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RESUMO

Realizou-se neste trabalho a determinacdo de peroxido de hidrogénio
(H,0,) em amostras comerciais utilizando sensores eletroquimicos
baseados em nanoparticulas de andlogos de azul da Prussia (NPAP). As
amostras comerciais analisadas foram: creme para clareamento dental de
uso doméstico, enxaguante bucal, solucdo antisséptica e creme para
descoloragdo de pelos e cabelos. Fez-se a modificacdo de um eletrodo
de carbono vitreo (GCE) com as NPAP, que eram encapsuladas por
diferentes complexos de melanina-M™ (M™ = Fe**, Cu?*, Ni?* ou Co®").
Os sensores obtidos foram usados na deteccdo de H,0, e aqueles que
apresentaram os melhores resultados foram empregados na
determinacdo de H,0O, nas amostras comerciais. As NPAP foram
caracterizadas com uso de microscopia de transmissdo eletrénica
(TEM). A caracterizacdo das modificacOes feitas no GCE ocorreu por
voltametria ciclica (CV) e espectroscopia de impedancia eletroquimica
(EIS). Utilizou-se os eletrodos modificados para determinacéo de H,0,
e curvas de calibracdo foram obtidas na faixa de 0,1 a 13 mmol L™
Obtiveram-se 0s melhores resultados para modificagdes contendo
complexos de melanina-Fe** com limite de deteccdo (LD) e de
quantificacdo (LQ) de respectivamente 0,14 e 0,42 umol L™. O LD é um
dos mais baixos encontrados na literatura para sensores nao-enzimaticos
de H,0,. Os parametros de validacdo analisados, além de LD e LQ,
foram a seletividade, linearidade, sensibilidade, exatiddo, precisdao e
robustez. O processo de validacdo do método analitico mostrou-se
satisfatério quanto aos parametros avaliados.

Palavras-chave: Sensores amperométricos; Eletroanalitica;
nanoparticulas; azul da Prussia; peréxido de hidrogénio.
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ABSTRACT

The detection of hydrogen peroxide (H,O,) in commercial samples was
performed in this work, utilizing electrochemical sensors based on
melanin-capped Prussian blue nanoparticles analogs (PBNP). The
samples analyzed were tooth whitening gel, mouth rinse solution,
antiseptic solution and hair bleaching cream. A glassy carbon electrode
was modified with BPNP, capped with different melanin-M™
complexes (M™ = Fe**, Cu?*, Ni** or Co"). The sensors were used on
the detection of H,O, and the determination of H,O, in commercial
samples was realized by those sensors which presented best results.
PBNP were characterized using transmission electron microscopy
(TEM). The modification made on GCE was characterized by cyclic
voltammetry (CV) and electrochemical impedance spectroscopy (EIS).
Calibration curves were obtained on the linear range of 0.1 to 13.0
mmol L. The best results were obtained for melanin-Fe** capped
PBNP, and the detection (DL) and quantification limits (QL) were 0.14
and 0.42 pmol L™, respectively. This DL is among the lowest ever
published for non-enzymatic H,O, sensors. The validation parameters
analyzed, besides DL and QL, were selectivity, linearity, sensibility,
accuracy and robustness. The analytical method validation seemed to be
satisfactory regarding the analyzed parameters.

Keywords: Amperometric sensors; eletroanalytical; nanoparticles;
Prussian blue; hydrogen peroxide.
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1 INTRODUCAO

A quimica analitica é muito versatil, pois relne dentro da
mesma tematica uma variedade de areas da quimica e de outras ciéncias.
O motivo principal para justificar o presente trabalho paira na utilizacdo
de métodos eletroanaliticos para deteccdo e quantificacdo de perdxido
de hidrogénio (H,0,). Este composto é muito importante devido ao seu
uso abrangente.

As aplicacbes para H,O, incluem todos os meios possiveis: ar,
agua, solo, lodo, residuos, etc. O uso de H,0O, pode ser verificado em
industrias como clarificante de tecidos e papeis, descontaminante de
solos, tratamento de agua potavel. Ele pode ainda estar presente em
cosméticos, farmacos e produtos de higiene pessoal, com aplicacdes ja
bem estabelecidas como o uso de H,0, em tratamentos odontolégicos.
A vantagem de se realizar a deteccdo de H,O, em certos produtos
comerciais é de que a matriz contém menos interferentes do que aqueles
encontrados comumente nas situacfes de usos industriais.

Neste trabalho serdo apresentados assuntos relacionados a
determinacdo  ndo-enzimatica de H,O, por técnica de
cronoamperometria. A deteccdo eletroquimica utilizou eletrodo de
carbono vitreo (GCE, do inglés glassy carbon electrode) modificado por
nanoparticulas de analogos de azul da Prassia (NPAP). A modificacdo
do GCE ocorreu por gotejamento de 2,0 puL da solu¢do contendo as
NPAP. Os eletrodos modificados foram utilizados na determinagéo de
H,0O, em amostras comerciais de uso cosmético e de higiene pessoal.

O uso de eletrodos quimicamente modificados (EQM) para
determinagdo ndo-enzimatica de H,O, em amostras comerciais foi
avaliado para a promocgdo de um método eletroanalitico de aplicacéo
facil e vidvel para determinacgdes rapidas e precisas, na elucidacdo de
problemas analiticos.

O trabalho foi ordenado por capitulos que buscam uma
apresentacdo logica, abordando inicialmente o tipo de amostra analisada
e posterior contextualizacdo dos métodos usados para determinagdes
especificas. A partir daqui, espera-se que o leitor possa tomar
conhecimento a respeito do tema trabalhado nesta tese que se dirige a
quimica eletroanalitica.

Boa leitura!
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 HISTORIA E IMPORTANCIA DO PEROXIDO DE
HIDROGENIO

O H,0, é o composto mais simples entre 0s que possuem 0
grupo funcional peréxido (ligacdo simples oxigénio-oxigénio) e foi
descoberto em 1818 pelo quimico francés Louis Jacques Thenard
(SAMANTA, 2008). Suas caracteristicas ambientalmente corretas séo
uma atragdo para 0 uso continuo deste composto e aumento na demanda
de sintese (TUNDO et al. 2000).

2.1.1 Aplicagbes do H,0,

Pode-se perceber uma variedade grande de emprego de H,O, na
indUstria e produtos comerciais, porém na maioria das vezes, sua fungéo
é a mesma: atuar como agente oxidante de outros compostos.

O H,0, pode ser usado como agente oxidante em processos
industriais no clareamento de tecidos e papel, tratamento de agua
potavel na pré-oxidacdo de compostos organicos, como agente
desinfetante de alimentos, bebidas e embalagens, ou em tratamento para
clareamento dos dentes (WESTBROEK et al. 2007). O emprego do
H,0, nestas areas de processos quimicos fez crescer em muito o seu
consumo nos Ultimos anos (CAMPOS-MARTIN et al. 2006). O H,0, é
ainda usado na agricultura em pequenas dosagens na irrigagdo do solo
para fornecimento do O,, como reagente industrial para producdo de
plastificantes, em cosméticos para clareamento de pele, pelos e
tingimento de cabelos, e mais recentemente em sabfes em pd livres de
cloro para alvejar as roupas (US PEROXIDE, 2014).

O comércio de H,O, vem aumentando devido principalmente a
inser¢do gradual deste reagente em detrimento de outros com eficiéncia
semelhante, porém mais agressivos ao homem e ao meio ambiente. Cita-
se que por causa de sua reatividade, as solu¢bes de H,O, podem perder
até 1% (m/V) de conteudo por ano (de MATTOS et al. 2003). Isso faz
com que se estude também o uso de estabilizantes eficientes para H,0, a
fim de minimizar as perdas de reagente pela decomposicao. Os produtos
comercializados que contém peréxido usam estabilizantes do tipo
guelantes, solugdes coloidais de estanato, pirofosfato e silicato, além de



36

nitratos e organofosfonatos. Todavia, 0 tempo de estabilidade da solugdo
de H,O, nem sempre é o mais importante, como por exemplo, no
tratamento de agua potavel em que a pureza da solucdo é mais
importante (US PEROXIDE, 2014).

2.1.2 Sintese de H,0,

A sintese de H,0, é bastante explorada. Como este assunto ndo
faz parte do interesse principal do trabalho deu-se uma atencédo
moderada para sintese de H,0..

Embora ndo possa ser considerado um processo ambientalmente
correto ou ligado a quimica verde, o H,O, pode ser obtido em escala
industrial atraves da oxidacéo de antraquinona (CAMPOS-MARTIN et
al. 2006). Este processo é o mais amplamente utilizado para sintese de
H,0,. Outra forma de producdo em larga escala é com as células
combustiveis, com utilizago de O,.

A oxidacdo parcial de alcodis primarios e secundarios tem
como produtos o H,O, mais a cetona ou o aldeido correspondente ao
alcool (RUST, 1955). A mistura de produtos (alcool que nédo reagiu,
H,0, e cetona ou aldeido) é destilada e o H,0, fica misturado com a
agua (CAMPOS-MARTIN et al. 2006). A sintese enzimatica é outra
fonte importantissima de H,0,. As enzimas peroxidase realizam a
oxidacdo de compostos orgénicos na presenca de O,, formando H,0,
como um dos produtos.

O H,0, pode também ser sintetizado pela eletrélise da agua
(DROGUI et al. 2001). Os produtos desta reacdo sdo H, e O,, que
podem ser dispostos na célula eletroquimica por fluxo ou borbulhados
na solucdo e gerar HO, (HUTCHINGS, 2008; MAEHARA et al. 2008).
A mesma reacdo entre H, e O, pode ser realizada para produgdo de
H,O, sem necessidade de eletrdlise. Para tal, se faz necesséario a
presenca de um catalisador eficiente (EDWARDS et al. 2007;
RATCHANANUSORN et al. 2014). A mistura H, e O, pode também
formar H,O, sob plasma ou outros métodos fisicos (MORINAGA,
1962).

Espécies reativas de oxigénio, como OH’, O, e H,0,, podem
ser formadas sobre a superficie de dxidos semicondutores sob radiacéo
ultravileta (UV) (CAI et al. 2003; GOTO et al. 2004). O H,0, pode ser
formado a partir de radical superéxido ou por dois radicais hidroxila
(PETRIER et al. 1994).
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2.1.3 Propriedades fisico-quimicas do H,O,

Poucos compostos podem exibir tantas utilidades diferentes
quanto o H,O, (US PEROXIDE, 2015). A utilidade de um composto
estd associada as caracteristicas e propriedades fisico-quimicas do
mesmo. Para o uso de H,0, sua abrangéncia estd associada
principalmente a propriedade deste composto de ser um agente oxidante
muito forte (Tabela 1) (de MATTOS et al. 2003). Assim, algumas das
principais propriedades do H,O, serdo expostas a seguir. Todos os dados
apresentados daqui em diante nesta secdo sdo referenciados pelo
Handbook de Quimica e Fisica 762 edicdo (LIDE, 1995).

O H,0; é um liquido incolor podendo também existir na forma
de gads em temperatura ambiente, com ponto de fusdo de -0,43 °C e
Eonto de ebulicdo de 150,2 °C. A densidade do liquido puro é 1,44 g cm’
, € ele é altamente solGvel em &gua. Nas solu¢bes comercializadas, sua
densidade varia conforme a concentragdo, sendo que geralmente séo
vendidas solucdes de H,O, entre 1 a 30 % (m/v).

Os valores de potencial padrdo (E°) para as semirreacBes
envolvendo H,0, sdo uma caracteristica muito conhecida para este
composto e sdo apresentados na Tabela 1.

Tabela 1. Potenciais padrdo de semirrea¢fes do H,O, e outros agentes
oxidantes.

Semirreacao E°/V
H,0, + 2H" + 2" & 2H,0 1,776
HO, + H" + & & H,0, 1,495
O, + 2H  + 2 & H,0, 0,695
O, + 2H,0 + 2¢” «— H,0, + 20H" -0,146
MnO, + 8H* + 56" «> Mn** + 4H,0 1,507
Ce* +e o Ce* 1,720
Clg(g) +2e <« 2CI' 1,358
105 + 6H" + 66"« I + 3H,0 1,085

A Tabela 1 traz os valores de E° para H,O, e para alguns outros
reagentes que sdo comumente utilizados como agentes oxidantes em
processo quimicos, como KMnQ,, Ce(S0O,),, Cl, e KIO;. Estas outras
semirreacdes que ndo envolvem H,O, foram tabeladas para efeito de
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comparacao dos valores de E°, para mostrar o poder que H,0, tem como
agente oxidante.

O H,O, pode ainda ser incompativel com alguns outros
reagentes comumente encontrados em laborat6rio, como cobre, cromo,
ferro e outros metais e seus sais, alcoois, acetona, compostos organicos
em geral, anilina, nitrometano e materiais combustiveis. O termo
incompatibilidade quimica se refere a substancias quimicas que podem
reagir entre si. Com o conhecimento acerca de algumas caracteristicas
do H,0,, a préxima secdo aborda o assunto de determinagdes analiticas
de H,0O,, relatando alguns trabalhos que empregam metodologias e
técnicas de analise para determinaces deste analito.

2.2 DETERMINAGOES ANALITICAS DE H,0;

O método recomendado pela Farmacopéia Brasileira para
analise do H,0, € a titulagio redox (FARMACOPEIA BRASILEIRA,
2010). As titulacdes iodométricas, permanganomeétricas e as com sulfato
de cério sdo executadas had bastante tempo. Contudo, alguns
inconvenientes como o fato do método ser destrutivo, a periculosidade
das solugdes (WOO e KIM, 2004) e ainda o erro associado ao método
de aproximadamente 10% (CHAI et al. 2004) fazem com que novos
métodos sejam desenvolvidos. Nesta se¢do, serd feita uma revisdo a
respeito das técnicas utilizadas para determinagéo deste analito.

O uso de métodos espectrofotométricos para determinacdo de
H,O, estd bem descrito na literatura, contendo publicagcbes muito
antigas (BEERS e SIZER, 1951; SELLERS, 1980) e outras bastante
recentes (SOUZA et al. 2014; HOSHINO et al. 2014). Determinacdes
utilizando espectroscopia na regido do UV (CHAI et al. 2004) e do
infravermelho (WOO, 2004) também sdo bem exploradas e existem
algumas evolugBes nestes métodos, como a portabilidade e nédo
destruicdo das amostras. Para estes trabalhos, foi necesséria a
combinacgdo do H,O, com outros reagentes que possibilitem a deteccdo
do sinal originado.

Contudo, os métodos alternativos mais amplamente encontrados
na literatura para determinacdes analiticas de H,O, sdo os métodos
eletroquimicos, como os voltamétricos (WESTBROEK et al. 2007),
amperométricos (GHADERI e MEHRGARDI, 2014) e impedimétricos
(SHAMSIPUR et al. 2012). A partir de agora, serdo descritos trabalhos
que utilizam os métodos eletroquimicos de analise para determinagdes
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relevantes de H,O, em diversas condicdes diferentes. As proteinas sdo
também uma fonte de modificacdo de eletrodos para deteccdo
eletroquimica de H,O, (CHEN et al. 2012). A maioria das vezes estas
moléculas sdo utilizadas em combina¢do com outros componentes, para
formar os biossensores para H,O..

Muito se tem publicado a respeito de determinacGes
voltamétricas e amperométricas de H,O,, sendo que pequenas
modificaces nos sistemas de analise séo realizadas.

O azul da Prissia (AP) é o composto mais amplamente
conhecido como catalisador para a rea¢do de H,O,, depois das enzimas
peroxidases (KARYAKIN, 2001). A boa performance deste composto
esta associada a sua estrutura policristalina que permite a penetracdo de
moléculas pequenas nos intersticios, como o H,0,, enquanto que as
moléculas maiores ndo conseguem realizar este caminho (KARYAKIN
et al. 1996). Por este motivo, o AP e seus derivados estdo sempre sendo
explorados. Exceto o AP propriamente dito, existem trabalhos que
relatam a deteccdo de H,O, com outros catalisadores como
hexacianoferratos de cobre (FIORITO et al. 2006), niquel (CHAI et al.
1997), cobalto (WANG, S. et al. 2009), cromo (LIN e TSENG, 1998),
vanadio (TSIAFOULIS et al. 2005), ruténio (TIAN et al. 2007) e
manganés (EFTEKHARI et al. 2001).

Para este trabalho, buscou-se um aprimoramento na
nanoestruturacdo do AP na forma de nanoparticulas (NP), por uma rota
inédita, para buscar-se limites de deteccdo mais baixos possiveis e
parametros de validacdo de método analitico satisfatdrios.

2.3 SENSORES ELETROQUIMICOS

Para relatar corretamente todos os procedimentos adotados no
trabalho, é interessante um conhecimento concomitante a respeito dos
principios quimicos que regem a presente pesquisa. Desta forma, uma
maneira simples de apresentar este assunto seria afirmar que os sensores
eletroquimicos sdo uma classe especifica de sensores quimicos. Para
chegar aos sensores eletroquimicos, é preciso entender o que sdo os
sensores.

Sensor é um dispositivo que tem a capacidade de reagir a uma
variacdo fisica externa e transforma-la em um sinal mensuravel
(HANSMAN, 1999; SCHOLZ et al. 2008). A Figura 1 mostra a
representagdo dos componentes de um sensor quimico.



40

Figura 1. Representacdo dos componentes principais de um sensor
quimico.

AMBIENTE SINAL

TO-HCOwnwZ2rx4H

De acordo com a Figura 1, tem-se da esquerda para direita, 0
ambiente, que é o local onde ocorrera a variacdo de uma propriedade
fisica. O receptor € o componente que consegue perceber a mudanga no
ambiente, realizando a amplificacdo e condicionamento do sinal do
sensor quimico. O transdutor tem a funcdo de transmitir a energia do
receptor na forma de uma grandeza passivel de medicdo. Uma vez que o
sinal analitico tenha sido obtido, ele sera comunicado de maneira
especifica de acordo com o seu transdutor (WANG e ROGERS, 1995).
Portanto, o transdutor é o componente que denomina a classe do sensor
guimico, ou seja, as variedades existentes de sensores quimicos sdo
dependentes da forma de transmissdo no sinal do receptor através do
transdutor (RIPKA, 2007; FRADEN, 2010), como os sinais opticos e
elétricos.

De acordo com o Dicionario de Eletroquimica (SCHOLZ et al.
2008), um sensor eletroquimico é o sensor em que a informagao quimica
obtida pelo receptor é transduzida como um sinal elétrico. Ainda, de
acordo com a propriedade elétrica que é de fato medida, a classe dos
sensores eletroquimicos pode ser dividida em trés subcategorias
(SCHOLZ et al. 2008; FRADEN, 2010):

e Sensores potenciométricos: detectam potencial;

e Sensores amperométricos: detectam corrente elétrica;

e Sensores condutométricos: detectam condutividade ou
resistividade.
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O eletrodo é o objeto utilizado para realizar as medidas
sensoriais. A reacdo quimica de interesse ocorre na superficie dos
eletrodos, que transmitem o estimulo na forma de uma resposta
analitica. O material utilizado para os eletrodos que funcionam como
sensores eletroquimicos é uma superficie eletrocatalitica (RIPKA,
2007). Na secdo 2.4 serd apresentada uma revisdo a respeito das
superficies catalisadoras comumente utilizadas em eletrodos para
funcionamento destes dispositivos como sensores eletroquimicos.

2.4 ELETRODOS EM ELETROQUIMICA ANALITICA

Uma vez que a area de interesse deste trabalho é a de sensores
eletroquimicos para serem usados em determinaces analiticas, sera
apresentada uma revisdo a respeito do alcance atual dos materiais
utilizados em eletrodos. Mais a frente, a abordagem ficara cada vez mais
aplicada ao objetivo do trabalho.

Os eletrodos a base de carbono foram um dos primeiros
eletrodos solidos usados para voltametria. O grafite pirolitico foi uma
das primeiras formas de utilizacdo de eletrodo sélido. O GCE também
obteve muita notoriedade a partir das décadas de 60 e 70 na quimica
analitica pelo trabalho pioneiro de Zittel e Miller (ZITTEL e MILLER,
1965) que realizaram um estudo analitico com alguns ions e complexos
metalicos.

Outras formas bastante conhecidas de carbono condutor séo o
eletrodo de pasta de carbono (CPE, do inglés carbon paste electrode)
(ADAMS, 1958; VITRAS et al. 2009) e o diamante dopado com boro
(BDD, do inglés boron doped diamond) (LUONG et al. 2009).
Recentemente as formas nanoestruturadas como grafeno (BENVIDI et
al. 2014), fulereno (GOYAL et al. 2007) e nanotubos de carbono
(AHMAD et al. 2014) foram incorporadas aos eletrodos em varios
trabalhos. O material que produziu grande expectativa a respeito de uma
utilizacdo eficiente sdo os eletrodos impressos a base de tintas de
carbono (TUDORACHE e BALA, 2007).

Eletrodos a base de carbono vem sendo muito utilizados devido
as caracteristicas desejadas para os tipos de analise (HELLER et al.
2006). O eletrodo deve ser inerte na janela de potenciais de trabalho, de
alta pureza e resistente a possiveis contaminacfes causadas por analitos
e solventes, e ter logicamente, a superficie condutora para ndo
influenciar a velocidade da reacéo de transferéncia de elétrons (BRETT,
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1993). A estrutura e hibridizacdo destas formas de carbono sdo variadas
e a escolha do eletrodo “ideal” pode estar relacionada ao tipo de analito.

Existem algumas diferencas a respeito das propriedades dos
materiais que compdem os eletrodos usados em eletroanalitica, e 0s
eletrodos de carbono podem ainda ter suas propriedades divididas em
duas subcategorias: propriedades do corpo do material (bulk) e as
propriedades da superficie (McCREERY, 2008). Uma delas é a
capacitancia da dupla camada elétrica (Cy, do inglés double-layer
capacitance) (SHI, 1996; PAJKOSSY e KOLB, 2001), que é uma
caracteristica ndo comparavel entre eletrodos de carbono e eletrodos
metalicos. Muito porque existe uma diferenca enorme quanto a
porosidade relativa entre estes dispositivos. Outra caracteristica é a
janela eletroquimica de trabalho dos eletrodos. Os eletrodos de mercurio
tem conhecidamente as janelas eletroquimicas mais amplas na faixa de
potenciais mais negativos, sendo que na faixa de potenciais mais
positivos o eletrodo de mercurio apresenta sinal de processo faradaico
por causa da formacao de dxidos (SKOOG, 2006).

De qualquer maneira, nos limites de potencial mais negativos, a
sobretensdo que deve ser aplicada aos eletrodos de mercurio para
desprendimento de Hy( € muito alta. Eletrodos de carbono, de ouro ou
de platina tem janelas eletroquimicas semelhantes, sem grande destaque
de um destes eletrodos em relagéo aos demais.

Eletrodos de carbono apresentam uma vantagem sobre eletrodos
metalicos no que diz respeito a aplicacGes eletroanaliticas. O carbono
que compde o eletrodo ndo apresenta sinal de processo faradaico na
faixa de potenciais geralmente alcancada por estes dispositivos. Os
processos faradaicos comumente observados em um voltamograma de
eletrodos a base de carbono sdo a reducdo de oxigénio dissolvido na
solucdo, desprendimento de hidrogénio nos limites de potenciais mais
negativos e a oxidacdo da &gua nos limites de potenciais mais positivos.
E possivel encontrar mais informacdes sobre o perfil voltamétrico de
eletrodos de carbono na literatura pertinente (LUO et al. 2001; LUONG
et al. 2009; WILDGOOSE et al. 2009).

Os eletrodos metalicos utilizados em eletroanalitica apresentam
processos faradaicos em seus componentes. Por exemplo, eletrodo de
ouro ou eletrodo de platina, tem sinais de oxidagdo e de reducdo dentro
da janela de potenciais de trabalho, que séo relacionados a formagéo de
Oxidos metélicos. Assim como para os eletrodos de carbono, o perfil
voltamétrico dos eletrodos metalicos citados anteriormente pode ser
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encontrado na literatura adequada (BOND et al. 1997; ROBERTS et al.
2011; RODRIGUEZ e KOPER, 2014).

Estes processos faradaicos limitam a faixa de potenciais que se
pode trabalhar, ou seja, limita a quantidade e variedade de analitos que
se pode trabalhar, se estes eletrodos forem utilizados como sensores
eletroquimicos por voltametria. Se o analito apresentar potencial de
oxidacdo ou de reducdo que coincida com valores de potencial dos
processos faradaicos do eletrodo em um experimento de voltametria, a
medicdo desta grandeza sera prejudicada. Para os eletrodos de carbono,
qualquer analito que apresente potencial de oxidacdo ou de reducédo
dentro da faixa de trabalho deste material, poderd ser medido sem
maiores limitagdes.

2.4.1 Eletrodo de carbono vitreo

O carbono vitreo € um material dos mais importantes para ser
usado como eletrodo (POCARD et al. 1992). Este material tem
alcancado uma notabilidade incrivel dentro da pesquisa na area de
eletroquimica, e se tornou referéncia para o desenvolvimento de novos
materiais, principalmente no quesito de superacdo de sua performance
como sensor eletroquimico. Isto se deve as suas particularidades
eletroquimicas  que incluem  resistividade elétrica  baixa,
impermeabilidade a gases, alta resisténcia quimica e uma janela de
potenciais ampla (faixas de potenciais positivos e negativos) (van der
LINDEN e DIEKER, 1980). Estes sdo requisitos basicos para utilizagéo
de um material como eletrodo em eletroanalitica.

2.5 ELETRODOS QUIMICAMENTE MODIFICADOS

A modificacdo quimica de eletrodos passou a ser uma
alternativa util j& que a utilizacdo dos eletrodos simples ndo satisfazia
mais as necessidades da quimica eletroanalitica (ALKIRE, 2009).
Inicialmente a modificacdo quimica de eletrodos foi justificada pelo
aumento efetivo da area eletroativa que o eletrodo passava a adquirir.
Ao invés de uma superficie plana, os eletrodos modificados apresentam
uma estrutura tridimensional muito til, pois 0 aumento da area efetiva
permite que os analitos de interesse possam chegar mais facilmente ao
centro catalitico condutor e permitir a reacéo de transferéncia de carga.
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Os processos para obtencdo de EQM que iniciaram com a
adsorcdo de alguns reagentes quimicos sobre a superficie de eletrodos
inertes (MOSES et al. 1975; WATKINS et al. 1975) tiveram uma
grande expansdo e desenvolvimento até se chegar aos dias de hoje em
que sdo obtidos revestimentos sobre os eletrodos para que estes atuem
como os sensores eletroquimicos conhecidos atualmente (BAKKER,
2004; ZHANG e WANG, 2008; PRIVETT, 2010; KIMMEL, 2012).

2.5.1 Estado da arte

Os revestimentos que se tem relatos na literatura sdo bastante
variados. Tem-se modificagBes por eletrodeposicdo de preparo simples
(de LIMA e SPINELLLI, 2013) que tornam o trabalho mais atrativo, pois
a facilidade de obtengdo do material faz com que se possa ganhar tempo,
para que a aplicagdo em eletroanalitica seja eficiente e relevante.
Todavia, existem modificagdes mais sofisticadas por varias técnicas de
modificacdo (JIANG et al. 2010; ZAPP et al. 2014; BRONDANI et al.
2014) que requerem habilidade e tempo na preparacdo do material. A
maneira de obtencdo do eletrodo modificado é muito particular e isso
cria uma identidade Unica para cada eletrodo (ALKIRE, 2009).

A aplicacdo a qual o sensor sera usado pode depender do
resultado da modificacdo. A Figura 2 ilustra o resultado hipotético de
uma modificacdo da superficie de um eletrodo genérico. A ilustragdo é
feita para retratar o tipo de modificacdo que se deseja obter, onde se tem
nanoparticulas (cubos azuis que representam o complexo azul da
Prussia) imobilizadas junto a superficie do eletrodo, com a ajuda de
outros agentes modificadores. Estas modificacdes ndo sdo classificadas
como simples.

Nesta figura, é ilustrado um eletrodo sélido simples com o seu
suporte (cinza) e o material condutor, como por exemplo, carbono vitreo
(preto). As NPAP sdo representadas pelos cubos azuis. Os tamanhos
diferentes de particulas foram assim representados de forma proposital,
pois o tamanho final dos compostos ndo é fixo e de acordo com o
procedimento de obtencéo, a faixa de tamanho das NP varia muito.
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Figura 2. llustracdo de um eletrodo quimicamente modificado com
NPAP encapsuladas por outro agente modificador.
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Embora existam ‘“receitas” para se obter particulas coloidais
com o mesmo tamanho (MATIJEVIC, 1993), nota-se sempre haver uma
faixa de distribuicdo de tamanhos. Continuando com a explicacdo da
Figura 2, a linha continua que envolve as NP representa outro
modificador. Geralmente, utilizam-se polimeros para atuarem como
modificadores adicionais em eletrodos convencionais. A cadeia
polimérica, ou qualquer outro modificador secundério, serve neste caso
de suporte para as NP na superficie do eletrodo assim como servem de
estabilizante para as mesmas a fim de evitar aglomeracGes maiores.

Quando se trabalha com nanoparticulas estabilizadas por
polimeros na superficie de eletrodos, deve-se tomar cuidado de modo a
evitar que a superficie condutora do eletrodo ndo seja totalmente
recoberta pelo polimero, desta maneira blogqueando as areas que antes
estavam disponiveis para a aproximacao do analito e dos eletrélitos. O
interessante é obter um contato constante do material condutor do
eletrodo com as nanoparticulas eletrocataliticas.

Ainda com relagdo a Figura 2, a espessura do material
modificador também é um fator que pode ser controlado. A reproducéo
de uma superficie bem distribuida e organizada ndo € alcancada
facilmente e também é fonte de estudo e otimizacdo para uma boa



46

adequacdo desta necessidade ao resultado final de desempenho do
eletrodo.

As técnicas de modificacdo de eletrodos mostram dependéncia
de uma propriedade especifica: a solubilidade. Os modificadores podem
ser incorporados ao eletrodo pela preparagdo de uma solugdo contendo o
modificador. Esta solu¢do pode ser aplicada por gotejamento, imersdo
ou deposic¢do eletrolitica. Contudo, quando o modificador ndo pode ser
utilizado em sua forma sollvel, a alternativa é utilizar o modificador na
forma de pd. Nestes casos, o CPE é um eletrodo muito dtil, pois sua
construcao permite a incorporacdo de modificadores sélidos na forma de
po. Geralmente polimeros séo os principais aditivos dos CPEs, além dos
biossensores que usam enzimas.

As propriedades interfaciais oriundas da construgdo do eletrodo
modificado, assim como em qualquer segmento da quimica de
superficies, ndo podem ser determinadas a priori, porém o efeito
desejado pode ser alcangado pela correta construgdo do eletrodo. Néo se
pode esquecer o objetivo principal para se realizar uma modificacdo da
superficie de um eletrodo, que é a melhora na sensibilidade e/ou
seletividade do material para conduzir uma reagdo (ou reagdes) de
transferéncia de elétrons. Se o modificador consegue obter uma resposta
superior aquela obtida pelo eletrodo sem modificacdo, pode-se
considerar que houve éxito na obtengdo de um eletrodo modificado.

2.5.2 Substratos

Os eletrodos utilizados em eletroquimica analitica servem de
substrato para realizacdo das modificacfes. Os eletrodos sem
modificacdo podem ser chamados de eletrodos convencionais. A
performance destes eletrodos é limitada pela solugdo em que ele estd
imerso, o material do eletrodo e o potencial aplicado para mover a
reacdo (ALKIRE, 2009). Uma maneira de contornar esta limitacdo do
eletrodo é pela modificacao de sua superficie (WANG, J. 1991).

Os modificadores quimicos podem interagir com o substrato de
duas maneiras possiveis: adsor¢do na superficie ou ligacdo covalente
com o material do eletrodo (BLONDER et al. 1998). Com o eletrodo
modificado, o material resultante é capaz de melhorar a seletividade,
sensibilidade e eletrocatalise para a reagdo de interesse.

E possivel se trabalhar com diversos substratos na modificacéo
de eletrodos. Entre os mais utilizados pode-se citar o vidro
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(KRASTEVA et al. 2002), carbono (WANG et al. 2006;
LAOCHAROENSUK et al. 2007), substratos metalicos (SAHARI et al.
2008) e o papel recentemente (SANTHIAGO et al. 2014).

2.5.3 Métodos de modificacao

Como sdo muitas as rotas publicadas e conhecidas para
modificacdo de um eletrodo, pode-se fazer um resumo acerca das
possibilidades de modificagdo quimica da superficie deles. Como nos
primeiros trabalhos de modificacdo da superficie de eletrodos os
processos eram mais rdsticos e menos planejados, as modificacdes
funcionavam melhor para moléculas-alvo menores e simples como, por
exemplo, espécies de oxigénio (HUANG et al. 2004), H202 (EVANS et
al. 2002) ou metais em nivel traco (AGRAZ et al. 1993).

2.5.3.1 Modelos estruturais

Com o conhecimento maior do que se desejava realmente com
as modificacbes, foram elaboradas e desenvolvidas técnicas de
modificacdo do eletrodo utilizando modelos estruturais. A Figura 3
mostra o resultado de uma modificacdo quimica sobre um eletrodo
convencional, onde foi utilizado inicialmente um modelo estrutural para
posterior deposi¢éo de particulas de AP.

Nesta figura é apresentado o resultado final da modificacdo. A
distribuigdo uniforme e equidistante das NPAP foi assim representada
para ilustrar a eficiéncia de atuacdo quando se utiliza um modelo
estrutural, servindo de referéncia para a acomodacdo dos compostos a
serem depositados. Estes compostos irdo ocupar 0s espagos permitidos
pelo modelo, que geralmente sdo compostos quimicos que apresentam
estrutura porosa com certa regularidade.
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Figura 3. Modificacdo de um eletrodo com NPAP utilizando um
modelo estrutural.
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2.5.3.2 Gotejamento (casting)

O gotejamento (ou casting) € uma técnica de modificacdo de
eletrodos das mais simples. Esta técnica consiste em gotejar uma
solucédo contendo o agente modificador sobre a superficie do eletrodo a
ser modificado. O volume de solugdo depende da area do eletrodo, mas
geralmente é de poucos microlitros. Ap6s o0 gotejamento da solucédo, o
eletrodo é deixado em repouso para que o solvente possa evaporar, €
entdo tem-se a formag&o de um filme sobre a superficie do eletrodo.

Para a deteccdo de H,O,, pode-se citar a modificacdo de
eletrodos com nanofios de Pt/TeO, (GUASCITO et al. 2013) pela
técnica de casting, nanoparticulas de platina (PtNP) combinadas com
nanotubos de carbono (NTC) (HRAPOVIC e LOUNG, 2003) e ainda
nanocompdsitos de grafeno/Fe;s0, (WANG, Y. et al. 2012). O casting é
muito importante para os procedimentos de modificacdo de eletrodos
pois utiliza pouca quantidade de solugéo e forma filmes reprodutiveis.

2.5.3.3 Modificacdo camada por camada

Uma forma de modificagdo quimica introduzida por Decher
(DECHER et al. 1992) foi a chamada preparagdo camada por camada
(ou em inglés layer-by-layer — LbL como é mais comumente conhecida
esta técnica) onde se construia uma modificacdo a partir da imerséo
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alternada do eletrodo de trabalho em solugdes contendo polieletrélitos
carregados positiva e negativamente. A Figura 4 mostra o procedimento
simples para o preparo de uma bicamada na superficie de um eletrodo
através desta técnica.

Figura 4. Técnica de modificacdo layer-by-layer.
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De acordo com a Figura 4, um eletrodo comum com sua
superficie habitual pode ser modificado pela técnica de LbL. Tomando
como exemplo um eletrodo com superficie metalica que é carregada
negativamente, o procedimento de LbL deve iniciar com a imersdo deste
eletrodo metélico em uma solugdo (entre 5 e 30 min) contendo um
componente carregado positivamente pois assim existe interacdo
eletrostatica favoravel para aderéncia de uma camada heterogénea sobre
a superficie do eletrodo. Apds o periodo, o eletrodo deve ser retirado da
solucdo e transferido para outro béquer contendo apenas agua destilada
para lavar o eletrodo e remover as moléculas que ndo estdo adsorvidas
na superficie do substrato.

A imersdo posterior do eletrodo em uma solugdo (meso tempo
de imersdo) contendo um componente carregado negativamente leva a
incorporacdo do mesmo sobre a superficie que estava com carga
positiva na superficie. Em seguida o eletrodo deve ser imerso em agua
destilada para remover as moléculas que ndo ficaram adsorvidas de
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forma efetiva. Este procedimento é compreendido como a preparacao de
uma bicamada.

2.5.3.4 Eletrodeposicédo

A eletrodeposicdo é uma técnica utilizada ha mais de um
século. A eletrodeposicdo € realizada em solucdo, e é baseada em
deposicdo eletrolitica de um material sobre outro. Esta técnica consiste
em depositar um composto sobre uma superficie, através da interacdo
eletrostatica causada por uma diferenca de potencial ou de carga. Com
esta técnica é possivel a obtencdo de filmes finos bem estruturados e de
qualidade. Eletrodeposicdo tem aplicagbes muito amplas como na
industria de semicondutores, contatos metalicos, chapeamento e
decoragdo (SCHWARZACHER, 2006).

Uma deposicdo eletrolitica pode render bons depositos,
sobretudo se for possivel um controle acerca da velocidade de
deposicdo, difusdo do material, corrente de troca e ainda escolhendo-se
adequadamente a estrutura do substrato (WADE, 2001). O eletrodo de
filme de bismuto (BIiFE, do inglés bismuth film electrode) é um dos
exemplos mais claros sobre o que é eletrodo quimicamente modificado
obtido por eletrodeposicdo. Foi possivel a determinacgdo de vitamina B2
(SA et al. 2015), vitamina B12 (KREFT et al. 2012), sulfadiazina
(CAMPESTRINI et al. 2010) e progesterona (de LIMA e SPINELLLI,
2013) com BIFE.

Eletrodeposi¢do de outros metais como platina (SPARATU et
al. 2009), ouro com grafeno (DING et al. 2014) e de antimonio (DEY et
al. 2014) séo exemplos de como a eletrodeposicdo é simples e eficiente,
pois basta ter uma solucdo com o material de interesse e uma fonte de
energia externa. Contudo, ndo sdo apenas compdsitos metalicos que sdo
eletrodepositados. Tem-se trabalhos sobre EQM por eletrodeposigéo de
polianilina (ORATA e SEGOR, 2000), tetrametoxisilano (WANG, G. et
al. 2008) e eletropolimerizacdo com varios mondémeros em solucéo
(BRANZOI et al. 2009).

A eletrodeposicdo de azul da Prissia e seus analogos também
foi estudada. Um sensor ndo enzimatico para H,0, foi construido pela
eletrodeposicdo de AP sobre eletrodo de ouro (ZHANG, Y. et al. 2011).
Ainda, a performance de AP eletrodepositado sobre diferentes eletrodos
de carbono vitreo foi averiguada (RICCI et al. 2002). Um conteudo
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maior abordando a construgdo dos sensores eletroquimicos baseados em
eletrodos modificados com AP é apresentado na secao 2.6.4.

2.5.3.5 Aditivos em eletrodos de pasta de carbono

Os modificadores podem ser incorporados ao eletrodo pela
preparacdo de uma solucdo contendo o modificador. Esta solucdo pode
ser gotejada, pode ser utilizada para deposicao eletrolitica ou o eletrodo
pode ser imerso nela, etc., contudo nem sempre é possivel utilizar o
modificador em sua forma soldvel. A alternativa que resta é utilizar o
modificador na forma de p6. Nestes casos, o CPE pode funcionar como
substrato para a modificacdo. O CPE é muito Util, pois a construcdo
deste eletrodo permite a incorporacdo de modificadores sélidos na forma
de p6. Geralmente polimeros sdo os principais aditivos dos CPEs. A
modificacdo do CPE ¢ realizada por método diferente daquele utilizado
para eletrodos solidos.

O momento da construcdo do CPE € a Unica etapa para a adigo
de agentes modificadores. A Figura 5 ilustra o aspecto final de um
eletrodo de pasta de carbono quimicamente modificado. De acordo com
a Figura 5, os componentes modificadores ficam distribuidos por toda a
pasta de carbono.

Uma das vantagens do CPE é que sua superficie pode ser
renovada apenas com a raspagem da superficie. Os outros eletrodos
modificados precisam de uma renovacdo completa de suas superficies
pela construcdo de uma nova modificacdo. Como é possivel renovar a
superficie do CPE, é importante que a mistura grafite/modificador esteja
bem uniforme, pois a quantidade de modificador na superficie do
eletrodo deve ser sempre a mesma.
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Figura 5. Esquema representativo de um eletrodo de pasta de carbono
modificado.
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2.6 MODIFICADORES QUIMICOS

2.6.1 Nanoparticulas

O uso de NP pode ser destacado dentro desta revisdo sobre a
modificagdo de eletrodos, pois muitos materiais nanoestruturados s&o
o6timos catalisadores e podem assim fazer parte do sistema para deteccéo
eletroquimica. A utilizacdo de NP veio aflorar quando os pesquisadores
da area de eletroanalitica perceberam a necessidade de um controle mais
rigoroso da modificacdo em termos de nanoescala (ALKIRE, 2009). As
NP podem melhorar o sinal analitico através do aumento efetivo da area
disponivel para reacdo, aumento da condutividade e/ou funcionar como
catalisador.

A ideia de associar o controle de nanoescala ao uso de
nanoparticulas originou trabalhos nas areas de eletrocatalise em células
combustivel (TIAN et al. 2007; XIAO et al. 2012) até aplicagdes como
biossensores (KONG et al. 2008; BRONDANI et al. 2013; YU et al.
2015). Faz-se muito uso da interacdo eletrostatica simples existente
entre a superficie do eletrodo e da nanoparticula. Esta parte da
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construcdo do sensor eletroquimico através do uso de NP incorporadas
ao eletrodo pela ajuda de imobilizador é de interesse fundamental para o
prosseguimento do trabalho.

Nanoparticulas eletroativas sdo modificadores quimicos que se
pode usar para mudar as propriedades da superficie dos substratos. As
NP tem aplicacBes em muitas &reas da quimica.

Quando o termo nanoparticula é utilizado, é importante
entender e diferenciar a especificidade deste material. As nanoparticulas
abrangem o grupo de nanoestruturas eletroativas, nanoestruturas
metélicas e os semicondutores. As NP eletroativas diferenciam-se das
demais por causa de sua capacidade de sofrer processos de oxidacdo ou
reducdo de todos os seus centros metalicos (BUTTRY, 2009). As NP
metalicas e os semicondutores sdo conhecidos por sofrer processos de
oxidacéo ou reducédo apenas na interface.

A ideia de ter-se uma superficie nanoestruturada é atrativa, pois
0 material em nanoescala possui caracteristicas superiores e algumas
vezes completamente diferentes daquela encontrada nos materiais com
grdos maiores (GURRAPPA e BINDER, 2008). Estas propriedades
incluem dureza, condutividade, difusdo, densidade, resisténcia a
corrosdo e ao desgaste, entre outras. Geralmente, considera-se que 0
material deva ter tamanho de até 100 nm em pelo menos uma dimensao
para ser classificado como nanomaterial.

Contudo, para que um nanomaterial tenha propriedade diferente
daquela encontrada no material com dimensdes maiores, o tamanho do
nanomaterial deve estar abaixo do tamanho critico capaz de modificar
alguma de suas propriedades (ZARBIN, 2007).

Nanoparticulas de Oxidos metélicos tem sido amplamente
empregadas na modificacdo de eletrodos convencionais (ALKIRE,
2009). Um dos materiais em nanoescala mais desenvolvidos é o diéxido
de titanio (TiO,), pois existem inumeras publicacfes, além das formas
de obtencéo (GUPTA e TRIPATHI, 2010).

O TiO, na forma de NP é muito mais efetivo como
fotocatalisador do que o material com dimensdes maiores (HAN e BAI,
2009). Como material modificador de eletrodos, TiO, foi depositado
sobre fios de titdnio para oxidacdo de H,, CO e gerar metanol
(HAYDEN et al. 2001), sobre eletrodo de éxido de estanho dopado com
indio (ITO, do inglés indium tin oxide) para oxidacdo de hidroquinona,
acido ascorbico e dopamina (STOTT et al. 2006), e ainda em
combinagdo com outras NP como de ouro, por exemplo, na oxidacdo de
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NO e NO; (MILSOM et al. 2007). As NP de TiO, apresentam
geralmente um par redox referente a passagem de Ti(IV) para Ti(lll) e
vice-versa.

As nanoparticulas de ouro (AuNP) mencionadas no paragrafo
anterior também sdo amplamente utilizadas na modificagao de eletrodos.
As aplicacdes deste material sdo inimeras (YAH, 2013) e isso faz com
que as modificacdes de eletrodos com AuNP propiciem a investigacao
de uma faixa ampla de reacdes.

A oxidacdo de dopamina é uma das reacdes mais caracterizadas
para EQM com AuNP (KURNIAWAN et al. 2009). O uso desta
modificacdo (AuNP) para construcdo de biossensores também é bastante
ampla (BRONDANI et al. 2013; DAVIS et al. 2013). Além de
combinagdes com TiO,, AuNP também podem ser associadas com Ag
(SHIBATA et al. 2002), Pd (SHAMSIPUR et al. 2014), Pt (CHAUHAN
et al. 2012) entre outras.

Como visto, NP de metais nobres sdo bastante estudadas.
Porém, alguns outros materiais que ndo sdo de metais nobres também
sdo sintetizados na forma de nanoparticulas. Tem-se a obtencdo de NP
compostas por Fe,O; (KAMALI et al. 2014) e CuO (ASADBEIGI et al.
2012).

Uma das NP mais exploradas nos Gltimos anos, com aumento
anual de publicacbes sdo as nanoparticulas de azul da Prussia e seus
andlogos. Todavia, as NPAP serdo abordadas com mais informagdes na
secdo 2.6.4.

Muitas nanoparticulas eletroativas podem ainda ser utilizadas
com sucesso na modificacdo da superficie de eletrodos (ALKIRE,
2009). Um grande salto, porém foi dado ao se examinar a necessidade
de um agente adicional para minimizar os efeitos energéticos da
aglomeragdo destes nanocompostos sobre a superficie dos eletrodos. As
nanoparticulas desempenham muitas fungBes dentro das areas
tecnologicas devido ao seu grande leque de propriedades.

A eletroatividade é o fator decisivo para o uso deste tipo de
material na area de eletroanalitica. Quando se trabalha com
nanoparticulas, no proprio processo de sintese se utiliza um agente
encapsulante com o objetivo de evitar aglomeracdo dos nanocompostos
com a distribuicdo mais adequada da energia interfacial. Pode-se indicar
entdo que o agente encapsulante da NP seja capaz de imobiliza-la junto
a superficie do eletrodo através de interacao eletrostatica.
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2.6.2 Nanotubos de carbono

Com o aumento do conhecimento e controle das varidveis
envolvidas na modificacdo da superficie dos eletrodos, foi possivel
almejar estudos para o reconhecimento de sistemas mais complexos. A
grande atencdo dos trabalhos era voltada para o desenvolvimento de
procedimentos para realizar a nanoestruturagdo controlada da
modificacdo quimica. Além da utilizacio de nanoparticulas
incorporadas a superficie do eletrodo (de LIMA et al. 2014), utiliza-se
muito os nanotubos de carbono (BALASUBRAMANIAN, 2006) e fios
moleculares (LIU et al. 2007) imobilizados na superficie dos eletrodos.

Muito se tem publicado a respeito da utilizacdo de NTC, e o
grande aumento se deve a promessa deste material ser uma ferramenta
promissora na funcionalizacdo de superficies (ALKIRE, 2009).

De fato, a funcionalizagdo de NTC ocorre bastante, pois o
carbono em todas as suas formas alotrdpicas permite tal procedimento.
A seguir serdo citados alguns casos mais relevantes do uso de NTC na
modificacdo de eletrodos.

O desenvolvimento de sensores e biossensores é um dos pilares
das aplicacdes de NTC em eletroquimica. Os NTC sédo substratos muito
bons para imobilizacdo de proteinas e posterior modificacdo de
eletrodos (AGUI et al. 2008). Além de proteinas, as enzimas também
sdo imobilizadas sobre NTC. Glicose oxidase foi imobilizada em NTC
em vaérios trabalhos (GIUSEPPI-ELIE et al. 2002; RUBIANES e
RIVAS 2003; WANG et al. 2003). Aplicados na analise de H,0O,.

A funcionalizacdo de NTC abre uma porta enorme para 0
desenvolvimento de novos materiais hibridos (ALKIRE, 2009), ainda
mais porque este procedimento de funcionalizagdo serve para superar
um dos problemas que mais incomodam nos NTC, que é sua dispersdo
em solventes principalmente aquosos.

Para NP e CNT como modificadores, usa-se muito
imobilizadores destes modificadores. O imobilizador pode ser um
polimero, um surfactante ou um composto polar que tenha a capacidade
de formar camadas auto-organizadas (SAM, do inglés self assembled
monolayer) sobre a superficie do eletrodo. O emprego de uma SAM
aliado ao uso de nanoparticulas vem sendo estudada, além de que
muitos autores consideram esta area muito nova, e com grande potencial
para evolucdo (ALKIRE, 2009). Neste trabalho porém, ndo houve
exploragdo desta técnica.
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O imobilizador pode também desempenhar a funcdo de um
antiagregador. Ja que ¢é dificil a interacdo eletrostatica entre o eletrodo e
a nanoparticula, por compartilharem cargas de mesmo sinal, o
imobilizador exerce um papel fundamental na busca pela modificacio
eficiente, pois ele permite a arquitetura do sistema idealizado.

Nota-se que quando é feita mais de uma etapa de acumulacdo
na superficie de um imobilizador e da nanoparticula, o procedimento
torna-se 0 método LbL, ja mencionado no texto, que é a exposicdo
alternada do eletrodo de trabalho a solug¢fes contendo um componente
imobilizador e outra contendo a nanoparticula (ou o modificador
eletroativo).

2.6.3 Polimeros molecularmente impressos

O uso de polimeros molecularmente impressos (MIP, do inglés
molecularly imprinted polymer) e de polimeros ndo impressos (NIP, do
inglés non-imprinted polymer) foi uma alternativa que produziu muitos
resultados interessantes para a fabricacdo de sensores eletroquimicos.
Alguns polimeros impressos possuem caracteristicas especificas e fazem
com que o tipo de modificacdo tenha que se adaptar a estas
caracteristicas.

Alguns MIPs e NIPs podem ser usados nos métodos
tradicionais de modificacdo de superficies de eletrodos, como o
gotejamento (casting), imersdo em solucdo contendo o modificador (dip
coating, LbL) e eletrodeposicdo (YANG et al. 2011). Existe porém,
casos em que 0s polimeros impressos sdo sélidos insoliveis nos
solventes mais comuns e menos toxicos, assim faz-se necessario utilizar
0 material obtido na forma sélida. O CPE é a melhor alternativa para
superar esta limitacdo. A adicdo de MIPs a composicao dos eletrodos de
pasta de carbono é muito comum (ALIZADEH et al. 2012;
GHOLIVAND et al. 2012) e sua exploracdo continua sendo Util na
quimica eletroanalitica.

Os MIPs sdo polimeros sintetizados para desempenhar alguma
especialidade conhecida (McCLUSKEY et al. 2007). Na maioria das
vezes, procura-se que o MIP imite o comportamento de moléculas
bioldgicas, ou seja, que consiga ser capaz de promover uma interacao ou
ligacdo quimica especifica mimetizando 0s processos naturais. Para isto,
0s MIPs fazem uso de sitios de interacdo especificos, enquanto que
sitios de interacdo ndo especificos podem existir em outros materiais (0s
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NIPs, por exemplo). O desenvolvimento dos MIPs busca como resultado
gue o material tenha uma afinidade preferencial pelo modelo utilizado
para a impressdo, em comparacdo a outras moléculas que possam
também se ligar ao sitio de reconhecimento molecular (MAHONY et al.
2005; QUINT, 2014).

2.6.4 Complexo azul da Prussia e seus analogos

O uso do complexo azul da Prussia como modificador quimico
de eletrodos ja é observado ha algum tempo. Muito se tem publicado a
respeito da sintese, preparacdo e caracterizacdo de eletrodos
modificados com AP e posterior aplicagdo como sensor ou detector
Optico e eletroquimico.

O primeiro registro de aplicacdo do complexo azul da Prussia
foi publicado em 1824 (THE LANCET) no famoso periddico The
Lancet que falava sobre o uso de complexos acidos azuis contendo ions
ferro para tratar animais envenenados com acido cianidrico.

A partir das décadas de 1960 e 1970 comegaram a ser
publicados nimeros maiores de trabalhos relatando o uso de complexos
de AP e seus analogos, porém grande crescimento de aplicacGes foi
visto a partir da década de 1980. A Figura 6 apresenta um grafico de
barras em que sdo contabilizados os trabalhos publicados com o tema
azul da Prussia até a data de impressdo deste manuscrito.

E notavel o aumento significativo de trabalhos envolvendo este
complexo. Do total, cerca de 20% dos trabalhos pertencem & &rea de
eletroanalitica. Conforme é visto na Figura 6, o crescimento substancial
de publicagbes a partir da década de 1980 coincide com o
desenvolvimento mais acentuado da obtencdo de sensores
eletroquimicos. Nos tempos atuais em que esta area da quimica analitica
estd em grande expansdo, nota-se 0 elevado nimero de trabalhos
envolvendo AP.

O grafico da Figura 6 esta dividido em duas partes. Até a coluna
representando 2010, a contagem de publicacdes foi dividida por
décadas. A partir de 2011, a contagem foi realizada ano a ano. No ano
de 2014 foi publicado o maior nimero de trabalhos dentro do periodo de
um ano.
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Figura 6. Quantidade de trabalhos publicados envolvendo o complexo
azul da Prussia.
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Alguns trabalhos que empregam AP como modificador de
superficies 0 usam como detector voltamétrico, amperométrico e optico.
Geralmente, o alvo preferido quando se usa AP como modificador
quimico é o H,0, (RICCI e PALLESCHI 2005). Dentro da area de
modificacdo de eletrodos, pode-se citar como trabalho importante que
serve de referéncia para muitos outros o de Itaya et al. (ITAYA et al.
1981) em que a modificacdo de eletrodo de SnO, com AP foi utilizada
para confeccdo de um dispositivo eletrocromico. A medida da banda de
absorbancia do eletrodo era usada para deteccdo da mudanca do estado
de oxidagdo do complexo. O principio de funcionamento deste
dispositivo é justificado pelas caracteristicas diferenciadas do complexo
azul da Prussia.

Consensualmente, o complexo azul da Prussia é formado por
centros metalicos de Fe(ll) e Fe(lll), ligantes CN" (posicionados nas
arestas da estrutura) e contraions de K" (distribuidos nos intersticios da
estrutura), em uma geometria cubica de face centrada. A Figura 7
apresenta a ilustragcdo desta estrutura. Existem casos em que AP obtido
por eletrodeposicdo origina uma estrutura considerada amorfa
(ALAMINI et al. 2011).
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Figura 7. Estrutura quimica do complexo azul da Prussia.
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O comportamento eletroquimico deste complexo é também
muito interessante, e faz com ele tenha versatilidade dentro das
diferentes areas da quimica. De acordo com publicacdes relatando o
comportamento eletroquimico e eletrocrébmico deste complexo
(DeLONGCHAMP e HAMMOND 2004), as habilidades analiticas do
AP se explicam pelos pares redox presentes nele.

Quando os dois centros metalicos possuem Fe(lll) o complexo
apresenta coloracdo verde/amarela. Se nos centros metélicos se
encontram apenas Fe(ll), este complexo apresenta coloracdo branca. Se
0 complexo adquirir valéncia mista com Fe(ll) e Fe(lll), sua coloragdo
torna-se azul intenso (azul da Prussia).

Baseado nesta propriedade, a modificacdo de eletrodos com AP
encontra bons aliados para estimular sua producdo, pois as detecgdes
Optica e eletroquimica funcionam muito bem para este caso. Na se¢éo
3.35.1 é feita uma explicagdo mais detalhada a respeito do
comportamento eletroquimico dos complexos azul da Prussia e seus
analogos, que foram utilizados no trabalho.

Com relacdo a deteccdo odptica utilizando AP, Koncki et al.
(KONCKI et al. 2000) explicaram algumas formas de detec¢do
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utilizando filmes finos de AP depositados sobre substrato ndo condutor.
Interessante notar neste trabalho a capacidade de selecdo do eletrodo
modificado com AP no sinal analitico para compostos semelhantes com
0 mesmo grupo funcional.

O principio de funcionamento do sistema de detec¢do é a
reducdo do complexo azul da Prussia de um centro metalico de Fe(l1)
para Fe(ll) enquanto ocorre a oxidacdo do analito. A reducdo do
eletrodo fornece um complexo de coloragdo branca, sendo detectada a
mudanca no comprimento de onda refletido pelo eletrodo. Com o uso de
espectrofotdmetro, a geracdo do sinal analitico é detectada. O mesmo
grupo de pesquisa ainda mostrou a possibilidade de analise de farmacos
utilizando a mesma técnica (LENARCZUK et al. 2001).

Ressalta-se a comparacdo de eficiéncia do método Optico com
eletrodo modificado com aquele indicado pela farmacopeia para analise
de medicamentos. O uso do complexo azul da Prdssia nestes casos €
importante ja& que 0 mesmo possui a capacidade de desempenhar dois
papéis no método de analise: um como agente oxidante dos analitos e
outro como dispositivo de sensibilidade 6ptica.

A combinacdo de papéis simultaneos desempenhados pelo
complexo AP foi também verificado por outro grupo de pesquisa
(DeLONGCHAMP e HAMMOND, 2004), sendo obtida uma
performance eletrocrémica muito boa do eletrodo modificado com AP e
polietilenoimina via modificagdo LbL e ainda a capacidade de
dissolucéo controlada para liberacéo de farmacos simultaneamente.

O eletrodo modificado, ao reduzir um centro de Fe(ll1) a Fe(ll),
faz dissolver as camadas de modificador depositadas sobre o eletrodo
pois ao ser reduzido, o complexo AP passa ao estado neutro ndo
compartilhando mais carga elétrica necessaria para interacdo na
superficie do eletrodo e sustentacdo na estrutura, provocando, desta
maneira, sua dissolugdo.

Como sensor eletroquimico o AP foi relatado recentemente
(ORELLANA, 2009) como eficiente na deteccdo de hidrazina onde a
presenga do analito foi responsavel pela mudanga do perfil
ciclovoltamétrico do eletrodo de carbono vitreo modificado com AP
nanoestruturado, que foi depositado eletroquimicamente sobre o
eletrodo com o uso de um modelo estrutural de esferas de poliestireno.
Este sistema de deteccdo indireta a partir da mudanca de perfil
voltamétrico do eletrodo pode ser muito eficiente na determinagdo de
analitos que interagem de alguma forma com o modificador do eletrodo.
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Esta deteccdo indireta difere da deteccdo eletroquimica direta
no aspecto da origem do sinal analitico. A determinacdo direta é feita
pelo sinal elétrico gerado pelo proprio analito e ndo um sinal oriundo da
interacdo da molécula de interesse com um componente especifico do
eletrodo modificado.

No caso de biomoléculas, um GCE modificado com AP foi
usado com o estabilizante polivinilpirrolidona e nanotubos de carbono
de paredes mdltiplas para detectar glicose (LI et al. 2008), e um eletrodo
de ouro modificado com AP estabilizado com quitosana foi utilizado
para imobilizar a enzima glicose oxidase (WANG et al. 2009) para
detectar o0 mesmo analito. Para o primeiro trabalno mencionado neste
paragrafo para determinacdo amperométrica de glicose, o GCE
modificado respondeu bem para uma faixa ampla de concentracées (2,0
x 10°a 3,2 x 10° mol L™) de glicose adicionada & solucéo, sendo que a
reacdo catalisada foi com H,0O, liberado durante a reacdo enzimatica.

No segundo caso, o eletrodo modificado com AP/quitosana
também agiu como eletrocatalisador para H,O,. A determinagdo de
H,O, foi realizada com um sensor amperométrico com adicdes
sucessivas de solugdo contendo glicose e aumento proporcional da
corrente. Mesmo com a adicao de possiveis interferentes como os &cidos
Urico e ascorbico, a resposta do eletrodo ao composto de interesse ndo
foi afetada de forma significativa.

O H,0, foi também o analito de interesse para Ricci et al.
(RICCI et al. 2002) no trabalho em que utilizam diferentes eletrodos de
carbono vitreo para eletrodepositar AP e determinar H,O, em sistema de
injecdo em fluxo. Através de microscopia eletrénica de varredura (SEM,
do inglés scanning electron microscopy) eles analisaram a morfologia
das superficies dos diferentes eletrodos para entender a razdo de terem
sido obtidas respostas diferentes para o analito, que variam de acordo
com a propria estrutura do material inicial do eletrodo.

Outra possibilidade de metodologia para se determinar H,0, foi
publicada (HORNOK e DEKANY, 2007), que perceberam a
necessidade de aliar a variavel tempo para obter uma resposta melhor.
Deste modo, o eletrodo modificado com AP era mantido em contato
com o analito na fase de vapor para atingir o equilibrio na interacdo
entre os dois componentes e obter um 6timo sinal analitico.

Na mesma publicagdo, o0 eletrodo (microeletrodos
interdigitalizados) modificado com AP foi mantido em contato também
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com vapores de acidos acético, cloridrico e sulfdrico, e posteriormente
determinados amperometricamente.

Na anéalise de metais em nivel traco, eletrodos modificados com
AP foram empregados na determinacéo de Cr®* (XING et al. 2009) e TI*
(YANG et al. 2008), sendo que sdo poucas as publicacGes que tratam de
sistemas de AP na determinacdo de metais. Geralmente o alvo preferido
dos pesquisadores € o H,O, (RICCI e PALLESCHI, 2005).

Na area de sensores eletroquimicos também nao se pode ignorar
o fato de o sistema de AP ser um excelente catalisador para o
subproduto das reagdes enzimaticas. No trabalho publicado por Ricci e
Palleschi (RICCI e PALLESCHI, 2005) é apresentado um quadro geral
contendo varios exemplos de eletrodos modificados com AP na
detecgdo de H,0,. Contudo, dois dos grandes trabalhos publicados na
area de biossensores utilizando dispositivos contendo AP como
modificador quimico foram utilizados na detec¢do do H,0,
(KARYAKIN et al. 1994; KARYAKIN e KARYAKINA, 2001), e
alavancaram inimeros outros, pois estes dois trabalhos estdo sempre
presentes nas citacdes de publicacdes.

A capacidade catalitica dos centros metélicos com os ions Fe(ll)
e Fe(lll) é também uma justificativa para o uso de AP como
modificador quimico de eletrodos. O par Fe(ll)/Fe(I11) se coordena bem
em ponte com ligantes do tipo ciano, carboxilato, carbonato ou éxidos.
Muita atencdo € voltada para a sintese de novos complexos com centro
de Fe (II) e Fe(lll), pois sua atividade catalitica tem funcionamento
efetivo nas areas de quimica inorganica, bioinorganica e quimica
analitica.

2.6.4.1 Obtencdo de nanoparticulas de azul da Prussia

Para a construcdo de sensores eletroquimicos utilizando AP
como o componente eletroativo do eletrodo modificado, é preciso
também revisar a parte de obten¢do do complexo azul da Prussia.

Neste trabalho a utilizacdo de nanoparticulas de azul da Prissia
foi investigada mais detalhadamente do ponto de vista da obtencdo,
preparacdo, capacidade de nanoestruturacdo, propriedades quimicas e
eletroquimicas e por fim a aplicacdo deste material como modificador
quimico para construcdo de sensores eletroquimicos para o H,O, e sua
determinacdo em amostras comerciais.
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A seguir, é apresentada uma revisdo bibliografica com as
principais rotas de obtengdo do AP para posterior utilizagdo do
complexo na modificacéo de eletrodos.

A maneira mais simples para obtencdo do complexo azul da
Prissia é através da combinacdo entre Kz[Fe(CN)g] (ferrocianeto) com
uma fonte de Fe(ll). Em agua, a mistura propriamente dita dos reagentes
citados acima produz uma solucéo coloidal estabilizada pelos contraions
de K* (ALKIRE, 2009). A mistura de K[Fe(CN)g] (ferricianeto) com
uma fonte de Fe(lll) também produz o complexo azul da Prussia (JIA,
2011), mas para se chegar a um controle estrutural e dimensional deste
complexo existem algumas propostas para obtencdo de AP.

O trabalho de Liu et al. (LIU et al. 2002) apresentou uma rota
sintética muito simples e eficaz para obtencéo de nanoparticulas de AP.
De acordo com o autor, sdo preparadas duas solugdes, uma contendo
FeCl; + H,0, e a outra contendo K3[Fe(CN)g] + H,O; e entdo a primeira
solucdo € gotejada lentamente a segunda solucdo sob agitagdo. A
professora Cérdoba de Torresi (FIORITTO et al. 2005) publicou alguns
trabalhos em que sua rota de obtencdo do composto AP um pouco
modificada em relagdo ao proposto por Liu que foi inclusive
reproduzida por outros autores (HORNOK e DEKANY, 2007). A
reacdo entre FeCl; e K3[Fe(CN)g] na presenca de um pequeno excesso
de H,0, em banho de ultrassom produz particulas de AP estaveis e com
pouca varia¢do de tamanho.

Algumas publicacdes também relatam a possibilidade de
obtencdo de AP através de um método que utiliza apenas um passo
(WANG, H. et al. 2012) assim como alguns derivados do
hexacianoferrato (WANG, Z. et al. 2012) onde existe a mistura de duas
fontes de Fe(lll) em solucdo como FeCl; e Kji[Fe(CN)g] que
posteriormente misturadas a um agente redutor proporciona a reducédo
de um dos centros de Fe(l11) a Fe(ll) e consequente formag&o de AP.

Através desta rota é possivel empregar uma substancia como o
polipirrol, que tem a capacidade de provocar a reducdo do Fe(lll) a
Fe(ll) e a0 mesmo tempo interagir de forma a estabilizar a energia
superficial do composto formado e desempenhar o papel de
estabilizante, como apresentado por Wang et al. (WANG, H. et al.
2012).

A obtencdo de AP com a assisténcia de polimeros para
imediatamente incorporarem as nanoparticulas formadas € uma
alternativa muito favoravel (BORISOVA et al. 2009). Ding et al.
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(DING et al. 2009) utilizaram quitosana para desempenhar este papel.
No caso de Wang et al. foi utilizado pirrol como agente polimerizante
(WANG, H. et al. 2012).

Com base nestes trabalhos, pode-se entender que 0 uso de
polimeros para a estabilizacdo e controle estrutural de nanoparticulas
pode ser bem sucedido. Em 2008 foi publicada uma revisdo
(ROZENBERG e TENNE, 2008) muito completa que fala da obtencédo
de NP com o uso de polimeros para ajudar na preparacdo. A publicacdo
afirma que é possivel preparar NP com formato, tamanho e propriedades
funcionais controladas. Este aspecto € muito importante e interessante,
pois o controle no preparo das NP faz também ser favoravel obtencéo de
um filme mais reprodutivel.

Outra rota muito difundida é a eletrossintese de NPAP
(TACCONI et al. 2003). Geralmente se utilizam novamente duas fontes
de Fe(lll) que sdo misturadas (ORELLANA, 2009). E possivel
eletrodepositar AP através da aplicacdo de uma corrente continua
(TOYODA et al. 2004), de um potencial constante (RICCI et al. 2003)
ou ainda por ciclos voltamétricos (ALAMINI et al. 2011).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Obter sensores eletroquimicos ndo-enzimaticos através da

modificacdo de eletrodo de carbono vitreo com nanoparticulas de
analogos de azul da Prussia encapsuladas por melanina e aplica-los na
determinacéo de H,O, em amostras de uso cosmético e higiene pessoal.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Estudar a oxidagéo do H,0, através de técnicas eletroquimicas;
Otimizar o eletrolito suporte, o potencial aplicado (E,p) € 0 pH
da solucdo para detecgdo de H,0..

Estudar o comportamento eletroquimico do H,0, usando GCE
sem modificagGes nas solugdes de trabalho;

Preparar modificadores quimicos ndo-enzimaticos com

anadlogos de AP e complexos de melanina na forma de NP para
funcionalizar a superficie do GCE;

Testar a estabilidade das modificacdes;

Caracterizar:

v' A formacdo das nanoparticulas através de imagens de
microscopia de transmissdo eletrbnica (TEM, do inglés
transmission electron microscopy);

v" A presenca de componentes eletroativos para os sistemas
por voltametria ciclica (CV, do inglés cyclic voltammetry);

v Processos de interface dos eletrodos modificados através de
espectroscopia de EIS (EIS, do inglés electrochemical
impedance spectroscopy);

Examinar o comportamento dos eletrodos de carbono vitreo

modificados;

Verificar o desempenho dos eletrodos modificados na reacdo de

oxidacdo do H,0;

Desenvolver metodologia analitica para determinagéo de H,O,;

Avaliar as caracteristicas analiticas de linearidade, curvas de

calibragdo, sensibilidade, limite de deteccdo, limite de

quantificacdo, seletividade, exatidao, precisdo e robustez, para
solucdo padrdo e amostras;
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Aplicar os sensores desenvolvidos na analise de H,O, em
amostras comerciais de creme para clareamento dental, solucédo
antisséptica, enxaguante bucal e creme descolorante de pelos;
Realizar a quantificagdo de H,O, nas amostras comparando
com as concentrag¢des informadas pelo fabricante.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 INSTRUMENTOS E APARATOS

A Tabela 2 apresenta a lista de equipamentos utilizados na parte
experimental do trabalho e seus respectivos fabricantes.

Tabela 2. Instrumentos usados no trabalho.

Equipamento Modelo/Fabricante

Balanca analitica Shimadzu 200G

pHmetro Marte MB-10

Microscopio  de  transmissdo | JEOL JEM 1011

eletrbnica

Potenciostato/galvanostato VoltaLab PGZ100/Radiometer
Potenciostato PalmSens/Palm Instruments BV
Agua ultrapura Milli Q Millipore/Belford
Centrifugador 208N/Excelsa Baby

As suspensGes com os modificadores eram gotejadas sobre a
grade de cobre especifica para este tipo de analise. A distribuicdo de
tamanhos das NPAP foram determinadas a partir das imagens de TEM
utilizando o programa Imagel. CV foi realizada para estudo do
comportamento eletroquimico do H,O, e para caracterizacdo da
presenga dos modificadores sobre o substrato GCE. Cronoamperometria
(CA) foi utilizada como técnica principal para otimizagdo das condigdes
experimentais da detec¢do de H,0, e na caracterizacdo analitica.

4.2 REAGENTES E PREPARO DAS SOLUCOES

A melanina utilizada neste trabalho foi sintetizada pelo aluno de
doutorado Thiago Guimaraes Costa, sob orientacdo do Prof. Dr. Bruno
Szpoganicz, no laboratério do Grupo de Bioinorganica e Equilibrio
Quimico, da Universidade Federal de Santa Catarina de acordo com o
procedimento descrito por Szpoganicz et al. (SZPOGANICZ et al.
2002) e foi gentilmente cedida para este trabalho. A excecdo deste,
todos os demais reagentes sdo de grau analitico. A Tabela 4 apresenta a




68

procedéncia de todos os reagentes de grau analitico utilizados no
trabalho.

Tabela 3. Procedéncia dos reagentes de grau analitico usados no
trabalho.

Reagente Formula quimica Procedéncia
Acido acético 99% CH,COOH Vetec
Acido borico Hs;BO; Ecibra
Acido nitrico 65% HNO; Synth
Acido sulfarico H,SO, Vetec
Cloreto de ferro (1) FeCl;.6H,0 Vetec
Cloreto de niquel (1) NiCl,.6H,0 Vetec
Cloreto de potéassio KCI Vetec
Ferroina CagHosFeNg" Vetec
Hexacianoferrato de potassio Ks[Fe(CN)g] Vetec
Hidroxido de sodio NaOH Vetec
Permanganato de potassio KMnO, Vetec
H202 30% H,0, Synth

Oxalato de sodio Na,C,0, Sigma-Aldrich
Sulfato de cério (IV) Ce(S0y), Vetec
Sulfato de cobalto (I1) Co0S0,4.7H,0 Vetec
Sulfato de cobre (1) CuS0,4.5H,0 Vetec

Trioxido de arsénio As,03 Sigma-Aldrich

Os estudos de pH foram realizados em solucéo tampéo Britton-
Robinson (BR) 0,1 mol L™ + KCI 0,1 mol L na faixa de 2,0 a 12,0. A
solucdo tampdo BR foi escolhida devido a sua versatilidade, j& que
mantém a capacidade tamponante do meio por toda a escala de pH. A
solugdo de KCI foi incorporada ao tampdo BR pois é necessaria a
presenca de fons K* em solucio. O mecanismo de reacdo dos complexos
azul da Prussia e seus analogos depende do balanco de cargas
promovido pelo fon K* (Secdo 3.3.5.1).

O pH foi ajustado de acordo com a necessidade pela adi¢do de
NaOH 1,0 mol L™. Preparou-se uma solucéo padréo de H,0, 0,2 mol L™
para se realizar a otimizagdo das condi¢es experimentais na
metodologia analitica, sendo que a concentracdo de H,O, na célula
eletroquimica foi de 1,0 mmol L

Preparou-se separadamente solugbes aquosas dos sais
FeCl;.6H,0, CuSO,4.5H,0, NiCl,.6H,0 e CoSO,.7H,0 na concentragédo
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de 8,0 pmol L™ para as reacdes de complexacéo com melanina sintética.
Solugdo de Ks[Fe(CN)s] 0,1 mol L™ foi preparada para a sintese das
NPAP.

4.3 CONSTRUGCAO DOS SENSORES ELETROQUIMICOS

Primeiramente, o complexo melanina-M™ (M™ = Fe¥*, cu?,
Ni** ou Co®") foi obtido de acordo com o procedimento descrito
anteriormente (COSTA et al. 2012). Resumidamente, a massa de 10,0
mg de melanina foi dissolvida em &gua pura suficiente para a
solubilizacdo completa do composto (pouco mais de 5,0 mL) e entdo
foram adicionados mais 5,0 mL de solucdo contendo 8,0 pmol L™ de
fons metalicos M™ (M™ = Fe**, Cu®*, Ni** ou Co®"). A Figura 8 mostra
esta etapa. A mistura foi mantida sob forte agitacéo durante 48 h.

Figura 8. Reacdo de complexacdo da melanina com metais de transicéo
(M™ = Fe¥, Cu?®, Ni** ou Co™).

i MG

MELANINA COMPLEXO
MELANINA-M™

Em seguida, um volume de 862 pL de K3[Fe(CN)g] 0,1 mol L™
foi adicionado ao béquer que continha a solu¢do do complexo melanina-
M™ e foi mantido em banho de ultrassom durante 30 min. Ap6s este
periodo, foram obtidas NP encapsuladas pelo complexo melanina-M"™
(M™ = Fe**, Cu®, Ni** ou Co*). As suspensdes contendo as
nanoparticulas foram armazenadas em um recipiente fechado de vidro
ambar protegidas da luz e guardadas sob refrigeracdo. A Figura 9 mostra
a segunda etapa de forma detalhada.

O GCE de 2,0 mm de diametro foi polido em p6 de alumina
com granulagBes decrescentes de 0,50 e 0,05 pum, e posteriormente
lavado com 4&gua destilada e levado a banho de ultrassom em agua
desionizada durante 3 min.
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Figura 9. Reacdo entre o complexo melanina-M™ com ferrocianeto de
potéssio para obtengao de NPAP modificadas (M™ = Fe* cu®*, Ni** ou
Co™).

Em seguida, 2,0 pL da suspensdo de NPAP modificadas com
melanina-M™ foram gotejados sobre os eletrodos de trabalho e secos em
temperatura ambiente (Figura 10) para obtencdo dos sensores.

Figura 10. llustracdo do método casting para construcdo dos sensores
eletroquimicos baseados em NPAP modificadas com complexos de
melanina-M™ (M™ = Fe*, Cu*, Ni** ou Co®").

2w @

4.4 MEDIDAS ELETROQUIMICAS

Os experimentos eletroquimicos (EIS, CV e CA) com substrato
de carbono vitreo foram realizados em célula convencional para trés
eletrodos. Os eletrodos de trabalho (ET) utilizados foram o GCE e os
sensores eletroquimicos construidos com as NPAP que serdo descritos
na préxima secdo (secdo 3.2.4). Um fio de Pt em espiral foi utilizado
como eletrodo auxiliar (EA) e o eletrodo de referéncia (ER) era o
eletrodo de AgQ/AgCl saturado com KCI (Ag/AgCl, KClgy). Os
potenciais mencionados no texto sdo medidos em relacdo a este eletrodo
de referéncia.
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Os experimentos de EIS foram realizados sob potencial
controlado de +1,5 VV com uma varredura de frequéncias na faixa de 100
kHz a 10 mHz e um sinal de onda sinusoidal de 10 mV de amplitude.
Voltamogramas ciclicos foram registrados de -1,0 a +2,0 V com uma
velocidade de varredura de potencial (v) de 200 mV s* para a
caracterizacao dos sensores, e de 0,0 a +2,0 VV com v de 100 mV s para
a deteccdo de H,O, usando GCE sem modificacdo. Para as medidas
amperométricas, um potencial (Eapp) constante foi aplicado ao eletrodo
de trabalho durante 600 s antes do inicio das adi¢fes consecutivas de
concentracdes crescentes de H,0,. Adotou-se um intervalo de 60 s entre
cada adicéo de H,0,.

4.5 METODOLOGIA ANALITICA

A seguir serdo descritos o0s procedimentos experimentais
relativos ao comportamento eletroquimico do analito, assim como toda a
parte de caracterizacdo analitica e o0s estudos de validagdo de
metodologia eletroanalitica.

4.5.1 Comportamento eletroquimico do H,0,

Preparou-se 10 mL de uma solucéo padréo de H,0, 0,2 mol L™
para ser utilizada nos estudos do comportamento eletroquimico do
analito. A concentracdo de H,O, na célula eletroquimica foi de 1,0
mmol L™. Este estudo foi realizado apenas para GCE ndo modificado.
Como eletrélito suporte se utilizou tamp&o BR 0,1 mol L™ + KCI 0,1
mol L™ Adicionou-se 10,0 mL da solucio tampdo & célula
eletroquimica e foram obtidos voltamogramas ciclicos entre 0,0 e 2,0 V.
Realizou-se estudo da variagdo da velocidade de varredura nos
voltamogramas (10 a 1000 mV s') e foram obtidos graficos
representativos do comportamento eletroquimico do peréxido.

4.5.2 Caracteristicas analiticas

A validacdo da metodologia analitica foi feita para se obter
informacgGes confidveis a respeito do trabalho desenvolvido (RIBANI et
al. 2004). Na primeira etapa, avaliaram-se os parametros de validacdo
obtidos a partir das curvas de calibragdo: linearidade e sensibilidade
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foram estudadas respectivamente pelos coeficientes de determinacgdo dos
pontos das curvas de calibracdo e a inclinagdo destas curvas.

Limites de deteccdo (LD) e limites de quantificacdo (LQ)
obtidos respectivamente através das equacdes LD = 3,3DP/S e LQ =
10DP/S, onde DP é o desvio padrao do coeficiente linear da melhor reta
das curvas de calibracdo e S é o coeficiente angular da melhor reta das
mesmas curvas.

4.6 PREPARO DAS AMOSTRAS

4.6.1 Creme para clareamento dental

Utilizou-se uma amostra de creme para clareamento dental
contendo H,0, para aplicar o sensor desenvolvido, que compreende 0
GCE modificado com NPAP encapsuladas por complexos de melanina-
M™ & fim de determinar H,0,.

Segundo o fabricante, o contetdo de H,O, na seringa do
produto era de 9,5% (m/m). Este creme foi retirado de sua embalagem
original (uma seringa) e pesou-se 100 mg do produto em um copo de
béquer. Esta quantidade foi dissolvida em eletrélito suporte tampao BR
0,1 mol L™+ KCI 0,1 mol L™,

Nao foi necessario pré-tratamento, pois o produto comercial é
soltvel no eletrolito suporte. A solucdo foi homogeneizada em banho de
ultrassom durante 30 min e logo depois transferida para um baléo
volumétrico de 10,0 mL e o volume foi aferido. Esta solugdo foi
utilizada para as determinagdes quantitativas de H,O, no creme para
clareamento. Uma aliquota de 1,0 mL foi pipetada e adicionada a célula
eletroquimica.

4.6.2 Antisséptico

Utilizou-se uma amostra de solucdo antisséptica contendo H,O,
para aplicar o sensor desenvolvido. Segundo o fabricante, o contetido de
H,0, na embalagem do produto era de 3,0% (m/m). Este produto foi
aberto e ndo houve pré-tratamento do mesmo. Fez-se um teste de
solubilidade do produto no eletrélito suporte e o resultado foi positivo.
Esta solucdo contida na embalagem foi utilizada para as determinacdes
quantitativas de H,O,, sendo que uma aliquota de 100,0 pL foi pipetada
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e adicionada a ceélula eletroquimica contendo 10,0 mL de eletrdlito
suporte.

4.6.3 Enxaguante bucal

Utilizou-se uma amostra de solucdo de enxaguante bucal
especifica para clareamento auxiliar dos dentes para aplicar o sensor
composto por NPAP-Fe** desenvolvido. Segundo o fabricante, o
contetdo de H,O, na embalagem do produto era de 1,5% (m/m). Este
produto foi aberto e fez-se um teste de solubilidade do produto no
eletrélito suporte e o resultado foi positivo. Deste modo, ndo houve
necessidade de pré-tratamento da amostra.

A solugdo contida na embalagem do produto foi utilizada para
as determinacBes quantitativas de H,0,, sendo que uma aliquota de
100,0 pL foi pipetada e adicionada a célula eletroquimica.

4.6.4 Creme para descoloracao de pelos

Utilizou-se uma amostra de descolorante de pelos para uso
doméstico como fonte de H,O, para aplicar o sensor composto por
NPAP-Fe** desenvolvido. Segundo o fabricante, o contetido de H,0, na
embalagem do produto era de 30% (m/m). Este produto foi aberto e
realizou-se o pré-tratamento. Fez-se um teste de solubilidade do produto
no eletrélito suporte e o resultado foi de solubilidade parcial.

Pesou-se 100,0 mg do creme descolorante e dissolveu-se em 10
mL de eletrélito suporte tamp&o BR 0,1 mol L™ + KCI 0,1 mol L™. A
suspensdo foi colocada em banho de ultrassom durante 30 min, para
solubilizar uma quantidade maior de H,O, e diminuir a turbidez da
suspensdo. A quantidade de 10 mL foi transferida para um tubo de
ensaio. Este tubo foi colocado em um centrifugador durante 15 min a
uma velocidade de 3000 rotagdes por minuto.

Houve separacdo de trés fases distintas: no fundo restou uma
guantidade de creme sem solubilidade, na fase intermediaria restou a
solucdo aquosa e na fase menos densa formou-se uma emulsdo.
Utilizou-se a fase aquosa intermedidria para realizacdo das
determinac®es. Pipetou-se uma aliquota de 100 pL e adicionou-se a
célula eletroquimica.
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4.7 DETERMINAGAO DE H,0, NAS AMOSTRAS

Optou-se por realizar 0 método de adicdo de padrdo para a
determinacdo de H,O, nas amostras. Foram obtidos cronoamperogramas
para as determinacfes em amostras comerciais, sendo que a primeira
adicdo de analito foi a aliquota da amostra, e 0s cinco pontos seguintes
sdo referentes as adigBes consecutivas de 50,0 pL de solucdo padrédo de
H,0, 0,2 mol L™ O procedimento de adicdo de padrio se seguiu
idéntico para o eletrodo de trabalho (GCE), sem e com modificaces
para todas as amostras.

4.7.1 Caracteristicas analiticas obtias pelas curvas de adicao de
padréo

Os resultados obtidos com o método amperométrico foram
comparados com aqueles obtidos com o método oficial, a titulacdo de
oxirreducdo. Com a determinagdo de H,0O, realizada, avaliaram-se 0s
seguintes parametros de validacdo: linearidade, seletividade através da
comparagao entre as inclinagfes das curvas de calibracdo externa e de
adicdo de padrdo; exatiddo foi determinada pela comparacdo dos dados
obtidos pelos métodos amperométrico e titulacdo redox, e pelos ensaios
de recuperacdo; a precisdo foi calculada através da concordancia entre
os dados obtidos por métodos diferentes e por medidas independentes
do sinal intra e interdia. A robustez do método foi verificada através da
modificacdo do valor de pH 6timo em + 0,2 unidades, com posterior
avaliacdo da seletividade, exatiddo e preciséo.

4.7 METODO COMPARATIVO

A titulacdo potenciométrica foi utilizada como método
comparativo com o0 objetivo de se obter dados a respeito da
determinacdo de H,O, em amostras comerciais e posterior comparacao
da concordancia dos dados obtidos por este método com aqueles obtidos
através das medidas amperométricas. Fez-se uso de titulagdes
potenciométricas utilizando KMnO,4 e Ce(SO,4), como titulantes. Optou-
se pelos dois titulantes diferentes para comprovar a eficiéncia da
titulacdo potenciométrica na determinacdo de H,O,. A seguir serdo
descritos os procedimentos para ambas titulagdes.
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4.7.1 Titulagdo com KMnO, 0,02 mol L™

Preparou-se 250 mL de KMnO, 0,02 mol L™ para ser utilizado
como titulante. Pesou-se 0,1675 g de padrdo primario Na,C,04 seco que
foram solubilizadas em 25 mL de &gua. Adicionou-se ainda 7,0 mL de
H,SO,4 concentrado a solugdo de Na,C,0, e fez-se a padronizacdo da
solucio de KMnO,4 0,02 mol L™ a quente.

Para as titulagbes de H,O, na amostra de creme para
clareamento dental, pesou-se 100 mg do produto e diluiu-se em 10 mL
de &gua. Adicionou-se 10 mL de H,SO, 3,0 mol Lt e procedeu-se a
titulagdo com KMnO, 0,02 mol L™ padronizado.

Para as titulagdes de H,O, na amostra de solucdo antisséptica,
transferiu-se 1,0 mL do produto para um erlenmeyer e diluiu-se em 10
mL de agua. Adicionou-se 10 mL de H,SO,4 3,0 mol LYe procedeu-se a
titulagdo com KMnO, 0,02 mol L™ padronizado.

4.7.2 Titulacdo com Ce(SO4), 0,05 mol L™

Preparou-se 250 mL de Ce(SO4), 0,05 mol L™ para ser utilizado
como titulante. Pesou-se 0,120 g de padrdo primario As,03, adicionou-
se 15 mL de NaOH 0,1 mol L™ e posteriormente 25 mL de H,SO, 3,0
mol L. Adicionou-se ainda duas gotas de ferroina como indicador e
fez-se a padronizacéo da solucéo de Ce(SO.), 0,05 mol L™.

Para as titulagbes de H,O, na amostra de enxaguante bucal
transferiu-se 1,0 mL do produto para um erlenmeyer e diluiu-se em 10
mL de &gua. Adicionou-se 10 mL de H,SO,4 3,0 mol Lte procedeu-se a
titulagdo com Ce(SO4), 0,05 mol L™ padronizado.

Para as titulagbes de H,0, na amostra de creme descolorante de
pelos, a amostra passou pelo mesmo pré-tratamento descrito na secédo
4.6.4. Transferiu-se 1,0 mL da fase liquida para um erlenmeyer e diluiu-
se em 10 mL de &gua. Adicionou-se 10 mL de H,SO, 3,0 mol Lt e
procedeu-se a titulagdo com Ce(SO.), 0,05 mol L™ padronizado.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 DETECCAO ELETROQUIMICA DE H,0,

O H,0, pode ser determinado eletroquimicamente através de
reacOes de oxidacdo (IVANDINI et al. 2005; SALIMI et al. 2007,
ENSAFI et al. 2013; CHANG et al. 2014; HELI e PISHAHANG, 2014)
ou reducdo (SHI et al. 2011; MAZEIKIENE et al. 2011; LI et al. 2013;
HELLI et al. 2014; ENSAFI et al. 2014). A decomposicdo do H,O, é uma
reacdo bem simples, cujos produtos sdo oxigénio molecular e agua,
conforme mostrado na Equacdo (3). O detalhamento desta reacdo €
mostrada nas Equagdes (1) e (2), pelas respectivas semirreacdes
eletroquimicas do H,0..

H,0, + 2H" + 2" < 2H,0  E°=1,776 1)
0, + 2H" + 26" < H,0, E° = 0,695 (2)
2H,0, < 0, + 2H,0 (3)

Para dar inicio aos procedimentos de obtencdo da melhor
resposta analitica na detec¢do eletroquimica de H,0O,, foram obtidos
voltamogramas ciclicos utilizando GCE em eletrélito suporte KCI 0,1
mol L™ na auséncia e na presenca de H,O, 1,0 mmol L™. A CV para
GCE em solugéo de KCI 0,1 mol L™ (Figura 11 - curva a) mostra que na
varredura de ida (de -2,0 a +2,0 V) ndo existe um sinal analitico de
processos faradaicos na superficie do ET. Nos limites positivos de
potencial, existe apenas a oxidacdo da agua, responsavel pelo aumento
de corrente observado no voltamograma. Na varredura de volta (de +2,0
a -2,0 V) existe um sinal pequeno de reducdo em -0,5 V referente a
reacdo do oxigénio molecular dissolvido na solucéo.

O voltamograma ciclico apés a adicdo de H,0, 1,0 mmol L™ &
célula eletroquimica (Figura 11 - curva b) mostra que existe um sinal em
+1,4 V que estd associado a oxidacdo do H,0,, de acordo com a
Equagdo (2). Existe ainda, na varredura de volta, um aumento no sinal
de reducdo do oxigénio molecular presente na solugdo. Este aumento é
explicado pelo aumento da concentracdo de O, na solucdo, pois este é
um dos produtos da reacdo de oxidagdo do H,0O,, conforme explicado
anteriormente.
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Figura 11. Voltamogramas ciclicos de GCE em KCI 0,1 mol L™ (a) na
auséncia e (b) na presenca de H,0, 1,0 mmol L™, v =100 mV s™.
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Ha trabalhos que realizam a deteccdo voltamétrica de H,O, cujo
potencial de pico é diferente daquele encontrado no presente trabalho
(GRISHAM, 2013). Isto porque a modificacdo é diferente. Todavia, 0
potencial de pico de oxidagdo (E,,) encontrado aqui para o H,O, sera
utilizado para o prosseguimento do trabalho. Uma vez que a detecgdo
voltamétrica de H,O, tenha sido verificada, fez-se um experimento
utilizando a técnica de cronoamperometria para saber se a detec¢do
amperomeétrica de H,O, é viavel.

Inicialmente, foi aplicado um potencial (E,p,) de +1,4 V por se
tratar do Ey,. A Figura 12 apresenta o cronoamperograma obtido para
GCE em solucéo de KCI 0,1 mol L™. Foram realizadas cinco adicées de
H,0, 1,0 mmol L™ com intervalos de 60 s entre cada uma delas. A
resposta de corrente é observada para todas as adi¢bes de H,O,, com
aumentos de corrente com incrementos proporcionais a quantidade de
H,O, adicionado.
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Figura 12. Cronoamperograma para GCE em solucdo de KCI 0,1 mol
L™ para cinco adigdes sucessivas de H,0, 1,0 mmol L™, Epp = +1,4 V.
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Até o momento, foi comprovado que H,0, pode ser oxidado
sobre a superficie do GCE com uma resposta de corrente. Como a
maneira mais comum de se realizar as determinagbes de H,0, é pela
técnica de amperometria, a mesma sera investigada de modo mais
aprofundado para obter a melhor resposta possivel.

5.2 OTIMIZACAO DAS CONDICOES EXPERIMENTAIS PARA
OXIDACAO DE H,0, SOBRE GCE

Nesta secdo, serdo apresentados os resultados referentes as
variagdes das condigdes experimentais para otimizar a resposta analitica
da oxidagdo de H,0O,. Na técnica de amperometria, testou-se Egp,
diferentes. A varia¢do do pH da solucdo do eletrélito suporte foi testada
também. Para isso, o eletrdlito suporte foi modificado para uma solucéo
contendo tampéo Britton-Robinson (tamp&o BR) 0,1 mol L™ + KCI 0,1
mol L', para poder variar os pHs das solucBes, sem retirar
completamente o eletrélito KCI ja& que, como serd mostrado mais a
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frente, os fons K" sdo importantes para o bom desempenho das
modificacdes.

5.2.1 Eletrdlito suporte

Fez-se um teste da resposta do GCE para H,O, em eletrolitos
suporte de KCl e de tampdo BR + KCI, todas as solu¢Bes na
concentracdo de 0,1 mol L™. Este estudo foi feito para se verificar a
possibilidade da incorporacdo de tampdo BR ao eletrdlito suporte de
KCI utilizado inicialmente. Utilizou-se a técnica de cronoamperometria
com um Egp, de +1 4 V, e foram realizadas trés adigdes sucessivas de

H,0, 1,0 mmol L™ & célula eletroquimica. Os cronoamperogramas s&o
apresentados na Figura 13.

Figura 13. Cronoamperogramas para tres adicOes sucessivas de HZOZ
em eletrolito suporte (a) KCI1 0,1 mol L™ e (b) tamp&o BR 0,1 mol L™ +
KCI1 0,1 mol L™, Eletrodo de trabalho GCE. Egpy, = +1,4 V.
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Pode-se verificar que ndo ha diferenca nas respostas de corrente
para a oxidagdo do H,O, para os dois eletrélitos usados. Deste modo,
optou-se por utilizar o eletrélito suporte tamp&o BR 0,1 mol L™ + KClI
0,1 mol L. Embora este eletrélito seja mais trabalhoso de preparar, ele
serd importante para o estudo de pH que sera apresentado a seguir.

5.2.2 Influéncia do Egp,

Diversos Egyp entre -2,0 V e +2,0 V foram testados para
verificar-se o desempenho do GCE nas reagdes de oxidagdo ou reducéo
do H,0,. A Figura 14 apresenta um grafico ilustrativo dos resultados
obtidos com este estudo.

Obtiveram-se resultados consideraveis apenas para Ey, de +1,5
V, como demonstrado na Figura 14, em que foi verificada uma resposta
de corrente de 7,48 pA para GCE na oxidag&o de H,0, 1,0 mmol L™ em
solugdo. Este valor de E,, representa a mesma regido onde se observa o
Epo Na CV, confirmando que a reagéo de oxidagdo do H,O,em+ 15V é
a forma mais viavel de proceder a deteccdo deste analito.

Figura 14. Influéncia do potencial aplicado nas reacGes de
oxidacao/reducdo de solucdo de H,O, 1,0 mmol L™ para GCE em
solucdo tamp&o BR 0,1 mol L™ + KCI 0,1 L™.
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5.2.3 Efeito do pH

O efeito do pH também foi avaliado na reacdo de oxidacdo de
interesse a +1,5 V. Foram obtidos cronoamperogramas na faixa de
valores de pH entre 2,0 e 12,0 porém, a oxidacdo do H,0O, ndo foi
observada em solugdes com pH acima de 9,0. Desta forma, a faixa de
pH realmente explorada foi de 2,0 a 8,0. O H,0O, pode ainda complexar
com o ion borato proveniente do eletrélito suporte, o que causaria uma
diminuicéo de sua atividade em solucéo.

A reacdo de oxidacdo do H,0O, sera estudada apenas na faixa de
pH citada acima, ja que mais a frente, a melanina fara parte do sistema e
este composto torna-se altamente soltvel em pH acima de 8,3, devido a
sua desprotonacdo (pK,), transformacdo em uma espécie idnica e
consequente aumento de sua hidrofilicidade. A Figura 15 ilustra o
estudo de pH citado acima, em que é possivel observar visualmente o
pH ideal para a melhor resposta.

A oxidacdo de H,0, em GCE mostrou desempenho semelhante
em solugdes com pH entre 4 e 7, sendo que em pH 6 a oxidacdo do
H,0, gera corrente maior. Estes valores de pH foram otimizados
também para os sensores eletroquimicos que serdo construidos, assim
como o estudo de Egpp.

Figura 15. Efeito do pH da solucéo de eletrolito suporte na oxidagéo de
H,0, sobre GCE.

18 4
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Estabelecendo-se que para 0 GCE o valor de E,,, que provoca
uma corrente de oxidacdo maior do H,O, é de +1,5 V e que o pH que
provoca melhor resposta de corrente € 6, pode-se partir para uma
préxima etapa.

Uma das propostas do trabalho é a construcdo de sensores
eletroquimicos através da modificacdo da superficie do GCE com
nanoparticulas de analogos de azul da Prussia. Assim um dos préximos
assuntos sera a avaliacdo destas modificacGes. Antes, para encerrar 0s
estudos com GCE sem modificagdo, foi realizado o estudo do
comportamento eletroquimico de H,O, por CV.

5.3 COMPORTAMENTO ELETROQUIMICO DO H,0;

A Figura 16 apresenta voltamogramas ciclicos referentes ao
comportamento eletroquimico do H,0, 1,0 mmol L* em solucédo
tamp&o BR 0,1 mol L™ + KCI 0,1 mol L™ sobre GCE. Nesta figura é
possivel verificar a influéncia da velocidade de varredura do potencial
na CV, sobre o potencial de oxidagdo do H,O,. A velocidade de
varredura foi investigada de 10 a 1000 mV s™.

Figura 16. VVoltamogramas ciclicos para H,0, 1,0 mmol L™ em solucéo
tampao BR 0,1 mol L™ + KCI1 0,1 mol L™ sobre GCE. v = (a) 10, (b) 50,
(c) 100, (d) 300, (e) 500 e (f) 1000 mV s™.
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Os voltamogramas ciclicos sdo caracteristicos de uma reagéo
eletroquimicamente irreversivel, pois existe a presenca de apenas um
pico de oxidacdo, sem um pico de reducdo na varredura de retorno na
faixa de potenciais estudada. O potencial de pico de oxidagao (Ej) € de
+1,4 V a uma v de 10 mV s, enquanto que o Epo € deslocado para o
valor de +1,8 VV a uma v de 1000 mV s™. O deslocamento do E,, para
valores mais positivos de potencial é esperado para um aumento na
velocidade de varredura do potencial quando se trata de um sistema
irreversivel (BARD e FAULKNER, 2001).

De acordo com os voltamogramas ciclicos da Figura 16, pode-
se perceber que em velocidades de varredura mais baixas (10 a 100
mV), o pico de oxidacdo é bem definido para o H,0,. O voltamograma
ciclico com v de 10 mV s™ (Figura 16 - curva a), pode ser interpretado
da seguinte maneira: na varredura de ida, existe um sinal de oxidacdo
com E,, em +1,4 V. Este sinal decai de acordo com a Eq. de Cottrell
(at’™?) por causa do comportamento difusional do analito. Em seguida,
nota-se um aumento da corrente nos limites mais positivos de potencial,
gue esta relacionado com a oxidacdo da agua ou dos fons CI™ presentes
no meio. A varredura de volta ndo apresenta nenhum sinal até o
potencial de +0,5 V. Pode-se concluir que trata-se de uma reagdo
irreversivel.

A partir dos dados obtidos neste experimento, & possivel
investigar mais profundamente o comportamento eletroquimico do
analito. Tracou-se um gréfico relacionando i vs. v, mostrado na Figura
17A. O comportamento linear observado no grafico até velocidade de
300 mV st ("2 = 17,3 mVv* s-Y3) é caracteristico para sistemas
eletroquimicos cuja velocidade da reacdo redox é controlada pelo
transporte de massa (BARD e FAULKNER, 2001). Para um
aprofundamento no aspecto do controle da velocidade de reacdo, foi
tragado um grafico relacionando o logaritmo da corrente de pico anddica
(ipa) com o logaritmo da velocidade de varredura do potencial. O grafico
resultante é mostrado na Figura 17B.

A partir da inclinagdo deste gréafico log i vs. log v foi possivel
obter informag6es mais precisas a respeito do mecanismo da reacdo de
interesse. A inclinacdo da melhor reta tracada foi de 0,46, confirmando
que a velocidade da reacdo é controlada por difuséo (BARD e
FAULKNER, 2001) sem efeitos ou contribuicdes do processo de
adsorcdo para reagdo em GCE.
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Feita a analise detalhada do comportamento eletroquimico do
analito, os préximos passos do trabalho foram a modificacdo do GCE
com NPAP, a avaliacdo do desempenho destes sensores na reagdo de
oxidacdo do H,O, nas condi¢Bes otimizadas para GCE, além da
caracterizacdo analitica do sistema e ainda a caracterizacdo das
nanoparticulas e a confirmacédo de suas presencas sobre GCE.

Figura 17. Variagéo de i, com v (A) e log i com log v (B) para H0;

1,0 mmol L™ sobre GCE imerso em tampdo BR 0,1 mol L™ + KCI 0,1
mol L™
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5.4 CARACTERIZAGAO DAS NANOPARTICULAS DE
ANALOGOS DE AZUL DA PRUSSIA

A etapa posterior ao uso de GCE na reacdo de interesse foi a
modificagdo da superficie do GCE com nanoparticulas de analogos de
azul da Prussia. Estes analogos compreendem nanoparticulas de AP
modificadas por complexos de melanina-M™ (M™ = Fe*, Cu*, Ni*" e
Co™).

Como explicado na parte experimental (Secdo 3.2.3) a obtengédo
das NP foi realizada pela adicdo de Kjs[Fe(CN)¢] a solucdo dos
complexos de melanina. Esta adigdo foi realizada de forma controlada
em banho de ultrassom. Os fons [Fe(CN)s]* ligam-se aos metais de
transicdo (Fe**, Cu®*, Ni** ou Co?") ja presentes na solucéo através de
pontes com o Iigante cianeto. Os cations metalicos de transi¢do (exceto
configuracdo d™°) séo capazes de realizar até seis ligacdes coordenadas,
proporcionando assim complexos metalicos com geometria octaédrica
(HUHEEY et al. 1993; SHRIVER e ATKINS, 2003).
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A estrutura do atomo metélico central com geometria octaédrica
é compativel com a estrutura quimica do complexo AP (Figura 7). Uma
vez que os cations metalicos presentes na solucdo ja estdo ligados a
melanina através dos sitios catecol, tem-se que duas ligacdes foram
formadas. Restam agora quatro sitios de coordenacdo para os ions
metalicos complexados com melanina, que permitem a formacdo de
quatro ligagdes com ligantes CN™ oriundos do Kj[Fe(CN)e]. Assim a
formacéo da ligagdo em ponte com o cianeto do [Fe(CN)g]™ forma uma
estrutura semelhante aquela do azul da Prussia.

O fato desta reacdo estar condicionada em banho de ultrassom
faz com que as particulas formadas possam ficar mais bem distribuidas
com relacdo ao seu tamanho médio, se comparado a eficiéncia de
dispersdo da agitacdo magnética. Este procedimento ja foi descrito
anteriormente (BAIONI et al. 2007) e proporcionou boa relagdo entre o
tamanho das nanoparticulas de AP modificadas com Cu®".

Conforme ja comentado (Secdo 2.6.4), a estrutura do AP é
bastante conhecida e estudada até os dias de hoje, e 0 comportamento
eletroquimico e eletrocromico do AP foi descrito por completo e esta
bem estabelecido na literatura. No material sintetizado, os cations
metélicos Fe**, Cu®, Ni** e Co* substituem os centros de Fe®*
presentes no AP, e formam assim os chamados analogos de azul da
Prissia. A estrutura destes analogos de AP foi mostrada anteriormente
na Figura 7.

Os compostos obtidos neste trabalho tem ainda a vantagem de
serem estabilizados tanto pelos fons K*, como ocorre comumente, assim
como pela prdpria melanina, pois ela esté ligada aos metais de transicéo
e ficando assim ao redor destas NP estabilizando-as e ndo permitindo
maiores aglomeracGes. Pode-se ressaltar aqui a importancia da presenca
dos fons K* em solucdo, o que justifica a escolha do eletrélito suporte
tampdo BR + KCI. O tampdo BR permite uma variacdo do pH da
solucdo, e o KCI fornece ions K" para participarem dos processos de
estabilizacdo das estrutura das NP.

A formagéo das NPAP modificadas com os metais de transicéo
complexados com melanina foi caracterizada por imagens de TEM, e 0
tamanho das NP foi calculado a partir destas imagens. A Figura 18
mostra estas imagens de TEM assim como a distribuicdo de tamanhos
do didmetro das NP.

A Figura 18A mostra a imagem de TEM obtida para NPAP
modificadas com complexo melanina-Fe**. A dispersdo de NPAP foi
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gotejada sobre uma grade de cobre revestida com carbono (propria para
este tipo de analise) e seca sob luz UV. Como pode ser visto, foram
obtidas nanoparticulas uniformes e bem distribuidas, com tamanho
médio de 11,2 nm. Porém, a geometria das NP ndo pode ser definida, ja
gue as mesmas se alteram muito.

Figura 18. Imagens de TEM e distribuicdo de didmetro para as NPAP
modificadas com complexos de melanina com Fe** (A), Cu?* (B), Ni**
(C) e Co* (D).
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Por outro lado, na Figura 18B é possivel observar a geometria
ctbica das NPAP modificadas com complexo melanina-Cu®*. Esta
observacdo esta em concordancia com resultados ja reportados (YU et
al. 2010), embora o tamanho das NPAP ndo seja igual para os dois
casos, apenas a geometria. A partir da Figura 18B foi possivel definir o
tamanho médio das nanoparticulas como sendo de 21,6 nm.

Para a imagem das NPAP modificadas com complexo
melanina-Ni** apresentada na Figura 18C, foi possivel verificar que a
disposicdo das NPAP foi muito semelhante aquela observada para os
complexos de melanina-Fe**. Assim como no caso da Figura 18A, a
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geometria das nanoparticulas é indefinida. A distribuicdo de tamanhos
foi realizada para os compostos desta imagem, e o tamanho médio das
NPAP-Ni*" foi calculado como sendo 11,7 nm.

A Figura 18D apresenta imagem de TEM para NPAP
modificadas com complexo melanina-Co“*, assim como a distribuicao
de tamanhos para os compostos desta imagem. De acordo com a
imagem, nota-se uma distribuicdo semelhante as outras observadas para
0s demais compostos. No caso das NPAP-Co?", existe uma propenséo
das NP para uma geometria arredondada, ndo muito comum para 0s
hexacianoferratos. A distribuicdo de tamanhos foi satisfatoria pois ndo
houve muita disperséo, e o tamanho médio das NPAP-Co®" foi de 16,1
nm.

Como comentado anteriormente, as NPAP modificadas com
melanina-M™ foram depositadas sobre GCE para construgio de
sensores eletroquimicos para deteccdo de H,0,, e nas préximas secdes,
serdo apresentados os resultados referentes aos estudos com as NPAP
para o substrato de carbono vitreo. Foram realizadas caracterizagdes
eletroquimicas (CV e impedancia) e em seguida, as caracterizacbes
analiticas. O capitulo 6 subsequente é dedicado exclusivamente as
anlises em amostras comerciais que contém H,0O, em sua composigao.

5.5 CARACTERIZACAO ELETROQUIMICA DAS NPAP SOBRE
GCE

5.5.1 Voltametria ciclica

A Figura 19 apresenta voltamogramas ciclicos em solucio
tampdo BR 0,1 mol L™ + KCI 0,1 mol L referentes aos sensores
eletroquimicos obtidos sobre substrato de carbono vitreo.

O voltamograma ciclico para o GCE sem modificagdo é
apresentado em todos os quadros da Figura 19 como a curva (a). O
voltamograma ciclico do branco, foi obtido em solucéo tamp&o BR 0,1
mol L™ + KCI 0,1 mol L™. O voltamograma foi registrado entre -1,0 a
+2,0 V e ndo apresentou sinal eletroguimico na faixa de potenciais
investigados, como esperado.



90

Figura 19. Voltamogramas ciclicos em tampdo BR 0,1 mol L™ + KCI
0,1 mol L™ para GCE (a) em sobreposicéo com NPAP encapsuladas por
complexos de melanina (b) com Fe** (A), Cu* (B), Ni** (C) ou Co*
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Para os sensores compostos por GCE modificado com NPAP
encapsuladas com melanina-M™ foram observados comportamentos
distintos nos voltamogramas ciclicos, e eles estdo representados na
Figura 19 como as curvas (b). Faz-se a seguir, uma descri¢do detalhada
dos voltamogramas ciclicos obtidos para estes eletrodos quimicamente
modificados.

Para 0 sensor contendo o complexo melanina-Fe** (Figura 19A-
curva b), foram observados dois picos de oxidacdo e dois picos de
reducdo, conforme ja descrito na literatura para 0 AP
(DeLONGCHAMP e HAMMOND, 2004). O potencial inicial de -1,0 V
é suficientemente negativo para reduzir todos os centros de Fe** a Fe®*
presentes nas NP. Quando o potencial é variado no sentido positivo,
tem-se um primeiro pico de oxidacdo em torno de +0,1 V, que é
atribuido & oxidac&o de um centro de Fe?* a Fe** (passagem de branco
da Prussia para azul da Prassia). Um segundo pico de oxidacédo é visto
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em +0,7 V e é atribuido a passagem do azul da Prassia para o amarelo
da Prissia, devido & oxidacdo do segundo centro de Fe** a Fe**. A
varredura no sentido reverso mostrou também dois picos de reducdo,
que séo atribuidos as reducdes consecutivas dos centros de Fe** a Fe®*.

Durante os processos de oxidacdo e reducdo dos centros
metélicos, a compensacao de carga é realizada pelos ions K* presentes
em solucdo, que entram ou saem dos intersticios da estrutura do AP para
compensar a carga gerada pela oxidacdo ou reducdo. Este
comportamento eletroquimico e sua interpretacdo estdo de acordo com o
gue se tem relatado na literatura, para este sistema eletroquimico ja
muito bem estabelecido, que servird como referéncia para as outras
modifica¢Bes do GCE.

O mesmo experimento de VC foi realizado para as demais
NPAP modificadas com complexos de melanina com Cu®*, Ni** ou Co**
(Figura 19B-D), nas mesmas condi¢des. O voltamograma ciclico do
GCE continua sendo representado em todas as figuras (Figura 19B-D)
pela curva (a), para comparagdo do seu perfil com aquele do eletrodo
modificado.

Para o sensor contendo o complexo melanina-Cu®* (Figura 19B-
curva b), a CV revelou a presenca de apenas um pico de oxidag¢do e um
pico de reducdo. Um dos centros metalicos de ferro foi substituido por
fons Cu®*. Este é o motivo pelo qual se observa apenas um par de picos
(oxidacéo e redugdo). O par de picos observado na Figura 19B-curva (b)
est4 relacionado ao processo redox do par Fe**/Fe** do complexo em
aproximadamente +1,0 V. O centro metalico de Cu®" na estrutura das
NP ndo sofre oxida¢do nem reducdo, e por este motivo, ndo gera sinal de
corrente no voltamograma ciclico.

A separacdo dos picos redox para este processo foi de 580 mV,
indicando que o processo de transferéncia de carga tem uma cinética
lenta (COMPTON e BANKS, 2011). Como o centro metalico de Cu®*
ndo sofre processo redox para ser detectado por VC, assim o perfil do
voltamograma ciclico da Figura 19B-curva (b) foi diferente daquele
observado na Figura 19A-curva (b) para o AP. O comportamento redox
para NPAP-Cu?* descrito neste paragrafo ja foi observado anteriormente
por Baioni et al. (BAIONI et al. 2007). Este voltamograma ciclico para
NPAP-Cu?* é indicativo de que os fons Cu?* ocuparam os sitios de
coordenacdo que normalmente sdo ocupados por centros de Fe?* na
estrutura do complexo azul da Prussia.
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Para o complexo de NPAP-Ni?* (Figura 19C-curva b), pode-se
observar através da CV que existem dois picos de oxidacao e dois picos
de reducdo. Os dois pares de picos de oxidacdo/reducdo sdo atribuidos
ao par Fe?*/Fe**. Nenhum dos dois pares de pico sdo atribuidos ao
centro de Ni®* presente na estrutura das NP. Todavia, os potenciais de
pico e as intensidades de corrente sdo diferentes daqueles valores
obtidos para NPAP-Fe**, ainda que sejam os mesmos centros metalicos
que estejam sofrendo oxidacao/reducao.

A presenca de centros metalicos de Ni** faz mudar o perfil
voltamétrico das NP imobilizadas sobre GCE. Considera-se que existam
duas etapas redox dos centros de Fe** por causa da distribuicdo desigual
de Ni** e fons K" na estrutura do complexo (HAO et al. 2012). Como
descrito anteriormente, os ions K* s&o importantes para estabilizacio da
carga da NP. Conforme os centros metalicos oxidados ou reduzidos, os
fons K" saem ou entram nos intersticios da estrutura da NP,
minimizando os efeitos de transferéncia de carga. Como existe
distribuicdo desigual de K* dentro da estrutura das NP, o K néo
consegue mobilidade suficiente para compensar as cargas, e entdo a
reacdo redox do centro de Fe®" acontece em duas etapas. Se a
distribuicdo de fons K for homogénea, observa-se apenas um sinal do
par redox Fe”*/Fe®" presente nas NP durante o experimento de VC
(WANG, Z. et al. 2012).

A Figura 19D apresenta o voltamograma ciclico referente ao
branco (curva a) e as NPAP-Co?* (curva b). Os voltamogramas ciclicos
foram obtidos nas mesmas condi¢des do que os anteriores descritos
acima. O voltamograma para GCE modificado com NPAP-Co®*
apresentou um sinal de oxidacdo e um sinal de redugdo. A presenga de
apenas um par redox indica que um dos centros metalicos de Fe”" foi
substituido por Co*". O centro metélico de Co®* n&o apresentou sinal
redox.

O par de picos para estas NP ndo teve uma intensidade de
corrente semelhante aquela observada para NPAP-Fe** (Figura 19A).
Esta intensidade menor pode ter interpretacfes distintas. A resposta de
corrente é proporcional a concentragdo do composto na superficie do
eletrodo, assim pode ser que as NPAP-Co®* estejam numa concentracio
menor. Contudo, as concentracdes usadas na sintese das NP foi a
mesma para todos 0s casos, assim como a quantidade de solvente. Outra
possibilidade é o bloqueio da superficie do GCE, que pode inibir o sinal
analitico. Para isto, melanina em excesso poderia realizar este bloqueio
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ndo desejado. Pode-se ainda, supor que as NPAP-Co®* n3o tenham
ficado imobilizadas eficientemente junto a superficie do GCE.

Apesar da intensidade baixa de corrente resultante dos
processos faradaicos durante a voltametria, € possivel ainda observar um
sinal de oxidacdo e um sinal de redugdo. Na varredura de ida, o pico de
oxidacao representa a passagem de Fe?* a Fe**. Na varredura de volta, a
espécie Fe*" volta & condicdo inicial de Fe?*. A separagdo entre 0s picos
é de 117 mV. Levando em consideracdo que é apenas um mol de
elétrons envolvido na conversio Fe®*/Fe** (e vice-versa), a cinética do
processo nao é muito diferente daquela observada para o azul da Prassia
(Figura 19A-curva b). Os fons Co®* substituem um dos centros
metélicos de Fe?*, fazendo com que apenas um par redox seja detectado
pela CV. Voltamograma ciclico semelhante ao observado para NPAP-
Co”* neste trabalho ja foi observado anteriormente (ARDUINI et al.
20(3?), onde se atribui apenas a substituicdo do centro de Fe?* por centro
Co”".

Até 0 momento, os experimentos de CV confirmaram que 0s
complexos de NPAP encapsulados por melanina-M™  foram
imobilizados sobre a superficie do GCE. Esta conclusdo também é
sustentada pelas medidas de EIS, apresentadas no préximo item.

5.5.2 Impedancia eletroquimica

Os diagramas de Nyquist para a impedancia do GCE sem e com
a sua superficie modificada com as NPAP-melanina-M™ (M™ = Fe®*,
cu®, Ni** ou Co®") séo apresentados na Figura 20.

Os experimentos de impedancia foram obtidos em solugédo
tampédo BR 0,1 mol L + KCI 0,1 mol L em +1,5 V. Escolheu-se o
potencial de +1,5 V pois € 0 E,, do H,0, na solugéo de trabalho, e
também porque a cronoamperometria mostrou um sinal analitico maior
para este Egpp. A impedancia para o substrato de carbono vitreo (branco)
¢ mostrado na Figura 20-curva a. Observou-se uma impedancia
relativamente alta para este substrato, pois o semicirculo esperado para
diagramas de Nyquist ndo se completou. O grafico apresentou um perfil
apenas crescente, e ndo mostrou a tendéncia de retornar a valores
préximos de zero para o componente de impedancia imaginaria em
frequéncias menores, ou seja, tocar o eixo das abscissas nas frequéncias
finais.
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Figura 20. Diagramas de Nyquist obtidos a +1,5 V em solugdo tampao

BR 0,1 mol L™ + KCI 0,1 mol L'13para GCE (a) e NPAP encapsuladas

por complexos de melanina com Fe** (b), Cu®* (c), Ni** (d) ou Co?** (e).
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Para a maioria dos eletrodos modificados, os diagramas de
Nyquist apresentaram um perfil muito semelhante entre si (Figura 20
curvas b-d). Os graficos se mostraram com a presenca de um
semicirculo que se aproxima do eixo de impedancia real em valores de
frequéncia menores, sugerindo um processo eletroquimico dependente
da velocidade de transferéncia de carga. O GCE modificado com NPAP-
melanina-Co?" ndo apresentou o mesmo perfil. Este perfil diferenciado
dos demais sugere que a interface eletrodojsolucdo tenha componentes
diferentes dos demais eletrodos modificados. Uma possibilidade é de
que o filme modificador do eletrodo tenha lixiviado, o que causa a saida
dos componentes modificadores da superficie do eletrodo, ou ainda que
a superficie do sensor esteja bloqueada.

Com o experimento de impedéancia é possivel obter informaces
Uteis como a resisténcia a polarizagéo (Rp) e a Cq. Todavia, como os
diagramas de Nyquist ndo apresentaram um perfil igual para todos os
sensores, fez-se uso dos diagramas de Bode para obtencdo das
informacles eletroquimicas citadas acima. Os diagramas de Bode
podem ainda fornecer informag6es adicionais, como a quantidade de
fases heterogéneas presentes na superficie do eletrodo. A Figura 21
apresenta os diagramas de Bode para as mesmas medidas de impedéancia
representadas na Figura 20.

O diagrama de Bode para o0 GCE é mostrado como curva (a) nas
Figuras 21A e 21B. O valor de R, pode ser obtido pela Figura 21A-
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curva a, e forneceu um valor de 5848 Q. Para o sensor NPAP-melanina-
Fe** (Figura 21A-curva b) o valor de R, foi de 700 Q, o menor valor
entre os sensores avaliados. Para o sensor de NPAP-melanina-Cu®*
(Figura 21A-curva c) o valor de R foi de 850 Q, para o sensor obtido a
partir do complexo melanina-Ni*, o valor de R, foi de 1050 Q, e para
aquele contendo complexos de melanlna Co* , Rp foi de 1549 Q.

Figura 21. Diagramas de Bode de impedéancia total (A) e angulo de fase
(B1) obtidos a +1,5 V em soluc&o tampéo BR 0,1 mol L™ + KCI 0,1 mol
L™~ para GCE (a) e NPAP encapsuladas por complexos de melanina com
Fe* (b), Cu®* (c), Ni** (d) ou Co?* (e).
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A diminuigdo de R, dos sensores contendo Fe**, Cu®* e Ni** em
relacdo aquela observada para o GCE, pode ser explicada pelo aumento
na Cq da interface eletrodojsolucdo. O aumento da Cgy pode, por sua vez,
ser explicado pelo aumento da area superficial devido & presenca das
NPAP encapsuladas por complexos de melanina. A Cy pode ser
calculada a partir dos diagramas de Nyquist ou dos diagramas de Bode,
ou ainda, se R, for conhecida, Cy pode ser calculada de acordo com a
Equagdo (4), onde wmsx representa a frequéncia angular em que a
impedancia é maxima.

1

Ca = 4)

WmaxRp

De acordo com os graficos de Nyquist apresentados na Figura
20, ndo foi possivel calcular a capacitancia para o GCE, pois, como se
pode perceber, o grafico apresenta um perfil ascendente, sem
manifestacdo visivel de que o mesmo retornaria a encontrar o eixo das
adscissas (y = 0). Este comportamento é tipico para sistemas puramente
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capacitivos (da SILVA e DINIZ, 2014). Uma alternativa vidvel foi o uso
dos diagramas de Bode para obter informaces a respeito dos valores de
Ca € Rp. O valor de Cy calculado para GCE a partir da Eq. (4), foi de
5,4 pF.

A Cy foi calculada para os sensores contendo os complexos de
melanina com 0s metais de transicdo, e a Tabela 4 apresenta estes
valores de forma organizada.

Tabela 4. Dados de impedancia para os sensores eletroquimicos de
NPAP encapsuladas com melanina-M™ (M™ = Fe**, Cu*, Ni** ou Co?")
sobre GCE.

Sensor R,/ Q cm’ Ca/ YF
GCE 5848 54x10°
NPAP -Fe;5+ 700 11,1
NPAP-Cu* 850 1,34
NPAP-Ni?* 1050 0,68
NPAP-Co* 1549 0,01

De acordo com Kahlert et al. (KAHLERT et al. 1998) os
diagramas de EIS sdo influenciados pelo modo de operagdo do
experimento, que pode ser realizado em circuito aberto ou com potencial
controlado. Quando se tem o potencial controlado, a influéncia do
transporte de massa é mais pronunciada em relacdo a condicdo de
potencial de circuito aberto. Como visto na Figura 20, o diagrama de
Nyquist para o GCE apresentou uma tendéncia de dependéncia do
transporte de massa (comportamento ascendente), assim como 0s
sensores contendo Fe**, Cu?* e Ni**, que quando o diagrama de Nyquist
completava o semicirculo, logo se observa uma nova ascendéncia do
grafico, causado pela influéncia do transporte de massa.

A partir dos diagramas de Bode para angulo de fase mostrados
na Figura 21B, é possivel verificar a presenca de duas fases
heterogéneas para os sensores contendo NPAP. Cada fase heterogénea é
apontada pelas setas na Figura 21B. O GCE apresentou apenas uma fase
heterogénea, que é identificada como sendo a interface eletrodo|soluc¢éo.
As duas fases identificadas para os EQMs podem ser prontamente
definidas. Uma delas € a interface GCE[filme NPAP, e a outra fase é
filme NPAP|solucdo. Mesmo que o sensor contendo NPAP-Co®* tenha
apresentado perfil diferenciado no diagrama de Nyquist, 0 mesmo
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sensor apresentou diagrama de Bode semelhante aos demais EQMs, o
que significa que o filme modificador esta presente.

De acordo com as imagens de TEM, com 0s voltamogramas
ciclicos e os diagramas de impedancia, foi possivel, indubitavelmente,
caracterizar a formacdo das nanoparticulas de azul da Prussia
encapsuladas por complexo de melanina-M™, e a imobilizacio destes
compostos sobre a superficie do carbono vitreo. As proximas etapas a
partir daqui foram a aplicacdo deste nanomaterial na reacdo de oxidagédo
de H,0,, sua caracterizacdo analitica e posteriormente, a andlise de
H,0O, em amostras comerciais.

5.6 OTIMIZACAO DAS CONDIGOES EXPERIMENTAIS PARA
GCE-NPAP

No presente trabalho, os melhores resultados em termos
analiticos para GCE foram obtidos para a oxidacéo do peroxido sob Egp,
constante de +1,5 V. Nesta secdo, foram avaliados os mesmos
parametros para 0 GCE quimicamente modificado com NPAP-
melanina-M™, os quais foram chamados de sensores eletroquimicos.
Foram obtidos cronoamperogramas a +1,5 V para 0s sensores
eletroquimicos, e estes sdo reunidos e apresentados na Figura 22.

O gréfico com o resultado obtido para GCE sem modificacio
gue ja havia sido apresentado é mostrado mais uma vez para efeito de
comparacdo. A Figura 22-curva a, mostra 0 cronoamperograma obtido a
+1,5 V para 0 GCE em solugéo tamp&o BR 0,1 mol L™ + KCI 0,1 mol
L™ apés cinco adicdes de 100 pL de uma solucéo de H,0, 1,0 mmol L™.
Nota-se claramente que a corrente referente a oxidacdo do H,0,
aumenta com 0 aumento da concentracdo deste composto na célula
eletroquimica. Porém, os melhores resultados para a oxidacdo do
peréxido foram obtidos quando o mesmo experimento foi realizado com
os eletrodos modificados com os complexos de NPAP encapsuladas
com complexos de melanina-M™ (M™ = Fe**, Cu®* ou Ni**) — Figura 22
curvas b-d.
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Figura 22. Cronoamperogramas obtidos para GCE (a) e NPAP
encapsuladas por complexos de melanina com Fe** (b), Cu®* (c), Ni**
(d) ou Co? (e) apds cinco adicdes consecutivas de 100 pL de solucéo de
H,0, 1,0 mmol L™.
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A melhora da performance analitica para 0s sensores propostos
se deve & presenca dos modificadores sobre a superficie do GCE. O
desempenho do sensor composto por GCE modificado por NPAP-
melanina-Co** néo foi semelhante aos demais anélogos. As adicdes
sucessivas de peroxido a célula obtiveram um aumento de corrente
muito baixo (Fig. 22-curva e), que pode ser comparado ao GCE sem
modificacéo (Fig. 22-curva a). Assim, a modificacido com NPAP-Co**
apresentou um desempenho inferior no que diz respeito ao ganho de
corrente. Pode-se perceber que o filme formado por este modificador
ndo permanece durante muito tempo junto a superficie do substrato de
carbono vitreo depois que o experimento é iniciado. Mesmo assim, este
sensor foi testado na proxima etapa da otimizagdo das condigdes
experimentais para deteccdo de H,0,.
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5.6.1 Influéncia do Egp,

Diversos Egy, entre -2,0 V e +2,0 V foram testados mais uma
vez para verificar-se 0 desempenho dos sensores propostos nas reagdes
de oxidagdo ou reducdo do H,0,, e a Figura 23 apresenta um grafico
ilustrativo dos resultados obtidos com este estudo. Obtiveram-se
resultados consideraveis para Eyp entre +1,0 V e +15 V, como
demonstrado na Figura 23. A maior resposta de corrente para todos os
sensores avaliados foi verificada para Eay, de +1,5 V. Por conseguinte,
0s sensores preparados aqui fazem aumentar o sinal de resposta da
reacdo de oxidagdo do H,0,. Faz-se uma exce¢do ao sensor composto
por NPAP-melanina-Co*, que novamente ndo teve um desempenho
semelhante aos demais sensores. De qualquer maneira, 0 Ssensor
contendo NPAP-Co?* obteve uma resposta de corrente para a oxidacao
do H,0, superior ao GCE.

Figura 23. Influéncia do potencial aplicado nas reacGes de
oxidac&o/reducdo de solucdo 1,0 mmol L™ de H,O, para GCE (a - H) e
NPAP encapsuladas por complexos de melanina com Fe** (b - @), Cu*
(c- ©), Ni* (d - A) ou Co™ (e - A).
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Neste estudo particular, o sensor de NPAP-Ni** obteve sinais
um pouco menos significativos quando comparado com os analogos
contendo fons Fe** e Cu*, que apresentaram as maiores respostas para a
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reacdo de interesse. As respostas de corrente para a rea¢do do perdxido
em outros E,p, diferentes de +1,5 V, foram muito inferiores em todos os
Casos.

5.6.2 Influéncia do pH

O efeito do pH também foi avaliado novamente, agora para 0s
sensores. Foram obtidos cronoamperogramas na faixa de pHs entre 2,0 e
12,0 porém, a oxidagao do H,O, ndo foi observada em solu¢bes com pH
acima de 9,0. Além do mais, outro fator importante para a auséncia de
condicdes necessarias para promover a reacdo de interesse, é de que a
melanina torna-se altamente solivel em pH 8,3 devido a sua
desprotonagdo, transformagdo em uma espécie ibnica e consequente
aumento de sua hidrofilicidade. Desta forma, a faixa de pH realmente
explorada foi de 2,0 a 8,0.

A Figura 24 ilustra o estudo de pH citado acima, em que é
possivel observar visualmente o pH ideal para cada sensor diferente. A
Tabela 5 apresenta os valores de corrente obtidos com a oxidagdo do
H,0, para cada sensor, apenas no pH em que foi obtida a melhor
resposta. Estes valores de pH foram utilizados nas medidas
subsequentes para cada sensor eletroquimico.

O sensor construido com NPAP-Co?* nio apresentou
desempenho compativel com os demais sensores. As respostas de
corrente para as adicoes de peroxido ndo foram de valores semelhantes
aqueles obtidos para os outros trés sensores. Duas possibilidades podem
explicar o fato de o sinal analitico para o sensor contendo Co®" nio ser
semelhante aos demais sensores em comparacdo ao GCE: as NPAP-
Co”* néo permanecem junto a superficie do eletrodo durante a medida,
pois lixiviam para a solucéo, ou as nanoparticulas contendo Co®* podem
bloguear a area do eletrodo, possibilidade esta muito remota pois as
NPAP sdo conhecidamente compostos condutores e conseguem
aumentar o sinal das reacfes de oxidacdo ou de reducdo do H,O,.
Conforme ja sugerido, a melanina poderia bloquear a superficie do
eletrodo, mesmo que as quantidades utilizadas na sintese dos complexos
e das NP tenham sido sempre as mesmas.
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Figura 24. Efeito do pH da solucdo tampéao BR na corrente de oxidagéo
de 100 pL de solugdo de H,0, 1,0 mmol L™ para GCE (a - M) e NPAP
encapsuladas por complexos de melanina-Fe** (b - ®), Cu®** (c - 0),
Ni% (d - A) ou Co* (e - A).
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Tabela 5. Incrementos de corrente para os eletrodos de trabalho na
oxidacdo do H,0, 1,0 mmol L™ em solucéo tampdo BR 0,1 mol L™ +
KC1 0,1 mol L™ com Egy, de +1,5 V.

Eletrodo pH i/pA
GCE 6,0 7,48
NPAP-Fe**-GCE 7,0 18,2
NPAP-Cu*-GCE 5,0 17,7
NPAP-Ni**-GCE 6,0 15,6
NPAP-Co**-GCE 6,0 11,3

Levando-se em consideracdo o comportamento do eletrodo
modificado supracitado nas caracterizagdes por CV e EIS, pode-se
sugerir que a modificacdo dos eletrodos de trabalho com NPAP-Co?*
ndo ficam imobilizadas eficientemente sobre as superficies dos
eletrodos.
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5.7 CARACTERIZACAO ANALITICA

A avaliagdo do desempenho dos sensores propostos para
determinacdo de H,O, em amostras comerciais foi realizada com uso de
pardmetros de validacdo. O estudo completo de validacdo foi dividido
em duas partes. Na primeira parte, foram descritos os parametros de
linearidade, curvas de calibracdo, sensibilidade, limite de detecgédo e
limite de quantificacdo, porque estes ndo necessitam de andlise em
amostras complexas nem método comparativo, apenas com uso de
solucdes padréo.

Na segunda parte, foram descritos os parametros de validacdo
gue necessitam de comparagdes dos resultados obtidos com solugdes
padrdo, amostra e método comparativo. Estes parametros sdo
seletividade, exatiddo, precisdo e robustez.

Esta divisdo foi feita para adequar-se a divisdo em capitulos do
trabalho. No capitulo atual (Capitulo 5), estdo sendo apresentados 0s
resultados referentes a metodologia analitica para deteccdo de H,O, por
amperometria. No Capitulo 6 serdo apresentados resultados referentes a
determinacdo de H,O, em amostras comerciais de uso cosmético e de
higiene pessoal. Assim, os parametros de validacdo apresentados na
segunda parte, conforme ja esclarecido, s6 podem ser discutidos apés a
realizacdo de determinagdes analiticas em amostras.

Quatro sensores eletroquimicos para H,O, livres de enzimas
foram construidos para testar as propriedades eletrocataliticas e
sensibilidade dos mesmos. Os sensores sdo constituidos por
nanoparticulas eletroativas de azul da Prissia encapsuladas por
complexos de melanina-M™ (M™ = Fe**, cu®*, Ni** ou Co®). Os
resultados obtidos nesta se¢do foram comparados com aqueles obtidos
para o GCE.

5.7.1 Linearidade e curvas de calibracao

Uma vez que 0s parametros experimentais tenham sido
otimizados para culminar com a melhor resposta possivel para a rea¢do
de interesse, foi possivel obter curvas de calibracdo para cada sensor.
Neste momento do trabalho, ndo se faz necesséario obter uma curva de
calibracéo para o sensor contendo NPAP-Co®* pois este modificador néo
apresentou resultados satisfatérios que justifiqguem o prosseguimento do
seu uso. Com uso das curvas de calibracdo, outros parametros de
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validacdo puderam ser obtidos. A linearidade foi avaliada de acordo
com o coeficiente de determinacdo (r?) dos pontos da curva de
calibracéo.

Para 0s sensores contendo NPAP-Fe**, -Cu®* ou -Ni*,
adicionaram-se aliquotas de volume adequado de uma solucéo padrdo de
H,0, 0,2 mol L™* & célula eletroquimica contendo como eletrélito
suporte solugdo tampéo BR 0,1 mol L™ + KCI 0,1 mol L, com pH
ajustado para aquele valor otimizado para cada sensor. Obteve-se uma
curva de calibracdo para o GCE para comparacdo. Os amperogramas
resultantes das adicfes citadas acima sdo apresentados na Figura 25. A
insercdo nestes amperogramas refere-se a curvas de calibracdo, que por
sua vez correspondem a uma média de trés curvas de calibracdo
independentes (n = 3). Mais a frente, sera apresentada uma tabela com
informacBes compiladas das caracteristicas analiticas das curvas de
calibracdo extraidas da Figura 25.

Figura 25. Cronoamperogramas obtidos a +1,5 V em solugéo tampao
BR 0,1 mol L™ + KCI 0,1 mol L™ para adic@es sucessivas de H,O, em
concentragdes entre 0,1 e 13,0 mmol L™ para GCE (A) e sensores
compostos por NPAP encapsuladas por complexos de melanina com

Fe** (B), Cu** (C) ou Ni** (D). Inserco: Curvas de calibracdo externa.
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Os dados apresentados na Figura 25 demonstram claramente
gue a corrente aumentou linearmente de acordo com a concentragdo de
H,0,. Usou-se a faixa linear de trabalho de concentracdo entre 0,1 e
13,0 mmol L. As curvas de calibragio mostraram boa linearidade na
faixa de concentragdes de 0,1 a 13,0 mmol L™ O sensor contendo
NPAP-Fe** apresentou um r2 de 0,9971 e isso faz com que ele obtenha a
melhor linearidade entre os sensores testados. Contudo, todos 0s outros
sensores incluindo o GCE, apresentaram valores de r2 muito proximos, o
gue mostra 0 bom desempenho dos sensores eletroquimicos na geracéo
de sinal analitico de H,0,. Estes valores citados acima serdo
apresentados na Tabela 6.

5.7.2 Sensibilidade

A partir destas curvas, pode-se obter informagdes importantes a
respeito do desempenho analitico dos sensores. Uma destas informacdes
é a equacdo de reta, a qual informa sobre a sensibilidade de calibracéo
de cada sensor ao analito. A Tabela 6 traz as equagdes de reta referentes
as curvas de calibracdo da Figura 25.

As equacOes de reta trazem embutidas nelas, a inclinagdo das
curvas de calibracdo. Este parametro indica a sensibilidade. A partir das
inclinagbes mais acentuadas para os sensores contendo NPAP-M™ é
possivel afirmar que a sensibilidade dos sensores propostos é maior do
que aquela do GCE.
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Tabela 6. Equaces de reta para os sensores eletroquimicos.

Sensor Equacdo de reta

GCE i/uA = -4,59 + 115,2(H,0,)/ mmol L™ (r2 = 0,9969)
NPAP-Fe** /A = 5,18 + 472,8(H,0,)/ mmol L™ (r2 = 0,9971)

NPAP-Cu** i/pA = 2,47 + 407,5(H,0,) mmol L™ (2 = 0,9961)

NPAP-Ni** i/uA = 3,22 + 403,9(H,0,)/ mmol L™ (r2 = 0,9955)

Os valores de inclinacéo sdo dados em unidade de pA L pmol™.
O sensor contendo NPAP-Fe*" apresentou de novo a maior sensibilidade
a deteccdo de H,0,. Neste parametro, cabe ressaltar que os valores de
inclinagdo das curvas de calibra¢do para os EQMs foi muito maior que o
valor obtido para o GCE, cerca de quatro vezes maior. Este fator
contribui para se afirmar que a modificacdo do GCE com NPAP
encapsuladas por complexos de melanina-M™ é satisfatoria porque faz
aumentar em quatro vezes a sensibilidade do sensor.

5.7.3 Limites de deteccéo e de quantificacéo

Os valores de LD e LQ foram obtidos com base nos parametros

da curva de calibragdo. Os valores de LD e LQ foram calculados de
acordo com as equagdes seguintes (RIBANI et al. 2004):
LD =332 (5)
LQ =10=" 6)
onde DP é o desvio padrdo do coeficiente linear das curvas de
calibracdo, e S é o coeficiente angular da reta. O LD calculado para a
deteccdo de H,0, utilizando o GCE foi de 4,50 umol Lreo LQ parao
mesmo eletrodo foi de 13,5 pmol L™

Quando a deteccdo de H,O, foi realizada utilizando-se o0s
eletrodos modificados com NPAP encapsuladas com complexos de
melanina-M™, os valores de LD e LQ foram mais baixos para todos os
casos. A relacdo completa destes valores pode ser vista na Tabela 7. Os
valores de LD e LQ estdo condizentes com o método proposto.
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Tabela 7. Parametros analiticos avaliados para a deteccdo de H,O,
usando os sensores desenvolvidos. Eq,, = +1,5 V. Faixa linear de 0,1 a

13,0 mmol L.

Parametro

Sensor contendo NPAP-melaina-M™
(M™ = Fe*, Cu* ou Ni*")

NPAP-  NPAP-  NPAP-

GCE Fe3+ Cu2+ Ni2+

Coeficiente de

determinacéo

Inclinagdo (LA L

pmol™)

Desvio padrdo da
inclinacdo (LA L

pmol™)

Intercepto (LA)

Desvio padréo do

intercepto (LA)

LD (umol L™

0,9969 0,9971 0,9961 0,9955

115,2 472,8 407,5 403,9

1,67 1,21 1,16 1,16
-4,59 5,18 2,47 3,22
0,16 0,02 0,04 0,07
4,50 0,14 0,32 0,57
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LQ (umol LY 13,5 0,42 0,96 1,72

Repetibilidade

0,65 0,90 1,06 2,98
intradia da corrente *°
Repetibilidade
1,20 1,71 1,47 1,89
interdia da corrente *°
Desvio padrio relativo (%) ’n=5

Estes resultados apresentados na Tabela 7 foram considerados
como sendo muito positivos e satisfatorios, e puderam ser comparados a
outros sensores eletroquimicos ndo enzimaticos para H,O, Por
exemplo, um sensor composto por filme de ouro nanoporoso modificado
com azul da Prassia (GHADERI, 2014) apresentou um LD de 0,36
pmol L™, valor préximo ao encontrado neste trabalho. Para um eletrodo
de cobre modificado com “nanoflores” de CuO (SONG, 2010), foi
obtido um LD de 0,16 pmol L™, enquanto que um sensor baseado em
cobre/silicio poroso (ENSAFI, 2014) obteve um LD de 0,27 pmol L™.

Outro sensor para H,O, composto por hexacianoferrato de
niquel/quitosana/nanotubos de carbono obteve um valor de LD de 0,28
pumol L™ Os sensores eletroquimicos propostos neste trabalho
alcancaram limites de deteccdo mais baixos quando comparados a
outros sensores ndo enzimaticos contendo nanoparticulas metalicas
como catalisadores das reagdes de interesse. Por exemplo, um sensor
composto por NP de prata (SHI, 2011) forneceu um LD de 1,6 pmol L™,
enquanto outro sensor composto por nanoclusters de prata (LI, 2013)
apresentou um LD de 1,8 umol L™.

5.7.4 Repetibilidade intradia e interdia

A repetibilidade e estabilidade dos filmes foram testadas a partir
das respostas de corrente fornecidas pelos diferentes sensores,
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verificadas através de medidas intradia e interdia, utilizando uma
solucéo padrdo de H,0, 1,0 mmol L™ sob condic8es otimizadas. Cinco
filmes diferentes foram obtidos sobre GCE para cada NPAP diferente.
Testou-se a resposta de corrente da oxidacdo de H,O, com solucdes na
mesma concentracdo preparadas no mesmo dia. As correntes foram
obtidas dos cronoamperogramas correspondentes. Os desvios padrfes
relativos (DPR) foram calculados a partir destas correntes obtidas para
as cinco medidas independentes dos filmes. Para o GCE, o DPR foi de
0,65%, enquanto que para 0s sensores compostos por NPAP
encapsuladas por complexos de melanina-M™, os DPR foram 0,90%,
1,06% e 2,98%, fara sensores contendo os complexos de melanina com
Fe**, Cu?" ou Ni*", respectivamente.

A repetibilidade dos filmes foi também verificada através da
obtencdo da resposta de corrente para H,O, durante cinco dias com
solucdes deste analito na concentracéo de 1,0 mmol L™. O DPR para as
medidas interdia também foram calculados. O DPR para o GCE foi de
1,20%, enquanto que para 0S sensores compostos por NPAP
encapsuladas por complexos de melanina-M™, os DPR foram
respectivamente 1,71%, 1,47% e 1,89%, para sensores contendo os
complexos de melanina com Fe**, Cu** ou Ni%".

Além disto, a resposta de corrente para solucdo de H,O, 1,0
mmol L™ foi verificada durante seis meses, para se obter informacdes a
respeito da estabilidade dos filmes contendo os modificadores, e 0 DPR
foi calculado para cada sensor. Estimou-se um DPR de 1,92% para o
GCE, e para 0s sensores compostos por NPAP encapsuladas por
complexos de melanina-M™, os DPR foram 3,08%, 3,52% e 3,20%,
respectivamente para sensores contendo 0s complexos de melanina com
Fe**, Cu®* ou Ni*". A obtencdo de desvios padrdo um pouco maiores
esta associada a possivel aglomeragédo das NPAP com o tempo, e ainda a
possibilidade de lixiviagdo dos filmes. Os resultados obtidos neste
trabalho sustentam o fato de que os sensores propostos se adéquam
confiavelmente para sua aplicacdo na detecgdo amperométrica de H,0O..
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6 APLICACAO DOS SENSORES DESENVOLVIDOS

O emprego dos sensores amperométricos nao-enzimaticos foi
demonstrada através da aplicacdo dos mesmos na andlise quantitativa de
H,0O, em amostras comerciais de uso cosmético e de higiene pessoal. As
classes de amostras comerciais foram as seguintes: creme para
clareamento dental utilizado em tratamento doméstico, enxaguante
bucal para clareamento dos dentes, solucdo antisséptica para pele e
creme para descoloragdo de pelos e cabelos.

6.1 DETERMINACAO DE H,0, EM CREME PARA
CLAREAMENTO DENTAL

6.1.1 Resultados e discussao

Foram realizadas trés determinacgdes independentes para cada
sensor com a obtencdo de curvas de adicdo de padrdo, pela técnica de
cronoamperometria. Para a construgdo das curvas de adicdo de padréo
foi utilizado o valor médio da corrente obtida para as trés medicdes da
guantidade de H,O, presente na amostra. As curvas de calibracdo
externa sdo aquelas apresentadas na Figura 25. Os dados obtidos nesta
série estdo reunidos na Tabela 8. As caracteristicas analiticas s&o
comentadas a seguir.

Tabela 8. Determinacdo de H,O, em creme para clareamento dental
com eletrodos modificados em substrato de carbono vitreo.

Valor Valor Er Teste- Teste-
Sensor/Método rotulado  encontrado (%)*  t° F°
(%) (%)

GCE ) 9,50 9,08 -48 2,12 1,10
NPAP-Melanina-Fe* 9,50 9,86 +3,3 3,68 1,07
NPAP-Melanina-Cu®* 9,50 10,1 +59 1,82 112
NPAP-Melanina-Ni** 9,50 10,2 +6,9 2,26 1,14

Titulagao 9,50 9,54 - 110 1,00

Potenciométrica

 Er = Erro relativo entre os valores do método proposto e da titulagio
otenciométrica.
Valor teérico = 4,30 Valor critico = 19,0
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6.1.1.1 Linearidade

Alguns pardmetros obtidos através das curvas de adicdo de
padrdo de cada sensor foram comparados aqueles obtidos pelas
respectivas curvas de calibragdo. Como exemplo, pode-se citar
primeiramente os coeficientes de determinacdo das curvas de adicdo de
padrdo. Os valores de r2 para cada uma das curvas diferentes sdo
semelhantes entre si. Os valores de r2 foram 0,9916, 0,9992, 0,9994 e
0,9995 para respectivamente o GCE, e para 0s sensores de NPAP
encapsulados por complexos de melanina com Fe**, Cu®* e Ni?*. Todos
estes valores sdo muito proximos daqueles apresentados na Tabela 6. Os
valores de r2 aumentaram na presenca de interferentes, porém a
quantidade de cinco pontos faz diferenca em relacdo as curvas de
calibracdo externa, que os valores de r? foram calculados para quinze
pontos. Portanto, mais pontos representam dificuldade maior para ajuste
dos pontos.

6.1.1.2 Seletividade

A seletividade do GCE e dos trés sensores de NPAP
encapsulados por complexos de melanina com Fe**, Cu** e Ni*, foi
obtida pela comparacdo entre as inclinaces das curvas de calibracdo
externa e de adi¢do de padrdo. Os resultados foram considerados muito
bons, com uma pequena diferenca nos valores entre si, porém aceitavel.
As inclinagdes das equacdes de reta das curvas de calibracéo e de adicdo
de padrdo para o GCE e para 0s sensores construidos com complexos de
melanina com Fe**, Cu?* e Ni** estdo reunidos na Tabela 9. Estes
valores estdo na mesma ordem de grandeza que aqueles apresentados na
Tabela 6 para as curvas de calibracéo.

Tabela 9. Inclinagdes das equacdes de reta para cada um dos sensores
eletroquimicos obtidas através de curva de calibracdo externa e de
adicdo de padréo.

Sensor Curva de calibracdo*  Adicéo de padrao*
GCE ' 115,2 (+ 1,67) 104,0 (+ 1,71)
NPAP-Melanina-Fe** 472,8 (+ 1,21) 4921 (+ 1,54)
NPAP-MeIanina—Cu’2+ 407,5 (+ 1,16) 4448 (+ 1,19)
NPAP-Melanina-Ni** 403,9 (+ 1,16) 4411 (+ 1,96)

* Unidade em pA L umol™
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A seletividade de um método pode ainda ser obtida por outras
maneiras (RIBANI et al. 2004) porém a comparagdo entre as duas
inclinagBes mostradas na Tabela 10 é bastante confiavel. A Figura 26
apresenta as curvas de calibracdo externa e de adicdo de padrdo para
cada sensor utilizado na determinacdo de H,O, no creme para
clareamento dental.

Figura 26. Curvas de calibracdo externa e de adi¢cdo de padrdo para
determinacdo de H,O, em creme para clareamento dental e curva de
calibracdo para GCE (A) e sensores compostos por NPAP encapsuladas
por complexos de melanina com Fe** (B), Cu?* (C) ou Ni** (D).
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6.1.1.3 Exatiddo

A concentragdo determinada de H,O, na amostra analisada por
titulagdo amperométrica estd de acordo com o conteldo de peréxido
determinado pelo método comparativo. Este parametro representa a
exatiddo do método proposto. De acordo com a Tabela 8, 0 método
comparativo e o método proposto exibiram também concordancia com o
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valor rotulado para a quantidade de H,O,. Como mencionado
anteriormente, a titulacdo potenciométrica com permanganato de
potassio (KMnO,) 0,02 mol L™ como titulante, foi utilizada como
método comparativo.

O erro relativo Er corrobora com as afirmagfes escritas acima.
Além disso, ensaios de recuperacdo foram realizados para investigar a
exatiddo do método proposto com os novos sensores. Cinco adi¢bes
foram realizadas a célula eletroquimica, a partir de uma solucdo padrao
de H,0, 0,2 mol L™ com adicéo de volume adequado para fornecer
concentracdes finais de H,O, na célula de 1,0, 7,0 e 13,0 mmol L™

As recuperagfes para a amostra ficaram entre 97,3 e 110,1%,
incluindo todos os trés sensores desenvolvidos e 0 GCE. Este conjunto
de experimentos mostra boa exatiddo que esta relacionada aos sensores
ndo-enziméticos propostos. Em validacdo de métodos analiticos, s&o
admitidos valores de recuperacdo que estejam entre 80 e 120%
(RIBANI et al. 2004) para a amostra em questéo.

6.1.1.4 Precisdo

Uma analise estatistica foi realizada para os dados obtidos com
0S sensores propostos e com o método comparativo. Aplicando-se o
teste-t e o teste F, todos os valores de t e de F calculados foram menores
do que os valores teorico e critico, respectivamente, conforme indicado
na Tabela 8.

Isto significa que os sensores desenvolvidos neste trabalho, com
substrato de carbono vitreo, fornecem dados precisos e exatos
comparaveis ao método comparativo de titulagdo potenciométrica. Estas
descobertas confirmaram que os sensores de NPAP encapsuladas por
complexos de melanina com Fe®*, Cu** e Ni** em substrato de carbono
vitreo podem ser devidamente utilizados para detec¢do de H,O,. O
sensor contendo NPAP encapsuladas pelo complexo de melanina-Co?*
ndo apresentou bons resultados nos testes de desempenho e por isso ndo
foi usado na construgdo das curvas de calibragéo e valida¢do do método.

6.1.1.5 Robustez
A robustez de um método é a capacidade de se manter a

seletividade, exatiddo e precisdo mesmo com pequenas variagdes nas
condi¢des 6timas de analise. Neste trabalho, a robustez foi avaliada para
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os filmes contendo os modificadores através da obtencdo de curvas de
adigdo de padrdo com variacGes de pH de + 0,2 unidades. Obtiveram-se
curvas de adicdo de padrdo apenas para o sensor contendo NPAP-Fe*,
pois este foi 0 que apresentou os melhores resultados com as curvas de
calibragdo externa e curvas de adi¢do de padrao.

A Tabela 10 apresenta os dados obtidos com estes
experimentos. Sdo mostrados as inclinagdes das equacbes da melhor
reta, os coeficientes de determinacdo dos pontos e ainda os valores do
teste F, para cada valor de pH testado.

Tabela 10. Dados obtidos com curvas de adicdo de padrdo para
avaliacdo da robustez do método, utilizando o sensor contendo NPAP-
Fe* na quantificacdo de H,O, em creme para clareamento dental.

pH Inclinagdo r2 Valor Teste F*
(LA L umol™) encontrado (%6)

6,8 483,6 0,9951 9,79 1,03

7,0 4921 0,9994 9,86 1,07

7,2 493,8 0,9957 9,87 1,08

* Feritico = 19,0

De acordo com os dados obtidos nestes experimentos, pode-se
afirmar que a seletividade do método se mantém praticamente
inalterada, visto que as inclinagdes das equacdes de reta das curvas de
adicdo de padrdo sdo muito semelhantes para as pequenas variagdes nos
valores de pH da solugdo. A exatiddo mantém-se mesmo com a
alteragdo no valor de pH da solucdo. N&o houve mudanca significativa
nos valores da quantidade de H,O, no creme para clareamento dental
analisado, encontrados nos trés experimentos realizados. Com base nos
valores de quantidade de H,O, encontrada, calculou-se os valores de F
para cada uma das determinacfes. Os valores obtidos ficaram muito
préximos entre si, indicando que a precisdo se mantém.

Pode-se afirmar que o método proposto mantém os pardmetros
de seletividade, exatidao e precisdo para variagdes no pH da solugéo de
trabalho, apresentando robustez.
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6.1.2 Considerac0es parciais

A determinacdo de H,0, em creme para clareamento dental foi
realizada com eficiéncia pelo método proposto. Obtiveram-se
parametros de validacgdo satisfatorios. A linearidade foi semelhante entre
as curvas de calibragdo externa e de adicdo de padrdo, e todos 0s
sensores mostraram seletividade. O tratamento estatistico dos dados
mostrou que existem exatidao e precisdo, e estes parametros resistem a
pequenas variagcbes de condi¢des experimentais, assim como a
seletividade do método, que indicam robustez. O método proposto
provou-se exato.

6.2 DETERMINACAO DE H,0, EM ANTISSEPTICO

6.2.1 Resultados e discussao

Foram realizadas trés determinacfes independentes para
obtencdo de curvas de adicdo de padrdo, pela técnica de
cronoamperometria. Para a construcdo das curvas de calibracdo foi
utilizado o valor médio da corrente obtida para as trés medigdes da
guantidade de H,0, presente na amostra. Os dados obtidos nesta série
estdo reunidos na Tabela 11.

Tabela 11. Determinacdo de H,0, em solugdo antisséptica com GCE e
0 sensor contendo NPAP-Fe**,

Valor Valor Er  Teste- Teste-
Sensor/Método rotulado ncontrado (%) t° F°
(%) (%)
GCE 3,00 3,09 +2,00 2,18 1,04
NPAP-Melanina-Fe** 3,00 3,03 000 1,78 1,00
Titulagao 300 303 - 113 1,00

Potenciométrica

 Er = Erro relativo entre os valores do método proposto e da titulagéo
otenciométrica.
Valor tedrico = 4,30

®Valor critico = 19,0
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Daqui em diante, foi realizada apenas a determinacéo do analito
usando 0 sensor composto por NPAP-Fe**, pois ele apresentou 0s
melhores resultados em todos os estudos até entdo. Sendo assim, nédo se
faz necessario a utilizacdo dos outros sensores porque ndo se espera que
os demais sensores eletroquimicos venham a obter resultados melhores
do que aquele composto por NPAP-Fe**.

A Figura 27 apresenta a representacdo das curvas de calibracdo
externa e de adi¢do de padréo para o sensor utilizado na determinacéo de
H,0, na solucéo antisséptica.

Figura 27. Curvas de adi¢do de padrdo para determinacdo de H,O, em
solucdo antisséptica e curva de calibracdo para GCE (A) e sensor
composto por NPAP-Fe** (B).
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6.2.1 Linearidade

A linearidade foi obtida na curva de adicdo de padrdo e
comparada aquela obtida pela respectiva curva de calibragdo externa. De
acordo com os coeficientes de determinagdo das curvas de adicdo de
padrdo, pode-se afirmar que a linearidade foi préxima para o GCE e
para 0 sensor NPAP-Fe®". Os respectivos valores de r2 para as curvas de
adicdo de padrdo sdo 0,9958 e 0,9970. Todos estes valores sdo muito
préximos daqueles apresentados na Tabela 6.

6.2.2 Seletividade
A seletividade do GCE e do sensor contendo NPAP-Fe** foi

obtida pela comparacdo entre as inclinagdes das curvas de calibragdo e
de adicdo de padrdo. Os resultados foram considerados muito bons, com
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uma pequena diferenga nos valores entre si. As inclinagdes das curvas
de adicdo de padrdo para o GCE e para 0 sensor construidos com
complexos de melanina com Fe**, foram respectivamente 107,3 e 443,9
pA L mmol™. Estes valores estdo na mesma ordem de grandeza que
aqueles apresentados na Tabela 6 para as curvas de calibragdo externa.

6.2.3 Exatiddo

A concentracdo determinada de H,O, na amostra de solucdo
antisséptica por cronoamperometria esta de acordo com o contetdo de
peroxido rotulado pelo fabricante, indicando que o método proposto é
exato. De acordo com a Tabela 12, 0 método comparativo de titulacdo
potenciométrica com KMnO, 0,02 mol LY como titulante, exibiu
também concordancia com o valor rotulado para a quantidade de H,O..
O erro relativo Er corrobora com as afirmacfes escritas acima.

6.2.4 Precisao

A analise estatistica foi realizada para os dados obtidos com o0s
sensores propostos e com o método comparativo. Aplicando-se o teste-t
e o teste F, todos os valores calculados foram menores do que os valores
tedrico e critico, conforme indicado na Tabela 11. Isto significa que o
sensor desenvolvidos neste trabalho e que foi aplicado nesta
determinacdo (NPAP-Fe**), fornecem dados precisos e exatos
comparaveis ao método oficial de titulacdo redox. Tem-se desta
maneira, a confirmacdo de que o sensor de NPAP encapsuladas por
complexos de melanina com Fe*, em substrato de carbono vitreo pode
ser devidamente utilizado para detec¢do de H,O, em amostra comercial
de solugdo antisséptica.

6.2.5 Robustez

Neste trabalho, a robustez foi avaliada através da obtencdo de
curvas de adicdo de padrdo com variacGes de pH de + 0,2 unidades. A
Tabela 12 apresenta os dados obtidos com estes experimentos. Sao
mostradas as inclina¢des das equagdes da melhor reta, os coeficientes de
determinacdo dos pontos e ainda os valores do teste F, para cada valor
de pH testado.
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Tabela 12. Dados obtidos com curvas de adicdo de padrdo para
avaliacdo da robustez do método, utilizando o sensor contendo NPAP-
Fe** na quantificacdo de H,O, em solucéo antisséptica.

pH Inclinagdo r2 Valor Teste F*
(LA L pmol™) encontrado (%)

6,8 461,7 0,9957 3,04 1,01

7,0 4439 0,9970 3,03 1,00

7.2 4471 0,9953 3,03 1,00

* Feritico = 19,0

De acordo com os dados obtidos nestes experimentos, pode-se
afirmar que a seletividade do método se mantém praticamente
inalterada, a exatiddo mantém-se mesmo com a alteracdo no valor de pH
da solugéo assim como a preciséo, pois o calculo dos valores de F para o
sensor com NPAP-Fe** ficou com valor proximo ao da curva de
calibragdo externa do mesmo sensor, portanto apresentou robustez.

6.2.2 Considerac0es parciais

A determinacdo de H,0, em solucdo antisséptica utilizando
sensor eletroquimico composto por NPAP-Fe**-melanina foi realizada
com sucesso. Todos os parametros de validacdo foram satisfatorios.
Curvas de calibracdo externa e de adigdo de padrdo apresentaram
linearidade semelhante entre si. Seletividade, exatiddo e precisdo foram
evidenciados, assim como a robustez de método. O método proposto
provou-se reprodutivel.

6.3 DETERMINACAO DE H,0, EM ENXAGUANTE BUCAL

6.3.1 Resultados e discussao

Foram realizadas trés determinacdes independentes para cada
amostra com a obtencdo de curvas de adi¢do de padrédo, pela técnica de
cronoamperometria. Para a construcdo das curvas de calibracdo foi
utilizado o valor médio da corrente obtida para as trés medicdes da
guantidade de H,O, presente na amostra. Os dados obtidos nesta série
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estdo reunidos na Tabela 13. A Figura 28 apresenta a representacao
gréafica destas curvas citadas acima.

Tabela 13. Determinacdo de H,O, em enxaguante bucal com GCE e
sensor contendo NPAP-Fe**.

Valor Valor Er  Teste- Teste-
Sensor/Método rotulado encontrado  (%)* t° F°
(%) (%)
GCE 1,50 1,43 -5,30 3,46 1,11
NPAP-Melanina-Fe** 1,50 1,47 265 259 1,05
Titulagdo 1,50 1,51 - 225 1,00

Potenciométrica

® Er = Erro relativo entre os valores do método proposto e da titulagio
otenciométrica.
Valor tedrico = 4,30

“ Valor critico = 19,0

Figura 28. Curvas de calibracdo externa e de adicdo de padrdo para
determinacdo de H,O, em enxaguante bucal e curva de calibracdo para
GCE (A) e sensor composto por NPAP-Fe** (B).
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6.3.1.1 Linearidade

Os coeficientes de determinacao das curvas de adi¢do de padréo
foram comparados com aqueles das curvas de calibracdo apresentados
na Tabela 6. Os valores de r? s&o semelhantes entre si. Os valores de r?
foram 0,9958, 0,9995 para respectivamente o0 GCE e o sensor de NPAP
encapsuladas por complexos de melanina com Fe®*.
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6.3.1.2 Seletividade

A seletividade do GCE e do sensor testado nesta secdo foi
obtida pela comparacdo entre as inclinacGes das curvas de calibracdo
externa e de adicdo de padrdo apresentadas na Figura 28. Houve
pequena diferenca entre os valores, mas pode-se considerar que 0s
resultados foram bons. As inclinagdes das curvas de adicdo de padrdo
para o GCE e para o sensor construido com complexo de melanina com
Fe®" foi respectivamente 124,4 ¢ 537,0 pA L mmol™. Estes valores estdo
na mesma ordem de grandeza que aqueles apresentados na Tabela 6 para
as curvas de calibracéo.

6.3.1.3 Exatiddo

A concentracdo determinada de H,O, na amostra analisada por
titulacdo potenciométrica com Ce(SQ,), como titulante, esta de acordo
com o contetdo de peréxido rotulado pelo fabricante. Este parametro
representa a exatiddo do método proposto. De acordo com a Tabela 13,
0 método comparativo exibiu também concordancia com o valor
rotulado para a quantidade de H,O,. O erro relativo Er corrobora com as
afirmacOes escritas acima. Este conjunto de experimentos mostra boa
exatiddo que esta relacionada ao método amperométrico proposto
utilizando sensor ndo-enzimatico.

6.3.1.4 Precisdo

A andlise estatistica foi realizada para os dados obtidos com os
sensores propostos e com o método comparativo. Aplicando-se o teste-t
e o teste F, todos os valores de t e de F calculados foram menores do que
os valores tedrico e critico, respectivamente, conforme indicado na
Tabela 13. Isto significa que o sensor desenvolvido neste trabalho e que
foi aplicado nesta determinacdo (NPAP-Fe**), fornece dados precisos e
exatos comparaveis ao método oficial de titulacdo potenciométrica.
Tem-se desta maneira, a confirmacdo de que o sensor de NPAP
encapsuladas por complexos de melanina com Fe**, em substrato de
carbono vitreo pode ser devidamente utilizado para deteccdo de H,0,
em amostra comercial de enxaguante bucal para clareamento.
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6.3.1.5 Robustez

A robustez foi avaliada através da obtencdo de curvas de adicdo
de padrdo com variacbes de pH de + 0,2 unidades. A Tabela 14
apresenta os dados obtidos com estes experimentos, com exibicdo das
inclinagbes das equacbes da melhor reta, os coeficientes de
determinacdo dos pontos e ainda os valores do teste F, para cada valor
de pH testado.

Tabela 14. Dados obtidos com curvas de adicdo de padrdo para
avaliacdo da robustez do método, utilizando o sensor contendo NPAP-
Fe** na quantificacio de H,0, em enxaguante bucal.

pH Inclinacéo r2 Valor Teste F*
(LA L umol™) encontrado (%6)

6,8 512,3 0,9962 1,44 1,08

7,0 537,0 0,9995 1,47 1,05

7,2 531,7 0,9949 1,47 1,05

* Fcritico = 19,0

De acordo com os dados obtidos nestes experimentos, pode-se
afirmar que a seletividade, exatiddo e precisdo do método se mantém
com a altera¢&o no valor de pH da solugéo. Os célculos dos valores de F
para o sensor com NPAP-Fe** mostraram valor préximo ao da curva de
calibragdo do mesmo sensor Deste modo, pode-se afirmar que a
determinacdo de H,0, em enxaguante bucal utilizando sensor
eletroquimico composto por NPAP encapsuladas por complexo de
melanina-Fe®* apresentou robustez.

6.3.2 Consideragdes parciais

A determinagdo de H,O, em solucéo de enxaguante bucal com
uso de sensor eletroquimico composto por NPAP-Fe**-melanina foi
realizada com sucesso. Na avaliacdo dos parametros de validacdo, as
curvas de calibragdo e de adicdo de padrdo apresentaram linearidade
semelhante para todos os sensores. Seletividade, exatiddo e preciséo séo
mantidas mesmo com pequenas variagdes no pH da solucdo. O método
proposto provou-se reprodutivel.
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6.4 DETERMINACAO DE H,0, EM CREME PARA
DESCOLORACAO DE PELOS

6.4.1 Resultados e discussao

Foram realizadas trés determinagBes independentes para cada
amostra com a obtencdo de curvas de adicdo de padrdo, pela técnica de
cronoamperometria. As curvas sdo mostradas na Figura 29. Para a
construgdo das curvas de calibragdo foi utilizado o valor médio da
corrente obtida para as trés medi¢fes da quantidade de H,O, presente na
amostra. Os dados obtidos nesta série estdo reunidos na Tabela 15.

Tabela 15. Determinagdo de H,O, em creme descolorante de pelos com
GCE e sensor composto de NPAP-Fe*".

Valor Valor Er, Teste- Teste-
Sensor/Método rotulado  encontrado  (%)* t° F°
(%) (%)
GCE 30,0 15,4 -19,8 4,58 1,55
NPAP-Melanina-Fe** 30,0 15,9 -17,1 4,14 1,46
Titulagdo 30,0 19,2 - 2908 1,00

Potenciométrica

# Er = Erro relativo entre os valores do método proposto e da titulagio
otenciométrica.
Valor teérico = 4,30

¢ Valor critico = 19,0

Os valores encontrados para esta amostra foram muito baixos.
Por tratar-se de uma amostra néo certificada, ndo se pode confiar valor
fornecido pelo fabricante. De qualquer maneira, todos os valores
encontrados sdo concordantes entre si, apenas com diferenca para o
valor rotulado.
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Figura 29. Curvas de calibracdo externa e de adi¢cdo de padrdo para
determinacdo de H,O, em creme descolorante de pelos e curva de
calibragdo para GCE (A) e sensor composto por NPAP-Fe** (B).
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Possiveis causas desta diferenga sdo o preparo da amostra e
estabilidade de H,O, no meio em que ele se encontra (complexado). Os
manuais de preparo de amostras contendo perdxido sdo descritos para
métodos titulométricos. Contudo, nédo aplicou-se o preparo completo da
amostra de creme descolorante de pelos e cabelos.

6.4.1.1 Linearidade

Os coeficientes de determinacéo das curvas de adigdo de padrdo
foram comparados com aqueles das curvas de calibra¢do apresentados
na Tabela 6. Os valores de r2 apresentaram semelhanca entre si. Os
valores de r2 foram 0,9899 e 0,9856 para respectivamente o0 GCE e 0
sensor de NPAP encapsuladas por complexos de melanina com Fe**.

6.4.1.2 Seletividade

A seletividade do GCE e do sensor testado nesta secdo foi
obtida pela comparacdo entre as inclinagcdes das curvas de calibracdo
externa e de adicdo de padrdo. Houve diferenca entre os valores, e neste
caso ndo se pode considerar que os resultados sejam satisfatérios. As
inclinagdes das curvas de adicdo de padrdo para 0 GCE e para 0 sensor
construido com complexo de melanina com Fe®** na determinacdo de
H,0, em creme descolorante ndo foram semelhantes aquelas obtidas
pelas curvas de calibracdo. As inclinagfes para as determinacGes de
H,0; desta se¢do foram de respectivamente 194,4 ¢ 706,3 pA L mmol ™.
Estes valores estdo em ordem de grandeza préxima dos valores de
inclinacdo exibidos na Tabela 6 para as curvas de calibragdo, porém
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nota-se pela Figura 29 que as curvas de calibracdo e de adi¢do de padrdo
ndo sdo paralelas. Este comportamento é explicado para determinagdes
em que o efeito de matriz é percebido. Uma maneira para contornar isto
seria a superposicdo de matriz (RIBANI et al. 2004).

6.4.1.3 Exatiddo

A concentracdo determinada de H,O, na amostra analisada por
titulacdo potenciométrica com Ce(SQ,), como titulante, esta abaixo do
conteldo de peroxido rotulado pelo fabricante. Este parametro
representa a exatiddo do método proposto. De acordo com a Tabela 15,
0 método comparativo exibiu certa concordancia com o valor da
guantidade de H,O, encontrada para as determina¢es com GCE e com
o sensor contendo NPAP-Fe**. Todavia, os valores determinados n&o
conferem com o valor rotulado. O erro relativo corroboram com as
afirmagdes escritas acima. Este conjunto de experimentos ndo mostra
exatidao.

Possiveis causas para isto podem estar relacionadas com a
amostra. Por ser um creme parcialmente solivel em agua, € possivel que
nem todo o H,O, presente na amostra tenha sido extraido para a fase
aquosa. Mesmo embora o H,O, seja altamente sollvel no meio, é
conhecido que as indlstrias utilizam estabilizantes para peréxido
(agentes quelantes), e que estes estabilizantes possam ser insol(veis em
agua, o que causaria a permanéncia de parte do H,O, na fase organica.
Deste modo, a determinacdo de H,O, em creme descolorante foi
prejudicada e ndo exibiu valor exato.

6.4.1.4 Precisdo

A andlise estatistica foi realizada para os dados obtidos com os
sensores propostos e com o método comparativo. Aplicando-se o teste-t
e o teste F, todos os valores de t e de F calculados foram menores do que
os valores tedrico e critico, respectivamente, conforme indicado na
Tabela 15, com exce¢do do GCE. Isto significa que embora os sensores
testados nesta determinacdo ndo tenham obtido valores exatos, eles
continuam com boa precisdo. A titulagdo potenciométrica com Ce(SOy4),
foi importante para verificar que o método proposto ainda mantém boa
precisdo mesmo com uma amostra desfavoravel.
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6.4.1.5 Robustez

A robustez foi avaliada através da obtencdo de curvas de adicdo
de padrdo com variacbes de pH de + 0,2 unidades. A Tabela 16
apresenta os dados obtidos com estes experimentos, com exibicdo das
inclinagbes das equacbes da melhor reta, os coeficientes de
determinacdo dos pontos e ainda os valores do teste F, para cada valor
de pH testado.

Tabela 16. Dados obtidos com curvas de adicdo de padrdo para
avaliacdo da robustez do método, utilizando o sensor contendo NPAP-
Fe*" na quantificacdo de H,0, em creme descolorante de pelos.

pH Inclinacéo r2 Valor encontrado  Teste F*
(A L pmol™) (%)

6,8 673,2 0,9824 15,5 1,53

7,0 706,3 0,9856 15,9 1,46

7,2 699,5 0,9871 15,8 1,48

* Fcrl’tico = 1910

De acordo com os dados obtidos nestes experimentos, pode-se
afirmar que a seletividade, exatiddo e precisdo do metodo se mantém
com a alteracdo no valor de pH da solucdo, apesar do efeito de matriz
observado pelas inclinagdes das curvas de adi¢do de padrdo. Mesmo que
a exatiddo ndo tenha sido comprovada, ndo houve variacbes nos
parametros de validagdo com a mudanca dos valores de pH nas
determinacBes. Deste modo, pode-se afirmar que a determinacdo de
H,0, em creme descolorante de pelos utilizando sensor eletroquimico
composto por NPAP encapsuladas por complexo de melanina-Fe®*
apresentou robustez.

6.4.2 Considerac@es parciais

A determinacdo de H,O, em creme descolorante de pelos e
cabelos usando sensor eletroquimico composto por NPAP-Fe**-
melanina teve alguns resultados ndo satisfatorios. A curva de adicdo de
padrdo apresentou linearidade mais baixa em relagdo as demais
determinacBes. A mesma curva de adi¢do de padrdo teve inclinagdo bem
superior em relacdo a curva de calibragdo, mostrando pouca
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seletividade. Exatiddo e precisdo foram prejudicadas por causa dos
valores encontrados para H,O, no creme. Mesmo com a separacdo da
fase aquosa, a quantidade de H,O, determinada pelo método difere
daquele informado pelo fabricante. Todavia, a variagdo pequena de
condicdes experimentais mostrou que sdo mantidos os valores.
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7 CONCLUSAO

A determinacdo de H,O, em amostras comerciais de uso
cosmético e de higiene pessoal utilizando o método proposto neste
trabalho obteve um desempenho satisfatorio. As determinacdes de H,O,
foram realizadas em cremes para clareamento dental, solucdo
antisséptica, enxaguante bucal e creme descolorante de pelos e cabelos.
Para amostra de creme descolorante ndo foi obtida exatiddo nas analises
eletroquimicas e titulacdo potenciométrica, ainda que o método tenha se
apresentado robusto.

A oxidacdo do H,0, foi verificada em ambos os eletrélitos
suporte num potencial de +1,4 V e a deteccdo ampermétrica foi
realizada em E,,, de +1,5 V no pH otimizado para um dos sensores
desenvolvidos. Estudo do comportamento eletroquimico elucidou que a
reacdo de transferéncia de carga é controlada por difuséo.

As modificacdes da superficie do GCE com nanoparticulas de
azul da Prassia encapsuladas por complexos de melanina com Fe**,
Cu®, Ni** ou Co*" foram devidamente caracterizadas por TEM, CV e
EIS. Estas NPAP contendo complexos de melanina com Fe**, Cu®*, Ni**
ou Co?* apresentaram tamanhos médios de respectivamente 11,2 nm,
21,6 nm, 11,7 nm e 16,1 nm. Estes tamanhos foram determinadas a
partir de imagens de TEM.

Todos os sensores apresentaram melhora no sinal de oxidacdo
do H,0,, em relagdo ao GCE. Esta melhora fez justificar o uso de EQM.
Desenvolveu-se metodologia analitica para determinagdo de H,O, e
posterior aplicacdo dos sensores em amostras comerciais.

A validacdo do método analitico apresentou bons resultados
para as amostras de uso cosmético e de higiene pessoal. Apenas a
determinacdo de H,O, em creme descolorante de pelos ndo forneceu
resultados exatos. Foram obtidos LD e LQ mais baixos do que aqueles
encontrados na literatura para deteccdo de H,O, com sensores ndo-
enzimaticos. As caracteristicas analiticas obtidas com as curvas de
adicdo de padrdo foram satisfatorias.

Comparou-se os dados obtidos pelo método proposto com
aqueles obtidos pelo método comparativo de titulagdo potenciométrica.
E ainda, os valores encontrados com as determinacdes foram
comparados com aqueles informados pelos fabricantes.
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