correspondentes complexos de ruténio(III),
enquanto que os ligantes bipiridina podem ser reduzidos por sucessiva adigdo de elétrons.
O anel porfirinico pode ser oxidado ou reduzido gerando o cation radical porfirina e o
respectivo dication ou o 4nion radical e o correspondente didnion. O metal central também
¢ eletroquimicamente ativo. Estes processos redox sdo altamente dependentes das
caracteristicas do solvente utilizado e da faixa de potencial em que se trabalha.

Nas condi¢des utilizadas neste estudo, ou seja, em solu¢do aquosa € numa faixa de
potencial de trabalho de 0,00 a +1,00 V, os sitios ativos da macromolécula que atuaram na
eletrocatalise das reagdes de oxidagdo investigadas foram o pares redox Ru(Il)/(IIT). O
voltamograma ciclico do eletrodo de carbono vitreo modificado com cobalto porfirina
exibe somente um par de ondas bem definidas atribuidas a estes sitios ativos periféricos,

conforme apresentado na figura abaixo.

CORRENTE
T
~+

Im,m

A 1 a
0,9 0,7 0.5 03 0,1

POTENCIAL (V)
Fig. 23 - Voltamograma ciclico de eletrodo de carbono vitreo modificado com

[CoTPyP{Ru(bipy),Cl}s]>" em tampio Ac/HAc pH 4,7 (0,05 mol L") + NaTFMS 0,25 mol L.

Velocidade de varredura =100 mV s’ I'=2.1 x 10° mol cm™ ¢ area do eletrodo = 0,196 cm”.
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A ocorréncia de uma onda simples e intensa (proporcional ao numero de sitios
equivalentes) € consistente com uma fraca interagdo entre os quatro grupamentos
[Rumm(bipy)zCl], como discutido em estudos anteriores [94].

O eletrélito empregado nos estudos com as porfirinas, tampéo acetato/acido acético
pH 4,7, foi selecionado em fungdo de investigagdes prévias [53, 54, 94, 95]. Contudo,
ensaios por voltametria ciclica utilizando eletrolitos com valores de pH 8 e 9 apresentaram
respostas similares aos obtidos com pH 4,7. Desta forma, observou-se que estas porfirinas
podem ser aplicadas em condigdes diversas.

Os voltamogramas com niquel, manganés e ferro porfirinas, realizados nas mesmas
condigdes, exibem perfil de resposta semelhante a de cobalto, isto €, apenas com um par de
ondas redox referentes aos Ru(II)/(I1I) periféricos.

A quantidade de porfirina imobilizada sobre a superficie do eletrodo (I') foi
estimada a partir da carga referente a area do pico de oxidagdo do Ru(Il) a Ru(IIl).
Geralmente, o valor estimado de T situou-se entre 1 e 3 x 10° mol cm™, assumindo que
todos os quatro atomos de ruténio do filme sdo eletroquimicamente ativos.

A quantidade de porfirina foi calculada utilizando a relagéo:

I'= Q
nFA

onde:
n = 4 elétrons.
F = 96487 C mol™ e
A =0,071 cm? ou 0,196 cm® (didmetros = 0,5 cm ou 0,3 c¢m, respectivamente).

Na pratica, a area sob o pico de oxidagdo foi estimada apenas com razoavel precisao
(com auxilio de papel milimetrado). De posse do valor da area (cm®), da velocidade de
varredura (V s™) e da sensibilidade de corrente utilizada no registro do voltamograma
(A cm™), obteve-se a carga correspondente (C), tomando-se o cuidado de descontar a
pequena contribuicdo capacitiva (estimada com o eletrodo ndo modificado).

A seguir serdo apresentados os resultados do desempenho do eletrodo assim
modificado, na oxidagdo de espécies como nitrito, sulfito, dopamina, acido ascorbico e

NADH.
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4.1.2 — Estabilidade de Eletrodos de Carbono Vitreo Modificados com
[CoTPyP{Ru(bipy)Cl}4]>*

Quando a solu¢do alcoolica de cobalto porfirina ¢ transferida para a superficie do
carbono vitreo, um filme aderente ¢ formado apos a evaporagdo do solvente. Apesar deste
filme ser pouco soluvel, para aplicagdes analiticas esta baixa solubilidade ¢ indesejavel.
Este problema foi contornado inicialmente com a presenga do contra-ion
trifluorometanossulfonato (TFMS"), na forma do sal sédico. O TEMS’ ¢ utilizado ap6s a
sintese da porfirina para a sua precipitagdo. A presenca deste anion em solu¢do minimiza a
solubilizagdo do filme depositado sobre o eletrodo.

A estabilidade dos eletrodos de carbono vitreo modificados com
[CoTPyP {Ru(bipy).Cl}4]’" foi verificada em ensaio em fluxo utilizando eletrélito suporte
contendo TFMS'. A figura abaixo ilustra os resultados obtidos para uma série de injegdes

de solugdo de nitrito 1 x 10 mol L™

=
™
Z,
2 : ]:80nA
: el
=}
—_
2 min
TEMPO
Fig. 24 - Analise por inje¢do em fluxo utilizando carbono vitreo modificado com

[CoTPyP{Ru(bipy).Cl}.]"* para injegdes consecutivas de nitrito 1 x 10° mol L*. E =+ 0,90 V,
eletrolito = tampdo Ac/HAc pH = 4,7 (0,10 mol L) + NaTFMS 0,25 mol L. Vaziio= 0,8mL min’’
¢ volume de amostra injetado = 130 uL. Area do eletrodo = 0,071cm® e I' = 1,91 x 10° mol cm™.

Uma elevada repetibilidade ¢ expressa pela média de 278,4 nA com um desvio de
9,6 nA (desvio padrdo relativo = 3,4 %), para uma série de 28 injegdes. Os sensores
modificados com as porfirinas tetrarrutenadas proporcionaram respostas lineares e estaveis,
quando utilizados em presenga do TFMS’, como apresentados nas segdes 4.1.3 e 4.1.4.
Estudos mais exaustivos sobre a vida util do eletrodo modificado, utilizado nestas
condigdes, ndo foram realizados em fungio do elevado custo do NaTFMS e da sua ndo

disponibilidade na época, dificultando aplicagdes de rotina.
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4.1.3 — Determinacoes de Sulfito e Nitrito Utilizando Eletrodos de
Carbono Vitreo Modificados com [CoTPyP{Ru(bipy),Cl}4]*

O sulfito é amplamente utilizado como anti-oxidante e inibidor do crescimento
bacteriologico na indistria farmacéutica e de alimentos. Métodos para a determinagio
rapida de sulfito tém sido desenvolvidos recentemente, sendo que a andlise por inje¢do em
fluxo vém sendo amplamente difundida nas rotinas de diversos laboratorios [119-123].

A determinag¢do direta de sulfito usando eletrodos convencionais ndo € uma
operagio muito simples. A oxidagdo de sulfito apresenta uma cinética de reacdo lenta e,
consequentemente, o potencial ¢ geralmente bastante elevado. Como € demonstrado na
Figura 25A, o sinal gerado por 3 x 10% mol L7 de sulfito oxidado sobre eletrodo de

carbono vitreo ndo modificado € muito pequeno e ocorre nas imediagdes de + 1,0 V.
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Fig. 25 - Voltamogramas ciclicos de solugdo de sulfito 3 x 10° mol L™ utilizando eletrodo de
carbono vitreo ndo modificado (A) e de solucdes de sulfito com concentragdes crescentes (0,5 a
3.4 x 10° mol L) utilizando o eletrodo modificado com [CoTPyP{Ru(bipy)2C1}4]5+ (B). Em ambos
os casos, o primeiro voltamograma refere-se ao eletrodo somente em eletrolito suporte.
Velocidade de 100 mV s’ em tampio Ac/HAc pH 4,7 (0,05 mol L +
NaTFMS 0,25 mol L. Area do eletrodo = 0,196 cm’.

varredura =
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Como pode ser visto na Figura 25B, ao utilizar-se o eletrodo de carbono vitreo
modificado com cobalto porfirina promove-se um expressivo aumento na corrente de
oxidagdo e um deslocamento do pico de oxidagdo do sulfito para a regido do par mediador
Ru(II)/(III). Estes eventos comprovam a oxidagdo catalitica do sulfito. Os valores de
corrente obtidos nos voltamogramas do eletrodo modificado e utilizados para a constru¢io
do grafico apresentado na Figura 25 foram medidos no potencial de + 0,80 V.

Também foi realizada para o sulfito a analise por inje¢do em fluxo (Fig. 26). Os
dados de corrente-tempo para solugdes de sulfito em concentragdes crescentes, 2 a
8 x 10® mol L', apresentaram boa linearidade com uma sensibilidade de

0,15 A mol'cm™.
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Fig. 26 — Analise por inje¢do em fluxo utilizando eletrodo de carbono vitreo modificado com
[CoTPyP{Ru(bipy),Cl}.]’". Injecdes comsecutivas de solugbes de sulfito com concentragdes de
2 x 10 (A), 4 x 106(B), 6 x 105(C) e 8 x 10°mol L' (D). E =+ 0,85 V, eletrdlito = tampdo
Ac/HAc pH = 4,7 (0,05 mol L") + NaTFMS 0,25 mol L. Vazio = 0,8 mL min* ¢ volume de
amostra injetado = 130 pL. Area do eletrodo = 0,071 cm’.
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A determinagdo da concentragdo de nitrito € de grande relevancia em diversas areas,
podendo ser destacados o monitoramento ambiental e a analise de alimentos. Diversos
estudos tém sido realizados buscando-se a determinagéo eletroquimica do nitrito [124-128].
Entretanto, a eletroanalise desta espécie apresenta algumas dificuldades como a passivacgdo
do eletrodo, provocada provavelmente por acimulo de produtos da reagdo [44, 126] e o
potencial de oxidagdo bastante elevado quando utilizados eletrodos convencionais. Como
pode ser visto na Figura 27, o pico de oxidag@o obtido com eletrodo de carbono vitreo
modificado, na presenga de nitrito 1 x 107 mol L™, ¢ mais favoravel para propdsitos

analiticos do que com o eletrodo ndo modificado.
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Fig. 27 - Voltamogramas ciclicos de solugdo de nitrito 1 x 10° mol L utilizando eletrodo de
carbono vitreo nio modificado (A) e de solugdes com concentra¢des crescentes de nitrito
0,1 a 0,9 x 10® mol L") usando o eletrodo modificado com [CoTPyP{Ru(bipy),Cl}s]’" (B).
Em ambos os casos, o primeiro voltamograma refere-se ao eletrodo somente em eletrolito
suporte. Velocidade de varredura = 100 mVs' em tampio Ac/HAc pH 4,7 (0,05 mol L7) +
NaTFMS 0,25 mol L. Area do eletrodo = 0,196 cm”
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Os valores de corrente obtidos nos voltamogramas do eletrodo modificado e
utilizados para a construgdo do grafico apresentado na Figura 27 foram medidos no
potencial de + 0,81 V.

Com a modificagdo, o potencial de pico da oxidagdo do nitrito foi deslocado para
potencials menos positivos e o sinal de corrente intensificado por um fator de ~ 1,2. Este
aumento no sinal é semelhante ao relatado na literatura para eletrodo de carbono
vitreo modificado com filme polimérico eletrodepositado a partir do complexo
[Ru(bpy)a(vpy)a]*" [44].

Como conseqiiéncia das propriedades eletrocataliticas do eletrodo modificado, a
onda de oxidagdo do nitrito foi deslocada para potencial menos positivo (regido de
oxidag@o do Ru(Il)/(1ID)).

Ja na analise FIA (Fig. 28), sinais mais sensiveis sdo obtidos. A boa linearidade

alcancada na faixa de 2 a 8 x 10”7 mol L™ permite estimar limite de detecgdo na ordem de

sub-ppb.
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Fig. 28 — Analise por inje¢io em fluxo utilizando eletrodo de carbono vitreo modificado com
[CoTPyP {Ru(bipy).Cl}.]*. Injegdes consecutivas de solugdes de nitrito com concentracdes de
2 x 107(A), 4x 107(B), 6 x 107(C) ¢ 8 x 10" mol L™ (D). E = + 0,85 V, eletrolito = tampdo
Ac/HAc pH = 4,7 (0,05 mol L") + NaTFMS 0,25 mol L. Vazio = 0,8 mL min® e volume de
amostra injetado = 130 pL. Area do eletrodo = 0,071cm’.
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A tabela a seguir apresenta os potenciais de oxida¢do do sulfito e nitrito antes e apods
a modificagdo do eletrodo de carbono vitreo, bem como as faixas de concentragdes nas

quais obteve-se resposta linear de corrente.

Tab. 1- Potenciais de oxidagido para determinagido de sulfito e nitrito utilizando eletrodo de
carbono vitreo nio modificado e modificado com [CoTPyP{Ru(bipy),Cl}4]’* e faixas de
concentragdo minimas exploradas, nas quais foram obtidas respostas lineares (com o
eletrodo modificado).

E.x sobre eletrodo | Ex sobre eletrodo | A E ,,.* | Resposta linear utilizando eletrodo
ndo modificado (V)| modificado (V) (V) | modificado — menor faixa de conc.
explorada (mol L™)
Sulfito >+ 1,00 +0,80 > 0,20 2a8x10°
Nitrito ~ 1,00 +0,81 ~0,19 2a8x 10”7

*A E ox = Eox ap0s a modificagdo — Ex antes da modificacio.

A partir dos resultados obtidos percebe-se que o nitrito e o sulfito sdo oxidados,
sobre carbono vitreo, em potencial em torno de 1 V ou acima. Na presenga da porfirina, os
potenciais de oxidagdo destas espécies sofreram uma antecipa¢do para a regido de potencial
do par Ru(Il)/(I1I). Isto é um indicativo de que a oxidacdo destas espécies ¢ mediada pelo
ruténio eletroativo. O efeito da catélise é reforcado pelo aumento na corrente anodica,
principalmente no caso do sulfito.

Consideremos, simplificadamente, que a catalise se processe como representado a
seguir:

Ru** & Ru" +¢ (8)
Analitors + Ru** =  Analitoe, + Ru®* 9)

Como o Ru”" ¢ regenerado pela oxidagdo do analito, a corrente anoédica aumenta.
Por esta mesma razio, ao longo dos voltamogramas ciclicos, o pico catddico ¢ menor na
presenga do analito, pois 0 Ru** é produzido simultaneamente nas duas etapas, a exemplo
do observado para outros mediadores redox [11].

Embora muitos estudos sobre os efeitos cataliticos de porfirinas e moléculas afins
negligenciem a ocorréncia de uma transferéncia complexa de carga entre os pares redox € 0
substrato, algumas investigagdes especulam que haja a formagdo de um tipo de conduto

entre o mediador e o analito que facilita a transferéncia de elétrons.
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De acordo com a extensdo da interagdo entre o doador e receptor de elétrons, as
transferéncias de elétrons podem ser classificadas como de esfera externa ou interna [129].
Nos mecanismos de esfera externa, as esferas de coordenagdo (como didaticamente
representado por circulos na Figura 29) sofrem pouca perturbagdo permanecendo como
pares doador-receptor durante o estado de transi¢do [129]. Neste caso, a teoria de Marcus

tem sido aplicada para caracterizag@o da natureza da transferéncia de elétrons.

MECANISMO DE ESFERA EXTERNA:

ONCEIG G

MECANISMO DE ESFERA INTERNA:

®-® -

Fig. 29 - Representagdo esquematica de mecanismos de transferéncia de elétrons via esfera externa

¢ interna, na qual os circulos contendo D ¢ R representam esferas de coordenacgdo da espécies

doadora e receptora, respectivamente.

Em contraste, a interpretagdo de esferas de coordenagio de pares doador-receptor
em mecanismos de esfera interna apresentam um estado de transi¢do mais compacto. Na
Figura 29, a area hachurada representa a possibilidade de distor¢Oes estruturais e nas
ligagbes como contribui¢des adicionais, que no caso de mecanismos de esfera externa sdo
irrelevantes [ 129].

Os mecanismos de transferéncia de elétrons que ocorrem nas reagdes envolvendo as
porfirinas estudadas na presente tese sdo de esfera externa, comportamento similar ao
relatado para complexos contendo ruténio e fenantrolina [129].

Para processos cataliticos que ocorrem via esfera interna, € de se esperar uma maior
eficiéncia, tanto em termos de velocidade de reagdo quanto de seletividade. Alguns relatos
sugerem que as porfirinas ndo reagem com o analito somente através de transferéncia
periférica de elétrons, mas que elas mantém transientemente o substrato dentro de sua
esfera de coordenacgdo [60]. Discussdes a respeito da redugdo catalitica da artemisinina via
mediagcdo por hemina [102], presumem que a coordenagdo do ferro da hemina com o
oxigénio da artemisinina atue como uma forma de conduto para a transferéncia de elétrons.

Na auséncia de ferro, a redugao se processa de forma extremamente lenta.
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Em outro estudo sobre a redugdo catalitica de acido tricloroacético utilizando
eletrodo de carbono vitreo modificado com polipirrol-cobaltoporfirina, embora os autores
considerem a possibilidade do processo catalitico ocorrer por mecanismos de esfera interna
ou externa, € proposto como mais provavel o mecanismo de esfera interna, em fungio do
grande deslocamento do potencial de redugdo do acido tricloroacético apds a modificacdo
do eletrodo (~ 1 V) [83].

A partir dos resultados obtidos no presente estudo ficou claro haver uma melhora no
desempenho do eletrodo, apds a modificagdo da sua superficie, devido a um aumento na
cinética de eletrodo. E provavel que os complexos de ruténio estejam dispostos sobre a
superficie do eletrodo de forma a atuarem como “fios condutores moleculares” entre o
eletrodo e a solugdo. InvestigacOes anteriores sobre os filmes de porfirinas tetrarrutenadas
indicam que os poros destes filmes sd3o suficientemente pequenos para bloquear o acesso
dos ions em solugdo até a superficie do eletrodo [95]. N3o seria possivel, desta forma, a
transferéncia direta de elétrons entre analito e o eletrodo, ocorrendo a condugio eletronica
através do filme.

Também encontram-se na literatura estudos que consideram que os sitios ativos de
filmes redox podem ser reduzidos ou oxidados por uma sucessio de transferéncias
eletronicas de “auto-troca” (self-exchange) entre os sitios vizinhos [95]. Supondo-se que,
inicialmente, todos os sitios ativos do mediador estejam reduzidos, ao aplicar-se potencial
suficiente, provoca-se a oxidagio dos sitios proximos a superficie do eletrodo,
desencadeando, desta forma, a condug¢3o eletronica ao longo do filme.

Na proxima se¢do serdo discutidos os efeitos do eletrodo de carbono vitreo
modificado com [CoTPyP{Ru(bipy),Cl}4]’" sobre a oxidagdo de dopamina, NADH e 4cido

ascOrbico.

4.1.4 - Determinagdes de Dopamina, Acido Ascérbico e NADH Utilizando
Eletrodos de Carbono Vitreo Modificados com [CoTPyP{Ru(bipy)2Cl}4]5+

A dopamina € um importante neurotransmissor e sua determinagdo em fluido extra-
celular do sistema nervoso central tem recebido crescente atengdo. Estudos vém sendo

realizados no sentido de aumentar a seletividade na sua detecgdo, evitando a interferéncia
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das demais espécies eletroativas (como acido ascorbico) presentes nos sistemas biolégicos
[130-133].

Foram iniciados estudos para verificar o efeito do eletrodo modificado com
[CoTPyP{Ru(bipy)2C1}4]5+ sobre a oxidagdo de dopamina: A Figura 30 traz os
voltamogramas ciclicos de carbono vitreo n3do modificado (A) e modificado (B),

respectivamente.
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Fig. 30 — Voltamogramas ciclicos de solugdes com concentragdes crescentes de dopamina de

0,5a 1,7 x 10° mol L utilizando eletrodo de carbono vitreo nio modificado (A) € de solugdes
de dopamina com concentragdes variando de 0,2 a 1,9 x 10° mol L’ utilizando o eletrodo
modificado com [CoTPyP{Ru(bipy),Cl}.]”" (B). Em ambos os casos, o primeiro voltamograma
refere-se ao eletrodo somente em eletrdlito suporte. Velocidade de varredura = 100mV s' em
tampéo Ac/HAc pH 4,7 (0,05 mol L) + NaTFMS 0,25 mol L. Area do eletrodo = 0,196 cm”.
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A presenga da porfirina na superficie do eletrodo produz um pico anddico bastante
acentuado e melhor definido, quando comparado com o caso (A), enquanto que O pico
catédico (~ + 0,1 V) € “bloqueado”.

Comportamento similar j4 havia sido observado no caso de analitos tipicamente
reversiveis como o [Fe(CN)s]* [95], quando foi discutido que este efeito estaria
relacionado com uma transferéncia unidirecional de elétrons [134, 135], caracteristica deste
tipo de filme. O processo eletroquimico seria mediado pelo filme através do fluxo de
elétrons da solugdo para o eletrodo. Este comportamento ¢ semelhante ao observado para
bicamadas de polimeros redox em que o filme externo contendo espécies eletroativas
possui potencial mais negativo do que o filme interno, mas a transferéncia eletronica €
mediada pelas espécies redox da camada interna [96]. No caso presente, as espécies redox
externas estdo em solugao.

Os valores de corrente obtidos nos voltamogramas dos eletrodos ndo modificado e
modificado pela porfirina (utilizados nos graficos exibidos na Figura 30) foram medidos
nos potenciais de + 0,61 V e + 0,65 V, respectivamente. A sensibilidade ¢ bastante

aumentada pelo uso de amperometria em fluxo, conforme observa-se na Figura 31.
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Fig. 31 — Analise por inje¢do em fluxo utilizando eletrodo de carbono vitreo modificado com
[Co'['PyP{Ru(bipy)ZCl}4]5+. Injecdes consecutivas de solugdes de dopamina 2 x 107(A), 4 x 107(B),
6% 107(C) e 8 x 107mol L' (D). E =+ 0,85 V, eletrdlito = tampdo Ac/HAc pH = 4,7 (0,05 mol L") +
NaTFMS 025 mol L. Vazio = 0,8 mL min® ¢ volume de amostra injetado = 130 uL. Area do

eletrodo = 0,07 1cm”.
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A série de picos obtida pela adigio de dopamina, na faixa de 2 a 8 x 107 mol L™,
exibe uma dependéncia linear com a concentra¢io do analito. A boa relagdo sinal/ruido
permite prever um limite de detecgdo da ordem de ppb, com uma freqiiéncia de analise de
uma amostra por minuto.

No estudo voltamétrico para verificagdo do desempenho do eletrodo modificado
sobre a oxidagio de acido ascorbico, observa-se que ha um aumento no sinal de corrente e
uma antecipagdo do pico de oxidag@o do analito para + 0,60 V em presenca da porfirina
(Fig. 32).
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Fig. 32 — Voltamogramas ciclicos de solugbes com concentragdes crescentes de acido ascorbico de
0,5 a 2,1 x 10° mol L utilizando eletrodo de carbono vitreo ndo modificado (A) e de solugdes
acido ascérbico com concentragdes variando de 0,5 a 5,7 x 10“ mol L utilizando o eletrodo
modificado com [CoTPyP{Ru(bipy),Cl}s]°" (B). Em ambos os casos, o primeiro voltamograma
refere-se ao eletrodo somente em eletrolito suporte. Velocidade de varredura = 100 mV s* em
tampdo Ac/HAc pH 4,7 (0,05 mol L) + NaTFMS 0,25 mol L". Area do eletrodo = 0,196 cm”,
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Os valores de corrente obtidos nos voltamogramas dos eletrodos ndo modificado e
recoberto pela porfirina (utilizados nos graficos apresentados na Figura 32) foram medidos
nos potenciais de + 0,68 V e + 0,59 V| respectivamente.

Embora sejam evidentes as propriedades cataliticas da porfirina sobre a oxidagao
do acido ascorbico, o valor para o qual o potencial foi antecipado esta muito proximo do
obtido para a dopamina, utilizando o mesmo eletrodo. Portanto, nas condi¢des
trabalhadas, o sensor (contendo apenas esta porfirina) ndo apresenta propriedade seletiva

adequada para determinac@o de uma das duas espécies sem a interferéncia da outra.

No estudo em fluxo (Fig. 33), uma boa linearidade de resposta ¢ expressa por um
coeficiente de correlagio de 0,9999 numa faixa de concentracdo entre 2 € 8 x 10° mol L™,
Ao contrario do observado para a dopamina, no caso do acido ascorbico ndo se obtém
uma estabilidade tdo boa de linha base € o limite de detec¢do é menor, podendo ser

estimado da ordem de 5 x 107 mol L.
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Fig. 33 — Analise por injegdo em fluxo utilizando eletrodo de carbono vitreo modificado com
[CoTPyP{Ru(bipy).C1}.]’". Injeges consecutivas de solugdes de acido ascorbico 2 x 10°(A),
4x 10¢(B), 6x 105(C) e 8x 10°mol L' (D). E =+ 0,85 V, eletrolito = tampdo Ac/HAc pH = 4,7
(0,05 mol L") + NaTFMS 0,25 mol L. Vazio = 0,8 mL min’ e volume de amostra injetado =
130 pL. Area do eletrodo = 0,071cm’.



Resultados e Discusséo - 47

Outro grupo de analitos de grande importancia na area biologica sdo as
nicotinamidas. Estas coenzimas exercem importante papel em processos celulares
catalisados por enzimas desidrogenases, sendo amplamente encontradas na maioria dos
tecidos vivos. O grande nimero de desidrogenases existentes comercialmente oferece boas
perspectivas para a construgdo de sensores Uteis em analise clinica, de alimentos e de
amostras de interesse ambiental.

Enzimas redox NADH-dependentes catalisam a redugdo do NAD™ a NADH com
concomitante oxidagdo seletiva de importantes substratos como glicose, alcool e lactose,
entre outros. Estas reagcdes sdo altamente seletivas, razdo pela qual sdo exploradas na
construcio de biossensores [136-141], embora existam problemas inerentes a sua operagao,
dentre os quais, elevados potenciais de trabalho, gradual passivagdo da superficie do
eletrodo e solubilidade dos co-fatores [136].

Eletrodos de carbono vitreo modificados com [CoTPyP{Ru(bipy),Cl}s]’" também
levaram a resultados bastante interessantes em relagdo a oxidagdo de NADH, como pode
ser observado na Figura 34. Quando o potencial aplicado aproxima-se do valor E° do par
Ru(IT)/(I1I), uma elevada corrente € observada (Fig. 34B).

Observa-se também, que em presenga da porfirina o pico de oxidagdo do NADH foi
antecipado para potencial menos positivo em ~ 100 mV, evidenciando o efeito catalitico da
porfirina, que atua como um mediador no processo de oxidagdo do NADH.

Assim, como foi observado para a dopamina, sucessivas adi¢des de NADH levam a
respostas de corrente crescentes e lineares com o aumento da concentragdo, tanto para o
eletrodo nio modificado quanto modificado. Contudo, uma resposta corrente/concentragdo
mais favoravel foi obtida com a modificagdo do sensor.

Os valores de corrente obtidos nos voltamogramas dos eletrodos ndo modificado e
recoberto pela porfirina (utilizados nos graficos exibidos na Figura 34) foram medidos nos

potenciais de + 0,73 V e + 0,63 V, respectivamente.
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Fig. 34 — Voltamogramas ciclicos de solugbes com concentragdes crescentes de NADH de 0,5 a

2,1 x 10° mol L utilizando eletrodo de carbono vitreo nio modificado (A) e de solugdes de
NADH com concentracdes variando de 0,5 a 3,3 x 10 mol L™ utilizando o eletrodo modificado
com [CoTPyP{Ru(bipy),Cl1}.]’" (B). Em ambos os casos, o primeiro voltamograma refere-se ao
eletrodo somente em eletrolito suporte Velocidade de varredura = 100 mV s* em tampio Ac/HAc
pH 4,7 (0,05 mol L) + NaTFMS 0,25 mol L. Area do eletrodo = 0,196 cm”.

A proxima figura exibe um resultado FIA tipico para injecdes de solucdes de
NADH com concentracdes variando de 2 a 8 x 10° mol L', com resposta de corrente

apresentando uma dependéncia linear com a concentragio do bioanalito € uma boa
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estabilidade. Uma freqiiéncia de analise de uma amostra por minuto também foi obtida

neste caso.
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Fig. 35 - Analise em fluxo utilizando eletrodo de carbono vitreo modificado com

[CoTPyP{Ru(bipy).Cl1}.]>*. Inje¢des consecutivas de solugdes de NADH 2 x 10% (A),
4x10%(B), 6x105(C) e 8x10°mol L (D). E=+ 085V, eletrdlito = tampio Ac/HAc
pH=47 (0,05mol L") + NaTFMS 0,25 mol L". Vazio = 0,8 mL min' ¢ volume de amostra
injetado = 130 pL. Area do eletrodo = 0,071 cm”.

Investigagdes sobre a dependéncia da resposta de corrente com o potencial aplicado,
utilizando o eletrodo modificado, foram realizadas com repetitivas inje¢des dos analitos no
modo de detecg@o em fluxo a potencial constante. As melhores respostas em termos de
estabilidade de linha base associada a sensibilidade foram obtidas na faixa de potencial
entre + 0,80 V e + 0,90 V. Os estudos em fluxo apresentados até o momento foram
realizados no potencial de + 0,85 V, contudo, no caso de analises de amostras reais, para
cada caso deve-se buscar o melhor compromisso entre a sensibilidade e a seletividade
(potencial de trabalho menor). Mais adiante, serdo apresentados resultados de analises de
amostras reais com detecgio de acido ascorbico no potencial de + 0,60 V e determinagdo de

SO, em vinhos em + 0,90 V.
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Para prevenir que durante os ensaios ocorressem as auto-oxidagdes dos analitos
(como nos casos do acido ascorbico e da dopamina), as diluigdes das solugdes foram
realizadas momentos antes de serem injetadas no sistema em fluxo. Além disto, foram
utilizados eletrolitos desaerados.

A tabela a seguir apresenta os potenciais de oxidag@o dos trés analitos apresentados
nesta sec@o, antes e apds a modificagdo do eletrodo de carbono vitreo, bem como as faixas

de concentragdes nas quais obteve-se resposta linear de corrente.

Tab. 2 - Potenciais de oxidagdo dos analitos investigados utilizando eletrodo de carbono
vitreo ndo modificado e modificado com [Co’I‘PyP{Ru(bipy)2C1}4]5+ e faixas de
concentragio minimas exploradas, nas quais foram obtidas respostas lineares (com o
eletrodo modificado).

E.x sobre E.x sobre AE  * Resposta linear utilizando
eletrodo ndo eletrodo %) eletrodo modificado — menor
modificado (V) |modificado (V) faixa de conc. explorada (mol L)
Dopamina + 0,60 + 0,65 - 0,05 22a8x 107
Acido +0,71 +0,59 0,12 2a8x10°
Ascorbico
NADH +0,73 + 0,63 0,10 2a8x10°

* AE ox= Eox ap0s a modificagdo — Ex antes da modificagio.

Com base nos sinais obtidos observa-se que a dopamina, o 4cido ascorbico e o
NADH que ja possuiam picos de oxidagdo anteriores ao do par Ru(II)/(III), continuaram a
apresentar pré-ondas (antes do potencial referente & oxidagdo do ruténio). Para o acido
ascorbico € NADH houve uma antecipagdo no pico, enquanto que no caso da dopamina,
chegou a haver um deslocamento para potencial mais positivo, aproximando-se do
potencial de oxidagdo do Ru(Il) a Ru(Ill). Este comportamento é condizente com a
caracteristica destes filmes de porfirinas de atuarem como condutores redox, ou seja,
somente ocorre condugio de elétrons através do filme, quando os atomos de Ru(ll)
comegam a se oxidar.

Comportamento similar ao da dopamina é relatado para compostos fenolicos como
fenol, cresol e clorofenol [142]. Pequenas variagdes nos potenciais de oxidagdo destas
espécies para valores mais positivos foram observadas apds a modificaggo do eletrodo de

carbono vitreo com cobalto ftalocianina. No referido trabalho, os autores consideram que
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este comportamento pode refletir a formag¢do de algum aducto entre a ftalocianina
adsorvida e os compostos fenolicos. Ainda que os potenciais tenham sidos deslocados para
valores sensivelmente mais positivos, a evidéncia de incrementos nas correntes de
oxidagdo dos analitos levou os autores a sugerirem a ocorréncia de reagdes com
transferéncias de elétrons entre os fendis e as ftalocianinas.

Embora tenha ocorrido um evidente aumento na magnitude da corrente de oxidagdo
das trés espécies estudadas no presente trabalho, verifica-se que a oxidag@o de cada analito
sobre os eletrodos modificados com filmes de porfirinas ocorre em diferentes potenciais.
Isto sugere que o processo catalitico ndo envolve uma simples mediag@o por transferéncia
de carga, mas também interagdes especificas entre os analitos e o filme de cobalto porfirina

[11, 42].

4.1.5 — Consideracoes Sobre Eletrodos de Carbono Vitreo Modificados
com [CoTPyP{Ru(bipy),Cl}4]** e Acetato de Celulose ou Nafion®

Procurando-se uma maneira de tornar os eletrodos de carbono vitreo modificados
com [MTPyP{Ru(bipy).Cl}s]"" mais estaveis, minimizando a solubilizagdo dos filmes de
porfirinas para a solugdo, experimentou-se recobri-los com filmes de acetato de celulose ou
Nafion®. Com estes procedimentos buscava-se, também, atribuir caracteristicas seletivas
aos eletrodos.

A proxima figura apresenta os voltamogramas do eletrodo de carbono
vitreo modificado com [CoTPyP{Ru(bipy),Cl}«] "/acetato de celulose (A) e
[Co”['PyP{Ru(bipy)2C1}4]5+/Naﬁon® (B) para solugdes de nitrito com concentragdes na
faixa de 0,3 a 1,2 x 10° mol L. Como pode-se perceber, nos dois casos a linearidade das
respostas obtidas ndo foi satisfatoria. Estudos similares com solugdo de nitrito com
concentragdes variando entre 0,5 € 3,0 x 10™ mol L também ndo produziram resultados
lineares.

Deve-se considerar que o acetato de celulose e o Nafion® sdo solubilizados em
solventes organicos, portanto, quando o filme de porfirina é recoberto pelos filmes
poliméricos deve haver a solubilizagdo parcial da porfirina, que mistura-se ao material

polimérico, tornando o filme irregular. Este fato possivelmente contribua para a
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irregularidade dos sinais obtidos. Da mesma forma, a provavel presenga de moléculas de
porfirinas misturadas ao filmes poliméricos (inclusive na camada externa do filme
modificador), justifica o aparecimento pronunciado de sinal referente a oxidagdo de nitrito
mesmo com a utilizagio de Nafion® (Fig. 36B).

Na mesma época foi desenvolvido pelo prof. Koiti um novo procedimento para a
modifica¢do dos eletrodos baseado na imobilizagdo simultanea de porfirinas catidnicas e
ani6nicas [98]. Desta forma, obteve-se sensores estaveis para utilizagdo em analises por
injecdo em fluxo, como sera discutido nas segOes seguintes. A abertura de tal perspectiva e
os bons resultados obtidos com a nova forma de construgio de tais filmes, fez com que nao

insistissemos na utiliza¢do destes filmes poliméricos.
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Fig. 36 — Voltamogramas ciclicos de solugdes com concentragdes crescentes de nitrito de 0,3 a
1,2 x 10 mol L™ utilizando eletrodo de carbono vitreo modificado com [NiTPyP{Ru(bipy)2C1}4]5+

facetato de celulose (A) ¢ [NiTPyP{Ru(bipy),C1}.]*/Nafion® (B). Em ambos 0s casos, 0 primeiro

voltamograma refere-se ao eletrodo somente em eletrolito suporte. Velocidade de varredura de
100 mV s em tampio Ac/HAc pH 4,7 (0,05 mol L'"). Area do eletrodo = 0,196 cm’.
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4.2 — Consideracdes Sobre Eletrodos de Carbono Vitreo Modificados com
[CoTPyP{Ru(bipy),Cl}s]°"/[ZnTPPS]*

Como foi visto, eletrodos modificados com as metaloporfirinas tetrarrutenadas
exibem ag@o catalitica na oxidagdo de diversas espécies. No entanto, os filmes moleculares
sdo relativamente soluveis em meio aquoso, exigindo a presenga do contra-ion TFMS’ para
minimizar a lavagem do filme de porfirina da superficie dos eletrodos. O NaTFMS ¢ um
reagente de custo elevado, tornando pouco favoravel sua utiliza¢gdo em analises de rotina.
Procurando contornar esta dificuldade, partiu-se para o estudo de uma nova maneira de
imobilizagido, que dispensasse o uso do contra-ion e proporcionasse a construgdo de
sensores estaveis para as analises em fluxo.

A nova forma de modifica¢do consiste na formag¢ao de filmes laminares (layer-by-
layer) contendo camadas de porfirinas ion pareadas. O voltamograma ciclico do eletrodo
modificado em eletrolito suporte (como sera visto nas Figuras 38 e 39B) registra um par de
ondas redox referentes ao Ru(Il)/(IIT); comportamento similar ao encontrado anteriormente
para os filmes de [MTPyP{Ru(bipy).Cl}4]*". Os picos anddico e catédico possuem a
mesma intensidade e sdo separados por ~ 70 mV, sugerindo que o processo eletroquimico €
reversivel. Com esta nova forma de imobiliza¢do os sitios ativos continuam sendo os
atomos de ruténio.

Estudos espectrofotométricos de [CoTPyP{Ru(bipy):Cl}4]’"/[ZnTPPS]* sobre
superficie de ITO (vidro revestido com 6xidos de indio e de estanho), demonstraram a

formagio altamente organizada das “bicamadas”, como acompanhado pela Figura 37.
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Fig. 37 — Formagio do filme laminar de [CoTPyP{Ru(bipy):Cl}4] /[ZnTPPS]* acompanhado

espectrofotometricamente em fungdo do numero de “‘bicamadas”, sobre superficie de ITO [22].
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O espectro apresenta bandas de absor¢do do centro porfirinico a 435, 566 e 606 nm,
do [Ru(bipy),CI]" a 300 nm e bandas de absor¢do a 500 nm referentes a transferéncia de
carga Ru(Il) — bipy [9, 98].

Num esfor¢o para tentar substituir a adigio de NaTFMS por um reagente mais

acessivel, passou-se a experimentar o uso de NaClQ,, contra-ion também utilizado para a
precipitagdo de algumas porfirinas (durante suas sinteses).
Embora o perclorato ndo tenha proporcionado resultados tdo satisfatérios quanto o
trifluorometanossulfonato, constatou-se que sua presenca tornou o perfil de resposta
voltamétrica das porfirinas, inclusive das imobilizadas pelo procedimento das “bicamadas”,
melhor definido. Isto provavelmente deve-se a um aumento da condutividade da solugdo
com a adi¢io do NaClO,.

Estudos mostram que eletrodos modificados com filmes de poli(pirrol-niquel-
tetrafenilporfirina) apresentam o par de picos redox melhor definidos e com menor
diferenca entre os potenciais de pico anddico e catédico, quando imersos em um meio mais
condutor (substituindo a adi¢do de CH3CN por CH,Cl; no eletrolito) [37].

Os proximos experimentos foram conduzidos adicionando-se ClO4 no eletrolito

suporte, mesmo utilizando-se os filmes laminares de porfirinas.

4.2.1 — Estabilidade de Eletrodos de Carbono Vitreo Modificados com
[CoTPyP{Ru(bipy)Cl}4]> /[ZnTPPS]*

A estabilidade de eletrodos modificados simultaneamente com duas porfirinas €
superior aos filmes contendo uma tunica porfirina e pdde ser verificada em diferentes
situagdes. O eletrodo modificado com [CoTPyP{Ru(bipy)2C1}4]5+/[ZnTPPS]4" ¢ estavel e
pode ser ciclado por mais de uma centena de vezes numa faixa de potencial de 0,0 V a
0,9 V sem alteragdes significativas nas respostas voltamétricas, como apresentado na
Figura 38.

Os filmes também mostraram-se duraveis sob as rigorosas condigdes
hidrodindmicas da analise por injecdo em fluxo. Em estudo FIA, o carbono vitreo
modificado foi submetido a consecutivas inje¢des de solugio de nitrito 1 x 10° mol L™

(Fig. 39), que acarretou em mais de uma hora de uso continuo, sob fluxo de solugéo.
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Fig. 38 — Registros dos 1°, 10° 20° 30° 40° e 50° voltamogramas ciclicos de carbono vitreo
modificado por CoTPyP{Ru(bipy)2C1}4]5+/ [ZnTPPS]*, em tampdo Ac/HAc pH 4,7 (0,10 mol L) +
NaClO, 0,20 mol L. Velocidade de varredura = 100 mV s™'. Area do eletrodo = 0,196 cm?.

Um conjunto de 28 picos aparece na Figura 39A, enquanto que os voltamogramas

ciclicos do eletrodo antes e apos a série de injegdes podem ser observados na Figura 39B.
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Fig. 39 — Analise FIA utilizando carbono vitreo modificado com [CoTPyP{Ru(bipy),Cl}.]**/
[ZnTPPS]* para injegdes consecutivas de nitrito 1 x 10° mol L™ (A) e voltamogramas ciclicos (B)
do eletrodo modificado em presenga do eletrolito suporte antes (a) e apos 1 hora de determinagdes
FIA (b). Condigdes para FIA: E =+ 0,90 V, eletrolito = tampio Ac/HAc pH = 4,7 (0,10 mol LY+
NaClO, 0,20 molL™. Vazio = 0,8 mLmin™ e volume de amostra injetado = 130 pL; voltamogramas
(B): velocidade de varredura = 100 mVs™. Area do eletrodo = 0,071 cm’ e T' = 2,2 x 10” mol cm™.
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Uma elevada repetibilidade das respostas FIA € reforgada pelo desvio padrdo de
3,2 nA para a média de 319,7 nA (Desvio padrio relativo, DPR, de 1%), correspondente as
28 injecdes de solugio de nitrito (fig. 39A), resultado superior ao exibido pelos eletrodos
modificados por apenas uma porfirina. A estabilidade do eletrodo assim modificado foi tal,
que o mesmo eletrodo pdde ser utilizado por mais de uma semana em analises sucessivas
com pequena alteragdo em seu desempenho.

A estabilidade obtida com eletrodos de carbono vitreo recobertos com filmes
laminares de porfirinas foi comparavel ao obtido com carbono vitreo modificado com
filmes eletropolimerizados contendo ruténio [40]. Neste dltimo caso, em uma hora de
analise FIA de nitrito foi obtido um desvio padrio relativo em torno de 1 % e o eletrodo
também pode ser utilizado por vanos dias sem queda significativa na sensibilidade.
Eletrodos de fibra de carbono modificados por polimeros de [Os(bipy)(PVP)2Cl]Cl
adsorvidos fisicamente [33] apresentaram um desvio padrio relativo de 2,15 %, para uma
série de 20 injegdes consecutivas de solugdes de nitrito, estabilidade inferior a obtida com
os eletrodos contendo as porfirinas ion pareadas. Ja carbono vitreo recoberto por espécies
de oOxidos de manganés geradas eletroquimicamente [43] exibiram um DPR de
aproximadamente 1 % para 50 inje¢des de solugdes de hidrazina e peréxido de hidrogénio.

De maneira geral, os eletrodos de carbono vitreo recobertos pelas bicamadas de
porfirinas apresentam estabilidade superior a outros eletrodos modificados por adsor¢io
fisica e estabilidade comparavel as obtidas por eletrodos cujas superficies foram

modificadas por procedimentos eletroquimicos (eletrodeposigio ou eletropolimerizagio).

4.2.2 —Prevencio de Envenenamento de Eletrodos de Carbono Vitreo

Modificados com [CoTPyP{Ru(bipy),Cl}4|*"/[ZnTPPS|*

Uma dificuldade ao se trabalhar com eletrodos solidos em sucessivas analises em
fluxo com detec¢do amperométrica € a eventual diminui¢do de sinal analitico em funcdo de
um gradual envenenamento da superficie. Varias abordagens sdo propostas para contornar
este problema, em geral, realizando-se renovagdo da superficie do eletrodo, empregando
cobertura de filmes poliméricos com caracteristicas seletivas ou pelo uso de eletrodos

modificados.
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Um problema tipico ¢ o rapido envenenamento de eletrodo de carbono vitreo
utilizado em determina¢des amperométricas de compostos como o fenol [143-146], cujo
monitoramento tem recebido crescente atengio em fungio da sua abundincia, toxicidade e
persisténcia no ambiente [147-149]. O acimulo de produtos da oxidagdo sobre a superficie
do eletrodo leva a uma queda no sinal de resposta.

Estudos relatam que a adigdo do surfactante Triton X-100 previne a adsorgdo de
fendis em eletrodos de pasta de carbono. Porém, sua adi¢do foi prejudicial a composigdo da
pasta, resultando no desprendimento de pequenos blocos de pasta de carbono na
solugdo [150].

O efeito do envenenamento de eletrodo de carbono vitreo pode ser observado na
Figura 40, onde a resposta de corrente obtida sobre o eletrodo ndo modificado para inje¢des
sucessivas de solugdes de fenol 1 x 107 (A) e 1 x 10™ mol L" (B) é comparada com o

mesmo eletrodo modificado com[CoTPyP{Ru(bipy),Cl}4]”*/[ZnTPPS}*.
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Fig. 40 — Analise por injecio em fluxo com detecgio amperométrica para injegdes consecutivas
de fenol de 1 x 10° mol L' (A) e 1 x 10* mol L (B) utilizando eletrodo de carbono vitreo
modificado com [CoTPyP{Ru(bipy)2C1}4]5+/ [ZnTPPS]* (a) e nio modificado (b). E=+0,90V,
eletrolito = tampiao Ac/HAc pH = 4,7 (0,10 mol LY + NaClO; 0,20 mol L. Vazio =
0.8 mL min” ¢ volume de amostra injetado = 130 L. Area do eletrodo = 0,071 cm™
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Alguns estudos sugerem que a reacdo de oxidagdo do fenol produz como
intermediario o radical fenoxil (equagdo 10), que € adsorvido sobre a superficie do eletrodo
[147, 151-153]. A forte interagdo entre os radicais adsorvidos, levando a formagdo de
dimeros, oligdbmeros e polimeros, também ¢ considerada [152].

C¢HsOH < CeHsO"+H' +e  (10)

Alguns mecanismos para a oxidagdo primaria de fenol tém sido propostos.
Geralmente, assume-se que a molécula de fenol ¢ diretamente oxidada sobre o eletrodo
produzindo radicais fenoxil, que posteriormente sdo oxidados até formarem quinonas, ou
ainda, acoplam-se seguidos por rearranjos intra-moleculares resultando em produtos
diméricos eletroativos ou longas cadeias poliméricas [142, 151, 152].

Outros autores consideram que durante a oxidagdo eletroquimica do fenol em
solug¢do aquosa, os radicais fenoxil possam ser formados a partir do ataque de radicais
hidroxila (provenientes da descarga das moléculas de agua junto a superficie do anodo),
sobre a molécula de fenol [154], como a seguir:

CsHsOH + OH" — C¢Hs0" + H,O (11)

Esta reagdo somente ocorre com o desprendimento simultdneo de oxigénio [154].
Os radicais fenoxil adsorvidos podem sofrer uma subsequente oxidagdo para formar os
cations fenoxdnios (eq. 12), que tanto reagem com a agua formando quinonas (eq. 13),

como com o fenol produzindo dimeros e por fim, polimeros (eq. 14) [152, 154].

CeHs0" = CeHsO™ + e (12)
CeHsO™ + H,0 — CHy(OH), + H' (13)
CsH;s0" + C¢HsO® — dimeros (polimeros) (14)

O aumento da concentragio inicial de fenol favorece o acoplamento dos radicais
intermediarios, promovendo a formag¢do de um filme sobre a superficie do eletrodo que
inibe a transferéncia de elétrons [152, 154]. Portanto, esta inibigdo € tanto mais forte,
quanto maior a concentra¢io inicial de fenol, como pode-se verificar na Figura 40.

O decréscimo no envenenamento do eletrodo de carbono vitreo provocado por
compostos fendlicos ja havia sido observado apos a modificagdo com cobalto ftalocianinas,
macromoléculas semelhantes as porfirinas [142]. O eletrodo assim modificado inibe a
formagdo dos produtos de oxidagdo diméricos ou poliméricos, tornando o sensor mais

estavel, quando comparado com o eletrodo ndo modificado. Os autores sugerem que este
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decréscimo no envenenamento pode ser atribuido a algum impedimento espacial causado
pelas ftalocianinas, minimizando a adsor¢do dos produtos da reagido sobre o eletrodo
modificado.

E provavel que, ao modificar o eletrodo com filmes de porfirinas, ocorra um
comportamento semelhante ao relatado na literatura para as ftalocianinas.

As determinagdes de sulfito [121], nitrito [44] e NADH [6] sobre eletrodos de
carbono também sdo relacionadas ao decréscimo gradativo de sinal com o tempo de
utiliza¢do do eletrodo e a concentragdo do analito, provavelmente devido a processos de
adsorgdo dos produtos das reagdes. Os eletrodos modificados com porfirinas, nestes casos
também mostraram prevenir a passiva¢do da superficie, produzindo respostas estaveis e

lineares, como apresentado nas se¢des 4.1.3 € 4.1.4.

4.2.3 — Determinacdes de Sulfito e Nitrito Utilizando Eletrodos de
Carbono Vitreo Modificados com [CoTPyP{Ru(bipy),CL}4]*/[ZnTPPS]*

Para explorar as propriedades eletrocataliticas dos eletrodos modificados por filmes
laminares de porfirinas realizou-se inicialmente a analise por inje¢do em fluxo de sulfito e
nitrito. O comportamento eletroquimico, observado por voltametria ciclica, dos “novos”
eletrodos modificados € similar ao previamente discutido para eletrodos recobertos com
[CoTPyP{Ru(bipy),Cl}4]’". Os analitos tém a onda de oxidagdo deslocada para a regisio de
oxidag¢do do Ru(Il) a Ru(Ill) [9]. Para o sulfito, caso em que ocorre maior favorecimento,
h4 ainda um incremento intenso no sinal de corrente.

A proxima figura exibe os resultados obtidos, utilizando anélise em fluxo, na
determinag¢do de sulfito (Fig. 41A) e nitrito (Fig. 41B). Observa-se que sio obtidas
respostas lineares com concentragdes da ordem de 10 mol L™ para o sulfito e 107 mol L™
para o nitrito.

A exemplo do que ja foi observado para eletrodos ndo modificados ou modificados

com filmes contendo apenas [CoTPyP{Ru(bipy),Cl}4]’" [4], para os filmes laminares
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constituidos por porfirinas catidnicas e anidnicas simultaneamente, também observa-se uma

maior sensibilidade em rela¢do ao nitrito.
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Fig. 41 - Analise por inje¢do em fluxo utilizando eletrodo de carbono vitreo modificado com
[CoTPyP{Ru(bipy),Cl}s]”"/[ZnTPPS]* para determinagdo de solugdes de sulfito (A) com
concentragdes de 2x10° (a), 4x10° (b), 6x10° (c) e 8x10° mol L' (d) e de solugdes de
nitrito (B) contendo 2x107 (a), 4x107 (b), 6x107 (c) e 8x107 mol L (d). E =+ 0,90 V, eletrolito
= tampdo Ac/HAc pH = 4,7 (0,10 mol L) + NaCiO4 0,20 mol L. Vazio = 1,0 mL min’ e
volume de amostra injetado = 150 pL. Area do eletrodo = 0,071 cm’.

A comparagdo dos resultados apresentados nesta se¢@o com os obtidos utilizando
carbono vitreo modificado com apenas uma porfirina (Figuras 26 e 28 da se¢do 4.1.3),
revela resultados idénticos em termos de faixa linear de resposta. Tais resultados vém ao
encontro da premissa de que ha formagdo de camadas homogéneas para cada uma das
porfirinas (layer-by-layer), pois caso houvesse intercalagio da [ZnTPPS]*, o numero de

centros ativos (isto €, pares redox Ru(IT)/(III)) seria menor.



CORRENTE

Resultados e Discussdo - 61

4.2.4 — Determinacées de Dopamina, Acido Ascérbico e NADH Utilizando
Carbono Vitreo Modificado com [CoTPyP{Ru(bipy),Cl}s]>'/[ZnTPPS]*

As respostas cataliticas do eletrodo recoberto por [CoTPyP{Ru(bipy),Cl}4]>"/
ZnTPPS* nas oxidagdes de dopamina, acido ascorbico e NADH, observadas por
voltametria ciclica, ndo diferem das obtidas com o eletrodo recoberto somente com
[CoTPyP{Ru(bipy)2Cl}4]5+. Desta forma realizou-se ensaios em fluxo (Figura 42) para
confirmar a estabilidade dos novos sensores e a faixa minima em que se poderia trabalhar

com linearidade nas respostas de corrente.
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Fig. 42 - Analise em fluxo com detec¢do amperométrica utilizando carbono vitreo modificado com
[CoTPyP{Ru(bipy),Cl}.]’/[ZnTPPS]* para determinacdo de solu¢des de acido ascorbico (A) com
concentragdes de 2x107° (a), 4x10° (b), 6x10° (c) e 8x10° mol L™ (d), de solucdes de dopamina (B)
contendo 2x107 (a), 4x107 (b), 6x107 (c) e 8x107 mol L (d) ¢ de NADH (C) com concentragdes
de 2x10° (a), 4x10 (b), 6x10° (c) e 8x10° mol L (d). E = + 0,90 V, eletrélito = tampdo Ac/HAc
pH=4,7 (0,10 mol L") + NaCl0,0,20 mol L. Vaziio = 1,0 mL min" e volume de amostra injetado
=150 uL. Areas dos eletrodos = 0,071 cm® (A) e 0,196 cm” (B).
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Obteve-se resposta linear para o acido ascorbico e NADH na faixa concentragio de
2 a8x 10° mol L e para a dopamina de 2 a 8 x 10”7 mol L, sendo que para este titimo
caso a linha base apresentou-se menos estavel.

Para os analitos apresentados nesta se¢do também obteve-se resultados compativeis
com os obtidos por analise em fluxo utilizando os eletrodos de carbono vitreo modificados
somente com [CoTPyP{Ru(bipy),Cl}s]*" (Figuras 31, 33 e 35 da se¢do 4.1.4). As
concentragbes nas quais obteve-se resposta linear de corrente sio as mesmas obtidas

anteriormente.

4.3 — Determinacio de Acido Ascérbico em Sucos e Medicamentos
Utilizando Eletrodos de Carbono Vitreo Modificados com
[FeTPyP {Ru(Clphen)2C1}4]5+/ [FeTPPS] +

A determinagdo do teor de acido ascOrbico € de grande importdncia em
medicamentos e alimentos. A ingestdo regular de acido ascorbico € necessaria a saude
humana, uma vez que o organismo humano nio € capaz de sintetiza-lo [155]. Embora
ocorra naturalmente em frutas e outros alimentos, muitos produtos, como os sucos, recebem
quantidades adicionais deste analito. Como aditivo, sua fung¢do € de também atuar como
antioxidante. Como € facilmente oxidavel, sua quantificacdo torna-se necessaria em
numerosas ocasides.

Dentre os métodos eletroanaliticos para a determinagdo de acido ascorbico
destacam-se a polarografia lde pulso normal [156], a voltametria de onda quadrada com
eletrodo de carbono vitreo [157], a voltametria ciclica com eletrodo de platina modificado
por poli-naftilamina [158] ou carbono vitreo revestido com filme polimérico [159], a
amperometria com carbono vitreo modificado por 3,4-di-hidroxibenzaldeido [160], a
amperometria com eletrodo de ouro [161] ou célula de Clark [162] e a amperometria com
eletrodo composto por grafite-epoxi modificado com fialocianina [163] ou com
microeletrodos de ouro modificados com paladio [164].

No presente trabalho apresenta-se um método de anélise por inje¢do em fluxo com

detecgdo amperométrica, utilizando eletrodo de carbono vitreo modificado com filmes
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laminares contendo pares idnicos de duas ferro porfirinas: [FeTPPS]* e
[FeTPyP{Ru(Clphen),C1}4]°". Os eletrodos assim modificados permitem detectar acido
ascorbico no potencial de + 0,60 V. As determinag¢les foram realizadas com adigdo de
padrio, na faixa de 2 a 8 x 10° mol L, em amostras de Aspirina’C, Cebion e suco de
laranja Parmalat. Foi utilizado o método diferencial, com tratamento de aliquotas das
amostras com a enzima ascorbato oxidase contida em tecido de pepino (a enzima promove
a oxidagdo do analito). Este procedimento foi comparado com o uso da enzima purificada
(Merck) e com os valores indicados nos rotulos das amostras, como ja descrito na parte
experimental (segdo 2.8).

A figura a seguir apresenta o sinal registrado para o eletrodo de carbono vitreo

recoberto por [FeTPyP{Ru(Clphen),Cl}4]>"/[FeTPPS]" na detecgdo de 4cido ascorbico.
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Fig.43 - Analise FIA (A) utilizando carbono vitreo modificado com [FeTPyP {Ru(Clphen),Cl1},]>*/
[FeTPPS]* para determinagdo de solugdes de acido ascorbico 2 x 10°(a), 4x 10°(b), 6 x 10°(c) e
8 x 10° mol L (d). Voltamogramas ciclicos (B) do mesmo eletrodo em tampdo Ac/HAc pH = 4,7

(0,10 mol L") + NaClO, 0,20 mol L™ (a) e solucdo de acido ascorbico 1 x 107 mol L™ no mesmo
eletrélito (b). Para FIA: E = + 0,60 V, Vazio = 1,0 mL min" e volume de amostra injetado =

150 L. Para voltametria: velocidade de varredura = 100 mV s Area do eletrodo = 0,071 cm”.
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O resultado € consistente com as determinagdes feitas anteriormente, com eletrodos
modificados com [CoTPyP{Ru(bipy),Cl}s]’". Como ji foi verificado, com o eletrodo
modificado ocorre um pico de oxidagdo bem definido para o acido ascorbico no potencial
de + 0,60 V (Fig. 43Bb). Uma resposta de corrente linear em fungdo da concentragdo foi
obtida nos experimentos em fluxo (Fig. 43A) na faixa de 2 a 8 x 10°mol L™\

Nas proximas figuras observam-se os resultados da determinagio de acido ascorbico
em amostras de Aspirina’C (Fig. 44), Cebion (Fig. 45) e de suco de laranja Parmalat (Fig.
46) usando tecido de pepino (B) e enzima ascorbato oxidase purificada (D), trabalhando-se
com a amostra e amostra mais adi¢des de padrdo de acido ascorbico com concentra¢des
variando de 2 a 8 x 10°mol L™ (a - ). Nas figuras, A e C referem-se a adigdo de padrdo na
amostra nio tratada enzimaticamente, enquanto que B e D a adi¢do de padrdo na amostra
tratada com pepino e enzima purificada, respectivamente.

As diferencas entre B e A, e D e C indicam o conteudo de acido ascorbico na
amostra, obtida por cada um os dois métodos. Também foram realizadas as determina¢oes
das “solugbes branco” de pepino e os pequenos sinais obtidos foram descontados nas
analises.

Para garantir a realizagdo adequada da adi¢do de padrdo, ndo havendo “consumo”
do padrio adicionado de acido ascorbico (pela ag¢do da enzima excedente, purificada ou
contida no pepino), as amostras foram aquecidas a 40 °C por 10 minutos (sob agitagio)
antes que as solugdes padroes fossem adicionadas.

Experimentos preliminares com amostras sintéticas de acido ascorbico foram
realizados para verificar a inativagdo das enzimas sob estas condigdes. As enzimas foram
aquecidas a 40 °C por 10 minutos em volume minimo de solugdo tampdo, quantidade
suficiente apenas para obter um veiculo para realizagio do aquecimento. Apds, foram
adicionadas em solugdes de acido ascorbico previamente preparadas e agitadas por S
minutos. O sinal referente a oxidag@o do acido ascorbico manteve-se 0 mesmo antes e apos
o tratamento com as enzimas inativadas (ndo obteve-se sinal ao utilizar enzimas ndo
submetidas ao aquecimento).

Cada ponto nos graficos de adigdo de padrdo representa a média de trés inje¢des

consecutivas, como apresentado nas proximas trés figuras.
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Fig. 44 - Determinagdo em fluxo de acido ascorbico utilizando carbono vitreo modificado com
[FeTPyP{Ru(Clphen)zCl}‘;]y/ [FeTPPS]* com adigdo de padrio em amostra de Aspirina“C nio tratada
(A) e (C) e tratada com pepino (B) ¢ ascorbato oxidase (D). Aliquotas da amostra receberam a adi¢do
de acido ascorbico 2 x 10° (b), 4 x 10° (c), 6 x 107 (d) ¢ 8 x 10° mol L (¢). As primeiras séries
de injegdes correspondem a amostra sem adigio de padrdo (Aa, Ca) e “solugiio branco” de pepino (Ba)
¢ de ascorbato oxidase (Da). E = + 0,60 V, vazio = 0,8 mLmin", volume de amostra injetado =
150 pL e carregador = tampdo Ac/HAc pH = 4,7 (0,10 mol L) + NaClO, 0,20 mol L”. Area do
eletrodo = 0,071 cm®.
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Fig. 45 - Determinag¢do em fluxo de acido ascorbico utilizando carbono vitreo modificado com
[FeTPyP{Ru(Clphen)ZCI}‘;]5+ /[FETPPS]* com adigdo de padrio em amostra de Cebion nio tratada
(A) e (C) e tratada com pepino (B) ¢ ascorbato oxidase (D). Aliquotas da amostra receberam a adigdo
de acido ascérbico 2 x 10° (b), 4 x 10° (c), 6 x 10° (d) ¢ 8 x 10° mol L™ (¢). As primeiras séries de
injegdes correspondem a amostra sem adigdo de padrdo (Aa, Ca) e “solugio branco” de pepino (Ba) €
de ascorbato oxidase (Da). E =+ 0,60 V, vazio = 0,8 mL min”, volume de amostra injetado = 150 pL

e carregador = tampdo Ac/HAc pH = 4.7 (0,10 mol L") + NaClO, 0,20 mol L. Area do eletrodo =
0,071 cm®.
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Fig. 46 - Determinagio FIA de acido ascérbico utilizando carbono vitreo modificado com
[FeTPyP {Ru(Clphen),C1},]>/[FeTPPS]* com adi¢io de padrio em amostra de suco de
laranja Parmalat nio tratada (A) e (C) e tratada com pepino (B) e ascorbato oxidase (D).
Aliquotas da amostra receberam a adigdo de acido ascorbico 2 x 10° (b), 4 x 10° (c),

6x10°() ¢ 8x10°mol L (e). As primeiras séries de inje¢des correspondem a amostra sem

adigdo de padrio (Aa, Ca) e “solugio branco” de pepino (Ba) e de ascorbato oxidase (Da).

E=+0,60V, vazio = 0,8 mL min”, volume de amostra injetado = 150 pL e carregador = tampdo

acetato pH = 4,7 (0,10 mol L") + NaCl0, 0,20 mol L.
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Os resultados obtidos nas determinagdes descritas nas paginas anteriores estao

resumidos na tabela a seguir:

Tabela 3 - Teor de acido ascorbico (A.A.) encontrado em amostras de Cebion, Aspirina’C e

suco de laranja Parmalat em anélises FIA utilizando eletrodo de carbono vitreo modificado
com [FeTPPS]* e [FeTPyP{Ru(Clphen),C1}4]>".

Amostra Conteado de A A. Conteudo de A A. Contetdo de A A.
encontrado com encontrado com indicado na
enzima (mg) pepino (mg) embalagem (mg)
Cebion 900 + 31 * 990 +32 * 1000 *
Aspirina C 270+ 7 * 240+ 6 * 240 *
Suco de Laranja Parmalat 553 ** 5241 ** 38 **

* Massa de acido ascorbico contida em uma pastilha.
** Massa de acido ascorbico contida em 100 mL.

Como pode ser visto, os resultados obtidos sdo bastante concordantes entre os dois
métodos e com os valores indicados nos rétulos das amostras, exceto os obtidos para o suco
de laranja. Vale lembrar que o fabricante deve encomendar grandes lotes de embalagens e
as cargas da fruta que recebe sdo de produtores diferentes e de regides distintas, fazendo
que o teor de acido ascorbico varie significantemente. O valor encontrado na embalagem
possivelmente corresponde ao valor minimo que certamente estard presente no suco.

Outro fato observado é que os valores dos coeficientes lineares resultantes do
tratamento com pepino (Figuras 44 a 46) sd3o superiores aos obtidos com a enzima
comercial. Isto indica que o tecido de pepino contém outras substincias eletroativas além
do acido ascorbico, mas que n3o comprometem as medidas por ser a ascorbato oxidase
seletiva ao acido ascorbico.

Com a determinagdo de acido ascorbico em sucos e em farmacos, comprova-se a
aplicabilidade dos eletrodos modificados associados & analise em fluxo para a aplicagdo em
amostras reais. Para viabilizar ainda mais a sua utilizagdo em analise de rotina, podernia ser
implementado o uso de um reator enzimatico (enzimas imobilizadas ou mesmo tecido
vegetal), possibilitando a realiza¢do de numerosas analises por hora.

A comparagio do procedimento realizado com algum outro método (como por

exemplo com a coulometria) ¢ sugerido como proposta de continuidade do trabalho.
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4.4 — Determinacio de SO, em Amostras de Vinho Utilizando Eletrodos
de Carbono Vitreo Modificados com [CoTPyP{Ru(bipy)zCl}4]5+/
[ZnTPPS|*

Sulfito, didxido de enxofre e metabissulfito de s6dio s3o comumente utilizados na
induistria de alimentos como conservantes. Seu uso € permitido na produ¢@o de varios
alimentos como vinhos, sucos e frutas desidratadas. Sua func¢do é atuar como anti-oxidante,
prevenir o crescimento bacteriolégico € o descoloramento ou escurecimento dos alimentos.

No wvinho, o SO, € encontrado ligado principalmente a aldeidos e pigmentos
fenolicos ou na forma livre, como SO,, HSOs e 8032', sendo o SO, responsavel pelas
propriedades anti-sépticas [165, 166]. O controle da quantidade de conservante adicionado
ao vinho € importante, pois um excesso pode afetar o aroma e sabor da bebida, além de
provocar danos a saide humana levando a alergias, irritagdes no estdmago, vomitos €
diarréia[167].

Algumas regulamentacdes governamentais limitam apenas o teor de SO, total em
alimentos, como a soma das formas ligada e livre. Entretanto, para os enologistas o
principal interesse € quantificar o SO; livre, pois a combinagdo desta espécie com aldeidos
ou pigmentos reduz o poder bactericida e anti-oxidante do SO,.

O método oficial da AOAC (A4ssociation of Official Analytical Chemists) para
determinagdo de dioxido de enxofre em vinhos € o método da destilagio de Monier-
Williams que quantifica o SO; total [168]. A analise consiste na destilagdo do SO, liberado
em meio acido sob atmosfera inerte (arraste com nitrogénio) e posterior oxidagio a ion
sulfato com H,O, (solugdo coletora). A determinagdo do conteido de SO; é diretamente
relacionada com o H,SO4 gerado, que é determinado por titulagdo com solugdo de NaOH
padronizada ou, alternativamente, gravimetricamente como BaSQ,. O procedimento de
Monier-Williams € bastante trabalhoso e consome um tempo elevado de analise.

Mesmo sujeito a algumas fontes de erros, a titulagdo iodométrica € um método
comumente utilizado em muitos paises e tem sido aceito como um bom método de anélise
industrial [169]. O método, mais rapido do que o de Monier-Williams, permite a
determinacdo de ambos, SO, livre e total, sendo a analise de vinhos tintos sujeita a maiores

fontes de erros. Uma grande dificuldade para se obter resultados precisos por este
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procedimento deve-se a diferengas na interpretagdo visual do ponto final, principalmente
em amostras escuras.

O método desenvolvido nesta tese para a determinagdo de sulfito em vinhos se
constitui em alternativa interessante. Baseia-se na inje¢do da amostra em um fluxo
fortemente acido, com posterior separagdo do SO; liberado da solugdo em um médulo de
difusdo de gas. O analito € coletado no fluxo de eletrolito suporte e quantificado com
auxilio de um eletrodo de carbono vitreo modificado com CoTPyP{Ru(bipy),Cl}.]*"/
[ZnTPPS]*. Para efeito de comparagio, o teor de SO livre e total das amostras de vinhos
também foram determinados por titulagdo iodométrica.

A seguir serdo apresentados os principais aspectos explorados para a otimizag¢io do

sistema em fluxo utilizado para a quantifica¢do de SOz em vinhos.

4.4.1 — Otimizacdo das Variaveis FIA para a Determinacio de SO; em

Amostras de Vinho

Nos estudos de otimizagdo das varidveis do sistema FIA para a determinagdo de
SO, as faixas de investigagdo de cada parimetro foram escolhidas em fung@o de estudos
existentes na literatura [170-175].

No moédulo de difusdo em fluxo, o didxido de enxofre é gerado pelo contato da
solu¢do amostra com um fluxo carregador de acido sulfiirico. A concentragdo de acido na
qual obteve-se um sinal maximo de corrente (conversio de sulfito a SO,) foi de 2,0 mol L™
(Fig. 47A). O sinal analitico para inje¢Ges consecutivas de sulfito 1 x 107 mol L
aumentou proporcionalmente com o volume injetado, 50, 100 e 150 pL (Fig. 47B).

O efeito do comprimento da bobina de mistura também foi avaliado. Um
decréscimo no sinal foi observado quando o comprimento do tubo (¢ = 0,7 mm), utilizado
para fazer a bobina, foi gradualmente aumentado de 20 a 80 cm, refletindo uma
proporcional dispersdao da zona da amostra. O uso de 20 cm de comprimento de bobina
levou a um sinal mais elevado de corrente, entretanto a resposta foi muito instavel (Fig.
48A). Um bom compromisso entre a intensidade do sinal de corrente e a estabilidade foi

obtido pelo ajuste do comprimento para 30 cm.
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Fig. 47 - Analise por inje¢do em fluxo utilizando eletrodo de carbono vitreo modificado com
[CoTPyP {Ru(bipy).Cl}s]”"/[ZnTPPS]*. Injecdes consecutivas de solugio de sulfito 1 x 107 mol L™
em diferentes concentragées de H,SO,4 (A) e utilizando diferentes volumes de amostra (B). E =
+ 0,90 V, eletrdlito = tampdo Ac/HAc pH = 4,7 (0,10 mol L") + NaClO; 0,20 mol L, vazdes =
1,5mLmin" e comprimento da bobina = 30 cm (¢=0,7 mm). Area do eletrodo = 0,071 cm”.
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Fig. 483 - Analise por injecdo em fluxo utilizando eletrodo de carbono vitreo modificado com
[CoTPyP {Ru(bipy),Cl}4]”/[ZnTPPS]*. Injecdes consecutivas de solugio de sulfito 1 x 10° mol L
empregando diferentes comprimentos de bobina (A). Variagdes nas vazdes também foram testadas
(B). E = + 0,90 V, eletrolito = tampao acetato pH = 4,7 (0,10 mol L") + NaClO, 0,20 mol L,
carregador = H,SO; 2,0 mol L™ Area do eletrodo = 0,071 cm®.
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Analogamente, aumentando-se simultaneamente as vazdes em ambos Os canais,
variando de 1,0 a 2,0 mL min”, obteve-se um aumento no sinal, mas um decréscimo na
repetibilidade, como apresentado na Figura 48B. O melhor compromisso foi obtido a 1,5
mL min”. Em experimentos preliminares observou-se uma maior eficiéncia na resposta do
sistema empregando-se a mesma vazdo em ambos os canais (carregador e receptor).

O sistema otimizado levou as seguintes condi¢oes:

- concentracdo de H,SO4 = 2,0 mol L™
- volume de amostra injetado = 150 puL
- comprimento da bobina = 30 cm

- fluxo dos carregadores = 1,5 mL min’

Um pardmetro adicional verificado foi a repetibilidade do sistema. Para uma série
de dez injegdes de uma solugdo de sulfito 1 x 10> mol L™ obteve-se um valor médio de
corrente de 750,9 nA com um desvio padrdo de 14,3 nA (desvio padrio relativo de 1,9 %).

Outros fatores estudados foram o coeficiente de dispersdo deste sistema (D) e o
limite de detecgdo. O valor de D foi estimado utilizando-se, primeiramente, uma solu¢io de
sulfito 1 x 10° mol L™ (em H,S04 2 mol L") como solugdo carregadora, que ficava fluindo
continuamente no sistema. Desta forma, obteve-se um sinal continuo de corrente (CO).
Apoés, utilizou-se uma solu¢do de sulfito na mesma concentragio (em agua), que foi
consecutivamente injetada no fluxo de solugdo carregadora H,SO4 2,0 mol L'l, obtendo-se
picos de corrente (C™). O valor obtido para o sistema foi de 1,3, indicando uma baixa
dispersdao da amostra. O limite de detecgdo calculado foi de 3 x 10° mol L7,
correspondendo a quantidade de analito que gera uma corrente 3 vezes maior do que o sinal
de fundo (ruido).

Com o sistema otimizado passou-se para a determinagdo de SO, em amostras de
vinho. A anélise de vinho branco seco (Forestier) foi realizada usando tanto 0 método da
curva analitica como da adi¢@o de padrdo. Os resultados obtidos para o teor de SO foram
muito préximos, 16,4 mg L™ com curva analitica e 17,0 mg L™ com auxilio da adi¢io de
padrdo. Comparando-se as duas metodologias, a linearidade obtida para a adi¢@o de padrio
foi um pouco melhor, o que justificou o uso deste método no decorrer dos estudos. A
proxima figura contém um conjunto tipico de picos obtidos quando o método de adigdo de

padrdo foi utilizado. Provavelmente, erros de ordem experimental comprometeram um
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pouco a linearidade da curva analitica frente ao outro método, mas em analise de rotina

seria possivel a sua utilizagao.
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Fig. 49 - Determinagdes em fluxo de SO, utilizando eletrodo de carbono vitreo modificado com

[CoTPyP[Ru(bipy),Cl}4]”"/ [ZnTPPS]* aplicando método de adigio de padrio em amostra de vinho
branco Forestier. A seqiiéncia de picos indica injeges da amostra (a) ¢ de amostras que receberam
adigdes de solugdo 2 x 107 (b), 4x 107 (c), 6 x 10°(d) ¢ 8 x 10* mol L () de sulfito. E =
+0,9 V, eletrolito = tampido Ac/HAc (0,10 mol L") pH 4,7 + NaClO, 0,20 mol L', carregador da
amostra = H,S0,4 2,0 mol L', vazio = 1,5 mL min”, volume de amostra = 150 uL e comprimento

da bobina = 30 cm (¢= 0,7 mm). Area do eletrodo = 0,071 cm®.

Nos estudos envolvendo a determinagdo de SO, em vinhos foram utilizados padrdes
de sulfito. No valor de pH utilizado no eletrdlito para a detecgdo (pH 4,7), o analito
encontra-se principalmente na forma de bissulfito, como pode ser visto no diagrama de
distribuigio de espécies em fungio do pH (Fig. 50). Para confirmar que ndo haveria
diferencas entre a utilizag@o de sulfito ou bissulfito de sodio, foram realizadas analises FIA

usando os dois reagentes na mesma concentragdo, como apresentado na Figura 51.
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Observa-se, por esta figura, que nos dois casos foram obtidos sinais de mesma grandeza, o

que justifica o uso de solugdo de sulfito como padrio.

i, %

12 14

SOy + HO <> SO, H0
S0, H,0 <> H" + HSO5' K.=13x10"
HSO; < H' +S05” K. =35,6%x10°
Fig. 50 - Diagrama de distribui¢do de espécies para sulfito em fung¢do do pH.
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Fig. 51 - Analise por inje¢do em fluxo utilizando eletrodo de carbono vitreo modificado com

[CoTPyP[Ru(Bipy)ZCl}4]5+/[ZnTPPS]4’. Injecdes consecutivas de soluges de bissulfito de sodio
1 x 10° mol L (A) e sulfito 1 x 10® mol L (B) . E = + 0,90 V, eletrélito = tampio Ac/HAc
(0,10 mol L) pH 4,7 + NaClO,, 0,2 mol L™, carregador = H,SO4 2,0 mol L. Volume de amostra
injetado = 150 pL e vazdes de 1,5 mL min" . Comprimento das bobinas = 30 cm (¢ = 0,7 mm).
Area do eletrodo = 0,071 cm”.
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Para verificar se haveria a influéncia da matriz do vinho na determinagdo de SO,
utilizando-se o sistema FIA, realizou-se a analise de uma amostra de vinho caseiro, o qual
ndo continha nenhum tipo de conservante (Fig. 52). Nao se obteve nenhum sinal, o que
sugere que o sistema de difusdo de gas associado ao sistema FIA € suficientemente seletivo,
minimizando a interferéncia de outros componentes desta amostra durante a detecgdo.

Finalizados os estudos de otimizagdo dos pardmetros do sistema, partiu-se para a
determinagdo de SO, livre € total em amostras de vinhos comercialmente disponiveis. Na

proxima sec¢do serdo apresentados os resultados obtidos nestas analises.

CORRENTE
-—
-—
—-——

Fig. 52 - Analise por injecdo em fluxo com detec¢do amperométrica utilizando carbono vitreo
modificado com [CoTPyP[Ru(bipy),Cl}4]”"/[ZuTPPS]*. Inje¢es consecutivas de 150 pL de
amostra de vinho tinto caseiro. E =+ 0,90 V, eletrélito = tampio Ac/HAc (0,10 mol L) pH 4,7
+ NaClO, 0,20 mol L, carregador = H,S0O, 2,0 mol L' vazdes de 1,5 mL min” e comprimento das
bobinas = 30 cm (¢ = 0,7 mm). Area do eletrodo = 0,071 cm”.

4.4.2 — Determinacido de SO, Livre e Total em Amostras de Vinho

Para avaliar o método proposto na determinagdo de SO, foram utilizados diferentes
tipos de vinhos com variadas composi¢des e cores. A determinagdo de SO; livre foi
realizada utilizando o método da adigdo de padrido de sulfito sobre aliquotas das amostras.
Neste caso, as amostras ndo sofreram tratamento prévio. A determinagdo de SO, total
também foi realizada com auxilio de adigdo de padrio, porém as amostras foram
submetidas previamente a hidrélise alcalina (promovendo a liberagdo do SO, que encontra-

se ligado a aldeidos e/ou derivados fendlicos [165, 166]). Todas as determinacdes foram
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realizadas na faixa de 2 a 8 x 10™ mol L, sendo que diferentes aliquotas das distintas
amostras receberam as adi¢bes de padrio, em fungido dos teores de SO, contidos nas
mesmas.

A seguir serdo ilustrados os resultados da determinagdo em fluxo de SO; livre (A) e
total (B) em vinhos branco seco Forestier (Fig. 53), branco suave Chateau Duvalier (Fig.

54) e tinto seco Chateau Duvalier (Fig. 55).
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Fig. 53— Determinacdes em fluxo de SO; livre (A) ¢ total (B) em vinho branco seco Forestier
usando eletrodo de carbono vitreo modificado com [CoTPyP[Ru(bipy).Cl}4]’"/[ZnTPPS]*
utilizando o método de adi¢do de padrdo na amostra. As séries de inje¢des referem-se & amostra (a)
e amostras contendo adigdes de sulfito de 2 x10* (b), 4 x10™* (c), 6 x10* (d) e 8 x10%mol L" (e).
E=+ 0,9 V, eletrolito = tampdo Ac/HAc (0,10 mol L) pH 4,7 + NaClO, 0,2 mol L™, carregador
da amostra = H,S0; 2,0 mol L, vazdes = 1,5 mL min". Volume de amostra = 150 pL e
comprimento da bobina de 30 cm (¢ = 0,7 mm). Area do eletrodo = 0,071 cm’.

Cabe salientar que, para obter os teores de SO, contidos nas amostras, os valores
obtidos nos graficos devem ser comrigidos em fun¢io das diferentes diluigdes que cada

amostra sofreu.
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Fig. 54 - Determina¢des em fluxo de SO, livre (A) e total (B) em vinho branco suave Chiteau
Duvalier usando eletrodo de carbono vitreo modificado com [CoTPyP[Ru(bipy).Cl}4]*"/[ZnTPPS]*>

utilizando o método de adi¢do de padrdo na amostra. As séries de injegdes referem-se a amostra

(a) e amostras contendo adigdes de sulfito 2 x10™* (b), 4 x10™ (c), 6 x10™ (d) e 8 x10*mol L™ (e).
E =+0,9 V, eletrolito = tampdo acetato (0,10 mol L) pH 4,7 + NaClO, 0,20 mol L™, carregador da

amostra = H,SO, 2,0 mol L™, vazdes = 1,5 mL min". Volume de amostra = 150 pL ¢ comprimento

da bobina de 30 cm (¢ = 0,7 mm). Area do eletrodo = 0,071 cm®.

Nas figuras apresentando as andlises de vinhos, cada ponto nos graficos de adigdo

de padrdo representa a média de trés injegdes consecutivas.
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Fig. 55 - Determinagdes em fluxo de SO, livre (A) e total (B) em amostra de vinho tinto
seco Chiteau Duvalier wusando eletrodo de carbono vitreo modificado com
[CoTPyP[Ru(bipy),C1}4]”/[ZnTPPS]> utilizando adicio de padrio na amostra. As séries de
injecdes referem-se & amostra (a) € amostras contendo adi¢des de sulfito 2 x10™* (b), 4 x107 (c),
6 x10* (d) e 8 x10*mol L' (). E =+ 0,9 V, eletrdlito = tampido Ac/HAc (0,10 mol L") pH 4,7 +
NaClO, 0,20 mol L, carregador da amostra = H,SO, 2,0 mol L, vazdes = 1,5 mL min™. Volume
de amostra = 150 plL ¢ comprimento da bobina de 30 cm (¢ = 0,7 mm). Area do eletrodo = 0,071

cm?,

Durante estes estudos, tomou-se o cuidado de realizar algumas injecdes das
solu¢des mais concentradas, seguidas das mais diluidas (e vice-versa) para comprovar que
ndo ha “memoria de sinal” no sistema.

Para efeito de comparagdo, os teores de SO, livre e total também foram

determinados por titulagdo iodométrica, método comumente utilizado em analise industrial,
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conforme procedimento detalhado na parte experimental (3.10). Os resultados obtidos

utilizando ambos os métodos estdo resumidos na tabela a seguir.

Tab. 4 - Teores de SO;, livre e total obtidos em amostras de vinhos comerciais pelo método
FIA proposto e por titulagdo iodométrica.

SO, livre (mg L™) SO, total (mg L7)
Amostra FIA Iodometnia FIA Iodometria
Vinho Branco Seco
Forestier 16,8+02 | 18,9+0,7 62,6 £ 0,9 60,0 £ 6,2
Vinho Branco Suave
Chateau Duvalier 447+05 | 464+15 70,9+ 1,6 69,9 +9.7
Vinho Tinto Seco
Chateau Duvalier 12,0+ 0,3 12,9+0,9 83,7+ 1,6 82,1177

Os resultados obtidos entre os dois procedimentos possuem uma razoavel
concordancia. Comparando-se os valores obtidos por sistema FIA com um método
convencional para a analise de vinhos, percebe-se que os teores de SO, livre foram um
pouco mais baixos do que os obtidos por titulagio. Tal fato pode ter ocorrido em fun¢io das
discrepancias inerentes a titulagdo. A analise iodométrica realizada seguiu procedimento
descrito na literatura [115, 116], presumindo-se serem estas as melhores condi¢des de
trabalho. Por ser um método diferencial, é provavel que as condi¢gGes em que foram
realizados os tratamentos com formaldeido n3o tenham sido eficientes, levando a um valor
de SO, livre superior ao “real”.

Ja nos casos da quantificagdo de SO, total, os valores obtidos por FIA sio menores
do que os obtidos por iodometria. Aqui, o procedimento da titulagio apresenta eventuais
fontes de erros. E possivel que o tratamento com hidroxido e posteriormente com
formaldeido sugeridos pela literatura nido estejam otimizados. Por exemplo, sugere-se
adicionar 10 mL de NaOH 25 % a 50 mL de amostra para obtengido de SO, total. Logo
apos, acrescentar 10 mL do aldeido e prosseguir com a titulagZo. Porém, sabe-se que em

meio fortemente alcalino, é favorecida a decomposi¢do do aducto formado com o sulfito.
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Nas analises realizadas, procurou-se contornar o problema adicionando a amostra
alcalinizada, 10 mL de H,SO; (1+3) antes de acrescentar o formaldeido. Talvez estas
condi¢les ndo sejam, ainda, as mais adequadas. Isto explicaria a obtengdo de valores um
pouco inferiores na titulagdo, comparando com os alcangados com o método em fluxo, que
permite a determinagdo direta do sulfito contido na amostra (neste caso nio se trata de um
meétodo diferencial).

Para todas as amostras analisadas, os resultados obtidos demonstram que o teor de
diéxido de enxofre encontra-se dentro do limite permitido, ou seja, SO, livre abaixo de
0,005 % m/m (50 ppm) e SO, total de 0,04 % m/m ( 400 ppm).

Como pdde ser visto, o método proposto pode ser facilmente aplicado a um elevado
nimero de amostras. Ele apresenta vantagens em relacdo aos procedimentos titulométricos
convencionais, que consomem tempo e apresentam dificuldades associadas a detecgdo do

ponto final (especialmente no caso de vinhos tintos).

4.5 — Estudos Preliminares Envolvendo Eletrodos de Carbono Vitreo

Modificados com [FeTPyP{Ru(bipy),Cl}4]”"/[FeTPPS]*

Dando continuidade aos estudos de sensores contendo filmes laminares de
porfirinas, foi iniciada investigacdo utilizando eletrodos modificados com
[FeTPyP[Ru(bipy)zCI}4]5+/[FeTPPS]4‘. Primeiramente realizou-se experimentos com
NADH, analito que ja havia sido estudado anteriormente. A Figura 56 mostra os resultados
das determinagdes em fluxo obtidos para solugoes de NADH na faixa de 2 a
8 x 10° mol L™, no potencial de + 0,75 V. O item B da figura ilustra o comportamento
voltamétrico do eletrodo modificado em eletrdlito suporte (a) e em solugdo de NADH
1x 102 mol L™ (b).

Observa-se que os efeitos cataliticos desta nova combinagio de porfirinas €
semelhante ao das demais ja testadas anteriormente, confirmando que os sitios ativos destas
moléculas sdo os atomos de ruténio. Partiu-se, entdo, para o estudo de novos analitos e
foram obtidos resultados satisfatorios para a oxidagdo de norefedrina, hidrazina e peroxido

de calcio, como apresentados nas Figuras 57, 58 e 59, respectivamente.
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Fig. 56 — Analises por inje¢do em fluxo (A) usando eletrodo de carbono vitreo modificado com
[FeTPyP[Ru(bipy),Cl}4]*"/[FeTPPS]* com injecdes de solugdes de NADH 2 x 10° (a), 4 x 10° (b),
6x10°(c) e 8x10°mol L' (d). E =+ 0,75V, eletrdlito = tampio Ac/HAc (0,10 mol L)
pH 4,7 + NaCl0O, 0,20 mol L com vazdo de 1,5 mL min". Volume de amostra injetado = 150 uL.
Voltamograma ciclico do eletrodo modificado (B) no eletrdlito suporte (a) € no mesmo
eletrolito em presenga de NADH 1 x 10® mol L™ (b), velocidade de varredura = 100mV s Area
do eletrodo = 0,196 cm”.

A norefedrina (de nome comercial propadrina) é um derivado da efedrina, cuja agdo
fisiologica assemelha-se a da adrenalina [176]. Ja a hidrazina, além de importincia
ambiental, também € utilizada em células combustiveis, enquanto que o CaO, possui a¢do
anti-séptica e pode ser encontrado, por exemplo, em creme dental. Dai o interesse na
analise destes compostos.

Como pode ser notado, o efeito catalitico da porfirina sobre as oxidagdes dos
analitos foi bastante acentuada. Em todos os trés casos houve intensifica¢do da corrente de
oxidagdo e, também, uma antecipagdo dos picos anodicos para a regido do par mediador

Ru(IL)/(II).
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Fig. 57 - Voltamogramas ciclicos de carbono vitreo nio modificado (A) e modificado com

FeTPyP[Ru(bipy).Cl}4]*/[FeTPPS]* (B) em tampio Ac/HAc pH 4,7 (0,10 mol L") + NaClO,
0,20 mol L' (a) e no mesmo eletrélito em presenga de 2 x 10® mol L' de norefedrina (b).
Velocidade de varredura = 100mV s™. Area do eletrodo = 0,196 cm’.
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Fig. 58 - Voltamogramas ciclicos de carbono vitreo nio modificado (A) e modificado com

FeTPyP[Ru(bipy),C1}.]” /[FeTPPS]* (B) em tampio Ac/HAc pH 4,7 (0,10 mol L") + NaClO,
0,2 mol L' (a) e no mesmo eletrélito em presenga de 2 x 10° mol L de hidrazina (b). Velocidade
de varredura = 100mV s'. Area do eletrodo = 0,196 cm®.
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Fig. 59 - Voltamogramas ciclicos de carbono vitreo nio modificado (A) e modificado com
FeTPyP[Ru(bipy),C1}+]*/[FeTPPS]" (B) em tampio Ac/HAc pH 4,7 (0,10 mol L) +NaClO,
0,20 mol L (a) e no mesmo eletrélito em presenga de 2 x 10 mol L de perdxido de calcio (b).
Velocidade de varredura = 100mV s™. Area do eletrodo = 0,196 cm”.

Em todos os trés casos ndo se observa processo oxidativo sobre os eletrodos de
carbono vitreo ndo modificados, ao passo que na presenga do filme porfirinico ocorre o
aparecimento do processo de oxidag@o e de forma significativa.

Em fung@o dos resultados promissores, como continuidade do trabalho sugere-se a

realizacdo de estudos em fluxo para a detecgdo destas espécies.

4.6 — Eletrodos de Pasta de Carbono Modificados com NdNiOs

Associados a Sistema BIA

A incorporagdo de 6xidos capazes de catalisar reagdes eletroquimicas se constitui
em outra forma bastante interessante de modificar eletrodos [177-181]. Paralelamente ao
estudo de eletrodos de carbono vitreo modificados com porfirinas, foram desenvolvidas
investigac¢des iniciais envolvendo um sistema BIA utilizando como eletrodo de trabalho
uma pasta de carbono modificada com NdNiOs;. Este Oxido apresentou caracteristica

favoravel na catalise da oxidagdo de peroxido de hidrogénio e hidrazina. O HxO, ¢ de
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elevada relevancia em numerosas areas, dentre as quais a ambiental, a farmacéutica e na
industria de alimentos.

Os estudos realizados indicaram que eletrodos modificados com NdNiOs sio
bastante seletivos, uma vez que nio catalisam as reagdes eletroquimicas de diversos
analitos testados, entre eles, acido ascorbico, dopamina, epinefrina e alcoois. De fato,
eletrodos modificados apresentam efeitos cataliticos principalmente para espécies pequenas
como hidrazina e, mais acentuadamente, peréxido de hidrogénio, sugerindo certa
seletividade baseada no tamanho molecular. Ao longo desta tese ndo houve tempo habil
para um estudo mais amplo do tema, mas as perspectivas para explorar este tipo de sensor
$30 promissoras.

Em estudos preliminares, observou-se que utilizando eletrélitos com valores baixos
de pH, o eletrodo modificado ndo apresenta efeito catalitico. Portanto, os estudos
envolvendo os eletrodos de pasta de carbono modificados com NdNiQs; foram realizados
em pH 13. Na literatura encontram-se varios trabalhos sobre eletrodos modificados por
oxidos também realizados em meio alcalino [12, 43, 180].

Na Figura 60 apresenta-se a comparagdo entre os eletrodos de pasta de carbono néo
modificado (A) e dopado com o 10% de NdNiOs; (B), utilizados na determinagio de
hidrazina 8,33 x 10° mol L™
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Fig. 60 — Voltamogramas ciclicos de eletrodos de pasta de carbono nio modificado (A) €
modificado com 10 % de NdNiO; (B), em NaOH 0,1 mol L' (pH 13) (a) ¢ no mesmo eletrolito
em presenca de hidrazina 8,33 x 10” mol L™ (b). Velocidade de varredura = 100 mV s”. Didmetro

do eletrodo = 3 mm.
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Observa-se um efeito catalitico do eletrodo apos a modificagdo, traduzido por um
aumento de corrente e deslocamento do pico de oxida¢do da hidrazina para potencial menos
positivo.

Ja a figura abaixo apresenta a comparagdo entre voltamogramas ciclicos de
eletrodos de pasta de carbono, antes (A) e apds (B) a modificagdo utilizados para a
determinagio de H,0, 2,5x 10° mol L' e percebe-se que o NdNiQO; intensifica e antecipa
de forma significativa o pico correspondente a oxidagio do perdxido de hidrogénio. E

possivel detectar o H;O, em potencial bastante favoravel, inferior a 0,00 V.
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Fig. 61 — Voltamogramas ciclicos de eletrodos de pasta de carbono nio modificado (A) e modificado
com 10 % de NdNiO; (B), em NaOH 0,1 mol L™ (pH 13) (a) ¢ no mesmo eletrélito em presenga de
H,0, 2,5 x 10° mol L (b). Velocidade de varredura = 50 mV s™'. Didmetro do eletrodo = 3 mm.

Foram realizadas analises utilizando o sistema BIA para a determinagdo de Hz0-,
caso mais favoravel em fungdo do baixo valor de potencial de oxidagdo obtido apos a
modifica¢io do eletrodo. A figura 62 contém os sinais obtidos na faixa de
concentragio variando entre 2 ¢ 8 x 10° mol L. As respostas obtidas no sistema BIA

revelam comportamento linear e sugerem um limite detecgiio da ordem de 5 x 107 mol L

A partir de testes preliminares foram selecionados um volume de 30 pL como

volume de amostra injetado e uma distdncia de 3 mm entre a ponta da pipeta € o eletrodo,
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pois nestas condi¢gdes o sistema forneceu um sinal de resposta superior. Cada ponto no
grafico da Figura 62 representa a média de trés injeces consecutivas de 30 pL de solugdes
de peroxido de hidrogénio, sem remogdo da pipeta (capacidade da pipeta € de 100 uL). A

pipeta foi retirada da célula BIA a cada novo carregamento de amostra.
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Fig. 62 — Curva analitica de eletrodo de pasta de carbono modificado com 10 % de NdNiOs. Injegdo
em sistema BIA de solugdo de NaOH 0,1 mol dm™ (a) e solugdes de H,O, com concentragdes de
2x107°®),4x10 ), 6x10°(@) ¢ 8 x 10 ®° mol L (¢). Volume de amostra = 30 L,
eletrolito = NaOH 0,1 mol L' (pH 13) e potencial de trabalho = 0,0 V. Didmetro do eletrodo =

3 mm.

Este tema foi explorado de forma bastante preliminar ¢ merece, no futuro, ser
melhor investigado. Dentre as possibilidades que podem ser previstas, destaca-se a sua
utiliza¢do no monitoramento de H,O, e hidrazina em aplicagdes ambientais € em processos
industriais. Na area dos biossensores, a seletividade oferecida por este oxido (para H,O, )
também ¢€ atraente, uma vez que o peroxido de hidrogénio é gerado em diversas reagdes
enzimaticas. Neste caso, a reagdo enzimatica deve ocorrer no pH mais favoravel a enzima,
para a seguir ocorrer a alcalinizagdo (pH 13) e, entdo, a quantifica¢do eletroquimica. Esta

aplicacdo pode ser implementada em batelada ou mesmo em fluxo.
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5 — Conclusdes
O desenvolvimento do presente trabalho nos permite fazer algumas consideragdes a

respeito de eletrodos modificados com metaloporfirinas e 6xido misto de NdNiQOs, como

relacionado a seguir.

5.1 - Consideracoes Sobre o Desenvolvimento de Eletrodos de Carbono

Vitreo Modificados por Filmes Contendo uma Unica Metaloporfirina e

por Filmes de Porfirinas fon Pareadas

A tabela a seguir resume os resultados obtidos com eletrodos de carbono vitreo

recobertos com filmes de cobalto porfirina tetrarrutenada (em presenca de NaTFMS) e de

filmes contendo “bicamadas” de cobalto e zinco porfirinas (contendo cargas opostas).

Tab. 5 - Resumo dos resultados obtidos com eletrodos de carbono vitreo modificados por
filmes contendo uma tnica porfirina tetrarrutenada e de filmes contendo as “bicamadas” de

porfirinas.
Agente modificador Analito Resposta linear utilizando eletrodo | AE,, * Estabilidade para
(sobre carbono vitreo) modificado — menor faixa de conc. V) 28 injegdes em
explorada (mol L) fluxo
SULFITO 2a8x10° > 0,20
NITRITO 2a8x 107 ~0,19
. . ACIDO 278,4nA + 9.6 nA
[CoTPyP {Ru(bipy),Cl} 4]’ ASCORBICO 2a8x10° -0,05 ’ ’
(DPR = 3,4 )**
DOPAMINA 2a8x 107 0,12
NADH 2a8x10° 0,10
SULFITO 2a8x10° > 0,20
NITRITO 228x107 ~0,19 1319714 +32nA
[CoTPyP {Rubipy):Cl}al"/ I Acmo
-6 _—
[ZnTPPS]* ASCORBICO 2a8x10 -0,05 | (DPR=1%)**
DOPAMINA 2a8x107 0,12
NADH 2a8x10° 0,10

* AEox = Eox depois — Ex antes da modificac@o.
** DPR = Desvio Padrio Relativo.
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A partir dos resultados obtidos ao longo do trabalho, pode-se fazer as seguintes

afirmacoes:

a) Os filmes de porfirinas tetrarrutenadas comportam-se como condutores redox. As
oxidagdes dos analitos ocorrem somente quando os sitios redox (Ru™™), responsaveis pelo
transporte de elétrons no filme, sdo oxidados.

b) As porfirinas tetrarrutenadas apresentam interessantes caracteristicas cataliticas na
oxida¢do de diversos compostos dentre os quais sulfito, nitrito, &cido ascérbico, dopamina e
NADH, intensificando o sinal de corrente e deslocando os picos de oxida¢do dos analitos
para a regido de oxidagio dos atomos de Ru(lII).

¢) Voltamogramas com niquel, manganés e ferro porfirinas, realizados nas mesmas
condigdes, isto €, em tamp3o acetato/acido acético pH 4,7 (0,10 mol L'l) e numa faixa de
potencial de 0,00 a +1,00 V vs Ag/AgCl.s, exibem perfil de resposta semelhante a de
cobalto-porfirina, apresentando apenas um par de ondas redox referentes aos Ru(1l)/(Il)
periféricos. Ensaios com porfirinas contendo diferentes metais centrais utilizadas na
analise de um mesmo analito, produziram resultados similares. Isto reforca o fato de que,
nas condi¢des utilizadas, o metal central ndo € o sitio ativo da molécula e sim os atomos de
ruténio localizados na parte externa do anel porfirinico.

d) Os eletrodos de carbono vitreo modificados com filmes contendo uma unica
metaloporfirina, quando utilizados em eletrolito suporte contendo TFMS', possuem uma
boa estabilidade. Porém, a necessidade do contra-ion, diminui a viabilidade do seu uso em
estudos de rotina, principalmente em sistema em fluxo.

e) Os eletrodos de carbono vitreo modificados com filmes laminares contendo pares de
porfirinas carregadas negativa e positivamente exibem excelentes caracteristicas nas
analises em sistemas em fluxo. Possuem uma estabilidade superior aos filmes contendo
uma unica porfirina, com a vantagem adicional de dispensar o uso do contra-ion TFMS".
Também mantém a boa sensibilidade e, em alguns casos, a capacidade de minimizar os
efeitos de envenenamento na superficie do sensor.

f) A simplicidade para a modificagdo da superficie do eletrodo é uma vantagem adicional,
uma vez que a formagio de filmes reprodutiveis ndo oferece grande dificuldade. A
estabilidade apresentada pelos filmes de porfirinas ion pareadas é comparavel a obtida por

alguns eletrodos cujos agentes modificadores foram imobilizados eletroquimicamente.
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5.2 - Consideracoes Sobre a Aplicacio de Eletrodos de Carbono Vitreo

Modificados por Filmes de Porfirinas fon Pareadas na Analise de

Amostras Reais

A tabela 6 exibe um resumo dos resultados obtidos utilizando-se os eletrodos de

carbono vitreo modificados por camadas de metaloporfirinas ion pareadas na analise de

amostras de vinhos sucos € medicamentos.

Tab. 6- Resumo dos resultados obtidos com eletrodos de carbono vitreo modificados com
metaloporfirinas utilizados na analise de medicamentos, sucos e vinhos.

Agente Modificador

Valores obtidos por

Valores indicados nos

Duvalier

(sobre carbono vitreo) Analito Amostra método FIA com os | rétulos (a) ou obtidos por
eletrodos modificados | titulagio iodométrica (b)
1 o
Teor de Cebion 900 * 31 mg pastilha 1000 mg pastilha™ (a)
ll?tljc} Aspirina"C 270 + 7 mg pastilha™ 240 mg pastitha™ (a)
obtido
com Suco de Laranja
[FeTPyP{Ru(Clphen),C1}s]>/ | enzima Parmalat 55 +3 mg 100mL" 38 mg 100mL™" (a)
[FeTPPS]* Cebion 900 + 32 mg pastilha’ | 1000 mg pastilha™ (a)
Teor de —— ——
A._A Aspirina+C 240 £ 6 mg pastilha 240 mg pastilha™  (a)
obtido
com Suco de Laranja
pepino Parmalat 52 + 1 mg 100mL" 38 mg 100mL” (a)
Vinho Branco
Seco Forestier 16,8 £02mg L 189+0,7mgL" (b)
Vinho Branco
SO; Suave Chiteau 44,7 +0,5mg L 46,4 +15mgL" (b)
Livre Duvalier
Vinho Tinto
_ . Seco Chiteau 12,0+ 03 mg L 129+09mg L’ (b)
CoTPyP{Ru(blpy}ZCI}‘;] / Duvalier
[ZnTPPS] Vinho Branco | 62,6 +09mgL"
Seco Forestier 60,0+62mgL" (b)
Vinho Branco
SO, Suave Chateau 70,9 + 1,6 mg L 69,9 +9,7mg L (b)
Total Duvalier
Vinho Tinto
Seco Chéteau 83,7+ 1,6 mgL’ 82.1+7,7mgL’ (b)
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A partir dos resultados obtidos durante o desenvolvimento desta tese, pode-se fazer

as seguintes consideragoes:

a) Ficou demonstrada a aplicabilidade dos sistemas propostos para a analise em fluxo de
amostras reais. Os resultados bastante satisfatorios obtidos na determina¢do de acido
ascorbico em medicamentos e sucos, € SO, em vinhos comerciais atestam sua utilidade.

b) Os resultados obtidos na determinagdo de acido ascorbico em suco e medicamentos s3o
bastante concordantes entre os dois métodos (utilizando pepino e ascorbato oxidase
comercial) e com os valores indicados nos rétulos das amostras, exceto os obtidos para o
suco de laranja. Neste caso, o teor de acido ascorbico encontrado foi superior ao indicado
na embalagem, provavelmente pelo fato do fabricante de sucos receber laranjas de
produtores diferentes e de regides distintas, fazendo que o teor de acido ascorbico varie.
Possivelmente, o valor encontrado na embalagem corresponde ao valor minimo que
certamente estara presente no produto.

¢) Para utilizagido dos eletrodos modificados na determinacdo de acido ascorbico em analise
de rotina, € adequado o desenvolvimento de um sistema em fluxo incorporando um reator
com enzimas imobilizadas. Desta forma, substitui-se o tratamento enzimatico das amostras
em batelada por tratamento on line, agilizando as analises.

d) A analise de SO; livre e total em vinhos utilizando sistema FIA acoplado a médulo de
difusdo de gas apresentou-se bastante eficiente, pois elimina a interferéncia de muitos
componentes presentes na matriz.

e) Adicionalmente, o0 método em fluxo utilizado para a determinagio de dioxido de enxofre,
permite a analise de vinhos tinto e rosé com maior simplicidade e rapidez do que os

métodos convencionais.
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5.3 - Consideracdes Sobre a Aplicacio de Eletrodos Pasta de Carbono
Modificados com Oxidos Mistos de NdNiO;

Quanto aos estudos de eletrodos de pasta de carbono modificados por Oxidos mistos
de NdNiOs, pode-se considerar:
a) Os estudos realizados indicaram que eletrodos modificados com NdNiO; sdo bastante
seletivos, apresentando efeitos cataliticos principalmente para espécies pequenas como a
hidrazina e, mais acentuadamente, o peroxido de hidrogénio, sugerindo certa seletividade
baseada no tamanho molecular.
b) O eletrodo modificado com NdNiOs ndo apresenta efeito catalitico em meio acido. Os
estudos envolvendo estes eletrodos foram realizados utilizando como eletrolito suporte
solugdes de NaOH 0,1 mol L™, pH 13.
c) Os estudos preliminares envolvendo eletrodos de pasta de carbono modificados com
NdNiO; demonstram a potencialidade deste tipo de sensor para a construgdo de
transdutores com elevada seletividade e capacidade catalitica. Na area dos biossensores, a
seletividade oferecida por este 6xido para H,O, € bastante interessante, uma vez que o
peroxido de hidrogénio € gerado em diversas reagOes enzimaticas. Neste caso, a reagdo
enzimatica deve ocorrer no pH mais favoravel a enzima, para a seguir ocorrer a
alcalinizag@o (pH 13) e, entdo, a quantificacgio eletroquimica.
d) Embora os resultados obtidos associando os eletrodos de pasta de carbono com sistema
BIA tenham sido bastante satisfatorios, apresentando boa sensibilidade e estabilidade, estes
sensores também podem ser implementados em sistemas em fluxo. Desta forma, pode-se
dispor‘ de recursos que facilitam a adaptagio do material ao desenvolvimento de
biossensores, trabalhando-se, por exemplo, com fluxos com valores de pH distintos,

necessarios a reacao enzimatica e a detec¢io eletroquimica.
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6 - Perspectivas Futuras
O presente trabalho abriu diversas perspectivas de estudos. Pode-se visualizar a
continuidade dos assuntos desenvolvidos, bem como a abordagem de novos temas

derivados dos topicos aqui iniciados. As principais linhas que poderao ser abordadas sdo:

- Desenvolvimento de novos sensores com filmes laminares associando diversas
porfirinas polimetaladas (ja sintetizadas ou com sintese em andamento no grupo de

Quimica Inorgénica), visando novas aplicagdes analiticas.

- Construcdo de sensores miniaturizados (microssensores) modificados por porfirinas
com a finalidade de explorar suas vantagens com relagdo aos sensores de tamanho

convencional.

- Exploragdo das caracteristicas dos filmes de porfirinas (especialmente pelos
constituidos por pares de cargas opostas), com auxilio de microscopia de tunelamento
(STM) ou de forga atdmica (AFM), buscando visualizar os arranjos formados pelos agentes

modificadores.

- Investigagdo das propriedades fotoquimicas das porfirinas. Estudos preliminares
evidenciaram que filmes das porfirinas tetrarrutenadas sdo fotoquimicamente ativos [95] e

estas propriedades poderio ser exploradas em associagdo com métodos eletroquimicos.

- Comparagdo do procedimento desenvolvido para a quantificagio de acido ascorbico
utilizando o método diferencial em fluxo com outra técnica, como a coulometria. Um outro
aspecto interessante € o desenvolvimento de um sistema em fluxo incorporando reator com
enzimas imobilizadas, agilizando ainda mais a realizagdo das analise e possibilitando a

realizagdo de novas aplicagoes.

- Desenvolvimento de novas metodologias para a construgdo de sensores
incorporando as porfirinas. A constru¢do de eletrodos de epoxi/pd de grafite impregnado
com porfirinas permite construir sensores robustos. Estes deverdo ser explorados para o

monitoramento de amostras reais, dentre as quais aguas residuais e de abastecimento.
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- Explora¢do da elevada seletividade observada para os sensores contendo oxidos
mistos. O desenvolvimento de metodologia para a determinagé@o de perdxido de hidrogénio
oriundo de reagdes enzimaticas ¢ altamente atrativo. Adicionalmente, diferentes 6xidos
poderdo ser estudados, uma vez que o grupo do IFUSP desenvolve estudos neste campo,
havendo um grande niimero de compostos ja sintetizados e outros com sinteses em

andamento.
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