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Thesis

As defesas de tese sdo tdo assépticas!

T&o puras e tdo arrumadas.

E ao mesmo tempo, tdo distantesbda realidade que as gerou!
Elas ndo contam a historia

Dos fragorosos erros e geniais intuigdes

Dos tropeg¢des no escuro

E do progresso sem método

Dos inusitados acertos

Ou do sofrimento e da vontade de desistir.
Com inicio, meio e “happy end”

As teses contam uma historia que ndo ocorreu.

As teses mentem.
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QUITOSANA COMO POLIMERO MODIFICADOR DE ELETRODOS SOLIDOS

OBJETIVO

Preparar polimeros redox com matriz de quitosana (QTS), estudar algumés
possibilidades de modificagdo de eletrodos por quitosana ou por seus polimeros redox e as

aplica¢des analiticas de tais dispositivos.
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CONTEUDO

Esta monografia, submetida a aquisi¢io de doutorado, registra, por escrito, os
estudos teoricos e praticos realizados durante o periodo compreendido entre margo de 1995
a novembro de 1999, na dire¢do dos objetivos apresentados. A introdugdo (capitulo 1)
abrange uma extensa revisio da literatura pertinente, procurando alcangar todos os
fundamentos importantes para o desenvolvimento dos trabalhos experimentais e
compreensdo dos resultados encontrados, em seus multiplos aspectos. Este capitulo divide-

se em sete partes, como se discrimina abaixo.
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RESUMO

A primeira intengdo deste trabalho foi a de produzir um biossensor em que a enzima
glicose oxidase estivesse ancorada a superficie eletrodica via polimero redox de quitosana. A
mediagdo da transferéncia eletronica, entre o centro redox enzimatico e o eletrodo, seria
promovida pelo complexo metalico do polimero redox. Partiu-se, entdo, de
QTS"py[Fe(CN)s*™, um polimero de quitosana (QTS) modificada por piridil e [Fe(CN)s]*-
. Este polimero foi produzido no Depaﬁamento de Quimica da Universidade Federal de
Santa Catarina, apresentando-se como um sélido avermelhado, solivel em acido acético 2%
aquoso e contendo 1,08 x 10 mol Fe/g de polimero. Alguns estudos foram feitos com tal
metalo-polimero: a influéncia do pH sobre o comportamento voltamétrico; a estabilidade
frente a luz, tempo e temperatura; a imobilizagdo na superficie eletrodica por formagio de
filme e o acoplamento a enzima glicose oxidase (comportamento voltamétrico como
biossensor para glicose). Os resultados obtidos nesta etapa mostraram que o polimero
estudado perdia sua hidrofilicidade em pH 7, acarretando acentuada queda nas correntes de
pico e aumento no afastamento entre os potenciais de pico nos voltamogramas quando
comparados ao pH 3. Os filmes obtidos na superficie de eletrodos de carbono vitreo e epdxi
grafitada por evaporagio da solugdo que dissolvia o polimero, embora estaveis a tempo e
temperatura, ndo foram aderentes, soltando-se no eletrolito de suporte. O acoplamento a
glicose oxidase ndo foi efetivo também. Este problema foi explicado por um calculo da
carga liquida do polimero. Revelando-se um polidnion, o polimero redox disponibilizado ndo
seria capaz de efetivo acoplamento a outra estrutura polianidnica como glicose oxidase.

‘Esta primeira etapa permitiu situar melhor o problema da imobilizagdo de enzimas
em eletrodos via acoplamento a um polimero redox de quitosana e, considerando que os
resultados obtidos ndio foram favoraveis ao uso de QTS py[Fe(CN)s}*”* para a construgio
de biossensores, o trabalho foi redirecionado no sentido de: obter um outro polimero redox
de quitosana que fosse bastante hidrofilico e catidnico, mesmo em pH 7; sua imobilizagdo

sobre a superficie de um eletrodo solido e seu efetivo acoplamento a glicose oxidase.
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A segunda etapa deste trabalho diz respeito a diversos estudos sobre a sintese de um
polimero redox por reagdo de quitosana com o complexo Ru(bpy),Cl,. Em quase todos, a
reagdo de quitosana com o complexo foi conduzida em meio homogéneo, com agua como
solvente, ficando a aquagdo do complexo por conta do ion prata, que retira o cloro da
esfera de coordenagdo. Em meio heterogéneo, um estudo foi realizado com quitosana solida,
usando dimetilacetamida ou dimetilformamida como solvente para o complexo. Em dois
estudos, tentou-se a sintese in situ, partindo-se de um eletrodo de carbono vitreo
modificado covalentemente por quitosana em lugar do polimero livre em solugdo. Em outros
trés estudos, partindo-se do principio de que, sendo mais duro, Ru III teria maior chance de
ligar-se a0 NH, da quitosana, tentou-se produzir o polimero redox in situ, pondo-se em
contato quitosana (depositada sobre eletrodo de ouro ou platina) com o complexo em agua
ou dimetilacetamida. Nestes casos, o potencial foi aplicado num valor tal que pudesse
promover a oxidagdo Ru II — Ru III. Uma vez imobilizado covalentemente sobre carbono
vitreo, o polimero redox preparado ex situ foi estudado por voltametria ciclica. Verificou-se
o acoplamento entre o polimero redox produzido ex situ e a glicose oxidase, ambos em
solugdo. Estudou-se a resposta a glicose de um protétipo de biossensor com filme de
polimero redox-enzima. Os resultados alcangados nesta etapa revelaram que um polimero

‘redox catidnico com matriz de quitosana, solivel em meio neutro aquoso com centro
mediador de Ru(bpy),Cl" e perfeitamente acoplavel a glicose oxidase pode ser obtido
reagindo-se uma solugio aquosa de quitosana no pH 6, com Ru(bpy).CIOH,". Estas
condi¢bes de reagdo precisaram ser mantidas por Sh a temperatura de 70°C.
Alternativamente, o polimero redox pode ser produzido na propria superficie do eletrodo.
Nesta versdo, uma solu¢do aquosa acida de quitosana foi gotejada na superficie do eletrodo
e apOs a evaporagdo do solvente, o eletrodo foi mergulhado em solugdo de Ru(bpy),Cl, (em
dimetilacetamida). Depois disto, foi aplicado um potencial apropriado para,
eletroquimicamente, gerar Ru III. Estas condigdes foram mantidas por 4h. O grau de
rutenagdo alcangado nestas sinteses foi de apenas 2%. Este baixo valor provavelmente foi a
causa de deslocamentos dos potenciais de pico nos voltamogramas ndo menores que
100mV, devido a queda 6hmica. A imobilizagdo do polimero redox sobre a superficie do

eletrodo ndo foi resolvida nesta etapa. Um bom sinal eletroquimico apds imobiliza¢do
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covalente do polimero redox preparado ex situ nio foi possivel e 0 mesmo resultado foi
alcangado pela reagdo da quitosana previamente ancorada. Tais conclusdes determinaram o
redirecionamento do trabalho no sentido de uma nova sintese de um polimero redox com
mais elevado conteudo de Ru. Provavelmente este polimero produzisse um voltamograma
ciclico mais préximo da auséncia de deslocamento dos potenciais de pico com correntes
intensas e estaveis. Procurou-se um complexo cujo centro metalico fosse de Ru III. Uma vez
que neste estado de oxidagdo, o ruténio € mais duro que Ru II, possivelmente propiciaria
reagdo mais favordvel com o grupo amino da quitosana. Secundariamente, buscou-se um
ligante que fosse mais duro que bipiridina, porque estd associado a valores mais baixos de
E1», inibindo interferéncias.

A terceira etapa do trabalho consistiu na sintese de um novo polimero redox por
reagdo de quitosana com [Ru(NH;)sCI]Cl, e sua resposta voltamétrica a oxigénio dissolvido.
Basicamente, a sintese ex situ aquosa seguiu a mesma estratégia descrita para Ru(bpy),Cl,:
apos remogdo por prata do cloro da esfera de coordenagdo, o complexo foi reagido com
solu¢do aquosa de quitosana. A reagdo foi conduzida em pH 3 e em pH 5 e acompanhada
por espectroscopia na regido do ultravioleta, que permitiu avaliar o rendimento relativo nos
dois casos. Apds purificagdo por dialise, o rendimento absoluto foi avaliado pelo grau de
rutenagdo, via espectrometria de massas. A solugdo do polimero redox obtido e purificado
foi evaporada sobre a superficie de eletrodo metalico ¢ o comportamento eletroquimico
avaliado por voltametria ciclica. Este polimero foi imobilizado covalentemente sobre
carbono vitreo. Comparou-se a resposta voltamétrica a oxigénio dissolvido, obtida por
eletrodos de carbono (carbono vitreo, pasta de carbono e epoxi grafitada) ndo modificados e
modificados pelo polimero redox QTS-[Ru(NH;)s] ",

Apesar das previsGes favoraveis ao complexo de ruténio III em relagdo ao do ruténio II,
a sintese aquosa usando [Ru(NH:)sOH,J** conduziu ao grau de rutenagdo, obtido por
espectrometria de massas, de apenas 0,75%. Este resultado foi alcangado para pH 5 .que
mostrou-se melhor que o pH 3. Quando imobilizado covalentemente sobre carbono vitreo, o

2+/3+

voltamograma do polimero redox QTS-[Ru(NH;)s] ficou longe da situacgdo ideal para

espécie imobilizada na superficie do eletrodo, mas apesar disto, descobriu-se que este



eletrodo respondia a oxigénio dissolvido de modo mais sensivel que o eletrodo nd3o
modificado. Este mesmo padréo foi seguido pelos outros eletrodos de carbono.

Na quarta etapa deste trabalho construiu-se uma célula-amperométrica tubular usando
epoxi grafitada modificada pelo polimero redox QTS-[Ru(NHz)s]*”** como eletrodo de
trabalho. Com esta célula montou-se um sistema em fluxo para determinacio de oxigénio
dissolvido em solugbes aquosas, cuja calibragio foi feita por intermédio do método
titulométrico de Winckler. Apesar do ruido gerado por pequenas cavidades de nitrogénio
(usado para desaerar as solugdes), o sistema operou a cerca de 30 amostras h™', gerando
curvas at}aliticas com sensibilidade de 1,21pA / mgO, L™ e coeficiente de correlagio de
0,996. O limite de detecg¢do, desaerando as solugSes .com nitrogénio comum, foi
1,171mg L. O sinal de uma solugdo com 7,529mg O, L'nio demonstrou interferéncia
quando foram misturados 4mg Cl, L.

A quinta etapa deste trabalho diz respeito ao wuso do polimero redox
QTS-[Ru(NH;)s]*”**como mediador de uma oxi-redutase. Os testes foram no sentido da
constru¢do de um biossensor, usando tecido de batata doce desidratado (TBD) como fonte
de peroxidase. Este material foi imobilizado em um eletrodo de pasta de carbono. O sinal
voltamétrico em eletrdlito desaerado, para crescentes concentragdes de H,O,, foi estudado

em diferentes versdes: eletrodo de pasta de carbono sem modificagGes; eletrodo de pasta de

carbono contendo apenas o polimero mediador QTS-[Ru(NH;)s] 2

; eletrodo de pasta de
carbono contendo s6 TBD e eletrodo de pasta de carbono contendo TBD + o polimero
QTS-[Ru(NH;)s] *”*. A fim de comparar a eficiéncia mediadora do polimero com a do
oxigénio nas condi¢des estudadas, foi feito mais um ensaio: eletrodo de pasta de carbono
contendo s6 TBD em eletrolito saturado de O,. Os resultados obtidos, arranjados sob a

forma de curvas analiticas, mostraram linearidade e sensibilidade bem superiores para o caso

“TBD + polimero mediador”.
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ABSTRACT

CHITOSAN AS SOLID ELECTRODES MODIFIER-POLYMER

The first intention of this work was to produce a biosensor in which the glucose
oxidase enzyme was immobilized over electrode surface by means of a chitosan redox
polymer. The process of electron transfer mediation between the redox center of enzyme
and the electrode would be provided by means of the metal complex of redox polymer. It
started, them, from QTS"py[Fe (CN)s"™, a redox-polymer where chitosan (QTS) was
modified with piridil and [Fe(CN)s}>". This polymer was produced in the Departamento de
Quimica of Universidade de Santa Catarina being a red solid, soluble in 2% aqueous acetic
acid and having an iron content of 1,08 x 10°mol Fe/g of polymer. Many studies were
carried out concerning this metal-polymer: the pH influence in the voltammetric behavior,
the stability over light, time and temperature, the immobilization on electrode surface by
means of film formation and the coupling to glucose oxidase (voltammetric behavior as
glucose biosensor). The results obtained in this stage shows that the polymer loses its
hidrofilicity in pH 7, wielding to voltammograms having a decrease in the peak current and
increase in the displacement of peak potentials when compared to pH 3. Films formed over
glassy carbon and graphite loaded epoxi surfaces by dropping the polymer solution and
providing solvent evaporation, although stables to time light and temperature, didn’t adhere
well, being lost onto electrolyte solution. The coupling to glucose oxidase was not effective
either. This problem was explained by a polymer net charge calculation. Showing to be a
polianionic structure the available polymer wouldn’t be able to effective coupling with
another polianionic structure such as glucose oxidase.

This first step allows a better view of problem on electrode enzyme immobilization
by means of a chitosan redox-polymer and, taking in account that reached results are not
favorable to the use of QTS py[Fe(CN)s*” in the construction of glucose biosensor, the
aims of this work were turned to the synthesis of another chitosan redox-polymer that could
be very hydrophilic and cationic even on pH 7, its immobilization over a solid electrode

surface and its effective coupling to glucose oxidase.



The second step of this work is related to many studies on synthesis of a redox
polymer through reaction of chitosan with the Ru(bpy).Cl, complex. In almost all the
attempts, the reaction was conducted in homogeneous media using water as solvent, being
the aquation of the complex done by means of silver ion which is needed to displace chlorine
atom of coordination sphere. In heterogeneous media one study was carried out, using solid
chitosan and dimethylacetamide or dimethylformamide as solvent to the complex. In two
studies was experimented the synthesis in situ using a chitosan covalently modified vitreous
carbon electrode instead of free polymer in solution. In another three studies, taking in
account that Ru ITI, being harder than Ru II, possibly could be easily linked to NH; chitosan
group, it was experimented the synthesis of redox polymer in situ by reacting chitosan on
the gold or platinum electrode surface with water or dimethylacetamide as solvent for
complex. In these cases the potential was applied in such a value that could promote the
oxidation Ru II — Ru III in the complex. The ex situ prepared redox-polymer once
immobilized over vitreous carbon was studied by cyclic voltammetry. It was verified the
coupling between the ex situ prepared redox-polymer and glucose oxidase, both in solution.
It was studied the response to glucose of a biosensor prototype using an enzyme-redox-
polymer film. The reached results on this step shows that a cationic redox-polymer based on
a chitosan matrix and soluble in an aqueous neutral media, having mediation center of
Ru(bpy),Cl" and perfectly linkable to glucose oxidase could be obtained, through the
reaction of chitosan aqueous solution in the pH of 6 with Ru(bpy),CIOH,". Those conditions
of reaction must be maintained for 5 hours in the temperature of 70°C. Alternatively the
redox-polymer could be produced on the electrode surface itself. In this version, a chitosan
aqueous acid solution was dropped on the electrode surface and after solvent evaporation,
the electrode was dipped on a dimethylacetamide solution of Ru(bpy),Cl,. After this a
suitable potential was applied to the system in order to electrochemically produce Ru IIL
Those conditions were kept for 4 hours. The ruthenation degree obtained on this synthesis
was only 2%. This poor value probably was the cause- of a displacement on cyclic
voltammogram peak potentials not less than 100mV due of ohmic drop. The problem of
redox-polymer immobilization over the electrode surface was not solved in this step. A good

electrochemical signal after covalent immobilization of the ex situ prepared redox-polymer
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was not possible and the same result was achieved by reacting chitosan previously
immobilized over electrode surface. Such conclusions turned the work in the way of a new
synthesis pfoducing a redox-polymer -having higher Ru content. Probably this polymer
would produce a cyclic voltammogram nearer. of null peak potential displacement, intense
and stable currents. It was planned to use a complex where the metallic center had Ru III .
Once in this oxidation state ruthenium is harder than Ru II possibly it would have more
favorable reaction with the chitosan amino group. Besides this a harder ligand than
bipiridine was intended too, because this is related to lower E,, values and lower
interference. _ _

The third step of this work was the synthesis of a redox-polymer through the
reaction of chitosan with [Ru(NH;)sCl]Cl, and its voltammetric response to dissolved |
oxygen. Basically the ex situ in aqueous media synthesis follows the same strategy as
described for Ru(bpy),Cl,. After the displacement of chlorine atom in the coordination
sphere by silver ions, the complex was reacted with chitosan aqueous solution. This reaction
was carried out in both pH of 3 and 5 and the relative yield was measured by UV-Vis
spectroscopy. After dialysis purification the absolute yield was evaluated by ruthenation
degree determined by the mass spectrometry method. The prepared and purified redox-
polymer solution was evaporated over a metallic electrode surface and the electrochemical
behavior was evaluated by cyclic voltammetry. This polymer was covalently immobilized
over vitreous carbon. The voltammetric response to oxygen was compared for vitreous -
carbon, carbon paste and graphite loaded epoxi electrodes modified and non-modified with
the QTS-[Ru (NH3) s]*"** redox-polymer.

In spite of a favorable prediction to the Ru III complex, the aqueous synthesis using
[Ru(NH;)sOH,]** lead to a product having only 0,75% ruthenation degree, as obtained by
mass spectrometry. This result was obtained by working at pH 5, which has seen to be better
~than pH 3. When covalently immobilized over vitreous carbon surface the
QTS-[Ru(NH;)s]*"*" redox-polymer had an voltammogram that was far from ideal situation
expected for any surface immobilized specie but, in spite of this, it was discovered that this
electrode responded to oxygen in a way that is much more sensitive than the non-modified

electrode. This pattern of behavior was followed by the others carbon electrodes.



In the fourth step of this work it was constructed a tubular amperometric cell using
graphite loaded epoxi modified with the QTS-[Ru(NH;)s]*"*" redox-polymer as working
electrode. Usmg this cell a manifold -for FIA system was mounted and it was used for
dissolved oxygen determination in aqueous solution. The standardization was carried out by
the Winckler titrimetric method. In spite of the noise produced by small nitrogen bubbles,
the system operated at 30 samples per hour producing a sensitivity of 1,21pA / mgO, L™
and a correlation coefficient of 0,996. The limit of detection was 1,171mg L™ when common
nitrogen gas was used in the solution desoxygenation. A solution having 7,529mg O, L™
had given a signal which was not affected when was mixed a 4mg Cl, L solution. |

The fifth step of this work is concerned with the use of the QTS-[Ru(NH:)s]*"** polymer
as an oxi-reductase mediator. The tests were in the sense of construction of a biosensor
using dry sweet potato tissue (TBD) as a peroxidase source. This material was immobilized
on a carbon paste electrode and the voltammetric signal was studied in various electrode
configurations for increasing H,O, concentrations, using deoxygenated electrolyte. The
electrodes configuration were unmodified carbon paste electrode, a carbon paste electrode
containing only the QTS-[Ru(NH:)sP"** mediator polymer, a carbon paste electrode
containing only TBD and a carbon paste electrode containing TBD + QTS-[Ru(NH;)s]*"”
polymer. In order to establish a comparison with the mediation efficiency of the polymer
against oxygen, it was made one more essay using carbon paste electrode containing only
TBD in an O, saturated electrolyte. The obtained results were arranged in an analytical
calibration curves and shows linearity and sensitivity much better for the TBD + mediator

polymer case.

)
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CAPITULO 1- INTRODUCAO

1.1- Eletroquimica: voltametria e amperometria

| Ha dois grupos de técnicas eletroquimicas de especial interesse para os
propositos deste trabalho: a voltametnia ciclica € a amperometria. A estrutura eletroquimica
mais simples, relacionada aos nossos objetivos, é composta de um par de eletrodos
mergulhados em uma solu‘g:'a'xo. A energia elétrica aplicada a solugdo, via eletrodos, é
controlada através da diferenga de potencial elétrico, medida em volt, a eles aplicada.
Mudando a diferenga de potencial, muda também a energia e, quando esta energia atinge
valores apropriados, um processo redox pode ser induzido na solugdo. A corrente elétrica,
medida em ampéres, que atravessa o circuito ¢ determinada pela taxa em que 0s processos
redox ocorrem na interface eletrodo-eletrélito. Neste esquema simplificado, a voltametria
abarca o conjunto de técnicas em que avalia-se a corrente gerada em um sistema como o
descrito, durante uma varredura de potenciais aplicados aos eletrodos. A amperometria
consiste em medir a corrente produzida quando fixa-se o potencial em um valor, prévia e
criteriosamente escolhido. Neste caso, a corrente passa a depender de outras variaveis que
afetam a cinética dos processos redox, sendo a concentragdo da espécie eletroativa aquela de
interesse para a quimica analitica™™.

Quando se trata de estudar um processo redox, especialmente rica em informagdes é a
voltametria ciclica. Neste caso, ap0s transpor a regido de potenciais onde ocorre un)la oxidagdo
ou reducio, o sentido da varredura € invertido permitindo obter informagdes sobre a
reversibilidade dos processos. A escala de tempo do experimento é determinada pela
velocidade de varredura. Facil de realizar, a voltametria ciclica tornou-se ferramenta
imprescindivel quando se trata de caracterizar processos ocorrentes na superficie do eletrodo.

A seguir, apresenta-se discussio um pouco mais minuciosa destas técnicas,

principiando pela amperometria hidrodinimica.

1. Denaro, A. R.- Fundamentos de Eletroquimica. Editora Edgard Blucher, Sdo Paulo,1974.

2. Skoog and Leary- Principles of Instrumental Analysis. 4™ edition, Saunders Publishing, 1992.

3. Faulkner, L. R. - Journal of Chemical Education 60:4 (1983) 262.

4. Evans, D. H.; O’Connel, K. M,; Petersen, R. A_; Kelly, M. J.- Jounal of Chemical Education 60:4 (1983) 291.



Devido ao atrito com as superficies, um fluido que circula ao longo de um eletrodo

plano em um sistema em fluxo, apresenta um perfil de velocidade ilustrado pela Figura 1.
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Figura 1. Representac¢do esquematica dos vetores de velocidade de um fluido que
percola um tubo atravessado por um eletrodo.

Ou seja: a velocidade do fluido cai com a proximidade das superficies do tubo ou do eletrodo,
de tal modo que, na imediata superficie do eletrodo, ha uma camada estagnada, denominada
camada de difusdo de Nernst. Nesta regido, o acesso da espécie eletroativa ao eletrodo se
fara predominantemente por difusdo.

Supondo que o eletrodo esteja corretamente polarizado, a espécie eletroativa sofrera
redugdo ou oxidagdo, a fim de acomodar suas concentragGes das formas oxidada e reduzida
em acordo com a equagdo de Nernst. Resulta entdo um gradiente de concentragio da espécie
eletroativa que determina a migragdo da forma oxidada ou reduzida até a superficie do
eletrodo ou afastando-se dela. A espécie que foi gerada na superficie do eletrodo tendera a
afastar-se e a espécie reagente tendera a migrar de regiGes mais afastadas para a superficie.
Como a velocidade de difusdo € limitada pelo coeficiente de difusdo da espécie eletroativa,
sempre havera um gradiente de concentra¢do da espécie em solugdo. Este gradiente pode ser
avaliado pelas curvas a seguir, representando, inicialmente, o0 comportamento de eletrodo em

um sistema estatico (Figura 2).
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Figura 2. Perfis de concentragio de espécie eletroativa nas imediag¢des de um eletrodo
Cs - Concentragio na superficie do eletrodo.
C - Concentragdo no seio da solugdo
X - Distancia em relagdo a superficie do eletrodo.

8 1,2 - Camada de difusdo (regido em que o transporte ¢ por difusdo)

A corrente produzida é proporcional ao gradiente de concentragdo na superficie do
eletrodo, ou seja, a inclinagdo das curvas no trecho inicial., Esta inclinagdo cai com o tempo

(Figura 2), a corrente se comportando da mesma maneira. Isto é o que mostra a Figura 3.

Corrente
E aplicado

Tempo Tempo

Figura 3. Potencial aplicado e corrente resultante



Para um sistema em fluxo, os perfis de concentragdo mostrados se modificam, pois a
camada de difusdo ¢ muito mais estreita. Entdo o tempo deixa de ser importante, os perfis
apenas mudam com o potencial aplicado. Em um potencial suficientemente negativo para
reduzir virtualmente toda a forma oxidada da espécie eletroativa (Cs/C = 1/1000, por

exemplo), o perfil de concentragio torna-se como ilustrado na Figura 4.

Concentracio da

Espécie Eletroativa | v 1ada Estagnada Convecgio
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Figura 4. Perfil de concentragdes em potencial tal que haja apenas uma das
formas da espécie eletroativa.

Agora, a corrente alcangara um estado estacionario limitado pela velocidade de difusdo da
forma oxidada da espécie eletroativa, por sua vez diretamente relacionada com o gradiente de
concentragdo Jc/0x, (inclinagdo no trecho inicial da curva). Para um eletrodo plano de

pequenas dimensdes chega-se a°

nFADC
)

i=nFADéfc/0x ou i=

Onde:
1= cofrente em A

n = mols de elétrons / mols do analito

2. Skoog and Leary- Principles of Instrumental Analysis. 4™ edition, Saunders Publishing, 1992.



F = o0 nimero de Faraday = 96485C / mol de elétrons
A = area do eletrodo em cm’

D = Coeficiente de difusio em cm’s™

& = camada de difusdo de Nernst em cm

~ -3
C = concentragdo em mol cm

Para diferentes concentragdes da espécie eletroativa em um mesmo sistema,
permanecerdo constantes nFDA / 3, de tal modo que a corrente, nos sistemas em fluxo com
eletrodo polarizado a um potencial fixo, varia linearmente com a concentragdo da espécie

eletroativa no seio da solugio (Figura 5).

corrente

corrente = K . concentracio

K =nFDA/ &

concentragio

Figura 5. Linearidade de corrente versus concentra¢do da espécie eletroativa, obtida em
potencial definido.



A Importancia do Eletrélito de Suporte

Em sistemas eletroliticos, as correntes podem ser de natureza muito distinta,
normalmente agrupadas em duas categorias: correntes faradaicas e ndo-faradaicas.

I - Correntes faradaicas. Associadas a conversio quimica do analito, estas correntes
sdo sempre limitadas pelo fluxo desta espécie ao eletrodo, ou seja, pela velocidade de
transporte de massa da espécie eletroativa, pois a conversdo da forma oxidada na reduzida (ou
vice e versa) na superficie do eletrodo € sempre um processo mais rapido que o fluxo do
analito até ali. O transporte de massa até o eletrodo ocorre de trés modos diferentes,
simultdneos e contribuindo para ele em maior ou menor grau: a) eletromigragdo (ions
carregados atraidos por um eletrodo carregado, determinada pelos niimeros de transporte dos
ions, por sua vez dependentes de suas cargas, concentragdes e mobilidades'™ ; b) convecgio
(agitagdo da solugdo, gradiente de densidade e temperatura) e c) difusdo (esta limitada pelo
gradiente de concentragio).

O transporte de massa convectivo praticamente inexiste na camada de Nernst, mas o
transporte eletromigrativo sim, podendo introduzir muitas complicagdes no tratamento tedrico

apresentado na segdo anterior. Para evitar este problema, introduz-se o eletrélito de suporte

com ions muito méveis (K+, Cr, H;O" etc.) em concentragdes muito maiores que o analito
(tipicamente 100 vezes maiores; 10™ mol L™ para o eletrdlito de suporte e 10°mol L para o
analito). Deste modo, anulando a componente migrativa do analito, resta apenas a componente-
difusional e a equagdo de corrente difusional desenvolvida na se¢io anterior, passa a descrever

razoavelmente bem os sistemas de amperometria hidrodindmica.

II - Correntes ndo-faradaicas (capacitivas). Estas t€m apenas a componente devido a
eletromigra¢do necessaria para formar uma dupla camada elétrica sobre o eletrodo de trabalho.
Assim que aplicamos uma diferenga de potencial, mesmo em regido na qual ndo ha espécies

eletroativas, momentaneamente aparece uma corrente que logo cai a zero (Figura 6).

1. Denaro, A. R.- Fundamentos de Eletroquimica. Editora Edgard Blucher, Sdo Paulo,1974.

2. Skoog and Leary- Principles of Instrumenttal Analysis. 4™ edition, Saunders Publishing, 1992.

3. Faulkner, L. R. - Journal of Chemical Education 60:4 (1983) 262.

4. Evans, D. H:; O’Connel, K. M.; Petersen, R. A_; Kelly, M. J.- Joumal of Chemical Education 60:4 (1983) 291.



E aplicado

Tempo

Corrente

Figura 6. Correntes nao-faradaicas a potencial constante.
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Isto acontece porque, assim que o eletrodo é carregado, atrai para si os ions do

eletrolito de suporte de carga oposta, repelindo os de mesma carga. Tais ions logo se arranjam

em torno do eletrodo, parando de se movimentar. Ao pararem, geram uma estrutura de carga

em volta do eletrodo conhecida como dupla camada elétrica: uma camada compacta de ions

fortemente aderidos ao eletrodo, na qual o potencial cai linearmente com a distdncia € uma

camada difusa, na qual o potencial cai exponencialmente com a distdncia em relacdo ao

eletrodo’™ (Figura 7).
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Figura 7. Estrutura de carga na regido vizinha ao eletrodo e curva do potencial

elétrico x distancia em relagdo ao eletrodo: a dupla camada elétrica.

1. Denaro, A. R.- Fundamentos de Eletroquimica. Editora Edgard Blucher, Sdo Paulo,1974.
2. Skoog and Leary- Principles of Instrumental Analysis. 4™ edition, Saunders Publishing, 1992.

3. Faulkner, L. R. - Journal of Chemical Education 60:4 (1983) 262.
4. Evans, D. H.; O’Connel, K. M,; Patersen, R. A; Kelly, M. J.- Journal of Chemical Education 60:4 (1983) 291.



Se, em lugar de se manter constante, o potencial do eletrodo for varrido (mudado com o

tempo), havera uma continua migragéo i6nica, resultando numa corrente variavel (Figura 8).

Eapl. i

—

Tempo Tempo

Figura 8. Correntes nao-faradaicas a potencial variado.

Como se pode observar, em termos qualitativos ndo ha diferengas no modo como
surgem as correntes faradaicas e ndo-faradaicas. Deste modo, é preciso introduzir diferengas
quantitativas, pois apenas as correntes faradaicas deverdo estar associadas ao analito. Na
voltametria, a corrente ndo-faradaica (também chamada capacitiva) deve ser reduzida a um
minimo, de modo que sempre seja pequena em relagdo a corrente faradaica difusional. Na
amperometria, ¢ possivel obter bons resultados, aguardando-se um certo tempo apds a
aplicagio do potencial’. Resultados favoraveis tem sido obtidos na voltametria usando
eletrodos de pequenas dimensdes (culminando com os ultramicroeletrodos, UME®) pois,
embora a corrente difusional também caia com a area do eletrodo, aumenta-se a relagdo
corrente faradaica/corrente capacitiva. A voltametria de pulso diferencial é também
desenvolvida para maximizar a relagdo corrente faradaica/corrente capacitiva. Caso oposto
observa-se na condutimetria onde, para evitar os processos eletrodicos, busca-se maxima
corrente cépacitiva e minima corrente faradaica. Neste ultimo caso, nio ha a componente
difusional, procura-se tornar constante a componente convectiva e avalia-se entdo a

componente eletromigratéria, associada ao que se deseja quantificar: o conteudo i6nico total.

5. Bertotti, M. e Pletcher, D.- Anais da Associagio Brasileira de Quimica 46:3 (1997) 189.
6. Correia, A. N.; Mascaro, L.H.; Machado,S.A S.; Mazo,L.H.; Avaca, L.A.- Quimica Nova 18:5 (1995) 475.



Voltametria Ciclica

Considere-se uma solugdo ndo agitada, na qual se submerge um eletrodo de trabalho
ndo rotatorio ou gotejante, ou seja, um eletrodo estacionario. Admita-se, na solu¢do, uma
espécie eletroativa com concentragdo 100 vezes menor que o eletrélito de suporte. O sinal de

excitagdo indicado & esquerda, acarreta o voltamograma indicado a direita (Figura 9).

Eapl. i

Tempo Eapl.

Figura 9. Corrente obtida ao variar o potencial em regido de espécies eletroativas: voltametria.

‘Este pico é obtido porque ha dois fatores simultineos afetando o gradiente de
concentragio da espécie eletroativa, e por consequiéncia a corrente: um, ja visto, € o tempo - 0
gradiente de concentragdo cai com o aumento do tempo; o outro € o potencial aplicado, que

reacomoda a relagdo C/Cs de acordo com a equagdo de Nernst (Figura 10).

CJ/C
1,0
08 -1/ E E, E;=K + RT/zF In C/C;
0.6
0.4 : Oi € a espessura da camada de
difusido
0,2 - 51 62

Distiancia do eletrodo

Figura 10. Perfis de concentragio da espécie eletroativa em valores de potenciais que alteram a
relagdo entre as formas oxidada e reduzida. No potencial E,, a relagdo entre a concentragao da espécie
na superficie do eletrodo(C;) e no seio da solugdo(C) € de 0,7, tal como determina a equagdo de
Nemst. Ja no potencial E,, essa relagdo muda para 0,2 e s6 se torna igual a unidade a uma distancia
maior da superficie do eletrodo.
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Observando ‘os graficos das Figuras 2 e 10, .percebe-se que, com o tempo, a espessura
da camada de difusdo cresce (0 que tende a diminuir o gradiente de concentra¢do) e o
potencial; mudando a relagdo Cs/C desde 1 até zero, aumenta o gradiente até o limite em que
ndo hd mais substdncia eletroativa na superficie do eletrodo, quando o gradiente se torna
constante. Como a espessura da camada de difusdo cresce continuamente, observa-se um
maximo de corrente até o momento em que virtualmente toda a espécie presente na superficie
do eletrodo ¢ eletrolisada e, dai por diante, uma queda na corrente (como conseqiiéncia do
aumento de §). Se, agora, o potencial crescer até um maximo e, em seguida for diminuido, de
tal forma que o sinal de excifagﬁo seja o da esquerda da Figura 11, obtém-se o voltamograma

ciclico a direita.

AE wsr
(mV) CORRENTE (pA)

INCLINACAO :
50 mVs? 05t

00

05k

/N
Ec ipe

SR

1 L [ S'Y 1

200 0 200 400 600 80
POTENCIAL (mV vs. ECS)

Ea

TEMPO (s)

Figura 11. Se o potencial for ciclado como mostra a esquerda, a corrente se
comportara como a direita, desde que haja uma espécie cujo E° situe-se
naquela regido: voltametria ciclica.
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Este segundo pico (invertido em relagdo ao primeiro) deve-se exatamente a0 processo
inverso: a espécie recém oxidada pode ser reduzida novamente, gerando a espécie inicial nas
imediagdes do eletrodo.

‘A voltametria ciclica é, por exceléncia, a ferramenta para estudar uma série de
processos eletroquimicos como, no nosso caso, eletrodos modificados por polimero redox.
Segundo Bard’: "Apos a superficie de um eletrodo ter sido submetida a um tratamento
adequado, € preciso provar que esta superficie realmente tenha sido modificada e estudar as
propriedades e a natureza da superficie. Uma vez que se lida com uma quanﬁdade de material
muito pequena, técnicas mais sensiveis sdo requeridas. Geralmente deseja-se saber a
quantidade de material na superficie, com que facilidade se pode reduzir ou oxidar o0 material,
qual é a composi¢do e estrutura e quais sdo suas outras propriedades quimicas e fisicas".

"Mesmo quantidades minimas como monocamadas de material podem ser analisadas
eletroquimicamente, uma vez que pequenas correntes podem ser medidas muito facilmente e,
pela lei de Faraday, 10 mols de material sdo equivalentes a 10 microcoulomb (n=1). Assim, a
voltametria ciclica de uma monocamada de material, mostra um pico com uma area equivalente
a quantidade de material imobilizado na superficie do eletrodo. A localizagdo do pico no eixo
de potencial é uma medida direta do potencial redox do par na superficie. Freqiientemente,
este potencial é muito proximo daquele encontrado para o mesmo par em solugdo. Para
camadas mais espessas, a resposta eletroquimica mostrara areas maiores, representando maior
quantidade de material sobre o eletrodo. Uma inspe¢do detalhada da natureza da resposta e da
forma das curvas, pode conter informagdo sobre interagdes quimicas no filme, a velocidade e
mecanismo do transporte de carga através dele".

InformagGes também valiosas se pode obter usando diferentes velocidades de
varredura®, ou fazendo ciclos sucessivos nas mesmas condi¢des’. Por sua natureza
exploratéria, a voltametria ciclica estd para a amperometria como os espectros de absorgdo
molecular estdo para a espectrofotometria. E na varredura de potenciais que se escolhe o
potencial apropriado para a amperometria, da mesma forma que o Amax. é escolhido na

varredura espectral.

7. Bard, A J.- Jounal of Chemical Education 60:4 (1983) 302.
8. Paul, H.J.; Leddy,J.- Analytical Chemistry 67 (1995) 1661.
9. Shigeara, K.; Oyama, N.; Anson, F.C.- Journal of American Chemical Society 103 (1981) 2552.
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Tratamento teorico das correntes na voltametria ciclica
A corrente de pico na voltametria ciclica ¢ dependente de uma série de variaveis, de
acordo com a equagdo de Randles-Sevcik (valida para processos reversiveis ocorrendo na

temperatura de 298K):

igico = 2,69 x 10° n*? ADY C v'?

Sendo: v =velocidade de varredura de potenciais em V s’

n = mols de elétrons/mol de analito

ipico = corrente de pico em A

A = area do eletrodo em cm’

D = coeficiente de difusdo do analito em cm’ s™

C = Concentragio do analito em mol cm™

Um par redox que rapidamente troca elétrons com o eletrodo, regenerando
integralmente a espécie inicial apds reversdo do potencial é chamado de par reversivel. Alguns
critérios de reversibilidade podem ser estabelecidos diretamente dos voltamogramas ciclicos.

Em primeiro lugar, as correntes de pico catddica e anddica devem ser iguais:

_illfl-:l

Sendo: ipa = corrente de pico anddica

ipc = corrente de pico catodica
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Quanto aos potenciais, o valor do E’emsié importante,

2

ou seja, o potencial padrdo situa-se a igual distancia entre Epa (potencial de pico anodico) e

Epc (potencial de pico catddico).

AE = 592 mV  (25°C)

Um par redox reversivel fornece sendo,

n

AE = [Epa - Epc] e n=mols de elétrons/mol de analito.

Assim, qualquer barreira difusional ou reagdes acopladas que determinem uma lenta
transferéncia de elétrons do/para o eletrodo, aumentara a separag@o entre 0s picos.

E importante ressalvar que a situagio ideal de AE = 59,2mV é valida para espécies
eletroativas em solugfo. Para espécies imobilizadas na superficie, uma vez que ndo ha difusdo
para longe do eletrodo, o AE, idealmente, sera zero.

Se aplicavel na descri¢do de um evento eletroquimico, a equagdo de Randles-Sevcik
podera permitir inferigdes muito interessantes. Realizando a voltametria em diferentes
velocidades de varredura e colocando-se em grafico a corrente de pico vs. (velocidade de

/.
varredura)?

, a obtengdo de linearidade permite concluir que o sistema comporta-se de acordo
com a lei de Randles-Sevcik e, portanto, € controlado por difusdo. O coeficiente angular da

reta obtida € igual a

269x10°n? AD" C
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de modo tal que se pode obter uma destas grandezas, se conhecemos todas as outras. Assim, a
voltametria de solugSes de ferrocianeto, padrdo bem conhecido na eletroquimica, permite
calcular a area efetiva do eletrodo, pardmetro distinto da area geométrica. A determinacdo dos
coeficientes de difusdo também pode ser feita € a aplicagdo analitica € bem evidente, pois a
corrente de pico ¢€ diretamente proporcional a concentragdo. Novamente é preciso ressalvar
que a linearidade entre corrente e raiz quadrada da velocidade de varredura nio ocorre para
espécie eletroativa imobilizada na superficie do eletrodo. Neste caso, a linearidade é entre
corrente e .velocidade de varredura’. Comparando a equagdo de Randles-Sevcik com a de
Nernst, fica bem claro a vantagem analitica da voltametria sobre a potenciometria. Enquanto
na pﬁmeira, a variavel dependente (corrente de pico) € proporcional a concentragdo, na ultima,

a variavel dependente (diferenga de potencial) € proporcional ao logaritmo da concentragéo.

5. Bertotti, M. e Pletcher, D.- Anais da Associagiio Brasileira de Quimica 46:3 (1997) 189.
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1.2- Quitina, quitosana e suas possibilidades eletroquimicas

A quitina é um polimero natural de massa molar média em torno de
2,5 x 10°g.mol™; sendo o principal constituinte do exoesqueleto de insetos e crustaceos
como baratas, camardes, siris, etc. Este biopolimero também comparece em certos fungos
e na estrutura esquelética dos lulas, chamada popularmente de "pena do lula". O processo
de extragdo e purificagio, partindo de residuos solidos da industria pesqueira
(consequentemente importante do ponto de vista ambiental) € simples, consistindo na
eliminagdo de carbonato de calcio, pigmentos (melaninas e carotendides) e proteinas.
Embora ja haja processos mais modernos, menos dispendiosos em tempo e originando

um produto de qualidade superior, apenas como ilustragdo, apresenta-se o esquema da

. 10
Figura 127 [~ CASCAS DE CARANGUEJOS
Quitina, CaCQ;, Proteinas, Pigmentos
Rejeito EDTA
pH 10
25°C
y A 4
Porg¢do Soluvel Porgio Sélida
CaEDTA e Quitina, Proteina, Pigmentos
eito 2
Rejeito Enzima Proteolitica, por
ex. Papaina em pH 5,5-6
37,5°C por 60 horas
4 y
Porgio Solavel Porcdo Sélida.
Residuos de Quitina, Proteina residual, Pigmentos
Rejeito 3 Dodecilbenzeno sulfonato
de sédio :
Porgdo Soluvel Porgdo Sdélida
Proteina Quitina, Pigmentos etc.
Rejeito 4 H,O,
Extra¢do com H,0.a 100°C
Extracdo com EtOH, EtOEt
>V A
Porc¢do Soluvel QUITINA PURIFICADA
Etc.

Figura 12. Preparagdo de quitina.

10. Muzzarelli, R.A.A.- Chitin. 1* edition, Pergamon Press Ltd. Oxford, England, 1978. Pigina 91
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A quitina e seu analogo desacetilado, a quitosana, apresentam muitas aplicagdes
em diversos dominios tecnologicos: como polieletrolito na floculagdo de coldides; como
material isolante em transformadores de tensdo elétrica; como fase estacionaria em
cromatografia; como extrator de ions metalicos; na dietética, como inibidor da absorgédo
de lipidios; como condimento alimentar, na geragdo do sabor tostado; como formador de
filme adesivo, como aditivo de fumo e cosméticos, como formador de membrana
fotografica ou de permeabilidade seletiva e outras. Este trabalho foca as possiveis
aplicagdes analiticas de quitosana, como polimero modificador de eletrodos: enzimaticos
‘€ n30-enzimaticos.

Muitas das propriedades fisico-quimicas da quitina podem ser diretamente

relacionadas a estrutura de sua unidade monomérica, representada na Figura 13.

Figura 13. Estrutura da quitina 100% acetilada

Portanto, o polimero pode ser quimicamente chamado de poli N-acetil D-
glicosamina, ou mais rigorosamente, (1—4)-2-acetamido-2-desoxi--D-glicano. A
observagdo desta estrutura conduz a algumas considera¢Ges interessantes do ponto de

vista do presente trabalho.
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Celulose e quitina

A primeira constatagdo € a similaridade existente entre a quitina e um outro
poliglicidio constituinte do "esqueleto” dos vegetais, a celulose. Realmente, a diferenga
essencial reside no grupo amino N-substituido por acetil, ausente no caso da celulose.
Fica bastante claro a semelhanga funcional entre os -dois polimeros, colocados na
natureza com a finalidade primeira de fornecer rigidez aos vegetais, insetos, crusticeos

etc.

Quitina e quitosana

Outro ponto impoi‘tante, diz respeito a condi¢do imposta inicialmente de um
polimero 100% acetilado. Na natureza isto ndo ocorre e, toda quitina apresenta, em um
pequeno grau, unidades monomeéricas nas quais o nitrogénio ndo apresenta o0 grupamento
acetil, estando, portanto como nitrogénio aminico NH; . E exatamente ai que existe a
articulagdo com um polimero correlato, artificialmente produzido a partir da quitina, a
quitosana. Quando se trata a quitina (espécie em que comparecem em grande niimero
unidades monoméricas acetiladas) por. solugdes aquosas concentradas de hidroxidos
idnicos, ocorre em graus variados, a desacetilagdo do polimero (Figura 14). Quitosana,
portanto, € o nome vulgar atribuido genericamente ao polimero no qual a contribui¢io de
unidades monoméricas contendo o grupamento NH; € suficiente para tornar. o polimero

solavel em acidos fracos diluidos.

/ W / w
CH,OH CH,OH
+OH H
o—t — 2 | oy o
- CH;COO /
/ H

H NHCOCH;| n H NH, n

\ 7 \ /

Figura 14. Desacetilagdo de quitina
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Fica claro, portanto, que ndo ha uma separagdo rigida entre estes dois polimeros,
uma vez que ndo se tratam aqui de substincias diferentes, mas de diferentes materiais.
Todavia, € possivel langar m3o de condigBes tais que produzam uma quitosana 100%
desacetilada, espécie ' chamada de poli D-glicosamina ou, mais rigorosamente, de -
(1->4)-2-amino-2-desoxi-f-D-glicano. Outra diferenga entre quitina e quitosana é a
massa molar média. Durante o aquecimento necessario ao processo de preparagio da
quitosana, inevitavelmente ocorre um certo grau de degradagdo da matriz polimérica,
com perda de viscosidade das solugdes do polimero, associada a diminui¢io da massa
molar ‘média. Assim, a literatura'® reporta para a quitina 2,5 x _106 g mol’ e para a
quitosana 4 x 10° g mol™’. E muito interessante mencionar aqui o trabalho de Domard e
Rinaudo'®, mostrando o alargamento dos picos de cromatografia de permeagio por gel
para solugdes de quitosana, em determinagdes realizadas com 48h de intervalo. Os
autores descrevem este efeito como envelhecimento de quitosana e justificam a mais larga
distribui¢do de massas molares por um processo de aglomeracdo de cadeias do polimero.

Ha varios processos de preparagdo de quitosana a partir de quitina descritos na
literatura. Em quase todos, a obtengio de um elevado grau de desacetilagio custa o prego
de diminui¢io da massa molar média. Em suas extensas revisdes, Muzarelli'®"! descreve
todos estes processos. Por exemplo, Fujita recomenda misturar 10 partes (em peso) de
quitina, 10 partes de NaOH 50% m/v e 100 partes de parafina liquida, e, sob agitagdo,
aquecer por 2h a 120°C. Verter em agua fria, filtrar e lavar, resultando num produto 92%
desacetilado (a massa molar média nio é relatada). Quando ndo houver interesse na
quitina em si, pode-se usar o procedimento de Peniston e Johnson aquecendo as
estruturas esqueléticas, com solugdo de NaOH.

Da mesma forma que é possivel preparar quitosana a partir de quitina, é também
posswel havendo interesse, acetilar quitosana por anidrido acético em metanol'?,

obtendo assim quitinas diferenciadas em fun¢do do tempo e concentragdo do reagente.

10. Muzzarelli, R.A.A.- Chitin. 1* edition, Pergamon Press Ltd. Oxford, England, 1978.

11. Muzzarelli, R.A.A.; Jeniaux,C.; Gooday,G.W.(ed.) - Chitin in Nature and Technology. Plenum Press. New York, 1986.
12. Hirano, S.; Ohe, Y.; Ono, H.- Carbohydrate Research, 47 (1976) 315.

18. Domard, A.; Rinaudo, M.- Polymer Communications, 25 (1984) 55.
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Solubilidade, hidrofilicidade e inchamento

Observando a estrutura da unidade monomérica de quitina/quitosana ¢ imediato
inferir-se uma grande afinidade pela agua. Mas a solubilidade em- agua ndo € tdo direta,
devido ao elevado grau de polimerizagdo. Realmente, glicose, sacarose e outros glicidios
de baixa massa molar sio muito soliveis em agua, mas amido e celulose, ndo. Esta
hidrofilicidade que ndo resulta em solubilidade, manifesta-se através de um inchamento
(ou entumecimento) do polimero em presenga de agua, fendmeno bem conhecido em
todos os polimeros que tém afinidade pelo solvente, aquoso ou ndo. O calor de
inchamento de quitina (seca a 105°C) é cerca de 12 cal g, semelhante ao das fibras de
celulose'®, de 17 cal g’ . Por causa desta afinidade por agua, verifica-se grande
dificuldade de secagem de quitina ou quitosana. Todavia, curiosamente, uma vez obtido o
produto seco, ¢ bastante lento o seu processo de reabsor¢io de agua.

Esta grande hidrofilicidade de quitina/quitosana € muito vantajosa em relagdo a
outros polimeros, para certas aplicagdes em meio aquoso. Por exemplo, para imobilizar
glicose oxidase em matriz polimérica, Adam Heller" precisou fazer uma série de
modificages quimicas na sua matriz, com o Unico proposito de torna-la mais hidrofilica
e, consequentemente, mais afim com a enzima e com os fluidos biolégicos onde iria
atuar.

Mas ndo ¢ muito facil solubilizar quitina/quitosana. A solubilidade da quitina,
vvaria um pouco de acordo com a procedéncia do polimero, mas, via de regra, ela ¢
soliivel em: hexafluoroisopropanol; hexafluoroacetona; 2-cloropropanol e outros alcoois
clorados; acido formico 88 a 100% e também uma mistura de dimetilacetamida + cloreto
de litio. Quanto a quitosana, sua solubilidade em agua € determinada pelo pH. Nas
solugdes aquosas acidas, protons deslocam-se do ion hidroxdnio para o grupamento NH,
da matriz polimérica, produzindo entdo um polication. A base conjugada do acido
empregado torna-se entfio o contra-ion dos grupamentos NH;". A presenca de uma carga
efetiva na estrutura e a mitua repulsdo entre as cadeias do polication, determinam a

dissolu¢do do material. Varios acidos, organicos ou minerais, podem servir a este

10. Muzzarelli, R.A A - Chitin. 1* edition, Pergamon Press Ltd. Oxford, England, 1978.
13. Heller, A.- The Journal of Physical Chemistry 96:9 (1992) 3579.
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proposito, sendo o mais usado acido acético em solugdes aquosas de concentragdes
variaveis entre 2 ¢ 20 %. E vital manter em mente o pKa da quitosana protonada.
Situando-se em 6,3 ¢ importante considerar que, neste valor de pH, metade dos grupos
NH; estdao protonados, sendo, portanto, abaixo deste valor que se deve esperar boa
solubilidade do polimero. Elevando-se o pH a valores acima do pKa, diminui-se a
hidrofilicidade, alcangando-se um momento no qual o polimero precipita. Em principio, o
N do grupo acetamido também pode ser, em algum grau, protonado, mas isto nfo é o

suficiente para solubilizar quitina em acidos diluidos.

Conformagdes da quitina/quitosana

Voltando a considerar a estrutura monomeérica da quitina/quitosana, percebe-se a
possibilidade de ligagGes de hidrogénio, intramoleculares (Figura 15) e intermoleculares.
Pode-se inferir que tais ligagdes conduziriam a um enovelamento estrutural da matriz
polimérica, por sua vez ja entropicamente favoravel mesmo em outros polimeros

estruturalmente bem mais simples’’.

Figura 15. Ligag¢des de hidrogénio que provocam o
enovelamento conformacional em quitina/quitosana.

Citado por Muzzarelli'*, Vincendon estudou tais efeitos, por RMN de prétons,
para solugdes de quitina em dimetil acetamida-LiCl e por difra¢do de raios x, para quitina
sOlida. As conformagdes da quitosana s3o ainda mais complexas. As ligagdes de
hidrogénio sem divida desempenham seu papel, pois o desenvelopamento estrutural,
verificado nas proteinas pela adi¢do de uréia, e atribuido a atenuagdo das ligagGes de

hidrogénio, inter e intramoleculares, também ocorre na quitosana'’. Mas ha outros fatores

13. Heller, A.- The Joumnal of Physical Chemistry 96:9 (1992) 3579.
14. Muzzarelli, R. A A ; Jeniaux,C.; Gooday,G.W.(ed.) - Chitin in Nature and Technology. Plenum Press. New York, 1986. Pigina 343.
15. Muzzarelli, R.A. A ; Jeniaux,C.; Gooday,G.W.(ed.) - Chitin in Nature and Technology. Plenum Press. New York, 1986. Pigina 341.
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a serem considerados, relacionando entre si o pH, a for¢a idnica, a concentragio do
polimero e o seu volume hidrodindmico. "Em altas concentragdes as moléculas de
quitosana estdo proximas e os contra-ions (do grupo NH;") nio abandonam o dominio
molecular; em baixas concentragdes, os contra-ions se difundem para longe do dominio
molecular. A carga efetiva cresce e (devido & alta repulsio) o polimero torna-se mais
estendido” 'S Eéte é o chamado efeito polieletrdlito. Ele esta associado ao aumento do
volume hidrodindmico do polimero, a uma viscosidade alta em relagdo a concentragio, e
pode ser completamente anulado pelo aumento da for¢a idnica do meio, pois,
inversamente, havera diminui¢do da carga efetiva do polication, favorecendo uma
estrutura mais enovelada ¢ de menor volume hidrodindmico. Mais radical sera o efeito
do pH. A medida que o pH se eleva, os grupos NH; " se desprotonam, e rapidamente cai a
carga efetiva. Prevalecem, entdo as forgas intramoleculares de ligagdo de hidrogénio que
provocam enovelamento da estrutura.

Citados por Muzzarelli'’, Hwang, Rha e Sinskey usaram os fatores que afetam a
conformagio da quitosana para produzir membranas de resisténcia mecanica e porosidade
variaveis. O gréafico da Figura 16 foi construido com dados deste trabalho e mostra a
influéncia do pH e forga idnica sobre a viscosidade de solu¢des de quitosana. A Figura 17
‘mostra, de modo esquematico, as mudangas conformacionais do polimero, associadas as

variagdes de porosidade das membranas de quitosana preparadas pelos autores.

16. Muzzarelli, R. A A.- Chitin. 1" edition, Pergamon Press Ltd. Oxford, England, 1978. Pagina 81.
17. Muzzarelli, R. A A.; Jeniaux,C.; Gooday,G.W.(ed.) - Chitin in Nature and Technology. Plenum Press. New York, 1986. Pagina 389.
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Figura 17. Diferentes conformagdes de cadeias poliméricas de quitosana controlam a porosidade
de membranas. Da esquerda para a direita a porosidade das membranas aumenta, através da
elevagdo de pH e/ou forga idnica, devido ao enovelamento das cadeias.




23

Sendo assim, € importante considerar que a quitosana em solu¢do pode assumir
diversas conformagdes na dependéncia de pH, forga iGnica e concentragdo do polimero.
A adi¢@o de uréia pode favorecer conformagdes mais distendidas, pela inibigio das
ligagdes de hidrogénio®’.

Domard ¢ Rinaudo'® mencionam o efeito bastante notivel do NH,CH;COO
0,05 mol L™ sobre a viscosidade de solugdes de quitosana, associando este eletrolito a
conformagdes mais estendidas, mesmo em pH 7. Os autores explicam o efeito especial
deste sal, considerando sua forte associagdo ao polimero, alta solubilidade do ion acetato

em 4gua e o efeito inibidor sobre liga¢des de hidrogénio promovido por ele.

15. Muzzarelli, R. A A.; Jeniaux,C.; Gooday,G.W.(ed.) - Chitin in Nature and Technology. Plenum Press. New York, 1986. Pagina 341.
18. Domard, A_; Rinaudo, M.- Polymer Communications, 25 (1984) 55.
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Imobilizacdo e acoplamento de quitina/quitosana

Ha varias estratégias de imobilizagdo de quitina/quitosana, quase sempre partindo de
solugdes aquosas de quitosana, e conduzindo a diferentes resultados: monocamadas ou
multicamadas moleculares; filmes, géis ou moléculas em solugio; diminuindo ou mantendo o
grau de hidrofilicidade; comprometendo ou nio os grupamentos NH,. A escolha dependera da
finalidade pretendida.

a) Imobilizagdo por formagio de filme aderente a superficie. Quando o polimero
imobilizado for trabalhar a seco, pode-se langar mdo da capacidade filmogénica de
quitina/quitosana. A solugio 4cida de quitosana pode ser gotejada sobre a supérﬁcie €
simplesmente aguardar que seque por evaporagdo da 4gua e/ou do 4cido acético. Pode-se,
também, expor a superficie umedecida pela solugdo a NH; gasoso, que, provocando
desprotonamento dos grupamentos amino, conduzira a insolubilizagdo do material
polimérico". No caso de quitina, usa-se a solu¢do do polimero em DMA+LICl e, como agente
coagulante, 2-propanol ou acetona'”.

b) Imobilizagdo por adsor¢do. A elevada massa molar média de quitina/quitosana
permite prever a possibilidade de forte adsor¢io sobre superficies'>?. Todavia, a observagdo
da estrutura da unidade monomérica de quitina/quitosana, revelando auséncia de liga¢Ges & e
presenga exclusiva de elementos com atomos de pequeno tamanho como C, H, O e N, permite
considera-la polar e dura, aqui considerando a classificagio de 4cidos e bases de Pearson®’.
Desta maneira, pode-se inferir que interagdes efetivas sO ocorrerdo com estruturas também
polares e duras. De fato, uma solugdo de quitosana que tenha sido colocada em um frasco de
vidro (uma estrutura dura e polar) e ali evapoi'ada, deixa um filme t3o aderente que sO pode ser
extraido por enérgica raspagem. Por outro lado, a mesma operagio feita em frasco de
polipropileno (apolar embora duro), origina um filme que solta-se por si. Por estas mesmas
consideragdes pode-se entender o intenso ancoramento de outros polimeros como poli-
vinilpiridina (estrutura apolar, rica em orbitais 7 deslocalizados, e, portanto, tipicamente mole)
sobre eletrodos de grafite (apolar e mole), por simples adsorgio fisica>*®. De modo
inversamente analogo, nido se consegue ancoramento efetivo de monocamadas de quitosana

sobre eletrodos de carbono®.

9. Shigeara, K.; Oyama, N.; Anson, F.C.- Journal of American Chemical Society 103 (1981) 2552.
17. Muzzarelli, R. A A ; Jeniaux,C.; Gooday,G.W.(ed.) - Chitin in Nature and Technology. Plenum Press. New York, 1986. Pagina 389.
19. Heller, A.- Acc. Chem. Res. 23 (1990) 128.
20. Oyama, N. and Anson, F.- Journal of the Americam Chemical Society 101:13 (1979) 3450.
21. Pearson, R. G.- Joumnal ofthe Americam Chemical Society 85:22 (1963) 3533.
22. Kuraudhi, Y.; Tsuromort, E.; Ohga, K.- Bulletin of Chemical Society of Japan. 62 (1989) 1341.
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c¢) Imobiliza¢do por reticulagido. Esta estratégia consiste em aumentar a massa molar
média pelo intercruzamento de cadeias poliméricas vizinhas através de um reativo bifuncional -
atuante sobre os grupos amino, sendo glutaraldeido o mais empregado para este fim. O

esquema reacional é

o H QIS —N H
\(i_‘/ . Hy N—-QTS \?/
(+x|:uz)3 + _— (?H2)3
C C
Vi - _—
O/ \H . Hy N QTS QTS —N/ \H

QTS representa a matriz de quitosana

Este sistema foi empregado para imobilizar quitosana na superficie de um eletrodo de
carbono vitreo e, sobre o gel assim produzido, ancorou-se entdo lactato oxidase. Desta
maneira, um biossensor para lactato foi produzido”. Todavia, como a aderéncia sobre o
eletrodo base ndo € boa, o gel polimérico contendo a enzima pode soltar-se como um todo.

d) Imobilizagdo covalente de camada monomolecular. Um ancoramento bastante
efetivo de quitosana sobre superficies eletrodicas de carbono, pode ser conseguido por ligagdo
covalente com o eletrodo. Ha duas variantes citadas na literatura, ambas partindo da oxida¢do
da superficie do carbono vitreo, tornando-a rica em carboxilas. Jinrui e Bin** trataram o
eletrodo com cloreto de tionila em meio anidro, e, em seguida, reagiram os grupos cloreto de
acila gerados na superficie, com solugdo de quitosana em acido formico. O esquema reacional

deste processo €

ELETRODOt+—COQOH + $0Cl, ——> ELETRODO—COC] + HC1 + 50,

TS-NH
ELETRODO—COCI 2 2 > ELETRODO}—CONH -QTS + HCl

QTS representa a matriz de quitosana

23. Hikima, S.; Kakizaki, T.; Taga, M.; Hasebe, K.- Fresenius Joumal of Analytical Chemistry 345 (1993) 607.
24, Jinrui, X.; Bin, L.- Analyst 119 (1994) 1599.
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A segunda possibilidade consiste em aplicar um filme de quitosana sobre o eletrodo
oxidado e seca-lo. Segue-se a reagdo com diciclohexilcarbodiimida, DCC, em meio de dimetil

formamida®™. O esquema reacional é

R‘
\—N R' H
i : ‘90 \N/
ELETRODO|—COOH + C + H* ————3> ELETRODO|—C |
I o—cC
N i
\
R /N@
H R
R H
N bl
8} Q @ 1
- y/
ELETRODO) —c’: T QTSNH: | ¢rerropo —c: + Ho={(
o_ﬁ NH—QTS I}\%
/N@ H/ SR
H 'R

QTS representa a matriz de quitosana

e) Imobilizagdo por mistura em matriz hidrofébica. Um eletrodo de pasta de
grafite modificado por quitosana através de uma imobilizagio bastante simples foi conseguido
por Rodrigues e colaboradores”. Misturou-se o polimero em pé com 6leo mineral e grafite,
seguindo-se a aplicagio desta pasta na cavidade de um eletrodo. Este eletrodo foi usado para
pré-concentrar in situ anions em solu¢do aquosa. Uma vez acumulados eletrostaticamente na
matriz policatiénica, estes anions foram detectados voltametricamente.

f) Imobilizagdo por pérolas ou céapsulas. As pérolas de quitosana sdo pequenas esferas
maci¢as que podem ser empacotadas em uma coluna. Com auxilio de glutaraldeido pode-se
ligar uma enzima & superficie exterior das pérolas, construindo-se assim um reator enzimatico

M ~ 26 4 4 ~ .
empacotado para determinagdes em fluxo™. Ja as capsulas sdo ocas e, confinando a enzima no

22. Kurauchi, Y.; Tsuromori, E.; Ohga, K.- Bulletin of Chemical Sociaty of Japan. 62 (1989) 1341.
25. Rodrigues, C. A.; Favere, V. T.; Stadler, E.; Laranjeira, M.C.M.- Joual of Brazilian Chemical Society 4:1 (1993) 14.
26. Hikima, S.; Kakizaki, T.; Hasebe, K.- Analytical Sciences 8 (1992) 165.

ad
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seu interior, permitem a penetragdo do substrato e eliminagdo do produto, possibilitando a
reutilizagdo da enzima®*,

g) Imobilizagdo por acetilagdo. Para certas aplicagGes, € possivel imobilizar quitosana
por simples acetilagio. A quitina assim produzida pela reagdo com anidrido acético, imobiliza-
se, pela formagdo de um gel insolivel em agua. Neste caso, hd um apreciavel
comprometimento dos grupos NH,'%.

Como a quitosana, em pH apropriado, ¢ um polication, seu acoplamento a outras
estruturas de carga contraria pode gerar aplicagdes muito interessantes. Ja foi citado a pré-
concentragdo de anions por quitosana imobilizada em eletrodo. Um outro caso, importante do
ponto de vista da estabilidade, é quando o acoplamento se da com macroestruturas.

a) Acoplamento a colbides. No tratamento de dgua bruta, é muito freqiiente a etapa de

coagulagdo das micelas de argila, portadoras de carga negativa, pelo uso de hidroxido de

aluminio e/ou polieletrolitos catiénicos™ (Figura 18).

Figura 18. Coagulagio de argila coloidal por polieletrdlito catidnico. A figura em negro
representa a cadeia do polieletrolito. As figuras designadas pela letra A represen-
tam as micelas de argila, dotadas de carga negativa.

12. Hirano, S.; Ohe, Y .; Ono, H.- Carbohydrate Research, 47 (1976) 315.

27. Miguez, M.J.B.- Sistema de Encapsulagdo de Urease com Quitosana-PVA: Reatividade e Aplicagdes. Tese de Doutoramento., Depto.
de Quimica, Universidade Federal de Santa Catarina. Floriandpolis, 1997.

28. Muzzarelli, R.A.A_; Jeniaux,C.; Gooday,G.W.(ed.) - Chitin in Nature and Technology. Plenum Press. New York, 1986. Pégina 428.
29. Moore, J.W. and Moore, E.A. - Environmental Chemistry. Academic Press Inc. New York, 1976.
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A quitosana usada para este fim representaria um avango em dire¢do ao equilibrio auto-
sustentavel, pois, neste caso, a lama residual, proveniente dos tanques de decantagdo, ndo
conteria elementos metalicos ou qualquer outra espécie quimica potencialmente nociva as
espécies vivas. No caso dos efluentes das indistrias de arroz parbolizado, bastante grave em
Santa Catarina pelo alto indice de DBO do efluente langado nos rios, a quitosana saiu-se muito
bem em testes realizados, floculando o material coloidal € gerando um residuo, que, pelo teor
de nutrientes e auséncia de toxicidade, poderia ser empregado como ragio animal.

b) Acoplamento a corantes. A industria téxtil langa grandes quantidades de corantes
nos rios € lagos, por conta do baixissimo rendimento das operagdes de tingimento. Muitos
destes corantes sdo anionicos, de massa molar relativamente alta (por exemplo os sulfonados)
e, portanto, passiveis de acoplamento efetivo com a quitina/quitosana em valores apropriados
de pH. Tal tratamento, novamente, pode constituir-se em um importante caso de defesa do
meto ambiente ou até mesmo de reutilizagéo. dos corantes, através da sua posterior dessor¢do.
Nas interagdes com corantes, ou, possivelmente em outros casos, nio sio apenas as forgas
decorrentes de atragdes eletrostaticas as Unicas atuantes. Em valores altos de pH, as interagdes
ion-ion deixam de ser importantes, sendo decisivas as ligagdo de hidrogénio, ou mesmo tipo
van der Waals, estas Gltimas especialmente importantes para os corantes com moléculas de
grandes dimensdes >’

¢) Acoplamento a enzimas. Adam Heller refere-se ao efetivo acoplamento da estrutura
polianinica de glicose oxidase, a polications com o fim de imobilizar a enzima em superficies

eletrodicas™>"

. Em principio, a quitina/quitosana, policatiénica e hidrofilica, que ainda coloca
em jogo interagbes de hidrogénio, se prestaria muito bem a este fim. Processos deste género
estio descritos nas revisdes de Muzzarelli, aludindo ao acoplamento de quitosana com
heparina, 4cido alginico e dextran-sulfato de sodio’'. Realmente, embora fora do dominio da
eletroquimica, Muzzarelli descreve trabalhos de 16 autores que usaram a quitosana como
suporte de imobilizagdo, abarcando um total de 18 enzimas, incluindo a propria glicose
oxidase®®. A grande biocompatibilidade da quitina/quitosana, aliada a possibilidade de. co-

reticulagio, via reativo bifuncional, imobilizando a enzima de modo bastante efetivo,

13. Heller, A.- The Joumal of Physical Chemistry 96:9 (1992) 3579.

19. Heller, A.- Acc. Chem. Res. 23 (1990) 128.

30. Muzzarelli, R. A.A.- Chitin. 1" edition, Pergamon Press Ltd. Oxford, England, 1978. Pigina 109.

31. Muzzarelli, R.A.A - Chitin. 1% edition, Pergamon Press Ltd. Oxford, England, 1978. Pigina 137.

32. Muzzarelli, R. A A.; Jeniaux,C.; Gooday,G.W.(ed.) - Chitin in Nature and Technology. Plenum Press. New York, 1986. Pagina 407.
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recomendam-na como um suporte enzimatico muito promissor, ainda ndo suficientemente.
explorado.

d) Acoplamento a celulose. Também a celulose apresenta um efetivo acoplamento com
quitina/quitosana, ja havendo aplicagdes industriais, onde o polimero representa um importante

1. Um estudo muito

aditivo para aumentar a resisténcia mecanica e elétrica do pape
interessante foi feito por Domszy e Roberts e citado por Muzzarelli**. Os autores oxidaram
celulose, produzindo, assim, uma estrutura poliglicidica aniénica que foi acoplada fortemente a
quitosana. Os efeitos de forga idnica, conteudo de carboxilas na celulose, e influéncia de
grupos sulfonicos adicionados & celulose, foram estudados. Os resultados n3o estdio em
desacordo com os principios aqui ja expostos, mas chamam a atengfio para o papel decisivo
das interagdes ndo-eletrostaticas. Assim, o aumento da forga idnica tende a diminuir as forgas
adsortivas quitosana-celulose. O aumento de carboxilas na celulose conduz ao aumento da
adsor¢do. Todavia, o aumento de grupos sulfonicos, surpreendentemente, conduz a diminui¢do
da adsorg@o, o que ndo pode ser explicado por efeitos eletrostaticos. Os autores admitem que
a introdugdo de grupos sulfonicos comprometem a planaridade da estrutura da celulose e,
desta maneira, diminuem o perfeito acoplamento entre as unidades planares da quitosana com
as unidades planares da celulose, enfraquecendo as ligagdes de van der Waals entre os dois
polimeros. Os autores ndo chamam a atengdo para as ligagdes de hidrogénio, mas elas,
certamente devem desempenhar seu papel, em se tratando dessas duas estruturas poliméricas.
MedigGes quantitativas realizadas pelos autores, revelaram que apenas 1 em cada 800 grupos

carregados da quitosana interagem eletrostaticamente com as carboxilas da celulose oxidada!

Extragio de ions metdlicos por quitina/quitosana

A estrutura monomérica da quitina/quitosana possui alguns sitios de carater basico,
passiveis de interagdo com ions metalicos: os nitrogénios aminicos € acetamidicos € 0s
oxigénios das hidroxilas além dos demais oxigénios, todos dotados de orbitais saturados,
passiveis do estabelecimento de liga¢cdes coordenadas com orbitais vazios dos ions metalicos.

Em principio, qualquer destes grupos pode atuar quando se pretende usar a quitina/quitosana

33. Muzzarelli, R. A A.; Jeniaux,C.; Gooday,G.W.(ed.) - Chitin in Nature and Technology. Plenum Press. New York, 1986. Pagina 336,
34 Muzazarelli, R.A.A.; Jeniaux,C.; Gooday,G.W.(ed.) - Chitin in Nature and Technology. Plenum Press. New York, 1986. Pdgina 331.
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como complexante extrator de ions metalicos. Esta-aplicagdo ¢ muito importante: para
remogdo de metais nocivos no tratamento de efluentes industriais’; em quimica analitica para
pré-concentragdo de metais-trago em colunas empacotadas®® ou, em farmacologia,  como
maneira de introduzir metais nos organismos de uma forma assimilavel>’.

Os primeiros trabalhos datam dos anos 40 e, até 1965, referem-se a extragio de Cu e
urdnio por quitina ou quitosana, sem qualquer sugestdo acerca do mecanismo da interagdo
metal-polimero®”. Em 1965, Tamura e Miyazaki realizaram um estudo de complexagdo de
cobre, zinco, chumbo, cobalto, cadmio, niquel € manganés por mono-glicosamina ( 2-amino-2-
desoxi-D-glicopiranosideo). Estes autores determinaram as constantes de estabilidade dos
complexos, sendo a do Cu a mais alta de todas. As estequiometrias metal-ligante foram 1:1 ou
1:2. Adutos de ferro, cobalto e niquel foram evidenciados®. Em 1968, Muzzarelli descreveu,
pela primeira vez, a quitosana, como um “polimero natural quelante™®. De 1968 a 1976
surgiram muitos trabalhos pertinentes ao assunto que, ainda hoje, suscita a atengdo de muitos
pesquisadores, principalmente japoneses. Resultados importantes obtidos neste periodo e que
guardam pertinéncia com o presente trabalho, podem ser resumidos como se mostra abaixo.

a) Partindo-se de ions metalicos aquosos (cloretos ou nitratos) e de quitosana em
suspensdo aquosa, o processo de extragdo dos metais é relativamente rapido, alcangando
estado estacionario em cerca de %2 hora (Figura 19), talvez njo tdo rapido quanto o requerido
para uma boa sensibilidade nos métodos de pré-concentragdo em fluxo. Uma vez fixado no
polimero, o metal ndo ¢ eluido facilmente, o que pode ser vantajoso para algumas aplicagdes,

mas ndo ¢ interessante do ponto de vista cromatografico, sobretudo nos sistemas em fluxo.

35 Muzzarelli, R. A A.; Jeniaux,C.; Gooday,G.W.(ed.) - Chitin in Nature and Technology. Plenum Press. New York, 1986. Pigina 321.
36. Févere, V.T.- Adsorgdo de ions Cu II, Cd IL, Ni IT, Pb II, e Zn II pelo Biopolimero Quitina, Quitosana e pelas Quitosanas
Modificadas. Tese de doutoramento. Depto. de Quimica, Universidade Federal de Santa Catarina, Floriandpolis, 1994.

37. Muzzarelli, R. A.A.- Chitin. 1* edition, Pergamon Press Ltd. Oxford, England, 1978. Pagina 139.

38. Muzzarelli, R.A.A.- Chitin. 1% edition, Pergamon Press Ltd. Oxford, England, 1978. Péagina 140.
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Figura 19. Taxas de extragdo de alguns ions metalicos sobre
200mg de quitosana, quando tomados separadamente em 100mL
de solugdo 4x10™mol L e 0,1mol L™ de KCI*® (adaptado).

b) As curvas da Figura 19 mudam na dependéncia de diversos fatores: granulometria do
polimero (quanto menor o tamanho do grio, mais rapido e em maior extensdo sera o processo
de extrag@o); modo de agitagdo, sendo os melhores resultados encontrados para agitagio
ultrassénica com o polimero recém precipitado, temperatura (sem regra geral, sendo as vezes
observado eficiéncia maior a 4°C do que a temperatura ambiente); carga do ion (Fe III é
melhor extraido que Fe II); pH da solugdo (abaixo do pKa da quitosana, os prétons
concorrem com os metais pelos grupos NH;, diminuindo a eficiéncia da extra¢do) e presenga
de outros ions extraiveis (relagdes de concorréncia, favorecendo o complexo mais estavel. Por
exemplo, niquel ou cobre inibem, ou mesmo suprimem a extragio de ferro).

¢) Metais alcalinos e alcalino-terrosos, além de amoénio e talio, ndo sdo extraidos em
extensdo apreciavel.

d) Além de cations aquosos, oxoanions como vanadato, molibdato, permanganato e

cromato, podem também ser extraidos com efici€ncia.

38. Muzzarelli, R.A.A.- Chitin. 1* edition, Pergamon Press 1td. Oxford, England, 1978. Pigina 140.
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e) Novamente, aqui os sais de amonio desempenham .um papel especial.
Especificamente, a presenga do sal ou o condicionamento prévio do polimero em solugdo de
(NH4);SOs conduz a um padrdo de extragdo de ions metalicos completamente diferente.
Normalmente, ha um aumento apreciavel na eficiéncia de extragio quando ha o sal ou se faz
condicionamento do polimero em sulfato de aménio e pH acima de 3. Por exemplo, em
igualdades de condigdes, o ferro III é 72% extraido sem condicionamento prévio, e, 94%
extraido em presenca de (NH;),SO; 0,1mol L.

f) A quitosana destaca-se de outros 25 materiais como polimero para extragio de
mercirio, conforme dados da literatura®. Observe-se neste caso, que concentragdes mais altas
do metal acarretam diminuigio da eficiéncia extratora. Outra observa¢do muito interessante é
que a quitosana acompanha o padrﬁo de extragdo verificado para o poli (p-aminoestireno), um
polimero ligante certamente mais mole que a quitosana, por conta dos anéis aromaticos,
portanto, em principio, mais afim com um acido mole como o Hg*".

g) Estudo com excesso de metal. O grau de extensio da extragdo de ion metalicos,
obtido pela agitagdo de 1 g de quitosana em 50 a 100 ml de solugdo, contendo 20 mmol dos
metais, sob a forma de cloretos ou nitratos, durante 24h, baseando-se no trabalho de Masri,
Reuter e Friedman (1974), citado por Muzzarelli*’, pode ser descrito como se mostra abaixo.

Sendo a massa molar da unidade monomérica da quitosana 100% desacetilada, 161
g mol”, 1g contera 6,25mmol de unidades monoméricas. Portanto, a condigdio escolhida pelos
autores corresponde a um excesso de 3,2 vezes de metal sobre o ligante. Assim, o grau de
extensdo do processo sO pode ser avaliado pelo grau de substitui¢do alcangado na matriz
polimérica. Separou-se, na tabela abaixo, os 14 cations metalicos estudados pelos autores, em
trés grupos arbitrarios: os fortemente extraidos pela quitosana, que alcangaram graus de
substitui¢do (indicados sob os simbolos) variando entre 72 a 100%,; os medianamente
extraidos, com graus de substitui¢do variando entre 40 e 59% e os fracamente extraidos, com

graus de substituigdo iguais ou inferiores a 23%.

39. Muzzarelli, R.A.A.- Chitin. 1* edition, Pergamon Press Ltd. Oxford, England, 1978. Pigina 147.
40. Muzzarelli, R.A.A.- Chitin. 1" edition, Pergamon Press Ltd. Oxford, England, 1978. Pagina 149.
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Pd*"; AU’ Hg™; Pt*"; Pb™";  Zn®"; Ag"; Ni*'; Cu®; Cd*"; Co®; Mn*"; Fe*'; Cr**
100 93 90 72 64 59 52 50 50 44 40 23 19 7

fortes médios fracos

Considerando-se isto, pode-se estabelecer a generalizagio de que os mais fortemente
ligados sdo metais densos, ocupando os grupos da direita do bloco d , o segundo ou terceiro
periodo da tabela periddica e, de acordo com a classificagdio de Pearson®’, justamente os acidos
mais moles!.

h) Estudo com excesso do polimero. Muzzarelli € Rochetti (1974)* agitaram 200mg de
quitosana em 50ml de solugdo 0,5mmol L” do ion metalico, em pH 3 duraﬁte 12h, sem
qualquer condicionamento prévio do polimero. Os resultados podem ser descritos como
abaixo.

Tendo a unidade monomérica da quitosana 161mg mmol”, 200mg correspondem a
1,25mmol de unidades monoméricas. O volume usado da solugdo do metal corresponde a
0,025mmol do metal, caracterizando um excesso de 50 vezes do polimero sobre o metal. Desta
maneira, os valores expressos na série abaixo correspondem & relagdo percentual entre as

concentragdes extraida e inicial do metal.

Cu* =Hg” > Cr** > Fe*" > Ni** > Zn** > Mn**
100 100 93 74 71 22 15

A mudanga realmente significativa em relagdo ao caso com excesso de metal € que o
zinco passa a ser um dos menos extraidos e o cromo um dos extraidos em maior extensdo. Em
tais condigGes, o grau de substitui¢do na matriz polimérica é de, no maximo, 2%.

A analise desses resultados torna pertinentes algumas consideragdes. Em primeiro
lugar, é preciso considerar que a quitina é um coletor de ions metalicos bem menos eficiente

que a quitosana, deixando evidente que a substituigdo do grupo acetamido pelo amino é

21. Pearson, R. G.- Joumal of the Americam Chemical Society 85:22 (1963) 3533.
41. Muzzarelli, R.A A - Chitin. 1% edition, Pergamon Press Ltd. Oxford, England, 1978. Pagina 145.
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decisiva para aumentar a eficiéncia extratora. Em segundo lugar, é preciso considerar qi1e,
além dos grupos que podem atuar como bases de Lewis, ha outras possibilidades de interagdes
atrativas na matriz polimérica. Tal como ilustra a Figura 20, podemos considerar, além da
complexagdo, as interagdes ion-dipolo e interagdes de ponte de hidrogénio entre a agua da

esfera de coordenagio do ion aquoso e oxigénios do polimero.

Figura 20. Diferentes possibilidades interativas entre um ion metalico ¢ a quitosana.
Cada linha representa um grupo ativo do polimero e cada coluna um tipo de intera-
¢do: coordenagdo, intera¢do de van der Walls e ligagdo de hidrogénio.

(QTS representa, simbolicamente, o restante da matriz polimérica. M = ion metalico de carga n+)
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Em qualquer destes casos a reatividade atribuida ao grupo acetamido € inferior a do
grupo amino. Uma explicagdo para isto pode ser dada considerando que a basicidade do
nitrogénio € atenuada no acetamido porque o efeito eletronegativo do oxigénio da carbonila

acarreta dispersdo da carga sobre o nitrogénio

QTS = Restante da estrutura da quitosana

De fato, é sabido que a basicidade das amidas ¢ menor que a das aminas, como fica
bem evidente nos dados abaixo, pertinentes as constantes de protonagdo para dimetilamina e

N-metil acetamida®’.

dimetilamina log Kb =10,8
N-metilacetamida logKb= 0,4

Por outro lado, a presenga da carbonila, em principio bastante polar, tenderia a
favorecer as interagdes atrativas de van der Waals. Todavia, esse grupo também favorece a
formagdo de ligagdes de hidrogénio intermoleculares, o que tende a comprometer sua

disponibilidade do ponto de vista da interagdo metal-polimero.

42. Smith and Martell- Critical Stability Constants. Vol. 2 e 3. Plenum Press, New York, 1975.
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Ha ainda um quarto tipo de ligagdo que pode atuar na extragdo de oxoanions:

interagdes ion-ion entre o nitrogénio protonado do polimero ¢ oxoanions™*' (Figura 21).

QTS‘"" I\H'I;;+

Figura 21. Quitosana protonada como extrator de Cr VI
(QTS = Restante da estrutura da quitosana).

A respeito da observada eficiéncia de extragdo para os diversos metais, podem-se fazer
as seguintes conjecturas. A tendéncia geral ndo se afasta muito do padrdo para ligantes duros,
expresso pela série de Irving-Williams (aumento da estabilidade com aumento do pardmetro
eletrostatico: carga’/raio do ion). Todos os grupos ligantes em quitina/quitosana sdo
tipicamente duros, de modo que as tendéncias observadas ndo chegam a constituir caso muito
atipico. Mas, as excegdes sdo realmente intrigantes quando consideramos que metais,
tipicamente moles, como mercirio II e paladio IT*, sdo fortemente extraidos. Pode-se sugerir
que os trés citados tipos de interagdo, possiveis para um cation nio conduzam a um mesmo
padrdo de estabilidade. Assim, as forcas de van der Walls sdo favorecidas para ions volumosos
(via de regra, moles) complicando consideravelmente as previsdes pretendidas para tais
sistemas. Mesmo considerando unicamente o ponto de vista da coordenagdo metal-polimero,
Shriver, Atkins e Langford® indicam que a estabilidade de um complexo depende, além dos
efeitos cinéticos (inércia x labilidade e eletrofilia do ion metalico), do efeito quelato, efeitos
estéricos e efeitos de dureza. Atribuir a cada um destes efeitos a sua medida exata para assim
interpretar as estabilidades efetivamente observadas, realmente ndo pode ser tarefa facil.
Apesar disto, o efeito quelato talvez possa oferecer uma explicagdo para a acentuada diferenga
observada para Cr’* com excesso de polimero e com excesso de metal. Em havendo

disponibilidade de grupos ligantes na matriz polimérica, esse ion tenderia a formagdo de

21. Pearson, R. G.- Joumal of the Americam Chemical Society 85:22 (1963) 3533.

25. Rodrigues, C. A.; Favere, V. T.; Stadler, E.; Laranjeira, M.C.M.- Joumnal of Brazilian Chemical Society 4:1 (1993) 14.
41, Muzzarelli, R. A A.- Chitin. 1% edition, Pergamon Press L1d. Oxford, England, 1978. Pigina 145.

43. Shriver, D.F.; Atkins, P.W.; Langford, C.H.- Inorganic Chemistry. Oxford University Press. Oxford, 1992.
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quelatos estaveis, explicando, assim, a elevada extragdo, na condi¢do de polimero em excesso.
At¢ este ponto, haveria concordéancia com a regra de Pearson, que prevé elevada estabilidade
para uma interagdo ‘duro-duro.' Como no estudo com excesso de metal torna-se inibida a
formag@o de quelatos metal-polimero, ndo se conseguiria um complexo estivel e, como
decorréncia, a extragdo seria baixa. Este mesmo argumento poderia ser aplicado ao cobre e
mercurio, cujas extragdes também melhoram com excesso de polimero. J& o zinco, em termos
relativos, cai em rendimento extrativo quando ha excesso de polimero, parecendo indicar que
ndo ha mudanca na constante de estabilidade do complexo metal-polimero sob as duas
condi¢des e, entdo, o aumento da eficiéncia extrativa na condig:io “excesso de metal” seria,
meramente, uma expressio do principio de Le Chatelier.

A respeito da influéncia do sulfato de amonio pode-se, também, sugerir a interven¢do
do efeito quelato. A atragdo eletrostatica da dupla carga negativa dos ions sulfato, exercida
sobre dois sitios de grupos aminos protonados, produziria uma mudanga conformacional no
polimero no sentido de aproximar os dois sitios basicos suficientemente para que um ion

metalico pudesse a eles ligar-se, tal como ilustra, de modo simbdlico, a Figura 22.

+SO4

SO.* NH.
23‘: + METAL<<_ z < METAL

Figura 22. Representagdo simbdlica do efeito do ion sulfato como indutor de quelatos
através de modificagdes conformacionais na matriz de quitosana.
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Derivados da quitesana como extratores de metal.
Com o intuito de melhorar a capacidade quelante da quitosana, alguns pesquisadores

introduziram modificages estruturais na cadeia do polimero, quase sempre através das
reagOes de base de Schiff, dos grupamentos amino da quitosana com uma carbonila aldeidica,

normalmente seguida de uma redugio a custa de cianoborohidreto de sodio:

RCOH + QTS-NH, —&fluxe . (OTS.N=CHR +H,0
QTS-N-CHR —ciancborohidreto . T3 NH-CH;R

Desta maneira, tém sido introduzidos grupos carboxilatos, hidroxilas ou piridil,
modificando as caracteristicas quelantes do polimero. Em algumas modifica¢Ges, verifica-se,
em relagdo ao grupo amino do polimero, a obten¢do de um favoravel angulo de mordida,
pela introdugdo do novo grupo. Por exemplo, Kurauchi, Tsurumori e Ohga® reagiram a
quitosana com aldeido salicilico, obtendo, com 50% de substituicdo no polimero, grupos
ligantes nos quais hidroxila e amino formam um anel de 5 membros, estericamente favoravel,
pois elimina as tensGes de ligagdo nos complexos octaédricos. A tabela abaixo sumariza estas

contribuigGes.

Tabela 1. Polimeros derivados da quitosana por reagdes de Schiff

MODIFICADOR OBIJETIVO DO ESTUDO REFERENCIA

salicilaldeido modificagdo de eletrodo de carbono vitreo para 22
determinacio voltamétrica de Cu e Pb
9 diferentes ions carboxilatos

o—carbonilicos eliminacdo de ions metalicos de efluente de usina 35
nuclear

5-cetogliconato e deidroascorbato  idem ) 35

piridinocarboxialdeido modificagio de eletrodo de pasta de grafite para 44

processos de eletrocatalise

3,4-dihidroxibenzaldeido estudo de isotermas de adsor¢iio de ions metalicos 45
sobre o polimero

Além destes, Rodrigues, Favere, Stadler e La'ranjeira25 produziram um polimero de

22. Kurauchi, Y.; Tsuromori, E.; Ohga, K.- Bulletin of Chemical Society of Japan. 62 (1989) 1341.

25. Rodrigues, C. A; Favere, V. T.; Stadler, E.; Laranjeira, M.C.M.- Joumal of Brazilian Cliemical Society 4:1 (1993) 14.

35 Muzzarelli, R. A A ; Jeniaux,C.; Gooday,G.W.(ed.) - Chitin in Nature and Technology. Plenum Press. New York, 1986. Paigina 321.

44. Rodrigues, C.A.- PreparagGes de Derivados do Biopolimero Quitosana e sua Utilizagio em Eletrodos Modificados. Tese de Doutoramento.
Depto de Quimica, Universidade Federal de Santa Catarina, Floriandpolis, 1996.

45, Klug, M.; Sanches, M.N.M.; Laranjeira, M.C.M.; Fivere,V.T.; Rodrigues,C.A.- Quimica Nova 21:4 (1998) 410.
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quitosana enxertada com poliacrilonitrila € com este material modificaram um eletrodo de
pasta de grafite que, valendo-se de interagdes eletrostaticas, foi usado para pré-concentrar
anions, obtendo bons resultados para permanganato e hexacianoferrato. Se poderia argiiir que
estas-associagdes metal-polimero de natureza eletrostatica, deveriam ser relativamente fracas.
No entanto, trabalhando com membranas de quitosana, Muzzarelli, Isolati e Ferrero*

retiveram 92% de cromato em pH 4,5. Ora, em tal pH ainda ha muitos sitios protonados na
matriz polimérica (pKa=6,3) e, como o ion cromato € muito estavel, € pouco provavel que o
amino da quitosana participasse da esfera de coordenag@io do Cr. Resta concluir que houve
predominio de interagdes eletrostaticas NH:" - CrOs”. O dado revelador da elevada
estabilidade. de tais interagdes, é que os autores relatam uma cor amarela associada ao

polimero-metal e que o Cr VI tornara-se inerte a difenil carbazida!

Propriedades elétricas de quitina/quitosana.
De interesse absolutamente vital para trabalhos que pretendam dar & quitina/quitosana

aplicagdes eletroanaliticas, € exatamente a sua capacidade de conduzir elétrons. A auséncia de
orbitais 7 deslocalizados, que caracterizam os polimeros condutores, j4 mostra que ndo se
deve esperar boa condutividade em quitina/quitosana. Em 1974, Muzzarelli, Isolatti ¢ Ferrero,
produziram membranas de quitosana e mediram sua permeabilidade a O,, N,, CO, ¢ H;0,
resisténcia mecanica e elétrica, além da capacidade de extrair ions metalicos®. No que diz
respeito a resisténcia elétrica, os autores prepararam uma membrana de 25um de espessura
sobre um eletrodo de pasta de prata e, usando como contra eletrodo um outro eletrodo de
pasta de prata, submeteram-na a diferencas de potencial variando entre 1 €100 volt. Mediram
a corrente produzida, obtendo uma reta num grafico log-log de potencial em volt e corrente
em ampéres. Os autores concluem que tal comportamento € similar ao dos cristais organicos
moleculares, e indicaria “corrente limitada por cargas espaciais”. Partindo destes dados, é

possivel tragar o grafico abaixo, mostrando a variagdo da corrente com o potencial.

46. Muzarelli, R.A.A.; Isolati, A.; Ferrero, A.- Ion Exchange and Membranes 1 (1974) 193.
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A curva da Figura 23 foi obtida
usando-se os dados extraidos do artigo de
Muzzarelli, Isolatti ¢ Ferrero* para membrana
de quitosana seca com espessura de 20um. A
regressdo polinomial forneceu a equagdo
abaixo, com corrente em nA e diferengas de
potencial em V.

nA = 4,0 - 0,04V + 0,06V>
(r = 0,9990)

A condutincia é dV/dnA ea
resisténcia, o inverso. Entio segue-se
1
R= ——  GQ
0,12V - 0,04

b

AE/V

Figura 23. Curva de corrente vs potencial para filme de quitosana seca.

Pode-se perceber que a membrana de quitosana seca € muito resistiva. Por exemplo, a
1 V, a resisténcia da membrana seria de 12,5 gigaohms! Mesmo em diferengas de potencial
tdo altas quanto 100 V, o valor da resisténcia seria 83 megaohni. Realmente, é inegavel que
tais valores, em principio, comprometem as aplicagdes de quitina e quitosana como polimero
modificador de eletrodos.

Muzzarelli*’ cita um trabalho de 1958 no qual, De Chirico e Gallo, prepararam uma
membrana de 20um de espessura pela mistura, em solugio de acido formico, de 3quitosana/
Tpolihexametilenoadipamida. Apds evaporagdo sobre uma superficie plana, restou a

membrana que foi neutralizada com NaOH. Com esta membrana, que resultou fortemente

46. Muzarelli, R A A ; Isolati, A.; Ferrero, A - Ion Exchange and Membranes I (1974) 193.
47. Muzzarelli, R.A.A.- Chitin. 1* edition, Pergamon Press Ltd. Oxford, England, 1978. Pagina 73.
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hidrof6bica, realizaram medigdes de diferenga de potencial em uma célula como ilustrada

abaixo. Os simbolos a; € a, indicam atividades. ECS ¢ o eletrodo de calomelano saturado.

ECS |NaCl, a;| membrana | NaCl,, a,| ECS

Os resultados encontrados, quando plotados versus log a;/a; (sendo a a, e a, as atividades)
conduziram a uma reta que satisfaz a equag@o de potencial de jun¢do. Usando na semi-célula
da direita outros sais de sddio, como: tiocianato, cloreto, brometo, nitrato, iodeto, formiato,
iodato e acetato, obtiveram outras retas de inclinagdes diferentes. Tais resultados, ndo muito
claramente descritos na revisio de Muzzarelli, mostram que a membrana produzida ndo tem
seletividade potenciométrica para possiveis aplicagdes analiticas. Trata-se, realmente, de uma
jungdo e ndo de uma membrana no sentido potenciométrico do termo.

Em eletroquimica, processos redox muito lentos requerem consideravel sobrepotencial
para ocorrerem, quando se considera a transferéncia de elétrons diretamente para a superficie
do eletrodo. Todavia, a intervengdo de um mediador de transferéncia eletrdnica pode acelerar
o processo, que se realiza, entdo, no E° do mediador, diminuindo ou mesmo eliminando a
sobretensdo. Este processo, algumas vezes denominado de eletrocatalise, requer que o
mediador seja um par redox rapidamente reversivel, que interage eletricamente com o
eletrodo e com a espécie a ser reduzida ou oxidada. O E° do mediador precisa situar-se entre
o E° da espécie a ser reduzida ou oxidada e o valor de potencial, no qual o processo realizar-
se-ia sem a sua interven¢do. Existem mediadores livres na soluqﬁd, ou imobilizados na
superficie. do eletrodo, estes ultimos com a Obvia vantagem de atuarem em minGsculas

quantidades e de ndo serem perdidos na solugdo. A elegante idéia de Heller*"

, na mediagdo
da oxidag@o enzimatica de glicose, foi usar um polimero modificado por espécie contendo um
par redox reversivel. Este polimero mediador, nio s6 fixou-se ao eletrodo por simples
adsorgdo fisica, como também, serviu de suporté de imobilizagdo para a glicose oxidase.
Antes de Heller, em 1979, Oyama e Ar.lson20 descreveram a produgdo de polimeros
redox in situ, pela complexagido de metais (Ru e Cu) por polivinilpiridina e poliacrilonitrila

adsorvidos na superficie de grafite pirolitico. Dois anos apos, Shiguehara, Oyama e Anson’

9. Shigeara, K.; Oyama, N.; Anson, F.C.- Journal of American Chemical Society 103 (1981) 2552.
13. Heller, A.- The Journal of Physical Chemistry 96:9 (1992) 3579.
19. Heller, A.- Acc. Chem. Res. 23 (1990) 128.
20. Oyama, N. and Anson, F.- Joumal of the Americam Chemical Society 101:13 (1979) 3450.
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produziram, pela rea¢do de pentacianoferrato com poli (4-vinilpiridina), um metalo-polimero
de boa resposta voltamétrica quando adsorvido na superficie. de grafite pirolitico. Apos estes
trabalhos pioneiros, surgiram outros dos assim chamados polimeros redox, que voltardo a ser
citados nesta monografia. O aproveitamento de quitosana, para a sintese de polimeros redox,
surgiu com Stadler e Rodrigues em 1995, no departamento de quimica da UFSC*. O grupo
piridil foi introduzido na matriz, via reagdo de base de Schiff, seguida da redugdo por
cianoborohidreto. Em seguida, pentacianoferrato foi ligado ao grupo piridil por coordenagio,
obtendo-se um novo polimero, que continha um par redox reversivel, o pentacianoferrato

T/III. O esquema reacional €

0O
H\C/ RN

QTS-NH, + EtOH -
Refluxo por 48 h

N
H H
QTS —N< QTS —N <
CH2 CH2
Q [ Fe(CN) 5NH3] > O Cianbborohidreto
] - -
l\f N
[ Fe(CN) 5] 3-

QTS = Matriz de quitosana.

Processo semelhante foi empregado pelos autores para um polimero redox com centro
mediador de ruténio-EDTA. Tais polimeros, que apresentaram voltamogramas reversiveis ou
quasi-reversiveis (Figura 24), mostraram-se capazes de promover algumas eletrocatalises.
Desta maneira, a elevada barreira a transferéncia de carga, tipica do polimero ndo modificado,

estava, de certo modo, vencida, pela presenga de um grupo redox na matriz polimérica.

44, Rodrigues, C.A.- Preparagdes de Derivados do Biopolimero Quitosana e sua Utilizagdo em Eletrodos Modificados. Tese de
Doutoramento. Depto de Quimica, Universidade Federal de Santa Catarina, Florianopolis, 1996.



43

Figura 24 . O voltamograma ao lado foi
obtido com o eletrodo de pasta de grafite
modificado 'por polimero redox de
quitosana”py[Fe(CN)s]> *. O eletrdlito de
suporte foi KC1 0,1 molL" em pH 3 & a
velocidade de varredura, 100 mVs' A
medida que os ciclos se sucedem, o polimero
se hidrata e incha, fazendo com que a
migragdo dos contra-ions seja favorecida.
Como conseqiiéncia, a corrente cresce até
alcangar valor maximo em cerca de 12 ciclos.
O deslocamento de potenciais de pico, em
alguns eletrodos assim preparados, chega a
zero, valor teoricamente previsto para espécie

H' n eletroativa imobilizada na superficie do
mcm{ON—Fe(CNB% eletrodo.
*py = piridil

(Potenciais vs. Ag/AgCl sat.)

Os processos de eletrocatalise promovidos por polimeros redox sdo especialmente
importantes quando se trata de imobilizar o sistema a ser catalisado na superficie do
eletrodo. Neste caso, a matriz polimérica, que imobiliza o mediador, também serve de
suporte para o sistema a ser eletrocatalisado, a exemplo do que fez Heller com a glicose
oxidase. Se o sistema a ser catalisado estiver livre em solugio, pode-se usar mediagdo mais
.simples, sem necessidade de intervengdo dos materiais poliméricos. Um. exemplo desta
configuragdo, € encontrado no trabalho de Bertotti e Pletcher’ que promoveram a redugio
de bromato eletrocatalisada por espécies de molibdénio imobilizadas sobre microeletrodo de
mercirio. Um outro exemplo de mediador imobilizado na superficie eletrodica, sem a
intervengdo de materiais poliméricos, pode ser encontrado no trabalho de Joseph, Gomathi e
Rhao®®. Estes autores produziram um eletrodo de grafite (impregnado por cera) modificado
por hexacianoferrato de zinco, pela simples varredura de potencial em um meio contendo
K3Fe(CN)s € ZnCl,. Os voltamogramas obtidos demonstram comportamento reversivel, com

E° = 0,63 V, sem qualquer deslocamento entre os potenciais de pico.

5. Bertotti, M. e Pletcher, D.- Anais da Associagio Brasileira de Quimica 46:3 (1997) 189.
48. Joseph, J.; Gomathi, H.; Rao, G.P.- Journal of Electroanalitycal Chemistry 431 (1997) 231.
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Caracterizaciio de quitina/quitosana
A caracterizagdo fisico-quimica de amostras purificadas do polimero se faz,
principalmente através de: composi¢do elementar em C, H e N; espectroscopia no
infravermelho; massa molar média, e grau de desacetilagdo. Vejamos, de modo breve, como
sdo feitas tais determinagGes.
- Composi¢io elementar em carbono, hidrogénio e nitrogénio. Dependendo da
procedéncia, grau de acetilagio e teor de umidade, a composi¢io percentual de

quitina/quitosana alcanga os valores abaixo.

C-de40 a 47%
N-de6,3a8,7%
H-de5,9a6,9%

Adotando o critério de solubilidade em acido acético para diferenciar quitina de
quitosana, verificou-se que, no ambito da composigdo elementar, isto determinava o limite de
7% de nitrogénio. Assim, € quitina o polimero com conteiildo de nitrogénio inferior a 7% e
quitosana se o conteudo de nitrogénio for superior a este valor.

Em 1974, Lee (citado por Muzzarelli*) preparou quitosana proveniente de diversas
fontes naturais, e determinou seus conteudos em C, H, N. Tais valores foram confrontados
com aqueles obtidos teoricamente. Os valores tedricos correspondem a polimeros 100%
acetilado, 100% desacetilado e a misturas-destes-dois materiais em diferentes composigdes,
juntando as misturas, diferentes quantidades de agua. Foram assim obtidos diferentes valores
para a composi¢do em C, H, N. Por exemplo, em uma amostra foi obtido: C - 41,5%; H -
6,5% e N - 7,51% . A concordéincia com valores teoricos s6 foi obtida quando se considerou
uma mistura de: 58,5% de poli-N-acetilglicosamina; 35,7% de poliglicosamina e 5,8% de

agua, para a qual se obtém: C - 43,7%; H - 6,8% e N - 7,15% . Assim, os valores de partida

49. Muzzarelli, R.A.A.- Chitin. 1* edition, Pergamon Press Ltd. Oxford, England, 1978. Pagina 89.
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foram os correspondentes aos polimeros 100% acetilado e 100% desacetilado, fornecidos

abaixo
material C H N massa molar da unidade monomeérica
(gmol™)
poli-N-acetiiglicosamina 47,3% 6,4% 6,9% 203
poliglicosamina 447% 6,8% 8,7% 161

As diferentes contribui¢des de unidades monoméricas acetiladas ou nio, podem ser inferidas
pela determinag@o do grau de desacetilagdo, que sera descrita adiante.

E importante lembrar que sempre aparece dgua nas amostras de quitina/quitosana,
sendo comum os valores entre 5 e 10%, na dependéncia da origem do material € do método
de secagem. Além disto, polimeros naturais podem apresentar variagdes em sua composigdo
glicidica. Por exemplo, a cuticula do inseto Palamneus Swammerdami tem como produto de

hidrélise, galactose e ndo glicose*, com suas diretas conseqiiéncias na composi¢do elementar.

49. Muzzarelli, R.A.A.- Chitin. 1* edition, Pergamon Press Ltd. Oxford, England, 1978. Pigina 89.
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Espectroscopia no infravermelho. Os espectros apresentam-se como mostra a
Figura 25 onde se pode também perceber os grupos associados a cada banda caracteristica.
Os filmes para a espectroscopia no infravermelho podem ser preparados a partir de solugdes
de quitosana em acido acético, pelo seu gotejamento em uma pequena placa de um material
vitreo de baixa absor¢do nesta regido do espectro. Apds evaporagdo do excesso de solugio
acida, o filme produzido é alcalinizado por vapor de NH; ou solugdo aquosa de NaOH e,
lavado com agua. Apds a secagem, de preferéncia sob vécuo, realiza-se a varredura

espectral, descontando-se a absorgio da placa de suporte.

1300
QUITOSANA CH;
(filme sobre placa) '
120 Amida T (NH ¢ CN)
Amida 11
(CN e CH,)
110
100 ]
% T
ida 1 , . ,
Améd: o Deformacdo NH,

f

Estiramento C-H

80
~N Estiramento OH .
i de dlcool Estiramento C-O _ /
1 de alcool 1°7°
cm’
800 _ : : | | T | i T T
3500 3000 2500 1800 1600 1400 1200 1000 800 600
o 2000.0 e

Figura 25. Espectro na regido do infravermelho para quitosana®® ****

36. Favere, V.T.- Adsorgdo de ions Cu II, Cd II, Ni II, Pb I, e Zn I1 pelo Biopolimero Quitina, Quitosana e pelas Quitosanas
Modificadas. Tese de doutoramento. Depto. de Quimica, Universidade Federal de Santa Catarina, Floriandpolis, 1994.

49. Muzzarelli, R.A.A.- Chitin. 1* edition, Pergamon Press Ltd. Oxford, England, 1978. Pagina 89.

50. Muzzarelli, R. A A.- Chitin. 1% edition, Pergamon Press Ltd. Oxford, England, 1978. Pagina 89.

51. Silverstein, R.M.; Bassler, G.C.; Morril, T.C.- Identificagdo Espectrométrica de Compostos Organicos. 3° edigio. Guanabara Dois,
Rio de Janeiro, 1979.

52. Muzzarelli, R.A A.; Jeniaux,C.; Gooday,G.W.(ed.) - Chitin in Nature and Technology. Plenum Press. New York, 1986. Pagina 300.
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Massa molar média. Este importante parametro pode ser avaliado por medidas de
viscosidade™ ou através de cromatografia de permeagdo em gel (com detecgdo por indice de
refragdo ou espalhamento de luz) ou ainda por instrumentos baseados no espalhamento de -
luz.

Fundamentalmente, os métodos baseados em medidas de viscosidade estdo ancorados

na lei de Mark-Howink:

[n] =KM*
onde:

[n] é a viscosidade intrinseca de um polimero linear
“M” é a massa molar média do polimero
“K” e “a” sdo constantes caracteristicas do sistema polimero-solvente

Sterzer, Sanchez e Rha (citados por Muzzarelli**) , através de uma abordagem teorica,

(195 ]

situam o valor da constante “a” entre os limites abaixo.

a
polimero em conformagio globular <0,5
polimero em conformagio espiral randomica-------- de 0,5a0,8
polimero em conformagio expandida >0,8

Considerando que a quitosana pode assumir qualquer das conformag¢des acima,
verifica-se, portanto, a grande dificuldade do estabelecimento de uma relagdo entre
viscosidade e massa molar média para as solugdes de quitosana. Realmente os resultados
encontrados na literatura para as constantes acima (sugerindo a influéncia de efeitos ndo
conformacionais, como densidade de carga no polimero, grau de desacetilagdo etc.) sdo
contraditorios a ponto de por em cheque a propria validade da aplicagio da lei viscométrica™.

A determinagdo de massa molar média por cromatografia liquida de permeagdo em gel
esta baseada nas diferentes velocidades de migragdio de moléculas de volume hidrodindmico
diferente, ao interagirem distribuidas entre um solvente movel e uma fase estacionaria
constituida de material de porosidade controlada. As cadeias de maior massa molar interagem

menos com a porosidade da fase estacionaria, eluindo mais rapido. As de menor massa molar,

53. Billmeyer, F.W.- Textbook of Polymer Science. 3" edition. Wiley-Intercience Publication. John Wiley & Sons. New York, 1984.
54 Muzzarelli, R. A A.; Jeniaux,C.; Gooday,G.W.(ed.) - Chitin in Nature and Technology. Plenum Press. New York, 1986. Pagina 338.
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inversamente, eluem mais lentamente. O volume hidrodindmico por sua vez, é M[n]. A
viscosidade intrinseca aqui aludida ¢ da solugdo sob elui¢do e a massa molar média, aquela da
espécie que sai do sistema cromatografico no momento em que o pico é tragado no
cromatograma. Mostrou-se possivel, por medi¢es de viscosidade, e valendo-se de padrdes
de massa molar média conhecida, construir uma curva analitica que relaciona linearmente o
volume hidrodindmico com o volume de eluigdo.

Domard e Rinaudo'® realizaram um estudo sobre cromatografia de permeagio em gel
para diversos polimeros catidnicos, incluindo a quitosana. A coluna foi uma silica modificada
por grupos de amonio quaternarios, portanto em si, uma estrutura catidnica que evita efeitos
de adsorgdo. A repulsdo eletrostatica entre os polimeros e a fase estacionaria, foi anulada
(controlando a for¢a idnica do eluente) para que, exclusivamente, se estabelecessem as
interagBes estéricas tipicas de permea¢do em gel. Para a quitosana, de modo bastante critico,
o eluente ideal foi solugio aquosa de acetato de aménio 5 x 102 mol.L™". Em tais condigdes,
os autores obtiveram boa linearidade para a quitosana, inclusive com outros polimeros,
classicamente usados como padrdes de massa molar, caindo sobre a mesma curva. Isto indica
que, usando esta coluna de silica gel catidnica, é possivel avaliar a massa molar média de
amostras de quitosana. Todavia, os autores usaram apenas quitosana 100% desacetilada,
restando a duvida sobre os efeitos que exerceriam sobre as curvas analiticas, quitosanas
parcialmente acetiladas.

Os equipamentos que medem massa molar média valendo-se do espalhamento de
luz, criaram a atraente possibilidade de fazé-lo de modo absoluto. Para tanto é necessario a
medida direta de uma série de parametros Oticos e levar-se em conta as concentragdes em
peso de solugdes do polimero. Este método esta descrito na literatura® e baseia-se na

intensidade da radiagio espalhada por uma solugdo do polimero.

18. Domard, A.; Rinaudo, M.- Polymer Communications, 25 (1984) 55.
55. Richards, E.G.- An Introduction to the Physical Properties of Large Molecules in Solution. Cambridge University Press.
Cambridge, London, 1980.
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Considere-se que uma radia¢do nio polarizada e
monocromatica de comprimento de onda A e intensidade

Ip esteja incidindo sobre uma solugdo de poliméro com

L 8 = 90° K : concentragdo em massa p, cujo solvente tem indice de
X d refragdo ng. Havera um espalhamento de luz provocado
L

pelo soluto, cuja intensidade I. pode ser medida
convenientemente no angulo 8 = 90°, uma vez

percorrida a distancia d. E possivel demonstrar ** que

L 27’ny (dn/dp)’p

Io A'N(1/M+ 2Bp)d?

Onde: dn/dp € o incremento no indice de refragdo acarretado pelo aumento da
concentragdo do soluto;
N é a constante de Avogadro;
B € o segundo coeficiente virial,
M ¢ a massa molar média do polimero.

O processo através do qual a massa molar média pode ser obtida € o seguinte. Chama-se de K

o termo que engloba todas as constantes

21 ny’(dn/dp)”
ANd

Determina-se o valor de K, partindo-se dos valores do indice de refragdo do solvente,
da distincia “d”, do comprimento de onda da radia¢@o (A) e do valor do incremento no indice
de refragdo (dn/dp), determinado com varias solugdes do polimero. Rescrevendo a equagio

inicial, vem

L Kp LK
— = ou —22f _ N+2Bp
Io 1/M+ 2Bp ‘ _ I,

55. Richards, E.G.- An Introduction to the Physical Properties of Large Molecules in Solution. Cambridge University Press. Cambridge, London, 1980.
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Finalmente, medem-se as fragdes radiagdo incidente/radiagio espalhada para solugdes de
diversas concentragdes do polimero e coloca-se em grafico Ip/I.Kp vs p, obtendo-se o valor

de 1/M através do coeficiente linear da curva obtida.

In/I.Kp

P intercepto = 1/M

Este método requer que o tamanho das moléculas do polimero seja maior que o
comprimento de onda da radiagdo. Além disto, a expressdo teorica citada é valida para um
volume unitario da solugdo do polimero. Na prética, usa-se um volume preciso qualquer e
divide-se a fragdo Iy/I. por este valor. Um cuidado muito importante a ser tomado € assegurar
auséncia de particulas em suspensdo, como seria o caso de poeira.

A vantagem deste método sobre a cromatografia de permeagdo em gel ¢ de dispensar
padrdes de massa molar. Um tratamento mais complexo® permite obter, mais que a massa

molar média, a distribui¢do das massas molares, tal como a cromatografia.

Grau de acetilacio de quitina/quitosana. Se dissolvermos quitosana em solugio
aquosa de acido forte, havera no meio duas espécies 4cidas: os grupos amino protonados da
matriz polimérica (NH;") e os hidroxdnios (H;O"). Assim, se titularmos o sistema com uma
solugdo de NaOH, perceberemos duas inflexGes na curva pH vs volume de titulante, a
primeira associada a neutralizagdo dos hidroxonios e a segunda, aos grupos NH;". A diferenca
dos volumes de titulante entre as inflexGes é proporcional & quantidade de matéria de grupos

NH, presentes, €, portanto, ao grau de desacetilagdo do polimero. O grau de acetilagdo varia

56. Metille, M.J. ; Hester, R.D.- Water Solubles Polymers. cap. 18. Editado por Shalaby, W.; Shalaby, C.; Me¢ Comick, L.; Butler. G.B.
ACS Synposium Series 467, 1991.
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de 0 a 1, sendo usual sua apresentagdo multiplicado por 100, na linguagem percentual. A

curva de titulagio abaixo, e sua primeira derivada demonstram as idéias aqui-apresentadas.

40
1,702mL
12,000 'y
——s
4 .-r"’"*w 30
10.000
: dpHAY |
8.000
. 20‘
pH . of
6.000 & ]
o 1,266 mL |
d Massa do polimero = 8,6 mg /‘\
4.000 1 K Vol. HCI 0,085 molL = 1,6 10 v
. "_”._*.,,u-' Vol. dgua aprox. 20 mL ! \.\. \
20004 /
- o “ae.
T T N T T Lo T T T T o egpesee®®’ o,
0000 0500 1000 1500 2000 2500  3.000 0-tas T ey —
0.000 2000 4.000

volume de NaOH 0,08492 mol/L V NaOH 0,08492 maliL (mL)

Figura 26. Curvas de Titulagdo para solugdo aquosa de quitosana protonada por HCIL.

A expressdo para o calculo pode ser obtida pelo seguinte desenvolvimento. Vamos
considerar que m miligramas de polimero tenham sido dissolvidos em excesso de 4cido forte e
titulados por NaOH € mol L™, de forma tal que os maximos da curva derivada tenham sido
obtidos a volumes, em mL, V; e V,, respectivamente associados as saidas dos dois protons.
Como a estequiometria molar NH;™ : HO € 1 : 1, a quantidade de matéria de grupos amino

protonados €

a= (V- V)C mmol

Consideremos que a quitosana 100% desacetilada tem 161 mg.mmol’. Entdo, a

massa, em mg, de mondmeros desacetilados sera 161a.

O grau de desacetilagio estabelecido em % m/m, sera obtido pela expressido

161 a

% de desacetilagio =——  x 100
m :
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Este método, desenvolvido por Broussignac, em 1970, foi criticado por fornecer
resultados ligeiramente mais baixos que o real, possivelmente porque seja dificil a retirada dos
ultimos prétons da matriz polimérica, ao longo do tempo em que se faz uma titulag¢do. Outros
métodos aparecem na literatura, baseados em: a) espectroscopia no infravermelho,
explorando a banda correspondente a C=0 amidica®® reagdo com excesso de salicilaldeido,
seguida da determinagdio espectroscopica deste excesso de aldeido™ e espectroscopia no
ultravioleta, usando a primeira derivada do espectro com calibragdo via N-acetilglicosamina®.

Por serem ferramentas de acesso mais restrito que as citadas acima, a ressonincia
magnética nuclear e a analise termogravimeétrica s3o pouco usadas e ndo estdo aqui discutidas,
mas, dependendo da finalidade do estudo, elas desempenham papel decisivo. Por exemplo, os
estudos sobre possiveis ligagdes de hidrogénio na matriz polimérica foram realizados por
RMN de protons' e estudos de energia de hidratagdo ou estabilidade térmica do polimero e

seus derivados, por calorimetria de varredura diferencial®®

14. Muzzarelli, R.A A ; Jeniaux,C.; Gooday,G.W.(ed.) - Chitin in Nature and Technology. Plenum Press. New York, 1986. Pagina 343.
36. Favere, V.T.- Adsorgio de fons Cu I, Cd IL, Ni I, Pb I, e Zn II pelo Biopolimero Quitina, Quitosana e pelas Quitosanas
Modificadas. Tese de doutoramento. Depto. de Quimica, Universidade Federal de Santa Catarina, Floriandpolis, 1994.

57. Broussignac, J.- Chimie Industrie! et Génerel 99:9 (1970) 1241.

58. Domszy, J.G.; Roberts, A.F.- Makromolecular Chemistry 186 (1985) 1671.

59. Moore, G.K_; Roberts, G.AF.- International Journal of Biological Macromolecules 2 (1980) 115.

60. Muzzarelli, R.A.A.; Jeniaux,C.; Gooday,G.W.(ed.) - Chitin in Nature and Technology. Plenum Press. New York, 1986. Pagina 385.
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1.3- Biossensores

Biossensores sdo dispositivos destinados a detec¢do de espécies quimicas e se
caracterizam por um sensor ao qual se acopla uma camada de enzima ou outros componentes
- bioldgicos que contenham enzimas, antigenos ou anticorpos: tecidos, células, organelas etc®’.
Os biossensores, de acordo com o sensor empregado, podem ser eletroquimicos, 6ticos e
gravimétricos, sendo os eletroquimicos (potenciométricos, condutimétricos ou, principalmente,

amperométricos) os mais produzidos. A Figura 27 resume estas idéias®’.

- Difusio de espécie Potencioméirico
eletroativaon | Eletroquimico|‘"Perométrico
carregada Condutimétrico

Transdutor

Interacio da matéria
com a radiagie | — Otico
eletromagnética

Analito

Alteracie de massa

ou
microviscosidade

L, Gravimétrico

Componente

biolbgico Variagio na .
entalpia do sistema  |— 1 Crmico

Figura 27. Biossensores: produgdo ¢ transdugdo do sinal analitico.

0 primeiro biossensor foi produzido por Clark em 1962, e utilizava um sensor
amperométrico®’. Um eletrodo de platina polarizado a 0,6V era assim preparado para a
detecgio de H;O, proveniente da reagdo de oxidagdo de glicose, catalisada por glicose .
oxidase. Esta enzima estava imobilizada na ponta do sensor entre duas membranas poliméricas

de permeabilidade seletiva: uma de policarbonato e outra de acetato de celulose. Além de

" 61. Biosensor, Fundamentals and Applications. Edited by Tumer, A P.F.; Karube, 1.; Wilson, G.S. Oxford University Press, Oxford, 1987.
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suporte de imobilizagdo enzimética, as membranas serviam para limitar o acesso de
interferentes ao eletrodo (Figura 28). A corrente gerada era limitada pelo gradiente de

concentragdo de perdxido de hidrogénio, indiretamente ligado a concentragio de glicose.

Anodo de platina

Corpo do sensor

Acetato de celulose

He—"

Glicose oxidase

Poli carbonato

Figura 28. Biossensor de Clark (1962). A glicose permeava a membrana de policarbonato e
era oxidada por oxigénio com media¢ao da enzima glicose oxidase, produzindo H;0,.. O
perdxido de hidrogénio atravessava a membrana de acetato de celulose, sendo oxidado no
anodo a oxigénio. -

O desempenho deste biossensor foi tal que originou o primeiro medidor amperométrico
de glicose, comercializado pela firma americana Yellow Springs Instruments Company a partir

de 1974. O processo eletroquimico € mostrado abaixo.

. O, , Glicose oxidase ) ) )
Glicose » acido gliconico + H,0,

“
HO; %

D |/ Eletrodo a +0,6 V
0, %

/
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A estrutura basica deste biossensor enzimatico € seguida por todos os outros. A tabela 2 ilustra

alguns exemplos.

Tabela 2. Biossensores Eletroquimicos

ANALITO ENZIMA METODO DE ELETRODO BASE MEDIACAO  REFERENCIA
IMOBILIZACAO DA
'~ __ENZIMA
l-glicose  glicose oxidase co-reticulagfo a albumina de tungsténio/oxido de - 63
soro bovino com tungsténio
glutaraldeido (potenciométrico)
l-glicose  glicose oxidase ancoramento eletrostiticoe  ouro com polimero redox  Os(bpy), na matriz 64
covalente a polimero redox  adsorvido (amperométrico) polimérica
l-glicose  glicose oxidase  co-reticulagdo a polimero carbono vitreo com ferroceno na 65
redox com glutaraldeido  polimero redox adsorvido  matriz polimérica
(amperométrico)
l-glicose  glicose oxidase  confinamento fisico em platina (amperométrico) ndo ha 66
polimero condutor (contato direto via
(polipirrol) ‘ polipirrol)
l-glicose  glicose oxidase ancoramento covalente carbono vitreo ao qual se boronato 67
direto ao eletrodo imobilizou boronato
modificado por boronato (amperométrico)
l-glicose v glicose oxidase confinamento via processo fio de Pt recoberto por ndo ha
sol-gel biocerdmica de pentéxido  (contato direto via 68
de vanadio-enzima matriz de
(amperométrico) pentoxido de
vanidio)
uréia, acetil  urease, acetil confinamento em gel eletrodo de vidro para pH
colina e colinestearase reticulado por glioxal (potenciométrico) 69

penicilina G e penicilinase

Nitrato nitrato confinamento fisico em um carbono vitreo viologénio 70
redutase filme de polipirrol (amperométrico)
substituido por viologénio
1-lactato lactato oxidase ancoramento covalente filme de mercirio sobre O, 23
sobre matriz de quitosana carbono vitreo
via glutaraldeido. (amperométrico)

23. Hikima, S.; Kakizaki, T.; Taga, M.; Hasebe, K - Fresenius Journal of Analytical Chemistry 345 (1993) 607.
63. Magna, A.; Capelato, M.D.; Fatibello-Filho, O.- Journal of Brazillian Chemical Society 4:2 (1993) 72.

64. Degani, Y.; Heller,A - Journal of American Chemical Society 111 (1989) 2357.

65. Calvo, E.J; Danilowicz, C.; Diaz, L.- Joumal of Chemical Society Faraday Transation 89:2 (1993) 377.

66. Koopal, C.G.J; Nolte, R.JM.- Bioelectrochemistry and Bioenergetics 33 (1994) 45.

67. Narasimhan, K.; Wingard, L B.- Analytical Chemistry 58:14 (1986)2984.

68. Glezer, V.; Lev, O.- Journal of American Chemical Society 115 (1993) 2533.

69. Tor, R.; Freeman, A - Analytical Chemistry 58:6 (1986) 1042.

70. Cosnier, S.; Innocent, C.; Jouanneau,Y .- Analytical Chemistry 66:19 (1994).
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Além destes, Guilbault” cita uma série de outras substancias ja-determinadas através de
biossensores enzimaticos: acido acético, acido formico, adenosina, AMP, ATP, alcdois,
aldeidos, aminas, d e 1 aminoacidos, amidalina, acido ascorbico, colesterol, maltose, mercirio
(via inibi¢do de urease), NAD, NADH, nitrito, acido oxalico, perdxido, fenol, tiossulfato e
acido drico. Isto até os anos 80. Hoje o numero de analitos detectaveis por biossensores é
ainda maior.

O namero de publicagdes que descrevem biossensores teve um grande crescimento nos
anos 70 e 80, experimentando um certo declinio nos anos 90, embora seja ainda hoje grande a

atengdo que pesquisadores de todo o mundo dedicam a este campo''**".

Os biossensores e os dosadores de medicamento auto-regulados’.

O grande e promissor campo de aplicagdes dos biossensores é realmente a area médica.
Bioanalitos de primeira importancia como glicose, lactato, uréia, acido arico, colesterol além
de macromoléculas como antigenos e as proprias enzimas podem ser detectados por
biossensores eletroquimicos. O mais elevado de todos os objetivos seria, sem diavida, o
desenvolvimento dos dosadores de medicamento auto regulados (feedback loop). Estes
dispositivos, seriam transportados pelo usuario , por exemplo um diabético, € compostos de:
um biossensor de glicose, um reservatério de insulina, uma bomba dosadora e um

microcomputador (Figura 29).

R R - Reservatario de insulina
B - Bomba dosadora
B
Mc - Microcomputador
Mc > Bs - Biosensor de glicose

Bs S - Sangue

Figura 29. Dosador de medicamento auto-regulado. O diabético poderia
ter uma vida normal, gragas ao monitoramento continuo de glicose.

13. Heller, A_- The Joumal of Physical Chemistry 96:9 (1992) 3579.
71. Guilbault, G.G.- Analytical Uses of Immobilized Enzymes. Marcel Dekker, Inc. New York, 1984.
116. Janata, J.; Bezegh, A - Chemical Sensors. Analytical Chemistry 60:12 (1988) 38.
117. Janata, J. - Chemical Sensors. Analytical Chemistry 62:12 (1990) 33R.
118. Janata, J. - Chemical Sensors. Analytical Chemistry 64:12 (1992) 196R.
119. Janata, J.; Josowicz, M.; Devaney, R.S. - Chemical Sensors. Analytical Chemistry 66:12 (1994) 207R.
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O biossensor enviaria um sinal para o computador, assim que houvesse a menor
indicagdo de aciimulo de glicose no sangue. O computador imediatamente aciona a bomba que,
no momento certo e em quantidade apropriada, envia ao sangue a insulina do reservatorio,
muito antes que surjam sintomas graves.

Este pancreas artificial requer um microcontrolador, uma bomba e um biossensor. O
micro computador e a bomba ja existem com desempenho satisfatorio. Do biossensor seria
necessario

a) Alta seletividade para glicose (livre de qualquer interferente encontrado no sangue).

b) Biocompatibilidade (nenhum componente lixiviavel para o sangue, materiais ndo
toxicos e facilmente esterilizaveis e, o mais dificil: um minimo de rejei¢do pelo organismo).

¢) Durabilidade (evitando trocas freqiientes).

d) Linearidade de resposta a glicose na faixa de 1 a 15Smmol Ll
e) Tempo de resposta inferior a 10 minutos.
f) Resposta independente de fluxo sangiiineo, variagdes de O, no sangue, movimentos

do usuario.

g) Estabilidade do filme enzimatico ao pH e temperatura fisioldgicos (37°C).

h) Dimensdes reduzidas, atenuando ao maximo o desconforto do usuario.

Atualmente parece ndo haver, a despeito de centenas de trabalhos publicados, um
biossensor que reuna todas estas caracteristicas, sendo este um dos grandes desafios da
eletroanalitica”. Em um artigo mais recente”, o autor afirma que “os problemas analiticos
estio resolvidos”. Restaria, entdo, equacionar, da melhor forma possivel, o problema da
rejeicdo, para que tivéssemos os dosadores de medicamento auto-regulados em escala

comercial.
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Multidisciplinaridade e tolerancia
O campo dos biossensores, tal como muitos na ciéncia moderna, requer conjungdo de
diversos dominios do conhecimento humano, como ilustra, de modo esquematico, o quadro a

seguir

ELETRONICA
QUIMICA ANALITICA

ELETROQUIMICA

BIOQUIMICA
SINTESE ORGANICA

BIOLOGIA
SINTESE INORGANICA

MEDICINA
CIENCIA DOS
MATERIAIS

BIOSSENSORES

Como ¢ muito dificil um unico pesquisador reunir a competéncia necessaria em tantas areas
diferentes, fica claro a necessidade de esforgo cooperativo de profissionais diferentes. Isto
requer trabalho conjunto, s possivel em ambiente de respeito e tolerancia. Pesquisadores,
ainda que individualmente competentes, que ndo puderem acionar as qualidades humanas
exigidas pelo trabatho grupal, ndo poderdo contribuir para a superagdo dos desafios no

desenvolvimento de bons biossensores.

72. Reach, G.; Wilson, G.S.- Analytical Chemistry 64:6 (1992) 381 A
73. Henry, C.- Analytical Chemistry, News & Features 70 (1998) 594A
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1.4- Imobiliza¢io de Enzimas

' A partir do momento em que se.tornou interessante o uso de enzimas
purificadas para a realizagdo de reagdes de alta seletividade, diante do custo elevado de tais
reagentes, buscou-se uma condigio de reutilizagdo das enzimas (uma vez que s3o, como todo
catalisador, regeneradas no processo) evitando que fossem lixiviadas para o meio reacional ou,
mesmo que recuperadas, perdessem a atividade catalitica. Segundo Guilbault’', em 1916,
Nelson e Griffin imobilizaram invertase por adsor¢do em carvdo e verificaram que a enzima
imobilizada mantinha a sua atividade biologica e podia ser reutilizada muitas vezes. Todavia,

este assunto ficou em dorméncia até iniciar grande desenvolvimento a partir dos anos 50.

Imobilizac¢io - Vantagens

Além do argumento econdmico, dramatico para certas enzimas que imobilizadas
podem ser reutilizadas até 10.000 vezes, ha outros.

a) Aumento da estabilidade. A imobilizagdo € uma da melhores maneiras de estabilizar
enzimas **. Isto acontece pela restri¢do aos movimentos da cadeia proteica. Tais movimentos,
se realizados livremente no seio da solug¢do, s6 produzirdo a exata conformagio reativa da
enzima com probabilidade muito pequena. Comprovadamente, enzimas imobilizadas s30 mais
resistentes ao tempo, mudangas de pH e elevagdo de temperatura. Alias, a conservagio de
enzimas purificadas no estado solido e & baixas temperaturas também se explica a custa de
restri¢do da liberdade conformacional.

b) Insensibilidade a interferentes: Ja esta estabelecido®™

que enzimas imobilizadas
estdo menos sujeitas aos ativadores ou inibidores que afetam as enzimas em solu¢do. Somente
os inibidores muito fortes vdo conseguir reduzir a atividade da enzima. Por outro lado,
somente os ativadores muito fortes vdo conseguir aumentar a atividade enzimatica. Por este
motivo, em matrizes complexas, como fluidos biologicos, as enzimas imobilizadas sdo

superiores como reagentes analiticos.

62. Biosensor & Chemical Sensor- Opmizing Performance Through Polimeric Materials. Edited by Edelman, P.G.; Wang, J. ACS Symposium
Series 487, 1991.
71. Guilbault, G.G.- Analytical Uses of Immobilized Enzymes. Marcel Dekker, Inc. New York, 1984.



Imobilizacao - Métodos

No eletrodo de Clark a enzima glicose oxidase estava aprisionada entre duas
membranas. A porosidade das membranas era de tal ordem a impedir difusdo de grandes
moléculas, ficando a enzima fisicamente confinada.

Nos eletrodos de Heller, glicose oxidase (de superficie negativamente carregada) é
acoplada a um polimero polieletrolito catidnico, este por sua vez adsorvido em eletrodo de
ouro. 7
Janata prendeu finas fatias de tecido bioldgico (figado e outros) sobre um eletrodo de
pH usando uma rede de malhas finas de “nylon” (poliamida).

Wingard e colaboradores engaiolaram glicose oxidase, misturando-a com albumina de
soro bovino, seguido de reticulagdo com glutaraldeido sobre eletrodo de platina.

Miyawaki e Wingard coimmobilizaram FAD e glicose oxidase por adsor¢do sobre
eletrodo de carbono vitreo de média porosidade.

Sobre um eletrodo de platina, Verdyuyn e colaboradores fizeram coimobilizagdo de
alcool oxidase e catalase, usando glutaraldeido como agente reticulador. Rechnitz e Bradley
fizeram o mesmo, usando apenas adenosina desaminase.

Além destes exemplos, ha muitos outros uteis em situagdes diferentes daquelas dos
sensores eletroquimicos: imobilizagdo em vidro, em carvdo ativado, em géis de acrilamida,
alginato, colageno etc. Os métodos sdo numerosos e escolhidos de acordo com os usos

especificos que se vai fazer das enzimas, mas podem ser agrupados em 5 possibilidades:

a - Adsorg¢io fisica sobre suporte solido

l Os suportes podem ser albumina, carvdo,
] D @ argila, celulose, kaolinita, colodio, silica-gel, vidro,
hidroxiapatita e colageno. Vantagem: Auséncia de

| @ reagentes ¢ simplicidade. Desvantagem: Enzimas
sersssessesascusensies @ frouxamente imobilizadas, podendo ser lixiviadas e

desnaturadas.
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quitosana.
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Em gel: acrilamida, alginato, silica
Em sanduiche de -membranas de permeabilidade

seletiva: policarbonato, acetato de celulose,

Em microcapsula.

Este método tem como inconvenientes o escape da enzima pelas "malhas" maiores e adi¢do de

uma barreira de difus3o ao analito.

¢ - Reticulagdo da propria enzima

il

Reagentes bifuncionais provocam uma
polimerizagdo da enzima fixando-a sobre
uma matriz  solida.  E  pouco
usado desta maneira, pois enzimas
sio caras e boa parte delas terdo
funcdo de agir meramente como
suporte. Além disto ha, também
aqui, uma nova barreira difusional.
Todavia, quando combinado a outros
métodos de ancoramento (covalente e
adsortivo) é uma boa alternativa para

imobilizar um pouco mais a enzima.

O reagente bifuncional mais empregado € o glutaraldeido, que reage com os grupamentos aminos

dos residuos de lisina da estrutura da enzima. O esquema reacional é

66. Koopal, C.G.J.; Nolte, R.J.M.- Bioelectrochemistry and Bioenergetics 33 (1994) 45.
68. Glezer, V.; Lev, O.- Journal of American Chemical Society 115 (1993) 2533.

69. Tor, R.; Freeman, A.- Analytical Chemistry 58:6 (1986) 1042.

70. Cosnier, S.; Innocent, C.; Jouanneaun,Y .- Analytical Chemistry 66:19 (1994).
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74. Morrison, R.; Boyd, R.- Quimica Orghnica. Edigdes Cardoso, 1967. Pigina 711.
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d- Co-reticulagio a uma outra matriz polimérica®%**

Este ¢ o método mais empregado. No
caso mais freqiiente, a enzima € co-reticulada a
albumina de soro bovino através de glutaraldeido.
Outras matrizes poliméﬁcas possiveis sd3o a
quitosana e polimeros redox. No caso de
imobiliza¢do de enzimas sobre eletrodos sélidos,
este método nem sempre € satisfatorio pois a rede

de ligagGes covalentes pode soltar-se por inteira

da superficie do eletrodo base.

e - Ancoramento covalente67

Este é considerado o método mais eficiente
porque a enzima, fica realmente protegida contra
lixiviagdo, tem maior estabilidade e a imobilizagdo é

relativamente insensivel - a - mudangas de pH, forca

ancoramento precisa ser feito na cadeia lateral, ou seja,

/\M@ iGnica, solvente ou temperaturas. Naturalmente, o

naqueles grupamentos que nio comprometam o sitio

ativo da enzima. Normalmente, aproveita-se
grupamentos nucleofilicos para o acoplamento: amino,
fenol (tirosina), carboxila, tiol (cisteina).
Eletrodos de grafite permitem acoplamento covalente direto & sua superficie, manobra
que é muito elegante: oxida-se a superficie do eletrodo de forma a produzir grupamentos
COOH. A partir dai, pode-se seguir dois caminhos: usando carbodiimida ou através do cloreto

de tionila, tal como ja foi mostrado para a imobilizagdo de quitosana.

23. Hikima, S.; Kakizaki, T.; Taga, M.; Hasebe, K.- Fresenius Jounal of Analytical Chemistry 345 (1993) 607.
63. Magna, A_; Capelato, M.D.; Fatibello-Filho, O.- Joumnal of Brazillian Chemical Society 4:2 (1993) 72.
64. Degani, Y.; Heller,A.- Joumal of American Chemical Society 111 (1989) 2357.

65. Calvo, E.J.; Danilowicz, C.; Diaz, L.- Joumal of Chemical Society Faraday Transation 89:2 (1993) 377.
A7 Naracimhan K - Wineard T R Anabtical Chemictre §2-14 71024\ 7024



Estabilidade das enzimas imobilizadas ao longo do tempo

Ao lado da alta seletividade associada as rea¢des enzimaticas, caminha a irrefutavel
limitagdo quanto a sua estabilidade. Todos os biossensores apresentam uma resposta ao analito
que cai gradualmente ao longo dos dias. Perdas pequenas (em torno de 10%) com o passar de
dias ou meses sio muito raras, havendo necessidade de reposi¢do freqiiente da membrana
enzimatica. Fica bastante claro que, além da imobilizagdo, outras estratégias precisam ser
utilizadas a fim de produzir biossensores com membranas mais duraveis do que as hoje
disponiveis. Atualmente, o esforg:ov neste sentido tem avangado com as seguintes estratégias.

a) Modiﬁcac;ﬁo na cadeia de aminoacidos via engenharia genética®.

b) Modificagdo na cadeia lateral via reagdo quimica (enxerto de polissacarideos ou
polimeros sintéticos, alquilagdo, acetilagdo, etc.) 62,

¢) Exploragio de multiplas maneiras de imobilizagao®.

d) Utilizagdo de tecidos e extratos brutos. Esta estratégia, simples e eficiente, apoia-se
no argumento de que, proximas de sua condigdo natural, as enzimas tem maior
estabilidade''*'"*.

Este é um campo especialmente importante no desenvolvimento de biossensores
realmente uteis e, certamente, grandes avangos ainda estdo por vir nos proximos anos.

Para a constru¢do de biossensores eletroquimicos € necessario que, uma vez
imobilizadas na superficie dos eletrodos, as enzimas sejam eletricamente conectadas a

superficie eletrodica. E disto que trata a sessio seguinte.

62. Biosensor & Chemical Sensor- Opmizing Performance Through Polimeric Materials. Edited by Edelman, P.G.; Wang, J. ACS
Symposium Series 487, 1991.

114. Vieira, 1.C.; Fatibello-Filho, O.; Angnes, L.- Analytica Chimica Acta 19930 (1999) 1.

115. Signori, C.A; Fatibello-Filho. O.- Quimica Nova 17:1 (1994) 38.



65

1.5- Conexio Elétrica de Centros Redox de Enzimas com Eletrodos .

Interagdo direta com eletrodos: a principio deve-se considerar a determinagdo eletroquimica
de um oxidante ou redutor, através da transferéncia direta de elétrons do analito para o
eletrodo ou do eletrodo para o analito. Isto existe, por exemplo, na titulagdo amperométrica de

cloro residual” ( Figura 30).

\ Titulante

=

Ag/AgCl

\ Pt (microeletrodo)

Figura 30. Titulagdo amperométrica de cloro residual em aguas.

Processo eletroquimico: a corrente difusional é devida a reducdo de cloro no eletrodo
polarizado no potencial do eletrodo de prata-cloreto de prata. O tiossulfato adicionado vai
consumindo o cloro, fazendo cair a correnteblimite até um valor nulo ou muito baixo no ponto
final da titulagdo.

, . ' 7
H4 muitos outros casos’®’

como a determina¢do de baixos niveis de ions metalicos
(Cd*, Zn™, Pb™, Fe**, Ni**, Co™, Cu®") em solugio, usando o eletrodo de mercurio gotejante
(polarografia) com ou sem pré-concentragdo (voltametria de redissolugdo). Certos anions
também podem ser determinados no eletrodo gotejante: BrOs', I0;57, NO, etc. Microeletrodos
de ouro, platina ou carbono podem ser modificados com grupos quelantes para pré concentrar

cations, determinados em seguida, por amperometria™>**. Estes mesmos eletrodos, com

22. Kurauchi, Y.; Tsuromori, E.; Ohga, K - Bulletin of Chemical Society of Japan. 62 (1989) 1341.

24. Jinrui, X,; Bin, L.- Analyst 119 (1994) 1599.

75. APHA, AWWA E WPCF- Standard Methods for Examination of Water and Wastewater. Edited by Greenberg, A.E.; Trussel, R.R.; Clesceri,
LS. 16" ed,, 1985.

76. Sawyer, D.T.; Hanemanm, W.R. ; Beebe, J. - Chemistry Experiments for Instrumental Methods. John Wiley & Sons. New York.1984.

77. Bond, A M.- Modem Polarographic Methods in Analytical Chemistry. Marcel Dekker. New York, 1980.
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modificagdes convenientes, podem pré-concentrar anions. Algumas moléculas organicas’®’”’

podem produzir ondas catddicas ou anddicas sobre eletrodos de Hg, Au, Pt, C.

Interacio Mediada Enzimaticameﬁte

Ha muitas moléculas que ndo se modificam a velocidades apreciaveis pela interago
direta com os eletrodos, seja porque requerem altas energias de ativagio (obstaculo
cinético),exigindo elevados sobrepotenciais, seja porque oOs potenciais requeridos sdo
inacessiveis nas condi¢Ges usuais (obstaculo termodindmico). A oxidagdo de glicose é um
exemplo. Diretamente sobre o anodo a reagdo nio se da a velocidades apreciaveis. Uma

possivel solugdo € usar bromato como mediador, de acordo com o esquema da Figura 31.

Glicose BrOs

Eletrodo a 0,7V vs Ag/AgCl

Gliconato Br

TN NN

Figura 31. Bromato como mediador na oxidagdo eletrolitica da glicose.

O problema do esquema acima € que o ion bromato € um energético oxidante. Isto faz
com que o potencial do eletrodo, necessario para converter brometo em bromato seja
relativamente alto, comprometendo a seletividade, pois outros redutores presentes poderiam
também interagir com o eletrodo.

Uma interessante resposta para este problema foi dada pelo uso de enzimas, as oxi-
redutases, que além de reconhecer seus substratos com alta seletividade aumentam muitas
-vezes a velocidade do processo redox. O esquema eletroquimico para a glicose torna-se, entéo,

o da Figura 32.

76. Sawyer, D.T.; Hanemanm, W.R. ; Beebe, J. - Chemistry Experiments for Instrumental Methods. John Wiley & Sons. New York.1984.
77. Bond, AM.- Modem Polarographic Methods in Analytical Chemistry. Marcel Dekker. New York, 1980.
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Glicose Glicose Oxidase (ox) 0-\

Gliconato Glicose Oxidase (red) -—/

Eletrodo

AN

Figura 32. Oxidagdo eletrolitica da glicose com media¢do enzimatica.

O esquema da Figura 32 embora possivel, da origem a correntes muito pequenas, da
ordem de picoampere, nem sempre mensuravel nos aparelhos comuns. Isto acontece
exatamente como parte do mecanismo de reconhecimento altamente especifico da enzima pelo
seu substrato. A cadeia proteica da enzima protege o seu centro redox para que somente o
substrato ou poucas outras estruturas sejam capazes de oxida-lo ou reduzi-lo. Esta blindagem
introduz distancias grandes entre o centro redox da enzima e o eletrodo (da ordem de 86
angstron para a glicose oxidase)’®, limitando as correntes a valores muito baixos (mas ainda
mensuraveis pelos melhores aparelhos). Todo esforgo na construgdo de biossensores
amperomeétricos, gira em torno do objetivo de aumentar as correntes geradas pela transigdo
redox do sitio ativo da enzima, de forma tal que a taxa de transferéncia de elétrons seja
superior a frequéncia de transi¢do do centro redox ("turnover" da enzima, cerca de 100 vezes/s
para glicose oxidase)". A solugdo foi apontada pela observagio dos mecanismos da natureza

que langa méo dos mediadores difusionais.

Os Mediadores Redox Difusionais
A molécula de oxigénio, pelo seu poder de penetrar na blindagem proteica, € o
mediador natural da glicose oxidase, permitindo a regeneragdo do catalisador biologico tal

como mostra o esquema ilustrado na Figura 33.

13. Heller, A.- The Joumal of Physical Chemistry 96:9 (1992) 3579.
78. Nakamura, S.; Hayashi, S.; Koga, K.- Biochimica et Biophysica Acta 445 (1976) 294.
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02 Glicose Oxidase {0x) Gliconato

H202 Glicose Oxidase (red) Glicose

Eletrodo

LLLLL

O, Figura 33. Oxigénio como mediador difusional
na oxidagao eletrolitica enzimatica da glicose.

Hy0,

O sistema expresso na Figura 33 ¢ usado no ja citado eletrodo de Clark para glicose®' e
em muitos outros produzidos ainda hoje. Além do O,, mediadores artificiais foram
introduzidos: ferroceno/ferricinio - ¢ derivados, quinonas/hidroquinonas, ferrocianeto/

ferricianeto e outros complexos, sistema iodo/iodeto®"”!

. Espécies semelhantes ao azul de
metileno também sdo utilizadas: Azul de Meldola; Azul do Nilo; N-metil-fenazin-5-inio; Azul

de o-Toluidina etc.

Mediadores Redox nao Difusionais

Embora os mediadores difusionais tenham alcangado o objetivo de aumentar as
correntes obtidas pela intervengdo enzimatica nos sistemas redox, eles apresentam limitagdes
tais, que novas alternativas surgiram nos ultimos anos. Sdo os mediadores ndo difusionais,
desenvolvidos para evitar que o mediador redox se perdesse na solugdo. A primeira alternativa,
sugerida por Degani e Heller®, consistiu na ligagdo covalente de grupos contendo ferroceno na
cadeia lateral da enzima. Tais ramifica¢3es, se possuissem o tamanho apropriado, funcionavam

como bragos flexiveis, deslocando o mediador até o centro redox da enzima ( reduzindo o

61. Biosensor, Fundamentals and Applications. Edited by Tumer, A .P.F.; Karube, 1.; Wilson, G.S. Oxford Umversxty Press, Oxford, 1987.
64. Degani, Y.; Heller,A - Journal of American Chemical Society 111 (1989) 2357.
71. Guilbault, G.G.- Analytical Uses of Immobilized Enzymes. Marcel Dekker, Inc. New York, 1984.
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ferricinio) e dai para a superficie do eletrodo, onde deixavam seus elétrons e repetiam o ciclo.

Este esquema esta ilustrado na Figura 34.

]
=%

Enzima modificada de Degani & Heller (1989).

H H H
N N\ N\
/N-—- ENZIMA red | — T—' ENZIMA refl —_ T— ENZIMA ox

Glicose Fet—g? =
\\0 /C—-Fc+(——// /C=0
O/ Fe
-

H

N\ \
/ N— ENZIMA ox : —
Ac. Glicénico Fotec” ~ELETRODO
TN

Figura 34. Ferroceno como mediador nio difusional da glicose oxidase.
Fc = ferroceno Fc" = ferricinio
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Embora este sistema funcione bem, as ligagdes na cadeia lateral da enzima podem
diminuir a atividade enzimatica, o que é indesejavel. Surgiram entfio os polimeros redox *>”,
macromoléculas que tém em sua estrutura um complexo que funciona como mediador redox.
Eles sdo ligados ao eletrodo por adsorgdo, covaléncia ou misturados na pasta de grafite e
complexam as enzimas ou sdo ligadas a elas por reticulagio com reativo bifuncional

(glutaraldeido, carbodiimida, epoxi etc.)>5* (Figura 35).

n=1
Gregg & Heller (1990)
m=29
p = 1,‘5
CH»CHy«—CH
"'("CHZ_ ' )ﬁ( 2 ' _)r_n Calve, Danilowicz e Diaz (1993)
/C =0 /C =0
I
Fe¢
H
QUITOSANA — N/ ) Rodrigues e colaboradores (1995)

\
CHy — Py— Fe(CM) 5

Figura 35. Polimeros redox.

Fc = ferroceno Py = pindil

9. Shigeara, K.; Oyama, N.; Anson, F.C.- Joumnal of American Chemical Society 103 (1981) 2552.
13. Heller, A.- The Jouma! of Physical Chemistry 96:9 (1992) 3575.
65. Calvo, E.J.; Danilowicz, C.; Diaz, L.- Journal of Chemical Society Faraday Transation 89:2 (1993) 377.
79. Rodrigues, C. A.- Exame de Qualificagio ao Doutorado. Departamento de Quimica, Universidade Federal de Santa Catarina, 1995.
80. Lumley-Woodyear, T.; Rocca, P.; Lindsay, J; Dror,Y ; Freeman, A.; Heller, A - Analytical Chemistry 67:8 (1995) 1332.
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Materiais poliméricos ja desempenhavam papel importante no projeto dos biossensores,
como suporte de imobilizagdo enzimatica e na construgdo de membranas de permeabilidade
seletiva. Com os polimeros redox, esta importincia amplia-se, tornando-se chave na obtengdo
de biossensores de alto desempenho. Além disto, embora haja alternativas mais simples, os
polimeros redox geram possibilidade de imobilizagdo de complexos na superficie eletrodica, e,
assim modificados, os eletrodos podem promover eletrocatalises, mesmo quando o sistema
eletroquimico ndo envolve enzimas.

Em todos os biossensores que utilizam os polimeros redox deve-se considerar a
possibilidade de haver, também, uma certa parte da corrente por conta da media¢do via
oxigénio, a menos que este seja eliminado previamente. Assim, a eficiéncia de um polimero
redox para atuar em processos redox enzimaticos, deve ser avaliada comparando-se a corrente
gerada a um certo potencial, com € sem oxigénio.

Finalizando estas consideragdes sobre mediadores de processos enzimaticos, é bastante
interessante novamente aludir a um mediador polimérico ndo difusional, € que ndo requer
intervengdo de complexos. O biossensor assim construido aparece na tabela 2, referéncia 66.
Ali, o contato do centro redox da glicose oxidase com a superficie eletrodica ¢ conseguido
através das excelentes propriedades condutoras do polipirrol, gerado in situ. Este mesmo

polimero constitui a matriz de imobilizagdo enzimatica.
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1.6- Biossensores e sistemas FIA

Acompanhando a tendéncia da quimica analitica moderna, os métodos eletroanaliticos
procuraram também se adequar aos sistemas de fluxo continuo. Furbee e colaboradores™
descrevem um sistema deste tipo, utilizando biossensor para glicose, baseado em
microeletrodo de fibra de carbono. Eles obtiveram picos de corrente da ordem de 14nA para
glicose na concentragio de 1,0 x 10”mol L, com um excelente fiagrama para 4 injegdes
consecutivas. A vazio do carregador foi de ImL min" em tampio fosfato (pH 7,0) 0,1mol L.
O volume injetado das solugdes analiticas foi de 200uL.

Em um estudo que resultou numa expressdo matematica, descrevendo a resposta
transiente para um eletrodo enzimatico amperométrico limitado por difusio, Olsson e
colaboradores®! obtiveram bons resultados operando a 300 amostras/h, com desvio padrdo de
0,5%, chegando ao limite de 10” mol de glicose L com volume de 1,5uL de amostra.

Dispensando os biossensores, outra maneira de operar com métodos enzimaticos em
fluxo, € utilizar os reatores que contém as enzimas imobilizadas. Como exemplo desta versdo,
ha o trabalho de Jurkiewicz, Alegret e Fabregas ** que fizeram um estudo comparativo dos
reatores de leito empacotado e tubulares na determinagdo de uréia e creatinina. O sistema
operou em fluxo, com detecg@o potenciométrica e era gerenciado por um microcomputador.

Gorton e colaboradores (1991) revisaram 319 artigos® descrevendo o uso de enzimas
em sistemas FIA, comparando o desempenho dos biossensores com os reatores enzimaticos.

As analises por injegio em fluxo continuo (FIA) foram introduzidas em 1975 por
Ruzicka e Hansen e experimentaram grande desenvolvimento no Brasil a partir do ano
seguinte, por pesquisadores do CENA/USP.

Em um artigo de revisio® publicado em 1989 na Quimica Nova, Reis, Giné e Kronka
reapresentaram as bases deste sistema. Toda andlise quimica instrumental envolve as 5 etapas

descritas na Figura 36.

81. Olsson, B.; Lunback, H.; Johansson, G.; Scheller, F.; Nentwig, J.- Analytical Chemistry 58:6 (1986) 1046.

82. Jurkiewicz, M.; Alegret, S.; Fabregas, E.- Analytica Chimica Acta 370 (1998) 47.

83. Gorton, L.; Csoregi, E.; Dominguez, E.; Emnéus, J.; Jonsson-Pettersson, G.; Marko-Varga, G.; Persson, B.- Analytica Chimica Acta
250 (1991) 203.

84. Reis, B.F; Giné, M.F.; Kronka, E.AM.- Quimica Nova 12:1 (1989) 82. )

95. Furbee, W.J.; Kuwana, T.; Kelly, R.S. - Analytical Chemistry 66:9 (1994) 1575.
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Amaestragem ——> Abertura ——> Pré diluigdo ou ——> Adigdo de Reagentes —
Pré concentracido

Resultado apds comparagio
com padries

— Detecgio do Analito «——

Figura 36. Etapas fundamentais da analise quimica instrumental.

No sistema convencional, usando vidraria analitica € com iﬁtervencﬁo do operador em
todas as etapas, verifica-se que a produtividade e rigor dos resultados alcanga limites
intransponiveis pela habilidade do operador e qualidade instrumental. Acompanhando a
tendéncia & automagdo de todos os setores da vida produtiva, tipica deste final de século,
através da FIA, foi possivel alcangar produtividade alcangando centenas de amostras/h, com
elevado grau de precisdo. A idéia ¢ realizar as etapas acima em linha, sem intervengdo do
operador entre elas, através do fluxo continuo de liqiiidos por tubos de pequeno diametro, tal

como descreve esquematicamente a Figura 37.

Abertura da Amostra Reagentes 1
- Detec¢iio
JL  qann >
Pré concentracio ’ H' l“ ||| [
ou - h
Pré diluigiio

Resultado apds comparacio com padries e

Figura 37. Etapas fundamentais das determinagdes em fluxo continuo.
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Assim, € possivel realizar automaticamente todas as etapas: Uma solugdo é bombeada
sobre a amostra, dissolvendo parte dela e passando para a etapa de diluigio ou pré
concentragdo, se necessario. Reagentes sdo adicionados, caminha-se um percurso minimo
necessario para que apenas parte da reagdo se complete e vai-se ao detector que gera um sinal
tipo pico em registrador x-tempo. A calibragdo pode ser feita com amostras certificadas.

Enganoso seria supor que os sistemas em fluxo ndo prestam outro servigo além das
espantosas freqiiéncias de amostragem. Ha outras vantagens, realmente atraentes do ponto de
vista da andlise quimica, mesmo nas situagbes em que o numero de amostras a serem
resolvidas ndo seja elevado.

a) Alta precisdo: com instrumental relativamente simples, consegue-se grande

reprodutibilidade, traduzida em desvios padréo inferiores a 1%.

b) Como o contato com o exterior ¢ minimo, as possibilidades de contaminag¢do sdo

tremendamente restritas. Isto é primordial para determinagdes a nivel de tragos.

¢) Como a reprodutibilidade ¢ elevada, ndo ha necessidade de aguardar a aquisi¢do de
estado estacionario, uma vez que amostras e solugdes analiticas serdo lidos em igualdade de
condigdes. Isto € utilissimo em reagdes de cinética desfavoravel.

d) Simplificagdo instrumental: A determinagdo potenciométrica de cloretos, por
exemplo, requer um eletrodo de referéncia de dupla jungdo quando se trabatha no sistema
estatico. Isto porque, de forma aleatéria, haveria contaminagio pelo cloreto que escoa através
da jungdo dos eletrodos de referéncia usuais: prata-cloreto de prata e calomelano. Todavia,
operando em fluxo no ha necessidade de eletrodo de dupla jungdo, novamente devido a alta
reprodutibilidade. O erro é menor, torna-se siStemético e é eliminado por padronizagdo. De
modo analogo sio muito simplificadas as operagdes de destilagdo, pré-concentragdo em
coluna, extragio com solventes, "stripping” anodico etc®.

e) Pequeno volume de amostra, pequeno gasto de reagentes, métodos ecologicamente
corretos: no sistema de batelada (estatico) o trabalho com volumes pequenos tende a gerar
erros grandes (a menos que se use instrumental especifico, de alto custo). Em FIA, a obtengdo
de volumes reprodutivos ¢ simplesmente resolvida por diferentes comprimentos de tubos finos

(algas de amostragem) ou tempos diferentes de abertura em valvulas solendides. O efluente

85. Fang, Z.- Flow Injection Separation and Preconcentration. Published jointly by VCH Weinhein and VCH New York, 1993.
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resultante das analises € pequeno, simplificando enormemente o tratamento daqueles nocivos
ao meio ambiente.

f) Possibilidade de sistemas para monitoramento continuo, in vivo ou in situ .

g) Facilidade de automagdo completa. Os modernos sistemas de automagio
microcomputadorizados requerem o gerenciamento de solugdes em fluxo®*®.

h) Novas solugdes para problemas analiticos: uma limitagdo inexoravel da
potenciometria é a resposta de 60mV/pX para ions monovalentes. A literatura recente®
descreve um sistema com dois eletrodos indicadores, sem eletrodo de referéncia, montados um
apos outro na linha, obtendo-se sensibilidade dobrada. Isto s6 é possivel em um sistema em
fluxo! As interferéncias em métodos potenciométricos sdo muito menores quando realizados

8790 exatamente devido ao fato do sinal transiente estar afastado do sinal de

em fluxo
equilibrio.

i) Todas estas vantagens sdo alcangadas por um baixo custo. O equipamento € barato e
muitos componentes podem ser construidos no proprio laboratorio’' .

Com e;stas vantagens € realmente pertinente perguntar porque os métodos em fluxo,
contando com mais de 20 anos, ainda ndo alcangaram uma penetragdo proporcional a tantos
méritos. Podem-se arrolar algumas razdes. |
a) caréncia de divulgagdo. Embora seja o Brasil um dos lideres mundiais em FIA, até hoje ndo
ha um livro didatico em nossa lingua, destinado a apresentar estas técnicas para os analistas
brasileiros que operam nas indastrias ou pequenos laboratorios de prestagdo de servigos.

b) no geral, as montagens ndo sdo robustas e manejaveis por qualquer um. Quando acima foi
dito que o equipamento ¢ quase todo -artesanal, entenda-se que uma certa habilidade, maior do
que a maioria dos analistas possui, ¢ requerida. Neste sentido, poderiamos dizer que as
técnicas de FIA sdo mais intensivas em conhecimentos e habilidades do que as convencionais,
exigindo, para a sua efetiva propagagdo, investimentos massivos em programas de
treinamento. ]

¢) indisponibilidade, a baixo custo, de equipamentos nacionais de boa qualidade. Bombas,
injetores e valvulas produzidos em escala comercial no Brasil ndo sdo apropriados, quando um

desempenho elevado € exigido. O equipamento importado nido pode ser considerado barato.

86. Ganzarolli, E.M.; Lehmkuhl, A.; Queiroz, R. R.U.; Souza, 1.G.- Quimica Nova 22:1 (1999) 53.

87. Marin, M.A.B.- Tese de doutorado. Depto. de Quimica, UFSC (1998).

88. Giacomozzi,C.; Neto, J.A.G.; Souza, I.G.; Queiroz, R.R.U- Aceito para publicagiio no Joumal of Automatic Chemistry.
89. Rizov, L; Nlcheva, L.- Analytica Chimica Acta 311 (1995) 175. -

90. Carvatho, R.M.- Dissertagiio de Mestrado. Depto. de Quimica. UFSC (1997).

91. Marin, M.A B.; Ganzarolli, E.M.; Queiroz, R.R.U.; Souza, L.G.- Quimica Nova 21:6 (1998) 802.
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d) conservadorismo escolar. No Brasil, FIA s6 ¢ ensinada em larga escala nos cursos de pos
graduagio em quimica analitica, quando a maioria dos que v3o atuar na industria e laboratorios
de prestagdo de servigos (técnicos de nivel médio e graduados) ja foram-se, levando em suas
bagagens as técnicas de gerenciamento de liquidos que aprenderam com Mhor, Liebig e

outros, pioneiros da quimica analitica.

O sistema em fluxo - Instrumentacio

Basicamente, se podem esquematizar as montagens em fluxo de acordo com a Figura 38.

]

|
-Bp I 1 L

w2

i Figura 38. Instrumentagdo em FIA

P - Percurso analitico
1 Bp - Sistema de propulsdo de fluidos
‘Bp (bomba peristaltica)
c g Vi I - Injetor da amostra

L - Alga de amostragem

Br - Bobina de reagdo
L D - Detector
C - Liquido carregador
A - Amostra
W - Descarte
1- Posigfio de amostragem
ii - Posi¢do de inje¢do da amostra

O sistema de propulsdo de fluidos pode ser um gas inerte comprimido, uma bomba de
seringa, uma bomba peristaltica ou mesmo a gravidade, sendo consagrada pelo uso a bomba
peristaltica. O injetor da amostra também pode ter configuragdes diversas mas, quase sempre,
consiste de trés pecas de acrilico, com uma delas (a central) deslocando-se em relagdo as

outras duas, como mostra a Figura 38.



77

({3444

Observe-se que na posi¢do “i” a amostra, impulsionada pela bomba, preenche a alga de
amostragem. Ao ser comutado o injetor, indo para a posi¢do “ii”, o fluido carregador, também
impulsionado pela bomba, conduz a por¢do de amostra aprisionada na alga, para a bobina de
reagdo. Como detector sdo usados os mesmos das analises em sistema convencional:
espectrofotometro de absor¢gdo molecular ou de absor¢do atdmica; eletrodo seletivo,
conjugado a milivoltimetro eletronico; célula condutimétrica etc.

Para operar com biossensores, uma vez que ja contém todos os reagentes imobilizados,
em principio n3o € requerida a bobina de reagdo, pois as reagdes necessarias ocorrem na

superficie do proprio detector (eletrodo de trabalho).

Configuragdo do Sistema em Fluxo

No que diz respeito ao modo pelo qual a amostra € introduzida no fluxo da solugdo
carregadora, os sistemas de analise em fluxo podem ser arranjados nas versdes: a) ‘linha unica;
b) em confluéncia, c) com zonas coalescentes, d) com reamostragem; €) segmentado. A
escolha envolve um compromisso entre: sirhplicidade do sistema, menor dispersdo possivel
(picos mais agudos, maior sensibilidade), menor tempo de analise (maior frequéncia de
amostragem, maior produtividade), economia de reagentes.

O sistema em linha Unica foi ilustrado na Figura 38. Percebe-se que, nesta versdo, a
amostra se mistura ao carregador (que contém o reagente) apenas por dispersdo, o que tende a
gerar alargamento de pico. Um sinal mais forte (pico de maior amplitude) pode ser gerado com
aumento da alga de amostragem, chegando até 98% da leitura a volume infinito (carregador
substituido pela amostra), quando a alga é cerca de 4 vezes o percurso analitico. Todavia,
como a mistura € apenas por dispersdo, a alga de amostragem ndo pode ser aumentada
indefinidamente pois hia o risco de sequer completar a reagdo, por escassez de reagente.
Aumentar o percurso analitico entdo ndo resolve, pois havera aumento de dispersdo e queda na
altura do pico, além de diminuig3o na freqiiéncia analitica.

O sistema em confluéncia pode ser usado quando ndo se consegue bons resultados com
linha Gnica (amostras diluidas, por exemplo). Neste, o reagente R continuamente € misturado

ao fluxo de carregador através de um “Y”, chamado de confluéncia, que junta os dois fluxos.
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Desta maneira, quando o injetor for comutado, amostra e reagente serdo misturados de modo
mais intimo em .relag:io ao caso anterior, o que tende a diminuir a dispersdo. Agora, para
amostras mais diluidas pode-se usar uma alga de amostragem maior, sem perigo de. haver
escassez de regente. As vazdes do reagente e carregador (determinadas pelos didmetros dos
tubos que conduzem estas solugdes) deverdo ser estudadas de modo a gerar o sinal de maior
amplitude. |

O sistema com zonas coalescentes visa a economizar o reagente pois no caso anterior,
mesmo sem amostra, o reagente é circulado no percurso. Trata-se de introduzir o reagente
simultaneamente com a amostra, através de uma segunda al¢a no injetor, a al¢a do reagente.

O sistema com reamostragem € ideal para amostras muito concentradas. Insere-se a
amostra no carregador e envia-se a uma bobina para que haja dispersdo. Agora faz-se nova
comutagio no injetor, amostrando-se a amostra ja dispersa, enviando-a para o percurso
analitico. O reagente entra por confluéncia.

O sistema segmentado, finalmente, visa a reduzir ao maximo a dispersio pela
introducdo de fluido imiscivel, por exemplo, bolhas de ar. Gragas a isto, a dispersdo € limitada
ao comprimento ocupado pelo “plug” da amostra e nesta condi¢do € inserido o reagente e
processada a reagdo. Imediatamente antes do detector é colocado um separador de fases para
remover o fluido segmentador.’

Outras configura¢des sio indicadas para tratamentos prévios a amostra: abertura®™
extragdo com solventes™, pervaporagdo™, pré-concentragio em coluna etc.”’, e muitas outras
ainda virdo pois, ao que tudo indica, as analises em fluxo certamente integrardo os proximos
passos da quimica analitica, pelo que significam na compatibilizagdo dos detectores da era do

computador com as operagdes prévias necessarias as determinagdes.

85. Fang, Z.- Flow Injection Separation and Preconcentration. Published jointly by VCH Weinhein and VCH New York, 1993.
88. Giacomozzi,C.; Neto, J.A.G.; Souza, L.G.; Queiroz, R.R.U- Aceito para publicagio no Joumal of Automatic Chemistry.
92. Facchin, I.; Pasquini, C.- Quimica Nova 21:1 (1998) 60.

93. Mattos, I.L.; Queiroz, R.R.U.- Quimica Nova 21:2 (1998) 202.
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1.7-Ruténio e os polimeros redox

Desde o traballio pioneiro de Oyama e Anson™ produzindo os metalo-polimeros ou
polimeros redox, o sistema ruténio IIIII destacou-se como centro rhetéﬁco reversivel,
ligado por coordenagdo a matriz polimérica. Os polimeros redox, estritamente falando nio
sd0 exatamente a mesma coisa que metalo-polimeros. Os primeiros sdo polimeros que
podem atuar como mediadores nas transferéncias eletronicas (haja ou ndo metais em sua
estrutura) e os ultimos, polimeros dotados de metal, podendo ou ndo, atuar em processos
redox. Os metalo-polimeros possuem centros metalicos distribuidos em uma matriz
polimérica. Na sintese dos metalo-polimeros uma das estratégias € reagir um complexo
estavel, dotado de pelo menos uma posigdo reativa, com os grupos ligantes da matriz
polimérica®***'®_ A outra estratégia consiste em reagir um complexo estavel através de um
101-104

grupo reativo marginal, sem interferir, portanto, na esfera de coordenagio

Nos centros metalicos, encontramos quase sempre na literatura os elementos do

9,65,79,101,102,103 20,94,96,98 97,99,100

grupo VIII da tabela periddica: ferro , ruténio e Osmio ,sendo a
maioria expressiva dos trabalhos constituida de polimeros com ruténio. A razdo para esta
preferéncia deve residir sobre a labilidade relativa dos complexos destes metais. Na primeira
série de transi¢do, excetuando o Co III e o Cr III, todos os complexos sio labeis”. A
segunda e terceira série de transi¢io contém, via de regra, complexos mertes. Acontece que
os complexos de 6smio, sendo muito inertes, s6 reagem com os polimeros muito lentamente,
dificultando a sintese do metalo-polimero. Parece que os complexos de ruténio guardam um

6timo compromisso entre a facilidade de sintese e estabilidade ao longo do tempo.

9. Shigeara, K.; Oyama, N.; Anson, F.C.- Jounal of American Chemical Society 103 (1981) 2552.
20. Oyama, N. and Anson, F.- Joumal of the Americam Chemical Society 101:13 (1979) 3450.
43. Shriver, D.F.; Atkins, P.W.; Langford, C.H.- Inorganic Chemistry. Oxford University Press. Oxford, 1992.
65. Calvo, E.J.; Danilowicz, C.; Diaz, L.- Joumal of Chemical Society Faraday Transation 89:2 (1993) 377.
79. Rodrigues, C. A.- Exame de Qualificagdo ao Doutorado. Departamento de Quimica, Universidade Federal de Santa Catarina, 1995.
94. Clear, J.M.; Kelly, J.M.; O’Connel, C.M.; Vos, J.G.- Joumal of Chemical Research S (1981) 260.
96. Calvert, J.M.; Meyer, T.J.- Inorganic Chemistry 21:11 (1982) 3978.
97. Forster, R.J.; Kelly, A.J; Vos, J.G.; Lyons, M.E.G.- Journal of Electroanalytical Chemistry 270 (1989) 365.
98. Barisci, J.N.; Wallace, G.G.; Wilke, E.A.; Meaney, M.; Smyth, M.R.; Vos, J.G.- Electroanalysis 1 (1989) 245.
99. Gregg, B.A.; Heller, A.- Analytical Chemistry 62:3 (1990) 258.
100. Ohara, T.J.; Rajagopalan, R.; Heller, A.- Analytical Chemistry 66:15 (1994) 2451.
101. Liaudet, E.; Battaglini, F.; Calvo, E.J.- Journal of Electroanalytical Chemistry 293 (1990) 55.
102. Schuhmann, W.; Ohara, T.J.; Schmidt, H.L.; Heller, A.- Jourmal of American Chemical Society 113:4 (1991) 1394.
103. Calvo, E.J.; Danilowicz, C.; Diaz, L.- Journal of Electroanalytical Chemistry 369 (1994) 279.
104. Kuehn, C.G.; Taube, H.- Journal of American Chemical Society 98:3 (1976) 689.
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Os centros metalicos dos polimeros mais encontrados na literatura estdo listados abaixo.

Referéncias
Fe [Fe(CN)s]** 9,79
ferroceno/ferricinio 65,101, 102, 103
Ru [Ru(NH;)s 20
[Ru(bpy).C117* 94, 96, 98
[Ru(EDTA) | » 20, 79
Os [Os(bpy).C1T"* 97, 99, 105
[Os(4,4 - dimetilbpy),C1]"** 100

9. Shigeara, K.; Oyama, N.; Anson, F.C.- Journal of American Chemical Society 103 (1981) 2552.

20. Oyama, N. and Anson, F.- Journal of the Americam Chemical Society 101:13 (1979) 3450.

65. Calvo, E.J.; Danilowicz, C.; Diaz, L.- Joumnal of Chemical Society Faraday Transation 89:2 (1993)377.

79. Rodrigues, C. A.- Exame de Qualificagio ao Doutorado. Departamento de Quimica, Universidade Federal de Santa Catarina, 1995.
94. Clear, JM,; Kelly, JM.; G’Connel, C.M.; Vos, J.O.- Joumal of Chemical Research S (1981) 260.

96. Calvert, J.M.; Meyer, T.J.- Inorganic Chemistry 21:11 (1982) 3978.

97. Forster, R.J.; Kelly, A.J.; Vos, J.G.; Lyons, M.E.G.- Joumal of Electroanalytical Chemistry 270 (1989) 365.

98. Barisci, JN.; Wallace, G.G.; Wilke, E.A_; Meaney, M.; Smyth, M.R.; Vos, J.G.- Electroanalysis 1 (1989) 245.

99. Gregg, B.A ; Heller, A.- Analytical Chemistry 62:3 (1990) 258.

100. Ohara, T.J.; Rajagopalan, R.; Heller, A.- Analytical Chemistry 66:15 (1994) 2451.

101. Liaudet, E.; Battaglini, F.; Calvo, E.J.- Joumal of Electroanalytical Chemistry 293 (1990) 55.

102. Schuhmann, W.; Ohara, T.J.; Schmidt, H.L.; Heller, A.- Joumal of American Chemical Society 113:4 (1991) 1394.
103. Calvo, E.J.; Danilowicz, C.; Diaz, L.- Joumal of Electroanalytical Chemistry 369 (1994) 279.

104. Kuehn, C.G.; Taube, H.- Journal of American Chemical Society 98:3 (1976) 689.
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As matrizes poliméricas encontradas na literatura sdo listadas a seguir

Referéncias
Polivinilpiridina (PVP) | 9,20, 94,96, 97, 98,
Poliacrilonitrila (PAN) 20
Copolimero PVP - polimetacrilato de metila 94
PVP modificado por grupos polares 99
Copolimero acrilamida- &cido acrilico 65
Polialilamina 103
Poli(1-vinilimidazol) 100
Quitosana modificada por Piridil 79

9. Shigeara, K.; Oyama, N.; Anson, F.C.- Joumal of American Chemical Society 103 (1981) 2552.

20. Oyama, N. and Anson, F.- Joumal of the Americam Chemical Society 101:13 (1979) 3450.

43. Shriver, D.F.; Atkins, P.W.; Langford, C.H.- Inorganic Chemistry. Oxford University Press. Oxford, 1992.

65. Calvo, E.J.; Danilowicz, C.; Diaz, L.- Journal of Chemical Society Faraday Transation 89:2 (1993) 377.

79. Rodrigues, C. A.- Exame de Qualificagio ao Doutorado. Departamento de Quimica, Universidade Federal de Santa Catarina, 1995.
94. Clear, JM.; Kelly, J.M.; O’Connel, C.M.; Vos, J.G.- Joumal of Chemical Research 8 (1981) 260.

96. Calvert, JM.; Meyer, T.J.- Inorganic Chemistry 21:11 (1982) 3978.

97. Forster, R.J.; Kelly, A.J.; Vos, J.G.; Lyons, M.E.G.- Journa! of Electroanalytical Chemistry 270 (1989) 365
98. Barisci, JN.; Wallace, G.G.; Wilke, E.A.; Meaney, M.; Smyth, MR.; Vos, J.G.- Electroanalysis 1 (1989) 245.
99. Gregg, B.A.; Heller, A.- Analytical Chemistry 62:3 (1990) 258.

100. Ohara, T.J.; Rajagopalan, R.; Heller, A - Analytical Chemistry 66:15 (1994) 2451.

103. Calvo, E.J.; Danilowicz, C.; Diaz, L.- Journal of Electroanalytical Chemistry 369 (1994) 279.
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Algumas vezes, o metalo-polimero, uma vez imobilizado sobre uma superficie
(normalmente um eletrodo de carbono) , acoplado ou n3o a uma enzima, sofre um processo
de reticulagdo com o propdsito de evitar que haja alteragdes conformacionais indesejaveis.

Para tanto, langa-se mio de reativos bifuncionais, listados a seguir

Referéncias
Glutaraldeido 65
Epicloridrina : 103
Eter diglicidilico do poli(etileno glicol) 100, 105

Sintese dos metalo-polimeros de ruténio
Dois complexos de ruténio sdo importantes como ponto de partida para a sintese dos
polimeros redox: cloreto de cloropentaamimruténio III e cis-bisbipybisclororuténioll. Estes

dois complexos sdo preparados de acordo com os esquemas reacionais apresentados

abaixo'®*'", partindo ambos de cloreto de ruténio IIIL.
RuCl.3H,0 2 [Ru(NHy)eP* —=> [Ru(NH)sCIP*
: : > u
3.3, NH, aq, NH,CI 3)6 3)5
bpy aceiona, 0°C
> Ru(bpy).Cl, em DMF > Ru(bpy):Cl;
LiCl, DMF '

Basicamente, a estratégia de sintese dos polimeros redox € a mesma para os dois
complexos, consistindo em substituir um cloro da esfera de coordenagdo do ruténio por

agua, através da intervengdo de um sal de prata que elimina o cloro sob a forma de AgCl.

65. Calvo, E.J.; Danilowicz, C.; Diaz, L.- Joumal of Chemical Society Faraday Transation 89:2 (1993) 377.
100. Ohara, T.J.; Rajagopalan, R.; Heller, A.- Analytical Chemistry 66:15 (1994) 2451.

103. Calvo, E.J; Danilowicz, C.; Diaz, L.- Joumal of Electroanalytical Chemistry 369 (1994) 279.

105. Gregg, B.A.; Heller, A.- The Journal of Physical Chemistry 95:15 (1991) 5970.

106. Taube, H. - Inorganic Chemistry 25 (1986) 3318.

107. Sullivan; Salmon; Meyer- Inorganic Chemistry 17 (1978) 3334.
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O complexo monoaquo, entio, faz-se reagir com os grupos ligantes do polimero,
. 0 . . .
normalmente durante tempo muito longo”®'**. O esquema reacional apresentado a seguir

ilustra esta sequéncia.

RuXCl+ Ag'ey + H:Oy ——> [RuXOH;' + AgCly

X= prZCI ou (NI‘I3)5

[RuXOH,]” +

—_— _ - +HO0

Polimero Polimero rutenado [RuX]

Normalmente, no esquema apresentado acima, escolhe-se um sal de prata cujo dnion
nio venha a atuar como ligante. Perclorato, hexafluorfosfato ou trifluoracetato sdo
adequados. Para retirar o oxigénio dissolvido, faz-se borbulhamento de argdnio. O
nitrogénio ndo pode ser usado pois € um ligante para pentaamimruténio II. Uma vez que a
prata em si pode ser coordenada pelos grupos ligantes da matriz polimérica, deve-se
completar a primeira etapa acima, filtrando ou centrifugando o precipitado de cloreto de
prata, para ent3o iniciar a reagdo com o polimero. Outro cuidado importante diz respeito ao
pH. Usualmente escolhe-se um pH proximo do pka do ligante; a fim de inibir zlincompetigﬁo
dos protons. Mas € preciso considerar que este pH pode ser nocivo, do ponto de vista do
complexo. Assim, o pKa de [Ru(NH;)sOH, I'" é 4,1'®. Se o polimero quelante possuir um
pKa acima deste valor e o pH do meio reacional for ajustado para o pKa do polimero, boa
parte do complexo contera na sexta posi¢io OH e ndo agua, dificultando a reagdo com o
polimero, pois o complexo [Ru(NH;)sOH |** ¢ varias ordens de grandeza mais estavel que

. 104
0 monoaquo .

96. Calvert, J.M.; Meyer, T.J.- Inorganic Chemistry 21:11 (1982) 3978.
104. Kuehn, C.G.; Taube, H.- Journal of American Chemical Society 98:3 (1976) 689.
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Embora os primeiros metalo-polimeros tenham sido sintetisados in sifu, por simples
contato do polimero adsorvido sobre eletrodos de grafite com solugdes dos complexos,
normalmente, para se alcangar um grau de substitui¢do que produza um bom sinal
eletroquimico (correntes intensas € estaveis), € necessario realizar a sintese ex situ com
aquecimento, em auséncia de luz, por um periodo de tempo que se conta em dias™.

Apos a reagdo, o polimero deve ser purificado e caracterizado. Para o proposito de
purificagio pode se langar mdo da cromatografia de exclusio® ou da dialise'™. A
caracteriza¢do deve envolver: determinagdo quantitativa de ruténio por espectroscopia de
massas ou absorg:ﬁo atdmica; espectroscopia UV-Vis ou infravermetho, procurando detectar
as bandas caracteristicas dos analogos monoméricos; e a voltametria ciclica, observando .
também os mondmeros correspondentes pois, segundo Calvert e Meyer ndao ha diferenca
apreciavel entre as propriedade Oticas e eletroquimicas dos polimeros € seus mondmeros
analogos™. Por exemplo, 0 Amsx para Ru(bpy)z(py)Cl™ ¢ 498 nm e o seu E;, = 0,80V, sendo
para o analogo polimérico Ru(bpy),(PVP)CI" o mesmo valor de Aps € 0 Ey, = 0,76V, em
igualdade de condigdes. Finalmente, deve-se verificar se o polimero sintetizado é capaz de
promover eletrocatalises'®®.

Os dois complexos citados acima apresentam -interessantes diferengas que os
qualificam como ferramentas para propositos diferenciados. Ru(NHs)s representa um par
metal-ligante duro-duro, enquanto que Ru(bpy), representa um par mole-mole. Por conta
disto deve-se, em principio, esperar que o primeiro ligue-se mais facilmente a polimeros
dotados de ligantes duros e o Gltmo, ao contrario, deve ligar-se mais facilmente a polimeros
com ligantes moles. Além disto, o primeiro, por opor-se a redu¢do de seu centro metalico
(que produz um par mole-duro) tem um valor de E° relativamente baixo (na faixa de 0 a 100
mV), ao contrario do segundo, que requer elevada energia para oxidar-se (posto que isto
significa produzir um par duro-mole) possuindo um E° relativamente alto (acima de 700

mV).

65. Calvo, E.J.; Danilowicz, C.; Diaz, L.- Joumal of Chemical Society Faraday Transation 89:2 (1993) 377.
96. Calvert, JM.; Meyer, T.J.- Inorganic Chemistry 21:11 (1982) 3978.

103. Calvo, E.J.; Danilowicz, C.; Diaz, L.- Journal of Electroanalytical Chemistry 369 (1994) 279.

105. Gregg, B.A.; Heller, A.- The Joumal of Physical Chemistry 95:15 (1991) 5970.
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CAPITULO 2 - RESULTADOS EXPERIMENTAIS
Este capitulo estd dividido em 6 partes alusivas as diferentes etapas do trabalho:

2.1- Construgdo de eletrodos artesanais.
2.2- Estudos com o polimero redox QTS py[Fe(CN)s}]* (sintetisado por 'Rodrigues e
colaboradores™).
2.3- Sintese de polimero redox por reagdo de QTS com Ru(bpy).CL.
2.4- Sintese de polimero redox por reagdo de QTS com [Ru(NH;)sCl]Cl,.
2.5- Estudos visando a aplicagdo do polimero redox QTS-[ Ru(NH;)s]*”** como sensor para
oxigénio dissolvido.

2+/3+

2.6- Estudos visando a aplicac;io do polimero redox QTS-[ Ru(NHs)s] em biossensores

de tecido imobilizado.

Cada uma destas partes constitui-se de uma descri¢io de materiais € métodos usados
(“Experimental”), seguida de uma apresentagdo dos resultados e sua discussio critica sendo

fechada por uma conclusio.

2.1-Construcio de eletrodos artesanais

Como uma etapa de preparagdo, necessiria a prover recursos materiais
imprescindiveis ao trabalho posterior, construiu-se alguns eletrodos de referéncia, de
trabatho e auxiliar. Esta etapa originou uma nota técnica, publicada em Quimica Nova'®

reproduzida ao final desta monografia (anexo).

2.2- Estudos com o polimero‘ redox QTSApy[Fe(CN)g]} (sintetisado por Rodrigues e
colaboradores™)

A primeira inteng¢do deste trabalho foi a de produzir um biossensor em que a enzima
glicose oxidase estivesse ancorada a superficie eletrodica via polimero redox de quitosana. A
mediag¢3o da transferéncia eletrénica, entre o centro redox enzimatico e o eletrodo, seria
promovida pelo complexo metélico do polimero redox. Partiu-se, entdo, de um polimero
redox de quitosana recém produzido no departamento (ver pagina 42), apresentando-se
como um sdlido avermelhado, soliivel em acido acético a 2% e contendo 1,08 x 10°mol

Fe/g de polimero. Com tal metalo-polimero foram estudadas: a influéncia do pH sobre o

79. Rodrigues, C. A.- Exame de Qualificagio ao Doutorado. Departamento de Quimica, Universidade Federal de Santa Catarina, 1995.
108. Silva, R.C.; Souza,l.G.- Quimica Nova 21:4 (1998) 477.
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comportamento voltamétrico, a estabilidade frente a luz; tempo e temperatura, a
imobiliza¢do na superficie eletrodica por formagdo de filme e o acoplamento i enzima

glicose oxidase (comportamento voltamétrico como biossensor para glicose).

2.2.1-Experimental

Todos os reagentes citados a seguir foram de grau analitico e usados como
recebidos. A agua usada em todas as preparagGes foi desionisada em sistema Milli-Q, com
condutividade de 0,1uS cm™. As preparagdes envolvendo grafite foram criticamente
dependentes da qualidade deste produto. Como se descrevera adiante, o grafite
comercializado pela firma brasileira Synth ndo apresentou a qualidade voltamétrica obtida

com o grafite Fluka (infelizmente ndo disponivel na quantidade requerida).

Sistema eletroquimico

Os eletrodos ndo modificados necessarios foram preparados como se descreve na
nota técnica'® As medidas voltamétricas foram feitas em potenciostato da firma
Microquimica Ind. ¢ Com. LTDA. O eletrdlito de suporte foi solugio de KCl na
concentragio de 0,1mol L™ em 4gua. Quando necessario, o pH do eletrolito era ajustado até
3 com HCl diluido. Todas as desaera¢des das solugdes de eletrolito foram realizadas através

de borbulhamento de nitrogénio por tempos entre 5 € 10 minutos.

Eletrodos modificados

a) O eletrodo de pasta de carbono modificado foi preparado preenchendo-se a
cavidade do eletrodo base com uma mistura, bem homogénea, de 101mg de grafite Fluka,
50mg de o6leo Nujol e 15mg do polimero redox. |

b) Os eletrodos de filme foram preparados, mergulhando-se rapidamente eletrodos
de platina ou epoxi grafitada em uma solugdo de 10mg do polimero + 400uL de solugédo
aquosa de acido acético 5 % m/v deixando-se secar ao ar em seguida.

c) Os eletrodos de filme grafitado foram feitos mergulhando-se eletrodos de
platina ou epoxi grafitada em uma mistura de 18 mg de grafite, 12 mg de polimero e 400uL

de solugdo aquosa de acido acético 5 % m/v.

108. Silva. R.C.: Souza.l.G.- Quimica Nova 21:4 (1998) 477.
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d) Os eletrodos grafitados e reticulados foram preparados gotejando, sobre o
eletrodo preparado como indicam os itens “b” e “c”, solu¢do aquosa de glutaraldeido a 10%
m/v, deixando-se reticular durante uma noite, lavando-se com solugdo aquosa de glicina
0,1mol Lem seguida, para retirar os excessos de glutaraldeido. Procedimento alternativo .
para a reticulagdo consistiu em submeter o eletrodo aos vapores de uma solugio aquosa de
glutaraldeido 25 % m/v, durante uma noite, lavando-se em seguida para retirar os excessos
de glutaraldeido.

¢) Eletrodos grafitados, reticulados e com adesivo de alcool polivinilico, foram
preparados mergulhando-se eletrodos de platina ou epoxi grafitada em uma mistura de:
18mg de grafite; 12mg de polimero dissolvidos em 400ul de solugdo aquosa de acido
acético-a 5% e 10mg de alcool polivinilico. Reticulou-se em seguida e lavou-se com solugdo
de glicina 0,1molL", para retirar os excessos de glutaraldeido.

f) O eletrodo com enzima foi preparado como se descreve a seguir.

Solugdo de polimero redox: 3mg de quitosana ndo modificada;

5mg de polimero redox;
100uL de KCl saturado;
600uL de acido acético 20 % m/v.
Agitou-se para completa dissolugao.
Solugdo de adesivo: 20mg de alcool polivinilico;
100uL de agua.
Aqueceu-se a 70°C, até completa dissolugdo.
Solugdo grafitada: A solugdo do polimero redox adicionou-se 30uL de solugdo de
adesivo e 80mg de grafite. Misturou-se bem.
| Solugdo de enzima: Dissolveram-se 1,8mg de glicose oxidase (Sigma, de Aspergillus
Niger EC 1.1.3.4) em ImL de tampao fosfato pH 7 (corresponde a 200 unidades mL™).

Eletrodo com enzima. Aplicou-se sobre um eletrodo de disco de platina a solugdo
grafitada e esperou-se evaporar o solvente. Sobre este filme aplicaram-se 10ul de solugdo
de enzima. Esperou-se que evaporasse o solvente e deixou-se uma noite em contato corh
vapores de solugdo de glutaraldeido a 25% m/v em geladeira (4°C). Lavou-se com solugdo

de glicina 0,1mol L™
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Preparacio de filme polimérico para espectroscopia no infravermetho

A fim de obter o espectro dos polimeros no infravermelho, preparou-se uma solugio
contendo 5mg do polimero em 600uL de solu¢do aquosa de acido- acético 20% m/v. Trinta
microlitros desta solugdo foram evaporados por uma noite, a temperatura ambiente, sobre
uma pequena placa de vidro escuro com 10 x 7 x Imm. A espectroscopia no infravermelho

foi obtida contra uma placa idéntica, sem polimero.

Meétodos usados

O estudo da influéncia do pH sobre o comportamento eletroquimico do polimero
redox foi feito, preparando-se um eletrodo de pasta de grafite modificado pelo polimero
redox, conforme descrito. Este eletrodo foi imerso no eletrolito de suporte ajustado a pH
2,7 por HCl . Usando eletrodo de Ag/AgCl saturado como referéncia e platina como
eletrodo auxiliar, ciclou-se o potencial entre -600 mV e +900 mV a 100mV s até que se
estabilizassem as correntes de pico (cerca de 15 min). Registrou-se entdo um voltamograma
ciclico. Trocou-se o eletrolito de suporte por uma nova solugido de KCl sem HCl, cujo pH
foi de 6,9. Ciclou-se o potencial durante 50 minutos a fim de garantir o condicionamento do
sistema eletroquimico ao novo valor de pH. Registrou-se entdo um novo voltamograma.

A influéncia de tempo, luz e temperatura sobre o polimero redox foi monitorada por
espectroscopia no infravermelho. Apds preparagdo de uma placa contendo este material,
obteve-se o espectro de infravermelho. Deixou-se a placa exposta a luz do laboratério,
durante uma semana, a temperatura ambiente, realizando-se varredura espectral no
infravermelho a cada dia. Os espectros obtidos foram comparados.

Os eletrodos de filme foram avaliados em relagio a dois aspectos: grau de efetivo
ancoramento na superficie eletrodica (por observagdo visual da superficie eletrodica e
estabilidade do sinal voltamétrico) e seu comportamento eletroquimico (por voltametria
ciclica, buscando-se um maximo nas correntes faradaicas (minima corrente de fundo) e um

minimo de deslocamento entre os valores de potencial de pico.
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A resposta do eletrodo enzimatico & glicose foi avaliada por voltametria ciclica em
um eletrolito sem glicose e com glicose. Os dois voltamogramas foram registrados e

comparados.

2.2.2-Resultados e discussdes

Os estudos do trabalho original” sobre o polimero redox QTS"py[Fe(CN)s]* foram
realizados sempre em pH em tomo de 3, no qual se verifica um comportamento
eletroquimico proximo do previsto para par reversivel pela equagdo de Randles-Sevcik
(pagina 12), como pode ser avaliado pelo voltamograma da Figura 24 (pagina 43). Como a
intengdo era de que este polimero atuasse como mediador da glicose oxidase, ou de outra
oxi-redutase, foi importante verificar se este desempenho ocorreria em valores de pH mais
compativeis com as enzimas, vale dizer, proximos de 7. Os voltainogramas obtidos em
eletrolito a pH 2,7 e 6,9 apresentaram pardmetros listados na Tabela 3.

Observaram-se algumas diferengas no voltamograma a pH 2,7 em relagio ao
- voltamograma da Figura 24. A principal destas diferengas é o deslocamento dos potenciais
de pico que, na Figura 24, é cerca de 60mV e, na Tabela 3, é de 120mV. Esta diferenca
pode ser atribuida apenas a queda Shmica associada ao grafite usado no eletrodo, sendo
grafite de qualidade compativel com finalidade eletroquimica, no caso da Figura 24 (grafite
Fluka de baixa resisténcia elétrica) e um grafite comum (da marca Synth), no caso do estudo

com eletrolito em valores de pH diferentes.

79. Rodrigues, C. A.- Exame de Qualificagio ao Doutorado. Departamento de Quimica, Universidade Federal de Santa Catarina, 1995.
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Tabela 3. Comportamento eletroquimico do polimero redox QTS py[Fe(CN)s I
em eletrodo de pasta de grafite. Eletrolito de suporte ¢ KCI 0,1 mol L™ em dois
valores de pH. Velocidade de varredura 100 mVs™, desde -600 a + 900 mV.
Potenciais vs. Ag/AgCl saturado.

Parimetros Voltamétricos pH 2,7 pH 6.9

Epc (mV) 239 173

Epa (mV) 360 321

Deslocamento dos potenciais de pico (mV) 120 147
ipc (nA) 11 6,5

ipa (nA) : 10 48

ipc/ipa 1,1 1,4

Ei» (mV) 300 247

O comportamento em um certo valor de pH € reprodutivel, desde que se aguarde o
tempo necessario ao condicionamento ao novo eletrolito de pH diferente.

O empobrecimento eletroquimico do polimero redox, traduzido na diminui¢do das
correntes de pico, no aumento do deslocamento dos potenciais de pico e no afastamento da
unidade na relagdo entre as correntes de pico catodica e anddica, n3o era interessante para
as aplicagdes pretendidas. Observe-se que n3o se pode atribuir apenas a quedas 6hmicas as
diferengas observadas, uma vez que o proprio valor de E,., sofre uma apreciavel variagio e
ndo meramente o deslocamento dos potenciais de pico. Isto significa que o fator
termodindmico, vale dizer, o poder redox do complexo de ferro ¢ alterado pelo aumento de
pH. Pode-se tentar explicar estes efeitos pelas seguintes consideragdes.

Em primeiro lugar, ¢ preciso recordar a elevada resisténcia a transferéncia de carga
oferecida pela matriz de quitosana a potenciais elétricos relativamente baixos (ver pagina
40). Embora lidando com uma quitosana modificada, esta propriedade ndo se alterou tanto,

a julgar pela medida da resisténcia elétrica realizada com ohmimetro em um filme muito fino
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e seco do polimero redox em questdo (preparado como se descreve nos eletrodos de filme)
quando obteve-se o valor de aproximadamente 30 MQ. Portanto, a condutividade do
polimero em meio liquido s6 pode ser atribuida a transigid Fell / Felll do complexo
mediador. Outro fato fundamental diz respeito a migragdo idnica, imprescindivel ao
mecanismo de transferéncia eletrénica via complexo mediador. Na forma reduzida, o
complexo tem carga liquida 3-, acomodando trés contra-ions (potassio, hidroxdnio ou
QTS pyH") de carga positiva unitaria. Ao ser oxidado o ferro III, a carga liquida muda,
tornando-se 2-, requerendo, agora, apenas dois contra-ions de carga unitara. O terceiro
contra-ion precisa migrar para outro-sitio, surgindo assim uma situagio na qual a velocidade
do processo, mesmo tratando-se de espécie eletroativa imobilizada na superficie do eletrodo,
depende de transferéncia de massa. Ao ser ciclado o potencial, estes contra-ions ficardo indo
e vindo de acordo com as mudangas no estado de oxidagdo do metal central. Os obstaculos
ao livre transito de contra-ions diminuem a velocidade de migragdo destas espécies € como
consequéncia limitam as correntes associadas ao processo redox. Por este mesmo modelo,
explica-se o fato do polimero redox considerado ndo ser bom condutor em fase sélida.

A migragdo de contra-ions depende, portanto, das mudangas morfologicas da matriz
polimérica, que, como se apresentou na introdugdo (pagina 21), dependem de varios fatores:
forga idnica, pH, concentragdo do polimero e presenga de espécies que inibam ligagdes de
hidrogénio, como a uréia. No polimero de Rodrigues e colaboradores a quitosana esta 80 %
modificada por grupamentos piridil, o que s torna tais efeitos mais criticos, uma vez que a
piridina é uma base mais fraca que amina. Assim, se metade dos sitios basicos da quitosana
esta desprotonada em pH 6,3, a fragdo de grupos QTS”py desprotonados neste pH é bem
maior (a titulagio do polimero QTS”py revelou que em pH 5,5 a maior parte dos grupos ja
havia perdido seus protons).

Levando em conta tais principios, podemos interpretar as diferengas observadas nos
dois voltamogramas. Em pH 2,7, as correntes de pico sdo crescentes porque na interface do
eletrodo de pasta de grafite, o polimero, inicialmente sélido, vai-se protonando (o que deve
ser rapido) ganhando hidrofilicidade, alcangando uma estrutura mais expandida e deixando-
se permear por contra-ions que vdo e vem, a medida que cada ciclo se completa.

Provavelmente este processo seja determinado pela migragdo de contra-ions que depende de



92

inchamento e mudangas conformacionais lentas. Naturalmente este processo tende a um
limite, ditado pelo pH, forga idnica (eletrdlito de suporte e sua concentragdo), natureza dos
contra-ions e outras caracteristicas associadas ao eletrodo. Em pH .baixo, um contra-ion
muito rapido pode contribuir para correntes altas: o H'. -

Em pH acima do pKa a situagdo muda apreciavelmente. Com a desprotonagio dos
grupos piridil ndo ocupados pelo complexo, cai a carga efetiva da matriz polimérica e com
isto também caem a hidrofilicidade e o afrouxamento estrutural. Como consequéncia, a
dificuldade de permeagdo dos contra-ions cresce. Paralelamente, diminui drasticamente a
concentragdo de contra-ions muito rapidos, também contribuindo na mesma dire¢io. O
aumento do deslocamento dos potenciais de pico € as menores correntes de pico podem ser
assoctados a este modelo.

A relagdo entre as correntes de pico se afastou um pouco mais da unidade no pH 6,9.
Isto, como pode ser observado na tabela 3, parece ser causado pela queda maior na corrente
de pico anoddica. Para explicar isto, seria necessario considerar um processo anddico
relativamente mais lento que o catddico. Mais acentuada ainda € a mudanga no valor de E;»
ocasionada por um deslocamento maior no pico catddico. Para explicar isto seria necessario
mostrar uma situagio tendente a estabilizar o estado Fe III em relagdo a forma reduzida.
Portanto a migragdo de contra-ions, em si, ndo pode servir de modelo para o entendimento
destes processos. Lidando com um sistema semelhante, Shigeara, Oyama e Anson’ usam um
argumento que pode ser adaptado a esta situagdo. Trata-se, ndo da migragio dos contra-
ions mas do processo de emparelhamento dos contra-ions. O modelo sugere que na situagdo
de pH 6,9, o enovelamento estrutural torna-se tal, que a migragdo de ions K* fica muito
inibida. A migragdo de protons livres, também, pois sua concentragio caiu 10.000 vezes em
relagio ao pH 3. O processo de emparelhamento idnico via QTS pyH" pode entdo ser
importante, embora lento, pois envolve mudanga conformacional do polimero.
Consideremos, entdo, que o emparelhamento i6nico, via QTS pyH', envolva consideraveis
dificuldades estéricas pois, mesmo na condi¢do de matriz enovelada, exige acomodag¢io, em
torno do grupo QTS”py[Fe(CN)s]* (que contém Fell), 3 grupos QTS pyH', espécie
associada a propria matriz polimérica. Em contrapartida a espécie oxidada, tendo carga

liquida 2- , requer apenas 2 grupos catidnicos, sendo, portanto, relativamente estavel

9. Shigeara, K.; Oyama, N.; Anson, F.C.- Journal of American Chemical Society 103 (1981) 2552.
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quando comparado com a forma reduzida. Desta maneira, em pH 6,9 aparece uma barreira
termodindmica que se opde a reducdo. Esta barreira traduz-se voltametricamente em um
potencial de meia-onda menor que o obtido em pH 2,7.

Com este modelo ndo foi possivel explicar porque o processo de oxidagdo foi mais
lento que o de redugdo em pH 6,9 (ipc>ipa), enquanto que em pH 2,7 eles foram
praticamente iguais (ipc quase igual a ipa).

Se poderia argiiir que a mudanga de E,, poderia estar associada a mudancgas na
esfera de coordenag@o do complexo mediador. Por exemplo, se o ferro, soltahdo um CN™ |
aceitasse um ligante mais duro, como OH em pH 6,9, estaria justificado o deslocamento do
E i para potenciais menores. Contra esta hipdtese ha dois fatos. Em primeiro lugar, dados
da literatura’ revelam que py[Fe(CN)s|> ndo apresenta mudangas de potencial de meia-onda
na faixa de pH entre 3 e 7 . Além disto, recordemos que o comportamento do polimero
redox é reprodutivel. E pouco provavel que as mudangas na esfera de coordenagdo sejam
reversivels, ou seja, se hidroxila houvesse substituido cianeto ao se elevar o pH, quando
retorndssemos ao pH mais baixo, provavelmente o hidroxido seria convertido em agua e ndo
em cianeto. |

O estudo da influéncia de tempo, luz e temperatura foi decorrente da dificuldade
encontrada em reproduzir o comportamento eletroquimico de diversos eletrodos, ao longo
de dias de trabalho. A hipotese foi de que esta dificuldade estaria associada a mudangas
estruturais no polimero redox, induzidas por tempo, luz e temperatura ambientes. Os
espectros de infravermelho obtidos ao longo dos dias, contudo, foram iguais, falsificando a
hipotese. |

Os biossensores baseados em eletrodos de pasta se grafite demandam gasto
excessivo de um reagente muito nobre- enzimas purificadas. Por este motivo, associado ao
fato de que a quitosana per se ser um polimero filmogénico, realizou-se esforgo no sentido
da obtengdo de um filme do polimero redox sob estudo, sobre a superficie de eletrodos
solidos. Esta estratégia contudo ndo revelou-se efetiva. Como foi discutido na introdugio
(pagina 24), embora com massa molar elevada, quitosana n3o se adsorve bem sobre
eletrodos metalicos, de grafite, de carbono vitreo ou epdxi grafitada. Os eletrodos de filme

preparados conforme se descreve acima ndo apresentaram qualquer sinal voltamétrico, pois

9. Shigeara, K.; Oyama, N.; Anson, F.C.- Joumal of American Chemical Society 103 (1981) 2552.
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o filme se dissolvia prontamente, mesmo em agua. Além disto, a resisténcia elétrica do filme
era muito elevada, o que levou a aditivar o filme com grafite. A condutividade melhorou
mas a aderéncia do filme tornou-se ainda pior. Os eletrodos de filme grafitados e reticulados |
ndo se dissolveram: soltaram-se inteiros. O unico filme com alguma estabilidade foi
conseguido nos eletrodos grafitados, reticulados € com adesivo de alcool polivinilico.
Mesmo assim, no espago de tempo de 1 a 2 horas, imerso no eletrélito de suporte, o filme
soltava-se da superficie do eletrodo. Neste eletrodo, o voltamograma obtido a pH 3 ou 7 é
praticamente 0 mesmo Irias, como se pode observar na Figura 39, as correntes de pico foram

pouco destacadas em relagdo ao fundo (corrente de carregamento da dupla camada).
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Figura 39. Voltamograma do polimero redox QTS"py[Fe(CN); I . Eletrodo de trabalho de
platina com filme do polimero redox grafitado, reticulado e aditivado com adesivo. Eletrélito
de suporte de NaCl 0, 1mol L™ e contra-eletrodo de platina. Velocidade de varredura de
100mV s™. Registrou-se o décimo ciclo.

9. Shigeara, K.; Oyama, N.; Anson, F.C.- Journal of American Chemical Society 103 (1981) 2552.
109. Inzelt, G.-Electrochimica Acta 34:2 (1989) 83.
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Pode-se tentar uma explicagdo: a limitagdo a hidrofilicidade introduzida pela reticulagio leva
a compactagdo estrutural da matriz que dificulta a migragdo de contra-ions™'®. Realizou-se
uma tentativa de atenuar este efeito adicionando KCl ao filme. Todavia, quando este
eletrodo foi imerso no eletrolito,. a tendéncia anterior se invertera: as correntes de pico
(embora bem destacadas em relagdo ao fundo) iam decrescendo, certamente péla difusdo
dos ions de KCl da superficie do eletrodo para o seio da solugio.

O eletrodo enzimatico preparado foi absolutamente indiferente a glicose. Uma das
possiveis causas deste insucesso pode ser alcangada considerando a carga efetiva do
polimero, através do seguinte célculo. v

O polimero redox tem 1,08 x 10°mol de Fe g” de polimero redox (determinado por
absor¢do atdmica). Este polimero foi preparado a partir de uma quitosana com grau de
desacetilagdo de 80% e a substitui¢do dos grupos amino por piridil (pagina 42) foi de 80%.
Deste modo, se forem admitidas 100 unidades monoméricas no polimero redox pronto,
havera 64 (80% de 80) unidades monoméricas com grupos piridil (somando piridil livre e
piridil ligado ao pentaciano ferrato), 16 unidades com grupos amino e 20 unidades
acetiladas. Vamos designar cada uma destas espécies por letras, chamando

n-— é quantidade de matéria de grupos com Fe por cada grama do polimero

m — a quantidade de matéria de grupos com piridil livre por cada grama do polimero -

p — a quantidade de matéria de grupos com NH; livre por cada grama do polimero

q — a quantidade de matéria de grupos acetilados por cada grama do polimero
Considerando que '

a unidade monomérica com Fe tem massa molar 437g mol™
a unidade monomérica com piridina tem massa molar 251g mol™
a unidade monomérica com NH, tem massa molar 161g mol

a unidade monomérica desacetilada tem massa molar 203g mol

podem-se escrever as seguintes igualdades

1g =437n+251m + 161p + 203q

n+m

= 0,640
ntm+p+gq
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Por estequiometria, vé-se que n = 1,08 x 10”mol. Entdo, aplica-se a regra de Leibnitz-

Cramer, resolvendo o sistema de trés equagdes e trés incognitas, quando obtém-se

m=1,17 x 10°mol
p= 5,63 x 10*mol
q= 17,03 x 10™* mol

Entdo, para a relagio n/n+ m+ p + q obtém-se o valor de 0,307 que representa a fragio
molar dos grupos de pentacianoferrato. De modo analogo, a relagiom+p/n+m+p +q
igual a 0,490 representa a fragdo molar dos grupos protonaveis (amino e piridina). A fragdo
restante é dos grupos acetilados (n3o protonaveis) e tem o valor de 0,203,

Ou seja, para cada 10 unidades monoméricas, 3 contém o grupo pentaciano ferrato,
5 s@o grupos protonaveis e 2 s3o acetiladas (ndo protonaveis). Como cada protonavel, uma
vez protonado, contribui com carga 1+ e cada pentaciano com carga 3- , conclui-se que,
mesmo totalmente protonado, o polimero néo € um polication e sim um polidnion! Como a

enzima é um polidnion, ndo pode haver acoplamento efetivo entre estas duas espécies.
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2.2.3-Conclusdes
Os resultados obtidos ndo recomendam o uso do polimero redox QTSApy[Fe(CN)5]3'
para a constru¢do de biossensores e, desta forma, determinaram o redirecionamento- do
trabalho no sentido de: |
a) obter um polimero redox de quitosana que fosse bastante
hidrofilico e catidnico, mesmo em pH 7.
b) ancorar de modo efetivo o polimero produzido sobre um eletrodo
solido.
¢) acoplar de modo efetivo a enzima glicose oxidase ao novo

polimero redox.

O complexo disponibilizado foi o Ru(bpy).Cl,.2H,O. Com centro metalico de
ruténio, este complexo evita os problemas decorrentes da labilidade dos complexos de ferro.
Além disto, como a bipiridina ¢é ligante destituido de carga, esta passa a ser decorrente do
estado de oxidagdo do metal, sendo a transi¢do 2+ / 3+ a mais comum. Isto garante um
polimero solivel e catidnico independente do pH, possibilitando o acoplamento efetivo a
enzimas anidnicas. Todavia, dois inconvenientes iniciais foram observados. O primeiro é
que este complexo tem baixissima solubilidade em &gua, solvente por exceléncia da
quitosana. O segundo é o fato de que, no centro metalico deste complexo comparece o
Ru(Il) que é relativamente mole, em principio pouco propicio & ligagio com a amina da
quitosana, em que pese o fato, descrito na introdugio (pagina 33), de metais moles também

se ligarem de modo efetivo a este polimero.
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2.3- Sintese de polimero redex por reagio de QTS com Ru(bpy).Cl..

Diversas sinteses foram tentadas a fim de alcangar no polimero um grau de rutenagio
que levasse a um bom resultado eletroquimico. Em quase todas, a reagdo de quitosana com
o complexo foi conduzida em meio homogéneo, com agua como solvente, ficando a
aquagio do complexo por conta da prata, que retira o cloro da esfera de coordenagdo, (ver
pagina 82). Em meio heterogéneo, uma tentativa foi realizada, com quitosana sélida, usando
dimetilacetamida ou dimetilformamida como solvente para o complexo. Em dois estudos,
em lugar do polimero livre em solugdo, tentou-se produzir o polimero redox in situ, |
partindo-se de um eletrodo de carbono vitreo modificado covalentemente por quitosana. Em
trés estudos, partindo-se do principio de que, sendo mais duro, Ru III teria maior chance de
ligar-se ao NH, do polimero, tentou-se produzir o polimero redox in situ, pondo-se em
contato quitosana (depositada sobre eletrodo de ouro ou platina) com o complexo em agua
ou dimetilacetamida, ciclando-se o potencial em regido necessaria para promover a oxidagio
Ru II - Ru III. O polimero redox preparado ex situ ancorou-se covalentemente sobre
carbono vitreo, e estudou-se 0 comportamento voltamétrico do eletrodo assim modificado.
Verificou-se 0 acoplamento entre um dos polimeros redox produzidos e a glicose oxidase,
ambos em solugdo. Estudou-se a resposta a glicose de um protétipo de biossensor com filme

de polimero redox-enzima.

2.3.1-Experimental

Todos os reagentes citados a seguir foram de grau analitico e usados como
recebidos. Quando necessario, solventes foram secos deixando-se, por dias, em contato com
peneira molecular de 4 angstron. A agua usada em todas as preparac;ﬁes; com condutividade
de 0,1uS cm™, foi desionisada em sistema Milli-Q. O complexo, gentilmente cedido por

outro laboratério, foi obtido de acordo com procedimento da literatura'”’

(ver pagina 82).
Sistema eletroquimico

Os eletrodos ndo modificados necessarios foram preparados como se descreve na
se¢do 2.2.1. As medidas voltamétricas foram feitas em potenciostato da firma Microquimica
Ind. e Com. LTDA. O eletrélito de suporte foi solugio de KCI 0,1mol L™ em agua. Quando

necessario, o pH do eletrdlito era ajustado até 3 com HCIl diluido. Todas as desaeragdes das

107. Sullivan Salmon Meyer- Inorganic Chemistry 17 (1978) 3334,
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solugdes de eletrdlito foram realizadas através de borbulhamento de nitrogénio por tempos

entre 5 e 10 minutos.

Eletrodos modificados.

O ancoramento covalente de quitosana ou do polimero redox pronto foi feito através
de procedimentos da literatura™®* (ver pagina 25). Inicialmente, um eletrodo de carbono
vitreo foi polido, imerso em banho de ultrassom e seco ao ar. Uma mistura oxidante foi
preparada com 0,45g de KMnO, + 0,03g de KNO; + 4mL de H,SO, concentrado. Nesta
solugdo verde foi imersa a superficie do eletrodo de carbono vitreo, e, sob temperatura
ambiente, aguardou-se 30 minutos, apds o que se considera que a superficie esteja rica em
grupamentos carboxila. Lavou-se rapidamente com agua e deixou-se em H;0, a 3%m/v a
fim de remover os residuos de compostos de manganés. Daqui para diante, seguiu-se 2
caminhos: reagdo com cloreto de tionila, SOCl,, seguida do acoplamento a quitosana ou
reagdo com diciclohexilcarbodiimida, DCC, precedida da evaporagdo de solugdo de solugio
aquosa de quitosana sobre a superficie do eletrodo.

Reagéo com cloreto de tionila. O eletrodo oxidado foi seco em estufa a 120°C por
duas horas, esfriado em dessecador sobre silica gel ¢ merguthado em cloreto de tionila por
30 minutos a temperatura ambiente. O excesso de SOCI; foi removido por um jato de acido
formico concentrado (98 - 100 %m/m) e em seguida mergulhou-se a ponta do eletrodo em
uma solugdo de quitosana em acido férmico (Smg do polimero em 50mL de acido),
mantendo-se a reagdo por 5 minutos & temperatura ambiente. Mergulthou-se a ponta do
eletrodo em agua a 70°C durante 30 minutos, a fim de remover todo o polimero nio ligado
covalentemente. |

Reagio com DCC. Sobre o eletrodo oxidado, foram aplicados 10ul. de uma
solug@o de quitosana preparada pela dissolugdo de 6mg do polimero em 1mL da mistura de
acido acético a 2 %em/v com metanol (7 + 3 em volume). Apds secagem ao ar por Sh, o
eletrodo foi deixado por uma noite em estufa a 120°C e esfriado em dessecador sobre silica
gel. O acoplamento polimero-carboxila da superficie do eletrodo foi feito submergindo-se a
ponta do eletrodo em uma solugdo de 2g de DCC em 20mL de DMF + acetonitrila (1+1 em

volume), e deixando-se reagir por 5h & temperatura ambiente (em torno de 25°C). Lavou-se

22. Kurauchi, Y.; Tsuromori, E.; Ohga, K.- Bulletin of Chemical Society of Japan. 62 (1989) 1341.
24. Jinrui, X.; Bin, L.- Analyst 119 (1994) 1599.
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o eletrodo com DMF, 4cido acético a 2 %m/v e mergulhou-se a ponta do eletrodo em agua

a 70°C durante 30 minutos, a fim de remover todo o polimero ndo ligado covalentemente.

Teste Ag (para quitosana sobre carbono vitreo).

A fim de verificar se os procedimentos da literatura para imobilizagdo de quitosana
sobre a superficie de eletrodos de carbono vitreo haviam sido conduzidos de modo
adequado, desenvolvemos um teste que consistia na imersdo do eletrodo recém modificado
em solugdo de jons prata 2,5 x 10™mol L™ durante 5 minutos. O eletrodo era entdo lavado
com 12 jatos de 4gua de uma pissete e arranjado em uma célula eletroquimica de trés
eletrodos cujo eletrolito de suporte era KCl em pH 3, perfeitamente desaerado. O potencial
era entio ciclado a 50mV s’ entre -0,6 V e + 0,4 V, registrando-se o voltamograma

correspondente ao 1° ciclo, associado a prata acumulada no polimero imobilizado.

Obtencio da quitosana.

A estrutura esquelética do animal marinho lula, denominada popularmente de pena
de lula serviu de fonte de quitina com pureza superior & do camardo. As “penas” foram
extraidas e secas ao ar durante varios dias. Com uma tesoura foram reduzidas a pequenos
pedagos e colocadas em um frasco contendo um volume de solugdo aquosa de KOH 50%
m/m correspondente a 5 vezes ao do material solido. A suspensdo foi perfeitamente
desaerada por borbulhamento de nitrogénio e o frasco lacrado hermeticamente. Este
conjunto foi aquecido em estufa a 70 °C por 55h, depois do que separou-se a parte liquida
que foi desprezada. Lavou-se o precipitado por decantagdo até que o pH da agua de
~ lavagem tornou-se 7, gquando a quitosana apresentou-se sob a forma de “olhos de peixe”
(particulas solidas com a superficie sob a forma de gel). Solubilizou-se o material em acido
acético a 2 % m/v e filtrou-se a solu¢do em membrana filtrante de 0,4um de didmetro de
poro. A fim de eliminar polimeros de massa molar baixa, produzidos durante o processo de
hidrolise, a solugdo foi colocada em um saco de didlise e purificada por varios dias.
Reprecipitou-se a quitosana pela adi¢do de solugio de KOH até pH 9 e separou-se o solido
por sifonagem e centrifuga¢do. Secou-se a quitosana em frasco de polietileno a 70°C

durante 60h e pulverizou-se em gral de porcelana. A caracterizagio se fez por



101

espectroscopia no infravermelho ¢ UV-Vis. A determinagdo do grau de desacetilagio por

titulagdo potenciométrica conduziu ao valor de 89%.

Sintese dos polimeros redox ex situ em meio homogéneo (aquoso).

A reagdo, com quantidades equimolares de unidades monoméricas de quitosana e
complexo, foi feita .suspendendo-se 6,0mg do complexo (com 520mg mol ™) em 4,5mL de
agua desaerada e aquecidé a 70-80°C, em um tubo de centrifuga revestido de folha de
aluminio a fim de inibir a entrada de luz. Adicionou-se, entdo, 90uL de solugdo de
perclorato de prata (3mg de AgClOs em 100uL de agua). Deixou-se reagir por 2h em
auséncia de luz, agitando-se vigorosamente em intervalos de 5 minutos, mantendo a
temperatura de 70-80°C. Durante este tempo, o precipitado de Ru(bpy).Cl, dissolve-se e a
solugdo, inicialmente fracamente purpura, torna-se gradualmente mais intensamente
vermelha. O tempo de duas horas foi escolhido pelo fnonitoramento do sinal
absorciométrico em 474nm. Concluida a aquagdo do complexo, aguardou-se o resfriamento
do tubo e centrifugou-se a 300rpm por 5 minutos, abandonando-se o precipitado de AgCl.
Deste modo, um dos cloros da esfera de coordenag@o foi substituido por H,O. |

Paralelamente a aquagdo, 1,4mg de quitosana foram misturados (em béquer de
polietileno*) a 12 gotas de HCIO, aquoso a 2% m/v e uma gota de metanol. A pasta
resultante foi agitada vigorosamente com um bastdo de polietileno, até que se tornasse
perfeitamente homogénea. Adicionou-se, entdo, 4mL de dgua a 70°C e misturou-se bem.
Este procedimento assegurava rapida dissolugdo do polimero. Desaerou-se esta solugdo.

As duas solugdes, de complexo e polimero, foram misturadas (em um frasco de
teflon* dotado de tampa hermética) e o pH cuidadosamente elevado até 6 por solugio
aquosa de KOH, usando-se o proprio eletrodo de vidro para homogeneisar. Parte do
polimero tornou-se entdo, um precipitado muito fino, quase imperceptivel visualmente.
Ap6s intensa desaeragdo, o frasco foi lacrado e a reagéo (ver pagina 83) conduzida a 70°C
em auséncia de luz, durante 12h. Apds este tempo, observou-se o desaparecimento do
precipitado e o pH tornou-se cerca de uma unidade menor. Visualmente ndo foi notada

variagdo na cor.

*O motivo da utilizagdo de polietileno ou teflon é evitar a adsorgdo de quitosana sobre o vidro, como se
apresentou na pagina 24.
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Purificacio dos polimeros redox

Um saco de dialise com largura de 3cm e cortado com 10 a 12cm de comprimento
foi colocado em 4gua e aquecido .4 ebuligdo por 5 minutos. Lavou-se com 10 por¢es. de
agua a temperatura ambiente e amarrou-se uma das pontas com linha de algodao n® 10. No
interior do saco, colocou-se-a mistura proveniente da reagdo e, com outro pedago de linha,
fechou-se firmemente a outra ponta do saco de dialise. Este saco foi colocado em 1L de
agua, de forma que, pela difusdo das moléculas pequenas para o exterior, o polimero redox
fosse purificado. Durante 3 dias a agua foi trocada, de modo a assegurar maximo gradiente
de concentragdo. Apods este tempo, o sinal absorciométrico da solugdo externa tornou-se
indistinguivel do branco de agua, indicando que ndo havia mais ruténio ndo ligado ao
polimero, no interior do saco de dialise.

O processo de sintese e purificagdo descrito acima foi repetido diversas vezes
mudando-se as varidveis de reagdo: tempo (5, 8, 12, 24, 72 e 93 horas) e temperatura (70,

90 e 100 °C), procurando-se obter o maior grau de rutenagéo.

Determinaciio do grau de rutenacio dos polimeros redox

Um volume bem determinado da solugio de polimero redox purificado foi
transferido para um pequeno recipiente de polietileno previamente tarado em balanga
analitica. Este frasco foi deixado aberto em um dessecador de silica gel, sob vacuo, durante
uma noite €, apds completa evaporagdo do solvente, pesado em seguida. Desta maneira, foi
possivel determinar a concentragio (em g mL™) do polimero redox na solugdo resultante do
processo de purificag¢do. ﬂ

Um volume bem determinado da solugdo de polimero redox purificado foi diluido
convenientemente e enviado para determinag¢do de ruténio por espectrometria de massas
com fonte de plasma induzido (gentileza de outro laboratério). A combinagdo deste
resultado com o aludido no paragrafo anterior, possibilitou calcular o grau de rutenagio do
polimero (em mols de Ru por grama de polimero redox, e posteriormente em mols de Ru

por 100 mols de unidades monoméricas de polimero redox).
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Sintese do polimero redox ex situ em meio heterogéneo.

Em um tubo de ensaio revestido de folha de aluminio e dotado de hermética tampa
de teflon, foram misturados 1,ImL de dimetilacetamida (DMA) + 1,2mg de quitosana +
5mg do complexo Ru(bpy)2C12. O complexo mostrou-se facilmente soliivel neste meio;
gerando uma solucdo de cor violeta. Todavia, o polimefo ndo se dissolveu, experimentando
apenas um ligeiro inchamento de seus grdos. A mistura foi desaerada e aquecida a 85 - 90°C
durante quatro dias, ao longo dos quais foram observadas as alteragdes na cor nos grios de
quitosana, com auxilio de uma lupa binocular. Apds este tempo, os grios foram lavados em

DMA e sua'solubilidade em agua e acidos diluidos foi avaliada.

Sintese dos polimeros redox in situ.

Duas tentativas foram feitas partindo de eletrodos de carbono vitreo modificados
covalentemente por quitosana via reagdo com DCC, descrita acima. Na primeira, em meio
aquoso, a superficie do eletrodo foi imersa em solugdo do complexo Ru(bpy),CIOH,,
preparada como descrito para a sintese ex situ, durante 24 horas a 70°C. Na segunda, a
superficie do eletrodo foi imersa em solugdo do complexo Ru(bpy),Cl, dissolvido em DMA
(4mg mL™) a 90 °C por 48h.

Trés tentativas foram feitas ciclando o potencial. Na primeira, depositou-se sobre a
superficie de um eletrodo de platina uma gota de solugdo de quitosana (preparada como.
descrito acima para a sintese ex sifu), evaporando-se em seguida. Este eletrodo foi imerso
em solu¢do de [Ru(bpy),CIOH,]" (preparada conforme se descreveu para é sintese ex situ),
contendo o eletrdlito de suporte KClO; 0,1mol L' aquoso, em pH 7. Em célula
eletroquimica de trés eletrodos, o potencial foi ciclado de 1.1 V a - 0,2 V numa velocidade
de 20mVs™, aguardando-se 1000 segundos (em 1,1 V) antes da varredura. Na segunda,
depositou-se sobre a superficie de um eletrodo de ouro uma gota de solugdo de quitosana
(preparada como descrito acima para a sintese ex sitw), misturada a uma gota de solugdo de
[Ru(bpy),CIOH,]" (preparada conforme se descreveu acima para a sintese ex sifu). Apos a
evaporagdo do solvente, o eletrodo assim modificado compds uma célula eletroquimica de
trés eletrodos, usando-se, como eletrélito de suporte, KCl aquoso 0,1mol L™ (pH 7). O
potencial foi ciclado (a temperatura ambiente) de -0,2V a +1V numa velocidade de

varredura de 50mVs™. A terceira tentativa foi feita depositando-se sobre a superficie de um
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eletrodo de platina uma gota de solu¢io de quitosana (preparada como descrito acima para a
sintese ex situ), evaporando-se em seguida. Este eletrodo foi imerso em solugio de
Ru(bpy).Cl, em DMA (4mg mL™), contendo LiCl. Este sistema ndo aquoso foi encerrado
em uma microcélula com jungdo de amianto. Esta microcélula foi imersa no eletrélito de
suporte KClO, 0,1mol L aquoso, compondo o eletrodo de trabalho. Ao lado deste foram
arranjados os eletrodos auxiliar e de referéncia. O potencial foi ciclado de 1.1V a - 0,2V
numa velocidade de 100mVs™. Ao inicio de cada ciclo, o potencial era mantido por 1000
segundos em 1,1V e apos a varredurd para -0,2V e sua reversa, a 1,1V, este processo era

repetido. Mantiveram-se tais condigSes por 4 horas.

Ancoramento do polimero redox obtido ex situ na superficie de carbono vitreo.

Sobre a superficie de um eletrodo de carbono vitreo modificado por quitosana (tal
como se descreve acima) gotejou-se a solugio proveniente da purificagdo do polimero redox
obtido ex situ e evaporou-se completamente a agua. A ponta deste eletrodo foi deixada
durante uma noite em contato com os vapores de uma solugdo de glutaraldeido a 25 %m/v a
fim de co-reticular a quitosana ancorada no eletrodo ao polimero redox. Apds reticulagio,
retirou-se o filme fracamente aderido sobre a superficie e deixou-se por 12 horas em contato
com solugio de cloreto de aménio 0,05mol L. Usando esta solugiio como eletrélito de
suporte, € em célula de trés eletrodos, ciclou-se o potencial de -0,2V até 0,8V numa

velocidade de 50mV s, registrando-se o voltamograma correspondente.

Prototipo de biossensor usando o polimero redox obtido ex sifu.

A ImL da solugdo de polimero redox proveﬁiente'da purifica¢do foram adicionados
6mg da enzima glicose oxidase e a mistura gotejada e evaporada, a temperatura ambiente,
por 4 vezes 5uL. sobre a superficie de um eletrodo de ouro, acarretando 13 unidades de
enzima. Em célula de trés eletrodos, e usando KCl 0,1mol L™ em pH 7 perfeitamente
desaerado, como eletrolito de suporte, varreu-se o potencial de -0,2V a + 1V usando a
velocidade de 50mV s™”. Registrou-se este voltamograma e, em seguida, adicionou-se alguns
miligramas de glicose 4 célula (concentragio resultante na ordem de 10°mol L™), e, apos

homogeneizagio, obteve-se novo voltamograma.
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2.3.2-Resultados e discussoes

O ancoramento de quitosana na superficie de eletrodos de carbono vitreo, segundo
os procedimentos descritos na literatura, foi de controle muito dificil, precisando ser
conduzido com bastante cuidado. Isto aconteceu porque, se houvesse uma quantidade
excessiva de material imobilizado, como consequéncia da grande resisténcia a transferéncia
de carga conferida pela matriz de quitosana, o eletrodo nio apresentava um comportamentd
eletroquimico aproveitavel. Desta maneira, foi interessante disponibilizar um modo de
verificar se a quitosana foi imobilizada e se a resposta eletroquimica esperada seria de boa
qualidade, o teste Ag, como descrito. A idéia inicial era de atestar a presenca de polimero
pelos picos de corrente associados a prata ali acumulada. Os resultados obtidos com este
teste constituiram-se, inicialmente, em verdadeiro “quebra-cabegas”. O resultado tipico ¢
como se apresenta na Figura 40: pico anddico agucado e na regiﬁo catddica picos
arredondados e/ou multiplos. Mas em algumas ocasides eram obtidos voltamogramas como
o da Figura 41, de aspecto distinto, sem que fosse possivel fazer qualquer associagdo entre o

preparo do eletrodo, o eletrolito ou a velocidade de varredura e o voltamograma resultante

do teste Ag.
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Figura 40. Sinal correspondente a prata acumulada na superficie do eletrodo modificado
por quitosana. Eletrodo de trabalho de carbono vitreo em cuja superficie havia quitosana
ancorada covalentemente, foi mergulhado em solugdo de Ag" e lavado, em seguida.
Eletrolito de suporte de KC1 0,1 mol L™ pH 3 e contra-eletrodo de platina. Velocidade de
varredura de 50mV s Referéncia: ECS.
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Figura 41. Sinal de prata com picos mais simétricos. Eletrodo de trabalho de carbono
vitreo em cuja superficie havia quitosana ancorada covalentemente, foi mergulhado
em solugdo de Ag" e lavado, em seguida. Eletrélito de suporte de Na,SO, 0,1mol L™

pH 2 e contra-eletrodo de platina. Velocidade de varredura de 100mV s™'. Referéncia:
ECS.

Na realidade, surpreendentemente, houve ocasido em que, trabalhando com
condi¢des Otimas no procedimento de imobilizagdo, ndo se obteve qualquer resposta pelo
teste Ag. Outro intrigante fato foi observado em ciclos sucessivos na voltametria do teste

Ag. A medida que os ciclos se sucediam, os picos anddico e catédico iam diminuindo até



107

desaparecerem, na escala de corrente usada para o teste (50 pA). Neste ponto, a solu¢do do
eletrolito de suporte era substituida por uma nova e deixava-se o eletrodo neste meio
durante 10-15 minutos, enquanto se processava a desaera¢do desta nova solu¢do. Ao se
retomar a voltametria, nas mesmas condi¢des de antes, os picos reapareciam de modo
nitido. Para entender melhor o que se passava na superficie do eletrodo modificado, partiu-
se da adverténcia feita por Jinrui e Bin®*, no sentido de evitar excesso de quitosana na
superficie do eletrodo, € apds obtengdo do voltamograma da Figura 40, realizou-se um
interessante experimento. Deu-se um leve polmmento na superficie do eletrodo usando
alumina de 0,1pum. A superficie do eletrodo foi posta em banho de ultrassom por 12 minutos
e repetiu-se a voltametria, tal como antes, pdrém sem imersdo em solugdo de prata. De
modo aparentemente contraditorio, houve aumento da corrente de pico anddico e melhora
na condi¢do de reversibilidade, evidenciada pela diminui¢do do deslocamento de potenciais
de pico. Este processo foi repetido 4 vezes com as correntes sempre aumentando cerca de
10pA em cada vez, até alcangar um maximo, quando se registrou o voltamograma da Figura

42, deixando evidente a importancia do controle da espessura da camada de quitosana.
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Figura 42. Sinal de prata apés polimento da superficie. Parece contraditorio,
mas o sinal foi mais forte em relagdo ao obtido na figura 37. Condig¢Ses iguais
as descritas naquela figura.

24. Jinrui, X.; Bin, L.- Analyst 119 (1994) 1599.
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Partindo deste resultado, tentou-se criar um modelo que explicasse todos os
fendmenos observados. Admitiu-se que a superficie do eletrodo modificado apresentava-se
com uma espessa camada de quitoséna.. Ao ser‘imerso na solugio de ions prata, poucos
destes ions estardo proximos da superficie do eletrodo, tal como mostra esquematicamente a
Figura 43 A, tendendo a gerar picos discretos, na escala de tempo em que ocorre a
varredura de potenciais. A alta resisténcia a transferéncia de carga da matriz de quitosana e
o embaracamento das cadeias poliméricas, restringindo sua liberdade conformacional,
mmpedirfiam que os remotamente situados ions de prata viessem participar do processo
eletrodico. Se a superficie for esfregada por um abrasivo como a alumina, parte do material
imobilizado solta-se, tornando a camada de material resistivo sobre o eletrodo menos
espessa e mais condutiva. Os ions prata complexados em regides remotas podem agora
aproximar-se da superficie do eletrodo, devido a liberdade conformacional adquirida pelo

polimero, aumentando as correntes de pico associadas a prata.

A B C

ELETRODO ELETRODO

Kg < ﬁ' Ag* At
R el

Figura 43. Modelo estrutural para a superficie do eletrodo de carbono vitreo modificado por
quitosana e condicionado em solugdo de prata. A- Antes do polimento: estruturas rigidas acarretam
pequena quantidade de prata na superficie eletrodica. B- Apds polimento: menor quantidade de
material resistivo e liberdade conformacional. C- Apds aplicagdo de potencial negativo: maior
quantidade de ions prata toma-se eletroativa.
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O processo catddico na camada espessa seria mais lento e originaria picos multiplos,
ndo so devido a formagdo acoplada de microcristais de prata, mas também porque, 4 medida
que o eletrodo torna-se mais negativo, os ions de Ag" de regides mais remotas seriam
forgcados a migrar para a superficie do eletrodo, reduzindo-se em momentos diferentes. Uma -
vez acumulados na superficie do eletrodo, os atomos de Ag® se oxidam rapidamente. Por
este motivo, ha o pico muito agugado na regido anddica e na catédica, ndo. Finalmente, os
picos que desaparecem e depois retornam, podem ser explicados admitindo que, na escala de
tempo em que se da uma voltametria a S0mV s, os fons prata, reduzidos na superficie do
eletrodo, tendem a se difundir para a solugio como Ag’ devido ao alto gradiente de
concentragdo desta espécie e ao fato de que, como espécie neutra, ndo pode ser
efetivamente acumulada pelo polimero quelante. Assim, com os ciclos sucessivos, os picos
tenderiam a perder intensidade. Todavia, como a camada de polimero seria espessa, ainda
haveria prata em regides remotas e, pelo repouso, tendendo a eliminar o gradiente de
concentragio de Ag’ na matriz polimérica, haveria migragdo destes ions para a superficie
eletrédica. Varrendo-se o potencial apds repouso, os picos poderiam reaparecer. Verificou-
se que tal fendmeno ndo ocorria quando o eletrodo sofria polimento para retirar o excesso

de quitosana imobilizada antes de ser imerso em solugio de prata.

Sinteses ex situ

As sinteses realizadas em meio homogéneo ex sitz conduziram a um polimero redox,
sob varios aspectos, interessante. O grau de hidrofilicidade aumentou em relagdo a
quitosana, pois ao longo da reagdo, normalmente conduzida em pH 6, verificou-se a
dissolu¢do da porgdo de quitosana que no, inicio, apresentava-se como um sdlido ﬁno. Além
disto, mesmo em pH 7 o novo polimero era perfeitamente solivel indicando que a
incorporagio de grupos [Ru(bpy).Cl]" tornava o polimero catidnico independente do pH. O
proprio espontaneo abaixamento do pH (de 1 a 2 unidades ao término da reagdo) revelava
que os grnpos amina protonados na matriz polimérica substituiam seus prétons pelo centro
metalico do complexo. Como consequéncia disto, pareceu efetivo o acoplamento do
polimero redox QTS-[Ru(bpy)Cl]" a glicose oxidase, o que foi avaliado usando-se algumas
gotas da solugdo proveniente da purificagéo por dialise. Sobre esta gotejou-se, lentamente,

solugdo de glicose oxidase (aprox. 1mg/mL de tampdo 7). Observou-se nitidamente que,
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apés algumas gotas, houve precipitagdo, indicando aquisicdo de ponto isoelétrico, so
possivel se as duas macromoléculas portassem cargas contrarias.

Infelizmente, o grau de rutenago alcangado no polimero QTS-[Ru(bpy).Cl]" ndo foi
elevado, ficando em torno de 2%, insuficientes para produzir um comportamento
eletroquimico de boa qualidade. Como mostra o voltamograma da Figura 44, a queda
ohmica ocasionada pela matriz polimérica ¢ alta, a julgar pelo deslocamento dos potenciais
de pico (em todos os casos, pelo menos 100mV) e as correntes de pico, relativamente ao

fundo, s3o baixas.
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Figura 44. Voltamograma do polimero redox QTS-[Ru(bpy)Cl1]". Eletrodo de trabatho de ouro
sobre o qual foi evaporada solugio do polimero redox obtido através da sintese ex situ aquosa.
Eletrolito de suporte de KC1 0,1 mol L™ em pH 7 e contra-eletrodo de platina. Velocidade de
varredura de 50 mVs™. Registrado o primeiro ciclo.

Nido foi possivel aumentar o rendimento da reagdo. O aumento do tempo e/ou
temperatura nio conduziu a melhoras, devido & degradagdo do polimero.v Esta afirmacgio
esta apoiada na observagdo de que, fora do saco de dialise, encontrou-se indicios (discutidos
adiante) da presenga de oligdmeros de quitosana substituidos por ruténio. O excesso de

complexo também nio foi efetivo. Em todas as situagdes em que o complexo estava em

110. Dwyer, F.P.; Goodwin, H.*; Gyarfas, E.C.- Aust. J.Chem. 16 (1963) 544.
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excesso em rélagio as unidades monoméricas de quitosana, surgia uma reacdo paralela,
originando um composto verde. A julgar belas indicagSes fornecidas pela literatura''®, pode
tratar-se de uma espécie binuclear de ruténio II e III - O Ru III seria gerado por tragos de O,
ou de Ag" no meio reacional. Mesmo na mistura equimolar, as reacdes realizadas com
tempo superiores a 24 horas, formaram um pouco da espécie verde. Realmente, ndo
conduziu a um maior grau de rutenagdo qualquer outra condigdo que se afastasse da misturé
equimolar, um tempo de 5 horas e a temperatura de 70°C.

A espectroscopia na regido do UV-Vis (Figura 45) foi Gtil como acessdrio na
avaliagio do grau de rutenagdo e para evidenciar a degradagdo do polimero quando

recorreu-se a condigdes mais enérgicas de reagdo (tal como exposto acima).
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Figura 45. Espectros de absor¢do molecular em UV-Vis para as espécies pertinentes a

sintese ex situ aquosa. A- [Ru(bpy),CIOH,]" (reagente). B- QTS-[Ru(bpy).Cl]" (produto).
Absorvancias medidas contra um branco de agua.

110. Dwyer, F..P.; Goodwin, H.A.; Gyarfas, E.C.- Aust. J. Chem. 16 (1963) 544.
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Os espectros da Figura 45 mostram que, praticamente, ndo ha diferenga no Ans das
bandas de absorgdo no visivel para [Ru(bpy),CIOH;]" e QTS-[Ru(bpy).Cl]’, situando-se na
faixa de 482 + 6 nm, determinando para estas espécies a cor vermelha. A espécie verde
apresenta banda no visivel a um Ani na faixa de 648 + 6 nm. Quitosana ndo absorve no
visivel, apresentando uma banda forte no UV em torno de 190 nm (provavelmente associada
a -OH'"Y). Algumas sinteses conduziram a uma solu¢io marron, mas a separagdo
cromatografica circular em papel de filtro mostrou que se tratava de mistura das espécies
vermelha e verde. Como o complexo nfo ligado permeia, facilmente, a membrana dialitica, a
intensidade da banda a 482 + 6 nm no dialisado, prestou-se para avaliar o grau de rutenagdo
de uma forma relativa, porém rapida e a um custo bem menor que a espectrometria de
massas. Assim foram comparadas as absorvancias, obtidas em condig¢des idénticas, dos
polimeros redox purificados provenientes de reagdes realizadas a diferentes tempos e
temperaturas. Foi este estudo que evidenciou absorvincias-menores, 4 medida.que.o tempo
de reagio ia além de 5h, indicando degradagdo do polimero formado e perda dos ofigdmeros
através da membrana dialitica. Uma indicagdo extra da ocorréncia deste processo foi
fornecida pelo aparecimento da banda a 192nm (presente na quitosana e ausente no
complexo) na soluggo fora do saco de dialise.

A fim de evitar a reagdo colateral que originava a espécie verde, e buscar um maior
grau de rutenagdo, tentou-se a reagdo polimero + complexo em meio n3o-aquoso.
Realmente, partindo de Ru(bpy).Cl, dissolvido em dimetilacetamida, nio se formou a
espécie verde. Mas a quitosana ndo € soluvel neste meio, tendo sido a reagdo acompanhada
pelo gradual coramento de vermelho dos grdos do polimero. Infelizmente os grios de
polimero rutenado produzidos n3o eram soliveis em agua ou acidos diluidos.
Provavelmente, na matriz enovelada a reagdo se processou entre uma grande quantidade
efetiva de polimero e uma pequena quantidade efetiva de complexo. Neste caso, deve ter
sido favorecida a substituicio de 2 cloros do complexo, provocando a reticulagdo do
polimero. Portanto, a estratégia de suspender quitosana em meio ndo-aquoso € reagi-la com
um complexo dotado de duas posigdes reativas, revelou-se inadequada, se aquilo que se

pretende € um polimero altamente hidrofilico.

111. Brode, W.R. - Chemical Spectroscopy. John Wiley & sons Inc. New York, 1943.
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Sinteses in situ

A impossibilidade de imobilizar os polimeros de quitosana por adsorgio na superficie
dos eletrodos de grafite e carbono vitreo, determinou o ancoramento covalente como etapa
obrigatéria na obtengdo destes eletrodos modificados. Isto foi tentado por duas: vias:
realizando a propria sintese na ponta do eletrodo, onde ja se encontrava o polimero (in situ),
ou ancorar o polimero redox pronto (valendo-se dos grupos NH, remanescentes na matﬁz
polimérica). O primeiro estudo foi em meio aquoso, com quitosana previamente ancorada na

superficie de carbono vitreo. O voltamograma resultante esta apresentado na Figura 46.
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Figura 46. Voltamograma apos sintese in situ em meio aquoso. Eletrodo de carbono vitreo
contendo quitosana ancorada covalentemente foi reagido com [Ru(bpy),CIOH,]". Contra-
eletrodo  de platina e eletrélito de suporte de KCI 0,1 mol L™ com pH 7. Velocidade de
varredura de 300 mVs™. Estdo registrados os cinco primeiros ciclos.

No voltamograma da Figura 46 as ondas 1 e 4 parecem pertencer ao polimero redox
e o fato de serem estaveis a medida que o potencial € ciclado, revela que houve efetivo
ancoramento. As ondas 2 e 3, cujas correntes anddicas diminuem com 0s sucessivos ciclos,
devem ser associadas ao complexo ndo ligado a matriz, qué, aos poucos, se difunde para o
meio da solugdo do eletrdlito de suporte. Pode-se observar que, embora efetivamente

ancorado, o polimero redox gerou correntes muito baixas em relagio ao fundo. Diversas
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tentativas foram realizadas para melhorar estes sinais por condi¢des mais enérgicas de
reagdo, mas elas ndo conduziram a resultados methores que o mostrado na Figura 46.
O segundo estudo foi realizado com Ru(bpy).Cl, em DMA reagindo com a quitosana

covalentemente ancorada sobre carbono vitreo. O voltamograma da Figura 47 foi obtido

com este eletrodo.
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Figura 47. Voltamograma apés sintese ix situ em meio organico. Eletrodo de carbono
vitreo contendo quitosana ancorada covalentemente foi reagido com Ru(bpy),Cl, em
DMA. Contra-eletrodo de platina e eletrdlito de suporte de NH,C! 0,1mol L.

Velocidade de varredura de 10mVs’. Esta registrado o primeiro ciclo. Referéncia:
ECS.

O voltamograma da Figura 47 ndo apresenta correntes faradaicas que possam ser

associadas ao ruténio. Uma possivel explicagdo para o insucesso destas duas sinteses seria
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atribuir as correntes baixas ou inexistentes a uma quantidade muito elevada de quitosana na
superficie eletrodica, que, como ja foi exposto, acarreta alta resistividade.

O primeiro estudo de sintese in situ com ciclagem de potenciais, foi feito na
microcélula contendo Ru(bpy).CIOH,". Como o pH foi ajustado em 7, a quitosana aplicada
por evaporagdo na superficie do eletrodo de platina ndo migrava com facilidade para a
solu¢do. O voltamograma da Figura 48 parece evidenciar reagdo acoplada € ndo mudou de

aspecto no decorrer das duas horas em que se efetuou o experimento.
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Figura 48. Voltamograma durante a sintese aquosa iz situ. Eletrodo de platina contendo
filme de quitosana foi mergulhado em eletrolito de suporte de KC1O40,1mol L' contendo
[Ru(bpy),CIOH,]". Contra-¢letrodo de platina. Velocidade de varredura de 20mVs™.
EstHo registrados os dois primeiros ciclos. Antes da varredura manteve-se o potencial em
1,1V durante 1000 segundos. Referéncia: ECS.
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Realmente, ao término do experimento, o conteido da microcélula estava
nitidamente verde, revelando, de novo, ocorréncia da reagdo que, possivelmente, produz a
espécie binuclear de Ru II e III, desta vez através da oxidagdo eletroquimica do ruténio.
Como se verifica no voltamograma da Figura 48, ndo houve indicios eletroquimicos do
aparecimento de uma nova espécie ligada a quitosana.

Uma segunda tentativa foi feita em meio aquoso, porém, evitando que o complexb
ficasse em solugdo, em regido afastada em relagdo ao polimero, misturou-se antes, complexo
e polimero e, entdo, aplicou-se a mistura assim preparada sobre eletrodo de ouro. O

voltamograma da Figura 49 mostra os cinco primeiros ciclos obtidos neste experimento.
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Figura 49. Voltamograma durante a sintese aquosa in sifu. Eletrodo de trabalho de ouro
contendo filme de quitosana misturada a [Ru(bpy),CIOH,]" . Eletrolito de suporte de KCl
0,1mol L. Contra-eletrodo de platina. Velocidade de varredura de 50mV s™. Estdo
registrados os cinco primeiros ciclos. As correntes cairam com o tempo, devido a
dissolugdo do polimero na superficie do eletrodo de trabalho.
As ondas anddicas de maior intensidade do primeiro ciclo estdo na regido mais ou menos
esperada para o complexo ndo ligado, mas os potenciais de pico do ultimo ciclo sdo muito
proximos daqueles obtidos para o polimero redox da sintese ex situ aquosa. Isto pode ser

methor observado na Figura 50, na qual estdo sobrepostos os voltamogramas do quinto
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ciclo deste experimento e o voltamograma da Figura 44, obtido quando o polimero redox da

sintese ex situ foi aplicado por evaporagdo sobre eletrodo de ouro.
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Figura 50. Sobreposi¢io do voltamograma do quinto ciclo da Figura 49 (1) com o
voltamograma da Figura 44 (2). A semelhanga entre os dois parece indicar semelhangas entre
as espécies quimicas obtidas nas sinteses ex situ e in situ.

Este resultado parece indicar a possibilidade de obten¢do do polimero redox, a temperatura
ambiente e em tempos inferiores aos requeridos na sintese ex situ, através da geragio in situ
de Ru III. Infelizmente, mais uma vez ficou claro, pelas quedas das correntes com os ciclos
sucessivos, que ndo houve efetiva imobilizagdo adsortiva do material polimérico sobre o
eletrodo metalico, inviabilizando a obtengdo de um eletrodo modificado de bom
desempenho.

Como a quitosana manifestou-se insolivel em dimetilformamida (que dissolve bem o
complexo Ru(bpy).Cl, ), tentou-se repetir a sintese in situ neste meio, objetivando-se, assim,
evitar que as correntes viessem a cair com a ciclagem de potenciais. Este estudo esta
referido na pagina 104 como a “terceira tentativa” de sintese in situ pela ciclagem de
potenciais. O voltamograma da Figura 51 foi registrado apds 4 horas, ciclando o potencial &
temperatura ambiente. Tal como esperado, ao contrario do estudo anterior, este

voltamograma ndo mudou na escala de tempo de cinco ciclos.
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Figura 51. Voltamograma durante a sintese in sifu em DMA. Eletrodo de trabalho de platina
contendo filme de quitosana imerso em DMA+Ru(bpy), Cl, , em microcélula . Eletrdlitos de
suporte: LiCl 0,1mol L (dentro da microcélula) e KC1O, 0,1mol L (fora da microcélula).
Contra-eletrodo de platina. Velocidade de varredura de 100mV s”. Esta registrado o primeiro
ciclo. As correntes nio decresceram com o tempo. '

Em esséncia, este voltamograma € o mesmo que o obtido na sintese ex sifu aquosa
(Figura 44). Isto permite inferir que a espécie produzida na superficie do eletrodo é o
polimero redox QTS-[Ru(bpy).Cl]". Novamente, ¢ bastante interessante notar que a sintese
pdde ser realizada em DMA, & temperatura ambiente e em tempos relativamente curtos,
quando houve a geragdo in situ de Ru IIL.

Para mostrar como evoluiu esta sintese, a Figura 52 mostra, sobrepostos, o primeiro
e o ultimo ciclo (quatro horas depois). Coerentemente, no primeiro ciclo, as ondas catédica
e anddica foram muito discretas e com grande deslocamento de potenciais de pico,

decorrente da queda 6hmica na matriz polimérica ainda muito pouco rutenada.
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Figura 52. Sobreposi¢do do primeiro voltamograma (1) com aquele obtido apos 4h
(2), na sintese in situ em DMA. Condigdes descritas na Figura 51.

40

Como o polimero redox obtido desta maneira, sobre eletrodo de platina, ndo poderia
ser transferido para meio aquoso sem provocar a dissolu¢io do filme eletroativo, tentou-se
reproduzir estas sinteses in situ usando-se eletrodos de carbono vitreo sobre os quais se
havia immobilizado covalentemente quitosana. Tais estudos ndo conduziram a sinais
eletroquimicos que se pudessem distinguir das correntes de fundo. Pode-se admitir a
possibilidade de que isto tenha ocorrido por conta de uma quantidade excessiva de material
polimérico na superficie do eletrodo.

A segunda estratégia mencionada para ob,ter o polimero na superficie do eletrodo,
consistiu em imobilizar o polimero redox obtido ex sizu. Inicialmente, foram usadas para o
polimero redox as manobras de imobilizagdo da quitosana com DCC. Diversas tentativas
foram realizadas sem que se obtivesse, no eletrodo resultante, qualquer sinal eletroquimico
que se pudesse atribuir ao ruténio. Finalmente, tentou-se co-reticular o polimero redox, ja
pronto via sintese ex situ, e quitosana imobilizada na superficie de um eletrodo de carbono

vitreo. O voltamograma da Figura 53 foi obtido ap0s esta co-reticulagdo.



120

MW
8'8'

0.00 +

Corrente / pA

400 1 " 1 1 1 : i i . 1 . 1
0200 0.000 0.200 0.400 0.600 0.800

Potencial / V vs ECS

Figura 53. Voltamograma do polimero redox QTS-[Ru(bpy),Cl]" reticulado a superficie
de eletrodo. Sobre eletrodo de trabalho de carbono vitreo, contendo quitosana ligada
covalentemente, evaporou-se solugdo do polimero redox obtido ex situ e se reticulou com
glutaraldeido. Eletrolito de suporte de NH,Cl! 0,05mol L’. Contra-eletrodo de platina.
Velocidade de varredura de 50mVs™. Esta registrado o primeiro ciclo.

O voltamograma da Figura 53 mostra correntes bem destacadas em relagio ao sinal
de fundo mas o deslocamento dos potenciais de pico € muito grande: quase 300mV! Isto
ksigniﬁca uma irreversibilidade tal que impede o eletrodo modificado de atuar
eletrocataliticamente, inviabilizando este processo de imobilizagdo. Observe-se que, o
deslocamento de potencial verificou-se praticamente apenas na .regiio catodica,
encontrando-se o picd anodico, essencialmente, no mesmo valor que o voltamograma da
Figura 44. Por algum motivo a reticulagdo afetou a energia necessaria ao processo de
redugido de modo muito mais intenso que ao de oxidagio.

A fim de verificar como seria a resposta de um bioésensor que tivesse como
mediador o polimero redox sintetisado ex sifw, montou-se um prototipo tal como se
descreveu na pagina 103. Os voltamogramas da Figura 54 mostram a diferenga para a

solugdo sem glicose e com glicose.
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Figura 54. Prot6tipo de biossensor e sua resposta a glicose. Eletrodo de trabalho de ouro
contendo filme do polimero redox QTS-[Ru(bpy),Cl]" e glicose oxidase co-reticulada.
Eletrélito de suporte de KC1 0,1mol L™ em pH 7. Contra-eletrodo de platina. Velocidade
de varredura de 50mV s”'. Voltamograma “1” antes, e “2” depois, da adigdo de glicose.

Pode-se verificar na Figura 54 um aumento de 2,31puA na corrente anodica, lida a
aproximadamente 600mV, quando se adiciona glicose em meio aerdbico. Em meio
anaerdbico, o aumento foi de apenas 0,851A, mas este resultado foi claramente afetado pela
gradual perda do filme eletrodico para a solugdo de pH 7 Esies resultados, embora
precarios, indicam que a obtengdo de um biossensor para glicose com polimero redox de
quitosana € possivel, desde que se consiga imobiliza-lo de modo efetivo na superficie do

eletrodo.
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2.3.3 — Conclusdes

1. Um polimero redox catiénico com matriz de quitosana, solivel em meio
neutro com centro mediador de Ru(bpy)Cl" e perfeitamente acoplavel & glicose pode ser
obtido reagindo-se por. Sh a temperatura-de 70°C uma solugdo aquosa de quitosana
contendo Ru(bpy)CIOH,", com pH em torno de 6.

2. Alternativamente, o polimero redox pode ser produzido na propria superficie do
eletrodo se solugdo de quitosana for ali evaporada e o eletrodo for imerso em solugio de
Ru(bpy),Cl, (em dimetilacetamida) e for aplicado um potencial que seja capaz de,
eletroquimicamente, gerar Ru II1. '

3. O grau de rutenagdo alcangado nestas sinteses € baixo, fazendo com que, devido a
queda S6hmica, os potenciais de pico obtidos em voltametria ciclica, estejam deslocados de,
no minimo, 100mYV.

4. A imobilizagio do polimero redox sobre a superficie do eletrodo permanece
problematica, considerando que ndo se conseguiu alcangar um bom sinal eletroquimico via
ancoramento covalente do polimero redox pronto, nem tampouco reagindo a quitosana
previamente ancorada covalentemente na superficie do eletrodo.

5. Desenvolver um modo de controlar a quantidade de quitosana que se imobiliza
covalentemente na superficie do eletrodo de carbono vitreo, mostrou-se fundamental, pois o
excesso € nitidamente prejudicial. Tal objetivo pode ser alcangado pelo teste Ag (descrito na
pagina 100) e polindo-se gradualmente o eletrodo modificado_por quitosana.

Tais conclusdes determinaram o redirecionamento do trabalho, no sentido de
obter um novo polimero redox, que produzisse um voltamograma ciclico mais préximo da
auséncia de deslocamento dos potenciais de pico, correntes intensas e estaveis. Procurou-se
um complexo cujo centro metilico fosse de Ru HI, mais duro que Ru II, portanto, em
principio, mais favoravel para a reagdo com quitosana. Secundariamente, buscou-se um
ligante que fosse mais duro que bipiridina, a fim de baixar o valor de E,, considerando que
mediadores com potenciais redox menores estdo menos sujeitos & interferéncias. A escolha
recaiu sobre [Ru(NH;)sCIJCl,. O fato deste complexo possuir apenas uma posigdo labil
também € interessante pois, evitam-se os casos de reticulagdo indesejavel e de geragdo de

picos voltamétricos multiplos (associados as espécies mono e di-substituidas).
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2.4- Sintese de um polimero redox por reacio de QTS com [Ru(NH3)5Cl]Clz e sua
resposta voltamétrica a oxigénio.

Basicamente, a sintese ex sifu aquosa seguiu a mesma estratégia descrita para
Ru(bpy).Clz: apds remogdo. por prata do cloro da esfera de coordenagdo, o complexo foi
reagido com solugdo aquosa de quitosana. A reagdo foi conduzida em pH 3 e em pH 5 e
acompanhada por espectroscopia na regiio do ultravioleta, que permitiu avaliar 6
rendimento relativo nos dois casos. Apos purificagdo por dialise, o rendimento absoluto foi
avaliado pelo grau de rutenagdo, via espectrometria de massas. Além das quantidades
estequiométricas de polimero € complexo (mistura equimolar complexo : unidade
monomérica de quitosana), experimentou-se sintetisar o polimero redox com excesso de
complexo, visando a alcangar um maior grau de rutenagdo. Uma titulagdo potenciométrica
foi feita, neutralizando os grupos NH;" do polimero redox acidulado, com o proposito de
avaliar a quantidade de grupos ligantes NH, remanescentes apos sintese. A solug¢do do
polimero redox obtido foi evaporada sobre a superficie de eletrodo metédlico e o
comportamento eletroquimico avaliado por voltametria ciclica. O polimero redox obtido ex
situ e purificado foi ancorado covalentemente sobre carbono vitreo. O comportamento
eletroquimico do eletrodo assim modificado e sua resposta a oxigénio foram estudados por
voltametria ciclica. Comparou-se a resposta voltamétrica a oxigénio dissolvido, obtida por
eletrodos de carbono (carbono vitreo, pasta de carbono e epoxi grafitada) ndo modificados e
modificados pelo polimero redox QTS-[Ru(NH;)s] >**. Este estudo foi feito para verificar a

vantagem obtida pelo uso dos eletrodos modificados na detecgdo de oxigénio.

2.4.1-Experimental

A agua, solventes organicos e reagentes analiticos utilizados nesta etapa foram tal
como se descreveu nas se¢des anteriores 2.2.1 € 2.3.1. A resina epoxi, sempre que citada,
foi Araldite de secagem normal. O complexo [Ru(NH;)sCl1]Cl, foi adquirido da firma Aldrich

e usado tal como recebido.

Sistema eletroquimico
Os eletrodos ndo modificados necessarios, € o potenciostato utilizados nesta etapa

foram tais como se descreveu nas segdes 2.2.1 e 2.3.1. Os eletrolitos de suporte foram:
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solugio de KCl 0,1mol L' em agua, ou solugio aquosa de KOH (em concentragio
necessaria para assegurar um pH entre 12 e 13). Todas as desaeragdes das solugdes de
eletrolito foram realizadas através de borbuthamento de nitrogénio ou argdnio, por tempos
variaveis de um minuto até meia hora. A saturagio do eletrélito de suporte com oxigénio foi
feita borbulthando-se ar proveniente de um pequeno compressor de uso médico (marca ns

modelo st3), durante 15 minutos.

Eletrodos modificados

Eletrodo de ouro com filme de polimero redox. Oito porgdes da solugdo de

polimero redox purificado, de 10uL. cada uma, foram evaporadas sobre a superficie dé um
“eletrodo de

ouro polido e tratado por ultrassom. Usando eletrélito de suporte de KCl 0,Imol L*
aquoso, com pH 7 e perfeitamente desaerado, varreu-se o potencial de -0,6V até 0,4V a
50mV s, registrando-se o voltamograma do primeiro ciclo.

Eletrodo de carbono vitreo oxidado. Seguiu-se exatamente o processo de Jinrui e
Bin®. Inicialmente, um eletrodo de carbono vitreo foi polido, imerso em banho de ultrassom
e seco ao ar. Uma mistura oxidante foi preparada com 0,45g de KMnO, + 0,03g de KNO; +
4mL de H,SO, concentrado. Nesta solugdo verde foi imersa a superficie do eletrodo de
carbono vitreo, e, sob temperatufa ambiente, aguardou-se 30 minutos, apés o que se
considera que a superficie esteja rica em grupamentos carboxila.. Lavou-se rapidamente com
agua e deixou-se em H,0; 3%m/m, a fim de remover os residuos de compostos de
manganés. Finalmente, lavéu-se com agua.

Eletrodo de carbono vitreo. modificado pelo polimero redox
QTS-[Ru(NH;)s]*"**. Modificou-se ligeiramente o processo da DCC, descrito na se¢io 2.3.
Sobre a superficie do eletrodo oxidado aplicaram-se 10ul. da solugdo do polimero
QTS-[Ru(NH;)s " (este volume corresponde a 0,04 pug de Ru). Deixou-se evaporar o
solvente (égha) ao ar e, em seguida, manteve-se o eletrodo em um pequeno dessecador
contendo silica-gel por 2h. A superficie do eletrodo foi entdo imersa em uma solugio de
0,1g de diciclohexilcarbodiimida em 0,5mL de dimetilacetamida (DMA) e 0,5mL de

acetonitrila. Manteve-se a reagdo por 3h no interior do pequeno dessecador. Apds isto,

24. Jinrui, X.; Bin, L.- Analyst 119 (1994) 1599.
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lavou-se a superficie do eletrodo, sucessivamente com: DMA, etanol; 4dgua; 4cido acético-
2%m/v e agua.

Eletrodo de pasta de carbone modificado- pelo polimero redox
QTS-[Ru(NH3)s]*"*". Em semimicro béquer de polietileno, sobre 40mg de grafite
eletroquimico marca Fischer depositaram-se 60pul. da solugdo do polimero redox
proveniente da dialise (este volume corresponde a 0,24pg de Ru). Apés homogeneizagio, a
pasta resultante foi deixada, a temperatura ambiente, por 12h em um pequeno dessecador
sobre silica gel. Ao grafite modificado e completamente seco foram perfeitamente
misturados 16pL de 6leo mineral Nujol. A pasta foi aplicada na cavidade de um eletrodo e a
superficie eletrédica (com area geométrica de 4,9mm?) polida por suaves movimentos em
uma folha de papel para impressoras a jato de tinta (Chamex Premium 90g m™).

Eletrodo de epoxi + grafite oxidado. Preparou-se um eletrodo de epoxi grafitada
ndo modificado. Paralelamente a esta preparagdo, oxidou-se o grafite que constituiria a
superficie do eletrodo. Para tanto, preparou-se uma mistura com 0,45g de KMnO, + 0,03g
de KNO; + 40mL de H,SO, concentrado. A 20mL desta mistura verde foram adicionados
0,25g de grafite Aldrich 1-2pm. Manteve-se agitagdo por 30 segundos e verteu-se a mistura
em 500mL de 4gua para interromper a reagdo. A adi¢éo de d4gua mudou a cor de verde para
purpura. Adicionou-se, aos poucos, H,O, 3%m/m até completo descoramento que garante
elimina¢do do permanganato. Centrifugou-se a 3000rpm durante 6 minutos, eliminando-se o
sobrenadante. Lavou-se o precipitado por centrifugagdo até que as aguas de lavagem
fornecessem uma condutividade de 1uS cm™. O grafite, assim oxidado, foi seco em estufa a
110°C por 1h e reservado em dessecador. A superficie do eletrodo, contendo grafite
oxidado, foi preparada de acordo com as indicagdes fornecidas na literatura'™® para grafite
ndo modificado. Foram intimamente misturados, 56mg de grafite oxidado com 44mg de
resina epOxi (apenas o adesivo). Desta pasta foi aplicada uma fina camada sobre o eletrodo
de epoxi grafitada recém preparado (a. preparagdo recente do eletrodo base mostrou-se
importante para promover uma perfeita aderéncia do material da superficie). Deixou-se a
superficie do eletrodo 5 minutos em contato com vapores de HF 40%m/m, seguido de
aquecimento entre 50-60°C durante 5 minutos. Aplicou-se uma nova fina camada da pasta

de epdxi + grafite oxidado e repetiu-se tratamento por HF e aquecimento. Uma terceira

113. Henriques, H.P; Foge, A.G. — Analyst 109 (1984) 1195.
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camada foi aplicada e reticulada por HF. Lavou-se o eletrodo com agua em abundincia,
- secou-se e deu-se polimento, esfregando a superficie do eletrodo em papel péra impressoras
a jato de tinta (Chamex Premium 90g m™).

Eletrodo de epoxi grafitada modificado pelo polimero redox
QTS-[Ru(NH;)s]*”**, Este foi preparado exatamente como se descreveu para carbono
vitreo, usando, todavia, o eletrodo de epoxi + grafite oxidado, descrito no parégrafb
anterior.

Eletrodo de pasta de carbono oxidado. Este foi preparado exatamente como se

descreveu para pasta de carbono sem modificagbes, usando todavia o grafite oxidado.

Sintese dos polimeros redox ex situ em meio homogéneo (aquoso)

A reagio, com quantidades equimolares de unidades monoméricas de quitosana e
complexo, foi feita adaptando-se procedimento da literatura'®. Em um microtubo de
centrifuga foram adicionados 32,2mg de complexo a 1,2mL de solugdo aquosa de
trifluoracetato de prata (23,1mg de Ag,O dissolvidos em 1,2mL de acido trifluoroacético,
HTFA, 2mol L™). A suspensio resultante foi perfeitamente desaerada por borbulhamento de
argbnio e deixada em estufa & 70°C durante 1h, com enérgica agitagio ocasional. Apds a
aquagdo, centrifugou-se a 3000rpm por 3 minutos e separou-se a solug¢do do precipitado de
AgClL

Paralelamente & aquagdo, 21,1mg de quitosana foram misturados (em béquer de
polietileno) a 12 gotas de HTFA a 2 %m/v e uma gota de metanol. A pasta resultante foi
agitada vigorosamente com um bastdo de polietileno, até que se tornasse perfeitamente
homogénea. Adicionou-se, entdo, 10mL de agua a 70°C e misturou-se bem. Este
procedimento assegura rapida dissolugdo do polimero. Desaerou-se esta solu¢do com
argdnio.

As duas solugdes, de complexo e polimero, foram misturadas (em um frasco de
teflon dotado de tampa hermética) e o pH cuidadosamente elevado por solu¢do aquosa de
KOH, usando-se o proprio eletrodo de vidro para homogeneisar. Parte do polimero tornou-

se entdo, um precipitado muito fino, quase imperceptivel visualmente. Apés intensa

104. Kuehn, C.G.; Taube, H.- Joumal of American Chemical Society 98:3 (1976) 689.
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desaeragdo, o frasco foi lacrado e a reagdo conduzida a 70°C em auséncia de luz, durante
12h.

A escolha do pH apropriado para conduzir a sintese em agua envolveu algumas
consideragGes importantes. Do ponto de vista conformacional do polimero, ja foi discutido
que um pH baixo, como 3, favorece o acesso aos grupos de interesse (pagina 20). Do ponto
de vista da solubilidade do polimero, de igual modo séo favoraveis os valores mais baixos de
pH. Todavia, com os grupos aminas protonados, torna-se r;ecessé.rio ao grupo substituinte
- competir com a acidez dos prétons deslocando-os da matriz, processo tanto mais dificil
quanto menor for o pH. Normalmente, foi considerado um compromisso razoavel entre
estes limites, justamente o valor do pKa da quitosana, em torno de 6. Mas o complexo
[Ru(NH;)sOH,]*", resultante da aquagdo, introduz novas consideragdes. Segundo Kuehn e
Taube'”, o pKa do complexo monoaquo é 4,2. Portanto, em qualquer pH acima deste
valor, o grupo predominante na 6* posicdo do complexo sera hidroxila e ndo agua. Os
autores determinaram que o complexo hidroxilado seria 10" vezes mais estavel que o
aquado. Isto permitiu concluir que qualquer pH acima do pKa da quitosana seria improprio,
tanto do ponto de vista do polimero (insolubilidade e conformagdo enovelada), quanto do
complexo (grande predominio de hidroxilas na esfera de coordenagdo). O pH 3 foi
considerado um bom ponto de partida. Um possivel valor acima deste foi decidido da

seguinte maneira.

Se o pKa do complexo ¢ 4,2, entdo o Ka ¢ 10, Considerando o equilibrio

H,0 + [Ru(NH;)sOH,P* < [Ru(NH;);OHJ*" + H;0"
da constante, Ka, para este equilibrio, deduz-se que

a[Ru(NH;)sOHJ** .
= 10 = 10 (PH-4,2)

a[Ru(NH;)sOH,T>* aH;0"

Portanto, em pH 4,2 as atividades das duas espécies relacionadas ao complexo sdo
iguais. Fazendo o mesmo para o equilibrio de desprotonagdo dos grupos NH;" da quitosana,

vém

104. Kuehn, C.G.; Taube, H.- Joumnal of American Chemical Society 98:3 (1976) 689.
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a ()TS--I\H‘I3+

1 03~ pH)

a QTS-NH;

Partindo de uma mistura equimolar entre o complexo e as unidadeé monomeéricas de
quitosana, admitiu-se a situa¢io na qual, 4 medida que a reagdo prosseguisse, as hidroxilas
deslocadas do complexo neutralizariam perfeitamente os protons deslocados da quitosana,
sem alterar o pH inicial. Isto seria satisfeito quando as duas fragdes acima fossem iguais, ou

seja

1 O(PH -42) _ 10(6,3 -pH)

O pH que satisfaz esta equagdo € 5,25.

Desta maneira, a sintese foi conduzida em pH 3 € em pH 5 e o rendimento nos dois

casos foi comparado.

Purificaciio dos polimeros redox

Foi conduzida por dialise, exatamente como descrito na seg¢do 2.3.1 (sintese partmdo

de Ru(bpy).Cl,).

Determinacio do grau de rutenaciio dos polimeros redox

Em linhas gerais, foi feito exatamente como descrito na segdo anterior (sintese
partindo de Ru(bpy),CL). O grau de ruténag:éo obtido nas diversas tentativas foi comparado
através da banda localizada na faixa de 277 = 4nm. Uma corregdo tangencial de linha de
base foi tragada sobre o espectro. Calculou-se a relagio entre a absorvancia correspondente
ao pico no citado comprimento de onda, lida a partir da linha de base, e a absorvéncia da
linha de base no mesmo comprimento de onda. Admitiu-se que quanto maior esta relag@o,
maior o rendimento da sintese, pois partiu-se de uma mesma mistura reacional. A Figura 55

ilustra este artificio.
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277 A/nm

Figura 55. Avaliagdo do rendimento relativo da reagdo ex situ através da
espectroscopia no ultravioleta. A relagdo b/a ¢ proporcional ao rendimento de
reagdes que partem de iguais concentra¢des dos reagentes.

Estudo da resposta voltamétrica a oxigénio

Usando como eletrodo de trabalho carbono vitreo modificado pelo polimero redox
QTS-[Ru(NH;)s]*" e, em célula de trés eletrodos com eletrdlito de suporte KC10,1mol L
aquoso (pH 8), varreu-se o potencial de -0,7V até 0,4V a 50mV s’ registrando-se o
voltamograma do primeiro ciclo. Repetiu-se este experimento com 4 diferentes graus de
desaeragdo no eletrolito de suporte, controlados por diferentes tempos de borbulhamento de
nitrogénio. Os 5 voltamogramas obtidos foram comparados entre si. Repetiu-se este
experimento para um mesmo grau de desaeragdo do eletrolito de suporte, mas ajustado com

KOH a valores de pH 10, 12 e 13. Os 4 voltamogramas foram comparados entre si.

‘Comparagio entre as respostas a O, dos eletrodos modificados e nio modificados.

O eletrolito de suporte usado foi KOH 0,1mol L™ para todos os casos. Com o
eletrolito saturado de oxigénio e usando-se carbono vitreo como eletrodo de trabalho,
obteve-se um voltamograma, em célula de trés eletrodos, varrendo-se o potencial de
+0,200V a — 0,600V , a 50mV s™. Registrou-se, entdo, dois pardmetros voltamétricos: o
potencial de pico catédico (Epc) e a corrente de pico catodica (ipc). Repetiu-se o mesmo
procedimento para o eletrolito completamente desaerado, anotando-se a corrente catodica
lida no mesmo valor de potencial de antes. Repetiram-se os dois voltamogramas (eletrolito

saturado de O, e desaerado) para os eletrodos de carbono vitreo oxidado e carbono vitreo
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modificado pelo polimero redox QTS-[Ru(NH:)s]*"*". Este estudo foi realizado também
para os eletrodos de epoxi grafitada, epoxi + grafite oxidado € epdxi grafitada modificado
pelo polimero. De igual modo foi feito para os eletrodos de pasta de carbono, pasta de

carbono oxidado e pasta de carbono modificado pelo polimero.

2.4.2-Resultados e discussido

Apesar das previsdes favoraveis ao complexo de ruténio III em relagdo ao do ruténio
I, a sintese aquosa usando [Ru(NH;)sOH,]** ndo conduziu a rendimento superior. O grau
de rutenagdo, obtido por espectrometria de massas, foi de apenas 0,75%.

A solugdo do polimero redox, apresentou-se amarelada e sua banda caracteristica

pode ser observada no espectro da Figura 56.
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Figura 56. Espectro de absor¢io molecular do polimero redox QTS-{[Ru(NH;)s]** em
meio aquoso na regido UV-Vis. Absorvancias medidas contra branco de agua.
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As espécies de relevancia para a sintese em questdo, tem bandas com absorvincia maxima

em faixas de comprimento de onda indicadas na Tabela 4.

Tabela 4 - Amax das espécies de ruténio

Espécie Amaix / nm
[Ru(NH;)s OH,I* 332+4
440 +4
[Ru(NH;)s OHF" 300+ 4
QTS - [Ru(NHa)s I* 277+ 4
440 + 4
?? (de cor purpura) 546 + 4

Na tabela 4 ha alusdo a uma espécie de cor purpura. Ela apareceu apenas no inicio de
algumas sinteses e ndo foi possivel estabelecer sua identidade quimica. As demais espécies
da Tabela 4 tém diferentes tonalidades de amarelo.

O estudo da influéncia do pH no rendimento da sintese, revelou Que o valor 5 ¢
favoravel. A relagdo (citada na Figura 55) entre os segmentos “b” e “a” para o pH 5
forneceu o valor de 0,55 enquanto qué para o pH 3 o valor calculado foi 0,48 (13% menor).
Parece ser mais dificil deslocar os protons da matriz polimérica, em pH 3, do que as
hidroxilas do complexo, em pH 5.

A Figura 57 mostra o voltamograma obtido por evaporagdo da solugdo do polimero

redox QTS - [Ru(NH;)s ¥, purificado, sobre a superficie de eletrodo de ouro.
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Figura 57. Voltamograma do polimero redox QTS-[Ru(NH;)s]**"**. Eletrodo de trabalho foi
ouro sobre o qual foi evaporada solugdo do polimero redox obtido ex sifu em meio aquoso.
Contra-eletrodo de platina. Eletrolito de suporte de KC1 0,1 mol L. Velocidade de
varredura de 50 mVs™. Referéncia: ECS.

Como se pode observar, as correntes de pico foram muito dissimuladas em relagio
ao fundo, certamente devido ao grau de rutenagdo bastante baixo. Uma explicagdo cabal
para este voltamograma exigiria estudos intensivos que viessem esclarecer o mecanismo de
interagdo entre o polimero QTS-[Ru(NH3)s ", o oxigénio e o eletrodo base. Nao foi

possivel ainda realizar tais estudos.
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Apbs purificagdo e ancoramento covalente do polimero QTS-[Ru(NH;)s *** sobre
eletrodo de carbono vitreo, obtiveram-se os voltamogramas sobrepostos na Figura 58, cada
um correspondente a um certo grau de desaeragdo do eletrolito de suporte. Embora neste
primeiro ensaio a concentragdo de oxigénio nao tenha sido controlada de modo rigoroso,

percebe-se que o eletrodo modificado respondeu de modo sensivel ao oxigénio dissolvido.
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Figura 58. Voltamogramas de eletrodo modificado pelo polimero redox QTS-[Ru(NH;)s)*”*" em
diferentes graus de desaeragdo. Eletrodo de trabalho de carbono vitreo contendo o polimero redox
covalentemente ligado. Eletrlito de suporte de KC1 0, 1mol L™ em pH 8. Velocidade de varredura de
50mV s™ . As correntes catodicas sdo maiores para as solugdes mais aeradas.

Verificou-se que tal comportamento era bastante afetado pelo pH do meio, tal como
pode ser observado nos voltamogramas da Figura 59. Neste caso, o grau de desaeragdo foi
o mesmo, mudando-se apenas o pH do eletrolito de suporte.

" Os voltamogramas das Figuras 58 e 59 podem ser interpretados como a

eletrocatalise da redugdo de dioxigénio promovida pelo polimero redox.
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Figura 59. Voltamogramas do eletrodo modificado pelo polimero redox QTS-[Ru(NH;)s]*"* em
eletrolitos de diferentes valores de pH. Os valores de pH foram 8, 10, 12, e 13. As correntes
catddicas foram crescentes, para uma mesma concentragdo de O, dissolvido, a medida que o pH
crescia. As demais condi¢des foram idénticas as da Figura 58.

O expressivo aumento nas correntes, ocasionado pela elevagdo de pH, pode ser atribuido a
migragio de contra-ions hidroxila, exigida pelas mudangas no estado de oxidagio do ruténio
(ver paginas 90 e 91). Neste caso, como se trata de um polication, o contra-ion de maior
mobilidade em meio aquoso seria justamente hidroxila, sendo, por esta logica,
compreensivel a obtengdo de correntes mais intensas em solugdes de pH mais elevado. O
modo como o processo eletroquimico foi influenciado pelo pH constitui, per se, um
argumento em favor da eletrocatalise, pois a redugdo do oxigénio sobre eletrodos inertes

ndo modificados é afetada pelo pH, mas de modo bem distinto: partindo da reagdo

0O, @ap T 21‘130+ +2¢ —» H,0, @ T 2H,0

112

¢ possivel inferir que ela sera mais espontanea em valores de pH mais baixos *. Portanto, o

potencial requerido para reduzir o oxigénio a uma certa taxa, seria cada vez mais baixo com

112. Adams, R.N. - Electrochemistry at Solid Electrodes. Marcel Dekker, Inc. New York, 1969.
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a elevagdo do pH, ou, analisando de outro angulo, seria obtida uma corrente cada vez menor
para um potencial fixo, se o processo estivesse ocorrendo sobre a superficie de eletrodo
inerte. Mas o que se observa no voltamograma da Figura 59 é que, a medida que o pH foi
elevado, o processo. se -passou, essencialmente, no mesmo potencial, aumentando as
correntes. Isto seria tipico dos processos de redugdo que, normalmente requerendo
sobrepotenciais, pela intervengdo de um mediador reduzem este sobrepotencial.,
possibilitando a realizagdo do processo em um potencial menos negativo, determinado pelo
mediador, caracterizando eletrocatalise. Todavia, constderando os resultados expressos na
Tabela 5, percebe-se que o processo ocorre aproximadamente no mesmo potencial, para o
eletrodo modificado ou n3o, sendo apenas os valores de corrente fortemente afetados pelo
polimero modificador. Provavelmente, o potencial do mediador seja praticamente 0 mesmo
que o do processo redox deslocado de seu valor de equilibrio por algum sobrepotencial.
Neste caso, a eletrocatalise estaria caracterizada apenas pelo aumento das correntes

catddicas no caso do eletrodo modificado.

Tabela 5. Resposta voltamétrica a oxigénio dissolvido obtida por varios eletrodos. *

Carbono Vitreo Epoxi Grafitada Pasta de Carbono
normal | oxidado | modificado | normal | oxidado | modificado | normal | oxidado | meodificado
Epc
V) -0,400 | -0,400 0,440 0,540 -0,540 ]-0,540 -0,540 |-0,540 }-0,540
ipc sat.
(nA) -4,7 -11,0 -38,0 -9,54 <2799 {-31,00 -8,16 -427 20,4
ipc sem
(nA) 3,5 -5,0 7,5 -0,54 4,33 -5,94 -1,03 -427 -1,99
Aipc
(LA) 1,2 6.0 30,5 9,00 23,66 25,06 7,13 0 16,3

*Referéncia: ECS. Eletrélito de suporte: KOH 10 mol LT,

A comparagdo dos valores para o parametro Aipc, expressos na Tabela 5, indicam a
vantagem da modificagdo dos eletrodos estudados pelo polimero redox QTS - [Ru(NH;)s I**
na detecgdo de oxigénio. Como este pardmetro esta ligado & sensibilidade, fica,
conseqiientemente evidente, a vantagem analitica. Os dados da Tabela 5 mostram uma

vantagem apenas discreta para o caso do eletrodo de epéxi grafitada modificado pelo
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polimero em relagdo ao oxidado, o que ndo ocorre nos casos dos demais eletrodos. Esta
preparagdo foi repetida trés vezes sem melhores resultados. Muito provavelmente isto esteja
relacionado ao processo de ancoramento do polimero redox na superficie do eletrodo.
Alguma interferéncia da DCC (ou seus solventes) deve ter havido sobre a matriz de epoxi.
Um procedimento aiternativo precisa ser tentado no futuro, possivelmente o processo do
cloreto de tionila™. |

Uma diferente interpretagdo, alternativa a eletrocatalise, para o aumento das
correntes catddicas, evidente na Tabela 5 para o eletrodo modificado pelo polimero redox,
seria associa-lo a um efeito de area. O polimero seria um meio que possibiiitan'a um aumento
de area da interface eletrodo-eletrolito e com isto das correntes, de acordo com o
tratamento tedrico de Randles-Sevcik (ver pagina 12). De qualquer forma, este aumento da
superficie eletrodica s6 € possivel se admitirmos que o polimero esteja atuando através da
transi¢io Ru (I @& —® Ru (III), uma vez que a matriz polimérica, em si mesma, ndo ¢
favoravel a transferéncia eletronica (ver pagina 39). Neste modelo, fica dificil dar conta do
aumento das correntes catodicas com a elevagdo de pH, pois , como foi discutido nas
paginas 20 a 23, a elevagdo de pH acarretaria no polimero uma conformagio mais enovelada
que redundaria em diminui¢do e ndo aumento da superficie eletrédica. Porém, admitindo que
este efeito n3o seja muito pronunciado, o aumento da concentragdo de hidroxilas
favorecendo o transito dos contra-ions necessarios a transi¢do Ru (II) 4—__‘_‘! Ru (III),

pode explicar aquilo que foi observado, mantendo como possivel este modelo.

24. Jinrui, X.; Bin, L.- Analyst 119 (1994) 1599,
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2.5-Estudos visando a aplicagiio do polimero redox QTS-[Ru(NH;)s] #53* como sensor
de oxigénio dissolvido.

Considerando a resposta a oxigénio exibida pelo eletrodo de epoxi grafitada modificado
pelo polimero redox QTS-[Ru(NH3)s]*™*, decidiu-se avaliar seu desempenho em um
sistema de fluxo. Para tanto, construiu-se uma célula amperométrica tubular usando este
eletrodo de trabalho. Com esta célula montou-se um sistema em fluxo para determinagio de
oxigénio dissolvido. A calibragio deste sistema foi feita por intermédio do método

titulométrico de Winckler”.

2.5.1 -Experimental

Todos os reagentes citados a seguir foram de grau analitico e usados como
recebidos. A agua usada em todas as preparagdes, com condutividade de 0,1uS cm’, foi
desionisada em sistema Milli-Q da firma Millipor. A resina epOxi, sempre que citada, foi
Araldite de secagem normal. A solugdo do polimero redox foi proveniente da preparagio

descrita na se¢do 2.4.

Sistema eletroquimico
As medidas voltamétricas foram feitas no potenciostato citado na seg¢do 2.4 Todas as
desaeragdes ou saturagio de oxigénio das solugdes de eletrdlito foram feitas como descrito

naquela se¢do.

Célula amperométrica tubular para detec¢do em fluxo de oxigénio dissolvido.
Adaptou-se um fio de cobre (0,5mm de didmetro) a um pedago (2cm) de seringa
hipodérmica descartavel de 1mL, preenchendo-se o interior do tubo com resina epoxi, sem
grafite. A reticulagdo da resina, neste caso, foi feita com o proprio agente endurecedor do
fabricante. Apds o endurecimento inicial, ele foi completado deixando-se mais 2h a 120°C,
em estufa. Um furo longitudinal foi feito com uma broca de 2mm. Obteve-se, entdo, uma
peca como descreve a Figura 60. A parte do fio de cobre alinhada em relagdo ao furo
longitudinal foi revestida por 3 camadas de epdxi + grafite oxidado, exatamente como
descrito para o eletrodo de epoxi + grafite oxidado. Cada camada foi, tal como antes,

reticulada por HF, seguido de aquecimento. Lavou-se muito bem, com agua. A ponta do fio

75. APHA, AWWA E WPCF- Standard Methods for Examination of Water and Wastewater. Edited by Greenberg, A E.; Trussel,
RR.; Clesceri, L.S. 16" ed., 1985.
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e suas partes dobradas foram isoladas por epdxi-sem grafite. Sobre o grafite oxidado
ancorou-se o polimero QTS-[Ru(NH;)s]*”**, do mesmo modo que foi empregado para o
eletrodo de carbono vitreo, ja descrito nesta se¢do. A peca assim obtida constituiu o

eletrodo de trabalho da célula amperométrica tubular.

b

[

/4
1—

— 1

- 4l

Figura 60. Pega contendo eletrodo base da célula amperométrica tubular. Um fio de cobre

a” com 0,5mm de didmetro foi aprisionado em um tubo preenchido com resina epdxi “b”.
O tubo “c” consistia de um pedago de seringa hipodérmica de 1mL, com 2cm de
comprimento. O cilindro de resina possuia um furo de 2mm de didmetro ao longo de todo
seu comprimento. O orificio “d” destinava-se a acomodar um tubo de “tygon”que permitia o
acoplamento ao sistema FIA.

Preparou-se uma outra pega, de formato semelhante ao do eletrodo de trabaltho,
preenchendo-se um pedago (2cm) de seringa hipodérmica de 1mL com epdxi grafitada + HF
(0,44g de epoxi + 0,56g de grafite + 1 a 2 gotas de HF 40%m/m'"®). Apés endurecimento a
temperatura ambiente, o cilindro resultante foi deixado 12h em estufa a 50-60°C. Perfurou-
se entdo, longitudinalmente o cilindro de epdxi grafitada com uma broca de 2mm de
didmetro. Um fio de cobre foi fixado perpendicularmente a pega valendo-se de epoxi
grafitada. A pega assim obtida, descrita na Figura 61, constituiria o eletrodo auxiliar da

célula amperométrica tubular.

113. Henriques, H.P; Fogg, A.G.- Preparation of Grafite-loaded Epoxy-based Voltammetric Electrodes Using a
Multi-layer Coating and Hardening Technique. Analyst 109 (1984) 1195-1199.
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Figura 61. Peca que constitui o eletrodo auxiliar da célula amperométrica tubular. Um fio
de cobre “a” foi fixado numa pega cilindrica de epoxi grafitada “b”. A pega de epéxi,
dotada de um orificio longitudinal com 2mm de diametro, foi obtida reticulando-se o adesivo
epoxi no interior de um pedago de seringa hipodérmica descartavel, de ImL, “c” com 2cm
de comprimento. O orificio “d” destinava-se ao acoplamento ao sistema FIA, através de
tubo de “tygon”.

As duas pecas descritas pelas Figuras 60 e 61 foram unidas com resina epoxi sem
grafite. Para maior firmeza, as duas pecas foram envolvidas por um tubo de silicone. O
conjunto foi fixado em uma base pesada. O sistema de referéncia foi acoplado em séﬁe;
valendo-se do eletrodo de calomelano saturado Radelkis, obtendo-se a célula completa

como descreve, de modo esquematico, a Figura 62.

SAIDA :

TUBO DE

T AUX. I TRAB.  / SILICONE
E— —

<— ENTRADA

—

3
i 1|

REF. e \
EPOXI

Figura 62. Célula amperométrica tubular. As duas pegas descritas nas Figuras 60 e 61 foram
acopladas com resina epoxi sem grafite e esta unido foi reforcada com um tubo de silicone. A
entrada das solugdes em fluxo esta indicada, a direita da figura e a saida (a esquerda) desembocava
na cavidade do eletrodo de referéncia. Dai, a aspiragdo era promovida pela bomba peristaltica.
“REF.”, “AUX.” E “TRAB.” Indicam, respectivaﬁwn@e, os contactos dos eletrodos de referéncia,
auxiliar e trabalho da célula. -
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Sistema de fluxo.

Uma bomba peristaltica Ismatec modelo 07341 — 15, de quatro canais, operando a
30rpm, foi utilizada para movimentar os liquidos. A linha de base correspondia ao sinal do
eletrolito de suporte: 4gua (primeiro canal, com vazdo de 2,7mL min™) misturada, por
confluéncia, a solugio de KOH Imol L™ (segundo canal, com vazdo de 1,1mL min™). Estes
dois liquidos eram mantidos permanentemente desaerados pelo continuo borbulhamento de
N,. O terceiro canal (vazio de 2,6mL min') era destinado a transportar as solugdes
analiticas para uma al¢a de amostragem de 15cm e o quarto canal (vazio de 6,9mL min™)
aspirava o excedente de liquido que se acumulava na cavidade do eletrodo de referéncia.
Tubos de “tygon”, com didmetros escothidos em fung@o das vazdes desejadas, operaram na
bomba peristaltica. Os demais tubos foram de polietileno com didmetro interno de 0,8mm.
Apos a confluéncia, a zona de amostragem seguia para a célula tubular, descrita na Figura
62, onde um sinal de corrente era obtido entre o eletrodo de trabalho (polarizado a —0,550V
vs ECS). Este sinal era acompanhado em tempo real na tela do microcomputador, sendo
cada pico obtido correspondente ao oxigénio dissolvido na solugdo analitica. A Figura 63

ilustra de modo esquematico o arranjo dos componentes no sistema.

Figura 63. Diagrama de fluxos para estudos sobre determinagdo de oxigénio dissolvido. As linhas
cheias indicam o percurso dos liquidos e as linhas pontilhadas, os condutores elétricos necessarios ao
controle e aquisi¢do de dados. “A”- canal (2,6mL min™) destinado a conduzir as solugdes analiticas a
alca de amostragem de 15cm. “B”- bomba peristaltica. “I”- injetor proporcional. “D”- descarte.
“CAT”- célula amperométrica tubular. “ET”- eletrodo de trabatho. “EA”- eletrodo auxiliar. “Eref’-
eletrodo de referéncia de calomelano saturado. “P”- potenciostato. “C”- computador. “T”- tela, onde se
obtinha 0 amperograma em tempo real. A linha de base era o sinal correspondente ao eletrdlito de
suporte, obtido pela mistura, em confluéncia, de agua (2,7mL min™) e solugo de KOH 1mol L
(1,lmL min™), perfeitamente desaeradas por borbulhamento continuo de N, O quarto canal
(6,9mL min™") destinava-se a aspirar o liquido que se acumulava na cavidade do eletrodo de referéncia.
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Padronizacio do sistema em fluxo.

Devido a grande dificuldade de preparagdo de solugGes analiticas de oxigénio
dissolvido, a padronizagdo do sistema em fluxo foi feita determinando-se este analito pelo
sinal amperométrico no sistema descrito, e, a.mesma solu¢do analitica, pelo consagrado
método de Winckler””. Dois frascos dotados de hermética rolha esmerilhada e comumente
usados na determinag¢do de oxigénio, foram saturados deste gés através do borbulhamento
de ar durante um tempo (rigorosamente igual para os dois frascos) de 15 minutos. De um
dos frascos foram aspiradas 5 replicatas para o sistema em fluxo e registrados os picos
éorrespondentes. Ao outro frasco, seguindo o procedimento padrdo, foram adicionados
1mL de solugdo de MnSO, 2mol L™ e 1mL de solugdo alcalina de iodeto-azida (12,5mol L™
em KOH, 1mol L' em KI e 0,15mol L' em NaN;). O precipitado branco de Mn(OH),
formado reagiu com o oxigénio dissolvido produzindo precipitado escuro de MnO(OH),.
Apés uns Smin, foi adicionado 1mL de H,SO4 concentrado. Isto dissolveu o precipitado e, o
Mn*" produzido, reagindo com o iodeto presente, liberou I, em quantidade equivalente ao
oxigénio dissolvido. Usando amido como indicador, este iodo foi titulado gravimetricamente
por solugdo de tiossulfato de sodio 23,97umol g' de solugdo aquosa (padronizado, na
mesma ocasido, por KIO; 4,293umol g” de solugio aquosa). A relagdo estequiométrica de
interesse & 1mol de O, : 4mol de S,0;*. Partindo da solu¢io saturada de oxigénio,
produziram-se outras solugdes anéliticas, em pares de frascos, borbulhando-se N, durante
tempos de: 1, 3, 10, 15, 20 e 30 minutos (rigorosamente iguais para cada um dos dois
frascos). Em cada par de frascos, um foi destinado ao sistema em fluxo (5 replicatas) e o
outro a determinagio pelo método padrdo (triplicatas, com desvio padrio de 1%). Até 10
minutos de desaera¢do, foram usados S0mL como aliquota para a titulagdo. Para os tempos
de 15, 20 e 30 minutos de desaeragdo, foram usados 100mL para a titulagdo. Esta
providéncia garantiu em cada titulagdo, pelo menos 4 algarismos significativos na massa da

solugdo de tiossulfato.

75. APHA, AWWA E WPCF- Standard Methods for Examination of Water and Wastewater. Edited by Greenberg,
AE; Trussel, RR; Clesceri, LS. 16" ed., 1985.
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2.5.2-Resultados e discussio

A escolha do potencial que seria aplicado ao eletrodo de trabalho da célula em
fluxo, foi feita a partir do voltamograma realizado com o sistema operando nas mesmas
vazdes que seriam utilizadas para as determinagdes. O voltamograma obtido esta ilustrado

na Figura 64.
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Figura 64. Voltamograma de oxigénio dissolvido na célula amperométrica

tubular. Usou-se o sistema descrito na figura 60, operando com as vazles necessarias as

determinagdes, varrendo-se o potencial a 50mVs"'. O potencial de pico catddico,

localizado a -0,550V, foi entdo usado para todas as determinagdes subsequentes Como
“amostra” usou-se agua saturada de oxigénio.

As curvas de corrente versus tempo, obtidas operando a 30 amostras h™', quando o
eletrodo de trabalho encontrava-se polarizado a —550V, ou seja os fiagramas (ou ainda
amperogramas) tinham, basicamente, o aspecto apresentado na Figura 65. Como pardmetro
analitico, foram utilizadas as correntes medidas desde a linha de base até o maximo do
pico, sem utilizar o programa de filtragem (por transformada de Fourier) do potenciostato.
Para uma mesma concentragdo de oxigénio dissolvido, apds algum treino de uso do.

sistema, a reprodutibilidade destas correntes chegaram a um desvio padrdo relativo de até
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0,5 % para n = 3. Para diminuir o nivel de ruido, tentou-se envolver a célula amperométrica
tubular em uma gaiola de Faraday, mas isto ndo surtiu efeito. O ruido pareceu estar
associado as minisculas cavidades de nitrogénio, usado na desaerag@o, e carregado até a
célula pelo deslocamento dos fluidos. Talvez um outro método de desaeragdo (vacuo e

ultrassom, por exemplo) pudesse inibir este problema.

2,01

Corrente / pA

] 4 1 ]

r T r : r . 1
0,00 2,00 4,00 6,00 8,00 10,00
Tempo / min

Figura 65. Fiagrama obtido, no sistema ilustrado na Figura 63, para 6,824mg O, dissolvidoL™.
Foram feitas 4 injegdes sucessivas de uma agua que, inicialmente saturada de oxigénio, foi
desaerada durantelmin de borbulhamento por nitrogénio.

A Tabela 6 apresenta os resultados obtidos pelo sistema ilustrado na Figura 63, em
correlagdo com as titulagdes realizadas pelo método de Winckler. Pode-se observar que,
ap6s 30 min de desaeragdo, ainda havia na solugdo 1,171mg de O, L Isto provavelmente
ocorreu devido a utilizagio de nitrogénio comum, sem qualquer tratamento para eliminag&o
de residuos de oxigénio. Nas condi¢Ges em que o experimento foi realizado, este valor de
1,171mg de O, L constituiu-se no limite de detecgdo (sinal aproximadamente igual a 3
vezes o ruido). O limite de detecgdo também foi afetado pela presenga de residuos de Oz no

nitrogénio, pois, como o sinal do carregador era exatamente determinado pelo oxigénio
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residual no nitrogénio, ficava dificil distinguir o sinal da amostra em relagio ao fundo.
Outra observagdo pertinente é sobre os desvios padrdo obtidos nas leituras das correntes de
pico, variaveis de 0,5 a 6,5 %. Verificou-se que isto também ocorria devido as minasculas
cavidades de nitrogé€nio que, arrastadas até a célula de detec¢do de forma aleatodria,
acarretavam um ruido variavel dificultando a localiza¢do exata da linha de base nos
fiagramas. Com um pouco de cuidado e treino no manuseio do sistema, verificou-se ser

possivel desvios padrdo relativos tdo pequenos quanto 1%, ou mesmo 0,5 %.

Tabela 6. Correntes de pico nos fiagrama x OD

Tempo de Concentragdo de OD pelo Corrente de pico no
borbulhamento de método de Winckler fiagrama
nitrogénio )
(min) (mgL") 1A
0,0 7,529 (dpr=12%paran=3) | 8,50 (dpr = 1,4% para n=3)
1,0 6,824 (dpr=1,2%paran=3) | 7,12 (dpr = 6,5% para n=3)
3,0 5,703 (dpr = 1,2% para n=3) 5,79 (dpr = 2,5% para n=3)
10 3,215 (dpr=12%paran=3) | 2,58 (dpr=0,8% para n=3)
15 2,397 (dpr=12% paran=3) | 2,29 (dpr =4,0% para n=3)
20 1,685 (dpr = 1,2% para n=3) 1,23 (dpr = 0,5% para n=3)
30 1,171 (dpr=12%paran=3) | 0,37 (dpr = 5,6% para n=3)

dpr = desvio padrio relativo

, . Langando os dados de corrente e concentragdo em grafico, obtém-se a curva
analitica da Figura 66.



145

10,00
8,00~
3 6,00
o
2
o
B
4,00- -
o R = 0,996
®
g OD = (i + 0,956) + 1,21
3 2,00
0,00

1 v 1 ! T

| - LA S A N DA B
1000 2000 3000 4000 5000 6000 7,000 8,000
” -1
Concentragdo de OD (mglL’)

(13421

Figura 66. Curva analitica para oxigénio dissolvido. Na equagdo, “i” é a corrente de
pico, em pA e “OD” é a concentragdo de oxigénio dissolvido em mgL™.

Oxidantes fortes normalmente s3o sérios interferentes nas determinagdes
amperométricas de oxigénio dissolvido. Como o sistema, descrito na Figura 63, operou
com o eletrodo de trabalho em —0,550V, seria previsivel 0 mesmo tipo de interferéncia.
Esta hipétese foi testada comparando o sinal de quatro inje¢3es sucessivas para uma agua
saturada de oxigénio (7,529 mg O, L) com o obtido para a mesma 4gua, contendo também

4,00 mg cloro ativo L. Os resultados obtidos foram

Solug¢do saturada de oxigénio, sem cloro 5,67uA (dpr=7,7%; n=4)

Solugdo saturada de oxigénio com 4,00 mg Cl, S — 5,681LA (dpr = 7,6%; n=4)
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mostrando que, nas condig¢Ses do teste, o sinal para oxigénio ndo foi afetado pelo cloro.
Sem duvida, € preciso considerar que o potencial redox do cloro é fortemente afetado pelo
pH, sendo oxidante mais forte em meio acido. Como o sistema operava em pH 12, em parte

a atenuac¢do do poder oxidante do cloro pode explicar a auséncia de interferéncia, mas é
2+/3+

?

também possivel atribuir a eletrocatalise, promovida pelo polimero QTS-[Ru(NH;)s]
uma alta especificidade para dioxigénio. Novamente, uma explicagdo satisfatoria para a
auséncia de interferéncia do cloro requer estudos intensivos que venham esclarecer o

mecanismo do processo redox no eletrodo modificado pelo polimero.
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2.6-Estudos visando a aplicagio do polimero redox QTS-[Ru(NH:)s]**" em
biossensores de tecido imobilizado.

A possibilidade de aplicagdo de QTS-[Ru(NH3)s] 23+ como polimero mediador das

oxiredutases, associada a facilidade de sua imobilizagdo em uma matriz de pasta de -

carbono”’, ambas conjugadas com o uso de tecidos vegetais como fonte (barata e de grande

H4U3 - conduziram a testes no sentido da construgio de um

estabilidade) de enzimas
biossensor usando tecido de batata doce desidratado (TBD) em um eletrodo de pasta de
carbono. O sinal voltamétrico em eletrolito desaerado, para crescentes concentragdes de

H;0,, foi estudado em diferentes versdes: eletrodo de pasta de carbono sem modificagdes;
' 2+/3+,

>

eletrodo de pasta de carbono contendo apenas o poliméro mediador QTS-[Ru(NHj3)s]
eletrodo de pasta de carbono contendo s6 TBD e eletrodo de pasta de carbono contendo
TBD + o polimero mediador QTS-[Ru(NH3)s] ****. A fim de comparar a eficiéncia
mediadora do polimero com a do oxigénio nas condi¢des estudadas, foi feito mais um

ensaio: eletrodo de pasta de carbono contendo s6 TBD em eletrélito saturado de O,.

2.6.1-Experimental

Todos os reagentes citados a seguir foram de grau analitico € usados como
recebidos. A agua usada em todas as preparagdes, com condutividade de 0,1uS cm™, foi
desionisada em sistema Milli-Q da firma Millipor. O grafite usado em todos os eletrodos de
pasta de carbono foi especifico para finalidade eletroquimica, da marca Fischer. Todas as
desaeragdes das solugdes de eletrolito foram realizadas através de borbulhamento de
nitrogénio (comum, sem qualquer tratamento para remog¢io de oxigénio residual), durante
meia hora. O polimero reddx QTS-[Ru(NHz)s[F** foi preparado exatamente como descrito

na se¢do 2.4.

Tecido de batata doce desidratado

O tecido de batata doce desidratado, gentilmente cedido por outro laboratorio, foi
preparado a partir de batatas (Ipomoea batatas (L) Lam.) selecionadas, adquiridas
diretamente de um produtor local. Foram lavadas, descascadas, picadas e secas em uma
estufa a vacuo (Sheldon Manufacturing, Inc.) durante 3h a 30°C. Um ligiidificador

doméstico foi usado entdo para reduzir o material a finas particulas, cujo tamanho foi

79. Rodrigues, C. A.- Preparagdes de Derivados do Biopolimero Quitosana e sua Utilizagio em Eletrodos Modificados. Exame de
Qualifica¢3o ao Doutorado. Departamento de Quimica, Universidade Federal de Santa Catarina, 1995. '

114. Vieira, I.C.; Fatibello-Filho, O.; Angnes, L.- Analytica Chimica Acta 19930 (1999) 1.

115. Signori, C.A.; Fatibello-Filho. O.- Quimica Nova 17:1 (1994) 38.
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selecionado por peneiras de modo que seu didmetro fosse inferior a 100um. Este material
(um solido em po6, de aspecto branco, ligeiramente amarelado) foi estocado em um

dessecador a 25°C e usado como fonte enzimatica de peroxidase ( E.C. 1.11.1.7.).

Sistema eletroquimico
Os eletrodos ndo modificados e o potenciostato necessarios foram descritos na se¢do

2.4. O eletrolito de suporte foi solugdo de KC1 0,1mol L' em agua (pH = 6,3).

Eletrodos modificados

Eletrodo de pasta de carbono modificado por QTS-[Ru(NH3)s]*"". Sobre 40mg
de grafite eletroquimico depositaram-se 20pL da solugido do polimero redox proveniente da
dialise (este volume corresponde a 0,08 pg de Ru). Apds homogeneizagdo, a pasta
resultante foi deixada, a temperatura ambiente, por 12h em um pequeno dessecador sobre
silica gel. Ao grafite modificado e completamente seco foram perfeitamente misturados
16uL de Oleo mineral Nujol. A pasta foi aplicada na cavidade de um eletrodo base e a
superficie eletrodica polida por suaves movimentos em uma folha de papel destinado a
fotocopias. '

Eletrodo de pasta de carbono modificado por TBD. Foram perfeitamente
misturados 40mg de grafite eletroquimico com 6,2mg de TBD. Em seguida, 16uL de 6leo
mineral Nujol foram adicionados e homogeneizou-se perfeitamente. A pasta resultante foi
aplicada na cavidade de um eletrodo base e a superficie eletrodica polida por suaves
movimentos em uma folha de papel destinado a fotocdpias.

Eletrodo de pasta de carbono modificado por QTS-[Ru(NH;)s[*** + TBD.
Foram perfeitamente misturados 40mg de grafite eletroquimico, 6,2mg de TBD e 20uL da
solug¢do do polimero redox proveniente da dialise. Esta mistura foi deixada por 12h em um
dessecador sobre silica gel. A mistura seca foram adicionados 16uL de éleo mineral Nujol
e homogeneizou-se perfeitamente. A pasta resultante foi aplicada na cavidade de um
eletrodo base e a superficie eletrodica polida por suaves movimentos em uma folha de

papel destinado a fotocOpias.
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Estudo da resposta dos eletrodos a peréxido de hidrogénio

Os estudos voltamétricos foram conduzidos em uma célula de trés eletrodos
contendo 18mL de eletrdlito de suporte. Esta solugdo foi intensamente desaerada e, em
seguida, realizou-se a varredura de potenciais de +0,600V até —0,600V (ou —0,800V) com
uma velocidade de varredura de 50mV s. O voltamograma foi registrado e 10ul. de
solugio de H;0; (Vetec) 1,80mol L foram adicionados . Desaerou-se por mais Smin e
repetiu-se a varredura de potenciais, exatamente como antes, registrando-se o novo
voltamograma. Realizaram-se mais trés adigdes de perdxido, obtendo-se novos
voltamogramas. Como o acréscimo de volume a célula é desprezivel, as concentragdes
foram: 0,00; 1,00 x 10°%; 2,00 x 10%; 3,00 x 10°%; 4,00 x 10 *mol de H,0, L"'. Este estudo

foi realizado para os eletrodos preparados: eletrodo de pasta de carbono sem modificagdes;
2+/3+.

>

eletrodo de pasta de carbono contendo apenas o polimero mediador QTS-[Ru(NHs)s)
eletrodo de pasta de carbono contendo apenas TBD; eletrodo de pasta de carbono contendo
TBD + o polimero mediador QTS-[Ru(NH;)s] B+ A fim de estudar a capacidade
mediadora do oxigénio sobre o centro redox da peroxidase de TBD, o estudo da resposta
voltamétrica a H,O, foi repetido, usando-se como eletrodo de trabalho pasta de carbono
modificada por TBD (sem polimero redox) em uma solugdo de eletrdlito saturada de
oxigénio. Nos 25 voltamogramas registrados, leu-se a corrente catodica a —0,600V e estes
valores, para cada eletrodo, foram comparados. Os dados obtidos foram arranjados como

curvas analiticas para perdxido de hidrogénio.
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Os voltamogramas obtidos (para os cinco casos estudados), sem H;O; € com uma

adi¢do de H;O,, estdo apresentados na Figura 67.
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Figura 67.Voltamogramas para peroxido de
hidrogénio com diferentes eletrodos de pasta
de carbono. A- Sem modificacdes. B-
Apenas com polimero redox. C- Apenas com
TBD. D- Com TBD + polimero. E- Apenas
com TBD, em solugdo saturada de oxigénio.
Voltamograma 1-sem H,0,. Voltamograma
2-em H,0, 1,00 x 10°mol L™ (primeira
adi¢do da solugdo estoque, tendo sido feitas
mais trés). Velocidade de varredura: 50mVs™
Eletrélito de suporte: KC1 10"mol L. Célula
de trés eletrodos. Eletrodo auxiliar de Pt.
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As correntes catodicas, lidas nos voltamogramas a 0,600V, para cada concentragdo

de H;0;, estdo arranjadas na Tabela 7.

Tabela 7. Correntes catédicas x concentragio de H,0,

Concentragdo de H;O, mol L)  i; (uA) i (mA) i3 (nA) is (RA) is (A)

0,00000 2,14 -3,74 -2,97 -10,21 -16,70
0,00100 -3,28 -4,69 -10,89 -17,50 -17,40
0,00200 -4,20 -5,29 -15,56 -24.24 -19,00
0,00300 -5,00 -5,90 -19,16 -29,36 -20,80
0,00400 -5,78 -7,00 -22,20 -36,48 -22.40
A A t
1y; iy; 13, 14; 15 s80 as correntes catodicas TBD saturado de O,
lidas nos voltamogramas a —0,600V.
Janela de potencial: +0,60V a 0,60V TBD + Polimero
Velocidade de varredura: SOII}V st 1
Eletrélito de suporte: KCl 10" mol L Apenas Polimero
Apenas TBD
Sem modificagdes

Se os dados da Tabela 7 forem langados em grafico, obtém-se o aspecto mostrado

na Figura 68.



152

Sem modificagées

0,00 - /
\Apenas TBD

Apenas polimero

-20,00 +

Corrente catédica a -0,600V / pA

-25,00
TBD saturado de O,
-30,00 TBD + polimero-/
-35,004
-40,00 H
T T T y T T T y T y ]
0,00000 0,00100 0,00200 0,00300 0,00400 0,00500

Concentragéo de H,0, / mol L

Figura 68. Curvas analiticas para peroxido de hidrogénio, obtidas com os dados da Tabela 7.
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Através da regressdo linear para os pontos do caso “TBD + polimero redox™ foi
obtida a equagdo
C=-(i+10,68) 6440 (r=0,998 paran=15)

sendo “C” a concentragdo de H20; em mol L' e “9” a corrente em pA, lida a —0,600V.

As curvas analiticas da Figura 68 permitem estabelecer aigumas conclusdes.

1¥) Sem mediador, nas condi¢des estudadas, a peroxidase ndo
consegue promover eficiente catalise, pois a curva obtida para o eletrodo modificado
apenas por TBD essencialmente acompanha aquela obtida pelo eletrodo ndo modificado.

2 A eletrocétélise na redugido de H,O; a agua, promovida apenas
pelo polimero QTS-[Ru(NH3)s]**?*, inicialmente ocasionando uma sensibilidade
comparavel ao caso “TBD + polimero”, parece alcangar uma saturag@o, pois perde-se a
linearidade de sinal 4 medida que cresce a concentragdo de H20.

3%) Nas condigdes estudadas, o oxigénio mostra-se um mediador bem
menos eficiente que o polimero redox, pois o caso “TBD saturado de O,” apresentou uma
sensibilidade bastante inferior a obtida no caso “TBD + polimero”.

4*) A associa¢do do tecido de batata doce com o polimero redox
QTS-[Ru(NHz)s]**?* em uma matriz de pasta de carbono representa, para a detecgio de

peroxido de hidrogénio, uma excelente alternativa ao eletrodo nao modificado. i,




154
LITERATURA CITADA

1. DENARO, A. R.- Fundamentos de Eletroquimica. Editora Edgard Blucher,
Sao Paulo, 1974.

2. SKOOG and LEARY- Principles of Instrumental Analysis. 4™ edition, Saunders
Publishing, 1992.

3. FAULKNER, L. R. - Understanding Electrochemistry: Some Distinctive Concepts.
Journal of Chemical Education 60:4 (1983) 262-264.

4. EVANS, D. H,; O’Connel, K. M.; Petersen, R. A_; Kelly, M. J.- Cyclic Voltammetry.
Journal of Chemical Education 60:4 (1983) 291-293.

5. BERTOTTI, M. e PLETCHER, D .- Estudos Eletroquimicos Envolvendo a Redugio
Catalisada de Bromato em Microeletrodo de Mercurio na Presenga de Mo(VI). Anais
- da Associa¢io Brasileira de Quimica 46:3 (1997) 189-195.

6. CORREIA, A. N.; MASCARO, L H; MACHADO,S.A.S.; MAZO,L H.; AVACA,
L.A.- Ultramicroeletrodos: Parte I: Revisdo Tedrica e Perspectivas. Quimica Nova
18:5 (1995) 475-480.

7. BARD, A.J.- Chemical Modification of Electrodes. Journal of Chemical Education 60:4
(1983) 302-304.

8. PAUL, HJ.; LEDDYJ .- Direct Determination of Transfer Coefficient from Cyclic

Voltammetry: Isopoints as Diagnostics. Analytical Chemistry 67 (1995) 1661-
1668.

9. SHIGEARA, K.; OYAMA, N.; ANSON, F.C.- Electrochemical Responses of Electrodes

Coated with Redox Polymers. Journal of American Chemical Society 103 (1981)
2552-2558.

10. MUZZARELLI, R. A A - Chitin. 1* edition, Pergamon Press Ltd. Oxford, England,
1978.

11. MUZZARELLI, R.A A ; JENIAUX,C.; GOODAY,G.W.(ed.) - Chitin in Nature and
Technology. Plenum Press. New York, 1986.

12. HIRANO, S_; OHE, Y.; ONO, H.- Selective N-acylation of Chitosan. Carbohydrate
Research, 47 (1976) 315-320.

13. HELLER, A - Electrical Connection of Enzyme Redox Centers to Electrodes. The
Journal of Physical Chemistry 96:9 (1992) 3579-3587.

14. MUZZARELLI R A A ; JENIAUX,C.; GOODAY,G.W.(ed.) - Chitin in Nature and
Technology. Plenum Press. New York, 1986. Pagina 343.



155

15. MUZZARELLI, R.A A.; JENIAUX,C.; GOODAY,G.W.(ed.) - Chitin in Nature and
Technology. Plenum Press. New York, 1986. Pagina 341.

16. MUZZARELLI, R.A A - Chitin. 1% edition, Pergamon Press Ltd. Oxford, England,
1978. Pagina 81.

17. MUZZARELLI, R.A.A; JENIAUX,C.; GOODAY,G.W.(ed.) - Chitin in Nature and
Technology. Plenum Press. New York, 1986. Pagina 389.

18. DOMARD, A.; RINAUDO, M.- Gel Permeation Chromatography of Cationic Polymer
on Cationic Porous Silica Gels. Polymer Communications, 25 (1984) 55-58.

19. HELLER, A .- Electrical Wiring of Redox Enzymes. Acc. Chem. Res. 23 (1990) 128-
134. '

20. OYAMA, N. AND ANSON, F.- Polymeric Ligants as Anchoring Groups for the
Attachment of Metal Complexes to Graphite Electrode Surfaces. Journal of the
Americam Chemical Seciety 101:13 (1979) 3450-3456.

21. PEARSON, R. G.- Hard and Soft Acids and Bases. Journal of the Americam Chemical
Seciety 85:22 (1963) 3533-3539.

22. KURAUCHLI, Y.; TSUROMORL, E.; OHGA, K.- A Glassy Carbon Electrode Modiﬁed
with N-(2-Hidroxybenzil)chitosan for Voltammetric Determinations of Cu** and Pb*".
Bulletin of Chemical Society of Japan. 62 (1989) 1341-1342.

23. HIKIMA, S.; KAKIZAKI, T.; TAGA, M.; HASEBE, K .- Enzyme Sensor for L-lactate
with a Chitosan-mercury Film Electrode. Fresenius Journal of Analytical
Chemistry 345 (1993) 607-609.

24. JINRUI, X_; BIN, L. — Preconcentration and Determination of Lead Ions at a Chitosan-
modified Glassy Carbon Electrode. Analyst 119 (1994) 1599-1601.

25. RODRIGUES, C. A.; FAVERE, V. T.; STADLER, E.; LARANJEIRA, M.C.M -
- Concentration of Anions on Poly (N-Acetyl-D-glucosamine) Derivative-Modified
Carbon Paste Electrode. Journal of Brazilian Chemical Society 4:1 (1993) 14-16.

26. HIKIMA, S.; KAKIZAKI, T.; HASEBE, K .- Flow Injection Method for the
Polarographic Determination of 1-Lactate Using an Immobilized Enzyme Reactor.
Analytical Sciences 8 (1992) 165-168.

27. MIGUEZ, M. ] B.- Sistema de Encapsulacido de Urease com Quitosana-PVA:
Reatividade e Aplica¢des. Tese de Doutoramento., Depto de Quimica, Universidade
Federal de Santa Catarina. Floriandpolis, 1997.

28. MUZZARELLI, R. A A ; JENIAUX,C.; GOODAY,G.W.(ed.) - Chitin in Nature and
Technology. Plenum Press. New York, 1986. Pagina 428.



156

29. MOORE, J. W. AND MOORE, E.A. - Environmental Chemistry. Academic Press Inc.
New York, 1976. - '

30. MUZZARELLI, R A A - Chitin. 1* edition, Pergamon Press Ltd. Oxford, England,
1978. Pagma 109.

31. MUZZARELLI, R.A A - Chitin. 1* edition, Pergamon Press Ltd. Oxford, England, .
1978. Pagina 137.

32 MUZZARELLI R.A A;; JENIAUX,C.; GOODAY,G.W.(ed.) - Chitin in Nature and
Technology. Plenum  Press. New York, 1986. Pagina 407.

33. MUZZARELLI R A A_; JENIAUX,C.; GOODAY,G.W .(ed.) - Chitin in Nature and
Technology. Plenum Press. New York, 1986. Pagina 336, entrada 4.

34. MUZZARELLI R A A.; JENIAUX,C.; GOODAY,G.W.(ed.) - Chitin in Nature and
Technology. Plenum Press. New York, 1986. Pagina 331.

35. MUZZARELLI R A A ; JENIAUX,C.; GOODAY,G.W.(ed.) - Chitin in Nature and
Technology. Plenum Press. New York, 1986. Pagina 321.

36. FAVERE, V.T.- Adsorgdo de ions Cu II, Cd II, Nl IL, Pb II, e Zn H pelo Biopolimero
Quitina, Quitosana e pelas Quitosanas Modificadas. Tese de doutoramento. Depto. de
Quimica, Universidade Federal de Santa Catarina, Floriandpolis, 1994.

37. MUZZARELLI, R.A A - Chitin. 1* edition, Pergamon Press Ltd. Oxford, England,
1978. Pagina 139.

38. MUZZARELLI, R.A A - Chitin. 1* edition, Pergamon Press Ltd. Oxford, England,
1978. Pagina 140.

39. MUZZARELLI, R.A A .- Chitin. 1* edition, Pergamon Press Ltd. Oxford, England,
1978. Pagina 147. |

40. MUZZARELLI R.A A - Chitin. 1* edition, Pergamon Press Ltd. Oxford, England,
1978. Pagma 149.

41. MUZZARELLI R.A A - Chitin. 1* edition, Pergamon Press Ltd. Oxford, England,
1978. Pagina 145.

42. SMITH AND MARTELL - Critical Stability Constants. Vol. 2 e 3. Plenum Press,
New York, 1975.

43. SHRIVER, D F.; ATKINS, P.W.; LANGFORD, C H. - Inorganic Chemistry. Oxford
University Press. Oxford, 1992.



45.

46.

47.

43.

49.

50.

51.

52.

53.

54.

157

. RODRIGUES, C.A - Preparagdes de Derivados do Biopolimero Quitosana e sua

Utilizagdo em Eletrodos Modificados. Tese de Doutoramento. Depto de Quimica,
Universidade Federal de Santa Catarina, Florianopolis, 1996.

KLUG, M.; SANCHES,M.N.M.; LARANJEIRA, M.C.M.; FAVERE,V.T ;
RODRIGUES,C.A - Analise das Isotermas de Adsor¢do de Cu(Il); Cd(ID, Ni(Ill) e
Zn(IT) por N-(3,4-Dihidroxibenzil) quitosana Empregando o Método da Regressdo
ndo Linear. Quimica Nova 21:4 (1998) 410-413.

MUZZARELLI, R. A A.; ISOLATI, A.; FERRERO, A .- Chitosan Membranes. Ion
Exchange and Membranes 1 (1974) 193-196.

MUZZARELLI R.A A - Chitin. 1* edition, Pergamon Presé Ltd. Oxford, England,
1978. Pagina 73. ’

JOSEPH, J.; GOMATHI, H.; RAO, G.P.- Modification of Carbon Electrodes with Zinc
Hexacyanoferrate. Journal of Electroanalytical Chemistry 431 (1997) 231-235.

MUZZARELLI, R.A A - Chitin. 1" edition, Pergamon Press Ltd. Oxford, England,
1978. Pagina 89.

MUZZARELLI, R.A A - Chitin. 1* edition, Pergamon Press Ltd. Oxford, England,
1978. Pagina 89.

SILVERSTEIN, R M.; BASSLER, G.C.; MORRIL, T.C - Identificagio
Espectrométrica de Compostos Organicos. 3 edi¢do. Guanabara Dois, Rio de
Janeiro, 1979.

MUZZARELLIL R A A ; JENIAUX,C.; GOODAY,G.W.(ed.) - Chitin in Nature and
Technology. Plenum Press. New York, 1986. Pagina 300.

BILLMEYER, F.W.- Textbook of Polymer Science. 3™ edition. Wiley-Intercience
Publication. John Wiley & Sons. New York, 1984.

MUZZARELLI, R.A A ; JENIAUX,C.; GOODAY,G.W.(ed.) - Chitin in Nature and
Technology. Plenum Press. New York, 1986. Pagina 338.

55.RICHARDS, E.G.- An Introduction to the Physical Properties of Large Molecules in

56.

57.

Solution.Cambridge University Press. Cambridge, London, 1980.

METILLE, M J. ; HESTER, R.D.- Water Solubles Polymers. cap. 18. Editado por
Shalaby, W.; Shalaby, C.; Mc Comick, L.; Butler, G.B. ACS Synposium Series
467, 1991.

BROUSSIGNAC, J.- Un Haut Polymére Naturel Peu Connu Dans L’Industrie- Le
Chitosan. Chimie Industriel et Génerel 99:9 (1970) 1241-1247.



58.

59.

60.

61.

62.

63.

64.

65.

66.

67.

68.

69.

70.

71.

158

DOMSZY, J.G.; ROBERTS, A F.- Evaluation of Infrared Spectroséopic Technique for
Analysing Chitosan. Makromolecular Chemistry 186 (1985) 1671-1677.

MOORE, G.K.; ROBERTS, G.A F.-Determination of the Degree of N-acetilation of
Chitosan. International Journal of Biological Macromolecules 2 (1980) 115-1 16.

MUZZARELLI R.A A ; JENIAUX,C.; GOODAY,G.W.(ed.) - Chitin in Nature and
Technology. Plenum Press. New York, 1986. Pagina 385.

TURNER, AP.F.; KARUBE, I.; WILSON, G.S (Edit.) - Biosensor, Fundamentals and
Applications. Oxford University Press, Oxford, 1987.

EDELMAN, P.G.; WANG, J (Edit.) - Biosensor & Chemical Sensor- Opmizing
Performance Through Folimeric Materials. ACS Symposium Series 487, 1991.

MAGNA, A.; CAPELATO, M.D.; FATIBELLO-FILHO, O.- Glucose Electrode Based
on Immobilized Glucose Oxidase on a Tungsten-tungsten Oxide Electrode. Journal
of Brazillian Chemical Society 4:2 (1993) 72-75.

DEGANI, Y.; HELLER,A .- Electrical Communication between Redox Centers of
Glucose Oxidase and Electrodes via Electrostatically and Covalently Bound Redox
Polymers Journal of American Chemical Society 111 (1989) 2357-2358.

CALVO, E.J.; DANILOWICZ, C.; DIAZ, L.- Enzyme Catalysis at Hydrogel-modified
Electrodes with Redox Polymer Mediator. Journal of Chemical Society Faraday
Transation 89:2 (1993) 377-384.

KOOPAL, C.G.J,; NOLTE, R.J.M.- Kinetic Study of Third-generation biosensors.
Bioelectrochemistry and Bioenergetics 33 (1994) 45-53.

NARASIMHAN, K.; WINGARD, L.B.- Enhanced Direct Electron Transport with
Glucose Oxidase Immobilized on (Aminophenyl)boronic Acid Modified Glassy
Carbon Electrode. Analytical Chemistry 58:14 (1986) 2984-2987.

GLEZER, V ; LEV, O.- Sol-Gel Vanadium Pentaoxide Glucose Biosensor. Journal of
American Chemical Society 115 (1993) 2533-2534.

TOR, R.; FREEMAN, A .- New Enzyme Menbrane for Enzyme Electrodes. Analytical
Chemistry 58:6 (1986) 1042-1046.

COSNIER, S.; INNOCENT, C.; JOUANNEAU,Y .- Ampérometric Detection of Nitrate
via a Nitrate Reductase Immobilized and Electrically Wired at the Electrode Surface.
Analytical Chemistry 66:19 (1994) 3198-3201.

GUILBAULT, G.G.- Analytical Uses of Immobilized Enzymes. Marcel Dekker, Inc.
New York, 1984.



72.

73.

74.

75.

76.

71.

78.

79.

80.

81.

82.

83.

84.

159

REACH, G.; WILSON, G.S.- Can Continuous Glucose Monitoring Be Used for the
Treatment of Diabetes? Analytical Chemistry 64:6 (1992) 381A-386A.

HENRY, C.- Getting under the Skin. Analytical Chemistry, News & Features 70
(1998) 594A-598A. '

MORRISON, R.; BOYD, R.- Quimica Organica. Edi¢des Cardoso, 1967. Pagina 711.

GREENBERG, A E.; TRUSSEL, R.R; CLESCERI, L.S. (Edit.) - Standard Methods |
for Examination of Water and Wastewater. APHA, AWWA E WPCF. 16® ed.,
1985.

SAWYER, D.T.; HANEMANM, WR. ; BEEBE, J. - Chemistry Experiments for
Instrumental Methods. John Wiley & Sons. New York,1984.

BOND, A.M.- Modern Polarographic Methods in Analytical Chemistry. Marcel
Dekker. New York, 1980.

NAKAMURA, S.; HAYASHLI, S.; KOGA, K .- Effect of Periodate Oxidation on the
Structure and Properties of Glucose Oxidase. Biochimica et Biophysica Acta 445
(1976) 294-308.

RODRIGUES, C. A .- Preparagdes de Derivados do Biopolimero Quitosana € sua
Utilizagdo em Eletrodos Modificados. Exame de Qualificagdo ao Doutorado.
Departamento de Quimica, Universidade Federal de Santa Catarina, 1995.

LUMLEY-WOODYEAR, T.; ROCCA, P.; LINDSAY, J.; DRORY ; FREEMAN, A ;
HELLER, A - Polyacrilamide-Based Redox Polymer for Connecting Redox Centers
of enzymes to Electrodes. Analytical Chemistry 67:8 (1995) 1332-1338.

OLSSON, B.; LUNBACK, H.; JOHANSSON, G.; SCHELLER, F.; NENTWIG, J -
Theory and Application of Diffusion-Limited Amperometric Enzyme Electrode
Detection in Flow Injection Analysis of Glucose. Analytical Chemistry 58:6 (1986)
1046-1052.

JURKIEWICZ, M.; ALEGRET, S.; FABREGAS, E.- Comparison of Flow Injection
Analytical Biosystems Based on Open-Tube and Packed-Bed Enzyme Reactors
Analytica Chimica Acta 370 (1998) 47-58.

GORTON, L.; CSOREGI, E.; DOMINGUEZ, E.; EMNEUS, J.; JONSSON-
PETTERSSON, G.; MARKO-VARGA, G.; PERSSON, B.- Selective Detection in
Flow Analysis Based on the Combination of Immobilized Enzymes and Chemically
Modified Electrodes. Analytica Chimica Acta 250 (1991) 203-248.

REIS, B.F.; GINE, M.F.; KRONKA, E.AM.- A Anilise Quimica por Inje¢do em Fluxo
Continuo. Quimica Nova 12:1 (1989) 82-91.



85.

86.

87.

88.

89.

90.

91.

92.

93.

94.

95.

96.

160

FANG, Z.- Flow Injection Separation and Preconcentration. Published jointly by
 VCH Weinhein and VCH New York, 1993.

GANZAROLLI, EM.; LEHMKUHL, A ; QUEIROZ, R, R.U.; SOUZA, 1.G.- Titulador
Potenciométrico Automatizado Baseado em Sistema de Fluxo Monossegmentado.
Quimica Nova 22:1 (1999) 53-57. .

MARIN, M. A B,; SILVA, R.C.; LEHMKUHL, A_; SILVA, J B.B.; GANZAROLLL E.
M.; QUEIROZ, R.R.U.- Sistema Automitico para Determinagio de Cianeto Livre e
Total Empregando Eletrodo Tubular fon-Seletivo de Membrana Homogéna.
Quimica Nova 23:1 (2000) 23-29.

GIACOMOZZI,C.; NETO, J.A.G; SOUZA, 1.G.; QUEIROZ, R R.U- High Courrent-
density Anodic Electrodissolution in Flow Injection System for the Determination of
Aluminium, Copper and Zinc in non-ferroalloys by Flame Atomic Absortion
Spectrometry. Journal of Automated Methods & Management in Chemistry 21:1
(1999) 17-22.

RIZOV, 1.; ILCHEVA, L .- Diferential Flow Injection Potentiometry. Analytica Chimica
Acta 311 (1995) 175-181.

CARVALHO, R.M.- Determinag¢do Potenciométrica de Cloreto em Argamassas de
Paredes Empregando Sistema de Injecdo em Fluxo. Dissertagdo de Mestrado. Depto.
de Quimica. UFSC (1997). ,

MARIN, M.A.B.; GANZAROLLI, EM.; QUEIROZ, RR.U,; SOUZA, 1.G.- Uma
Célula Smples para Adaptacdo de Eletrodos Seletivos Comerciais em Sistemas de
Analises em Fluxo. Quimica Nova 21:6 (1998) 802-803.

FACCHIN, 1.; PASQUIN]J, C .- Extra¢do Liquido-Liquido em Sistemas de Fluxo.
Quimica Nova 21:1 (1998) 60-68.

MATTOS, I.L.; QUEIROZ, R R.U.- Pervaporagdo: Uma Técnica de Separagao
Continua nio Cromatografica. Quimica Nova 21:2 (1998) 202-205.

CLEAR, JM,; KELLY, JM.; O°CONNEL, C.M,; VOS, J.G.- Preparation,
Characterization, and Photochemical Properties of Bis(2,2’-bipyridyl)ruthenium(II)
Complexes of 4-Vinyl-pyridine, Poly-4-Vinylpyridine, and Copolymers. Journal of
Chemical Research S (1981) 260-261. :

FURBEE, W.J.; KUWANA, T.; KELLY, R.S. — Fractured Carbon Fiber-Based
Biosensor for Glucose. Analytical Chemistry 66:9 (1994) 1575.

CALVERT, J.M.; MEYER, T.J.- Polypyridine Complexes of Ruthenium(II) Bound to
Poly (4-vinylpyridine). Synthesis, Characterization and Thin-Film Electrochemistry
of a Series of Bis(bipyridine) Metallopolymers. Inorganic Chemistry 21:11 (1982)
3978-3989.



161

97. FORSTER, R.J; KELLY, AJ; VOS, J.G.; LYONS, M.E.G.- The Effect of Suporting
Electrolyte and Temperature on the Rate of Charge Propagation Through Thin Films
of [Os(bipy),PVP;,Cl]Cl! Coated on Stationary Electrodes. Journal of
Electroanalytical Chemistry 270 (1989) 365-379.

98. BARISCIL, J.N.; WALLACE, G.G.; WILKE, E.A,; MEANEY, M.; SMYTH, MR ;
VOS, J.G.- The Use of Chemisorbed Electrocatalytic Polymers for Detection in
Flowing Solutions. Electroanalysis 1 (1989) 245-250.

99. GREGG, B.A ; HELLER, A - Crosslinked Redox Gels Containing Glucose Oxidase for
Amperometric Biosensor Applications. Analytical Chemistry 62:3 (1990) 258-263.

100. OHARA, T.J.; RAJAGOPALAN, R.; HELLER, A - “Wired” Enzyme Electrodes for
' Amperometric Determination of Glucose Oxidase or Lactate in the Presence of

Interfering Substances. Analytical Chemistry 66:15 (1994) 2451-2457.

101. LIAUDET, E.; BATTAGLINI, F.; CALVO, E.J .- Eletrochemical Study of Sulphonated
Ferrocenes as Redox Mediators in Enzyme Electrodes. Journal of Electroanalytical

Chemistry 293 (1990) 55-68.

102. SCHUHMANN, W.; OHARA, T.J.; SCHMIDT, H.L.; HELLER, A - Electron Transfer
between Glucose Oxidase and Eletrodes via Redox Mediators Bound with Flexible

Chains to the Enzyme Surface. Journal of American Chemical Society
113:4 (1991) 1394-1397.

103. CALVO, E.J.; DANILOWICZ, C; DIAZ, L.- A New Polycationic Hydrogel for Three
Dimensional Enzyme Wired Modified Electrode. Journal of Electroanalytical

Chemistry 369 (1994) 279-282.

104. KUEHN, C.G.; TAUBE, H.- Ammineruthenium Complexes of Hydrogen Sulfide and
Related Sulfur Ligands. Journal of American Chemical Society 98:3 (1976) 689-

702.

105. GREGG, B.A; HELLER, A.- Redox Polymer Films Contaning Enzymes. The Joumal
of Physical Chemistry 95:15 (1991) 5970-5975. v

106. WISHART,J F.; BINO,A ;TAUBE, H.- A Very Short Ruthenium(II)-Nitrogen
Heterocycle Bond: Crystal Structures of Pentaamine (N-methyl
pyrazinium)Ruthenium(II) Iodide and Pentaamine (N-methylpyrazinium)
Ruthenium(IIT) p-Toluenesulfonate Pentahydrate. Inorganic Chemistry 25 (1986)
3318-3321.

107. SULLIVAN; SALMON; MEYER - Mixed Phosfine 2,2’- Bipyridine Complexes of
Ruthenium. Inorganic Chemistry 17 (1978) 3334-3341.

108. SILVA, R.C.; SOUZA I.G.- Eletrodos Artesanais para Voltametria. Quimica Nova
21:4 (1998) 477-480.



162

109. INZELT, G.- Role of Polymeric Properties in the Electrochemical Behavior of Redox
Polymer-Modified Electrodes. Electrochimica Acta 34:2 (1989) 83-91.

110. DWYER, F.P.; GOODWIN, H A ; GYARFAS, E.C .- Mono and Bis-(2,2’-bipyridine)
and —(1,10-fenantroline) Chelates of Ruthentum and Osmium. Aust. J. Chem. 16
(1963) 544-548.
111. BRODE, W.R. - Chemical Spectroscopy. John Wiley & sons Inc. New York, 1943.

112. ADAMS, R.N. - Electrochemistry at Solid Electrodes. Marcel Dekker, Inc. New
York, 1969.

113. HENRIQUES, H.P; FOGG, A.G.- Preparation of Grafite-loaded Epoxy-based

Voltammetric  Electrodes Using a Multi-layer Coating and Hardening Technique.
Analyst 109 (1984) 1195-1199. :

114 VIEIRA, L.C.; FATIBELLO-FILHO, O.; ANGNES, L.- Zucchini Crude Extract-
Palladium-Modified Carbon Paste Electrode for the Determination of Hydroquinone
in Photografic Developers Analytica Chimica Acta 19930 (1999)1-7.

115. SIGNORI, C.A_; FATIBELLO-FILHO. O.- Biossensor Amperométrico para a
Determinacgio de Fendis Usando um Extrato Bruto de Inhame (Alocasia
macrorhiza). Quimica Nova 17:1 (1994) 38-42.

116. JANATA, ].; BEZEGH, A .- Chemical Sensors. Analytical Chemistry
60:12 (1988) 62R-74R.

117. JANATA, J. - Chemical Sensors. Analytical Chemistry 62:12 (1990) 33R-44R.
118. JANATA, J. - Chemical Sensors. Analytical Chemistry 64:12 (1992) 196R-219R.

119. JANATA, J.; JOSOWICZ, M.; DEVANEY, R.S. - Chemical Sensors. Analytical
Chemistry 66:12 (1994) 207R-228R.

)




NOTA TECNICA

ELETRODOS ARTESANAIS PARA VOLTAMETRIA

Reinaldo Carvalho Silva

Escola Técnica Federal de Santa Catarina - Av. Mauro Ramos, 950 - 88020-300 - Florianépolis - SC

Ivan Gongalves de Souza

Depto. de Quimica - Universidade Federal de Santa Catarina - 88040-900 - Florianépolis - SC

Recebido em 19/3/97; aceito em 3/12/97

HOMEMADE ELECTRODES FOR VOLTAMMETRY. This paper describes the construction and
performance of homemade electrodes for voltammetric purpose using cheap materials, like pipette
tips and asbestos fiber. A good cost-to-benefit relation makes this devices specially designed for
student use, expecting to improve the broadcasting of electroanalytical methods in Brazilian schools.

Keywords: reference electrode; working electrode; auxiliary electrode.

INTRODUCAO

Um questiondrio preenchido por professores participantes do
Curso de Aperfeicoamento em Andlise Instrumental para Do-
centes Latino Americanos, realizado em 1991 na Escola Técnica
Federal de Quimica do Rio de Janeiro, mostrou que em nenhu-
ma das escolas técnicas com curso de quimica no Brasil,
Paraguai e Equador se ensinava a voltametria nas atividades de
quimica analitica. Ainda hoje persiste esta realidade, apenas um
pouco atenuada nos cursos de graduagdo, embora a eletroanali-
tica venha representando jd uns 14% das publicac@es brasileiras
em quimica analitica', provavelmente como resultado de grande
produtividade de poucos grupos. Em parte, esta situacdo deve-se
a0 elevado custo de potenciostatos e eletrodos, tornando-os ina-
cessiveis para o ensino em algumas escolas técnicas e universi-
dades. Sem o auxilio destes materiais, ficam prejudicados o
dominio técnico e, por falta de apoio concreto, também o domi-
nio tedrico. Instrumentos niio comerciais de baixo custo apare-
cem em nossa literatura técnica™”. Todavia, a confecgio de ele-
trodos artesanais nio tem recebido o devido destaque, razio pela
qual procuramos desenvolvé-los, descrevendo aqui o que poderd
ser de ajuda a outros que venham a se encontrar na mesma Si-
tuacdo. Superada a dificuldade de ordem prdtica, interessantes
estudos iniciais poderdo ser realizados'”. A prépria feitura dos
eletrodos pelos alunos representa um ganho pedagdgico pelo
“desvelar das caixas-pretas’”.

EXPERIMENTAL

O amianto usado foi para filtragdo, de fibra média, da Reagen.
As ponteiras de pipetador foram de 2 tamanhos: a BRAND ama-
rela de 10-100 pl e a KACIL branca de 10-250 puL (Camelo &
Cia). O merctrio para eletrodo de calomelano foi grau analitico
mas deverd ser o mais puro que se puder dispor. O mesmo €
vilido para os fios de prata e platina. O grafite precisa ser espe-
cial para finalidade eletroquimica. Nds usamos o grafite SYNTH
sem qualquer especificagdo, com resultados insatisfatérios devido
a alta corrente capacitiva e alta queda 6hmica dos eletrodos de
grafite. Os tubos de vidro de todas as preparacdes referem-se a
vidro neutro de fdcil amolecimento por calor, com didmetros, in-
terno de 2,5 mm e externo de 4 mm. O fio de platina, sempre que
citado, tem 0,5 a 1,0 mm de didmetro. O fio de cobre em todos os
eletrodos foi fio elétrico residencial com didmetro de 1mm, do
qual se retirou a capa isolante. A resina epoxi foi ARALDITE
normal, s6 sendo usado o tubo de adesivo (0 HF € o agente de
reticulagdo). Fita de PTFE (tetlon) foi fita veda-juntas com 8-10

o
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mm de largura. A seringa de vacina foi PLASTIPAK B-D de
ImL (descartdvel) da qual sé nfio foi aproveitada a parte de metal
da agulha. Ferroceno P.A. foi purificado por sublimagiio. A
acetonitrila foi grau espectroscépio, seca em peneira molecular de
4 angstron. A dgua foi deionizada em sistema MILLI-Q DA FIR-
MA MILIPOR (condutividade de O,1uS/cm). Todas as demais
substincias foram grau analitico e utilizadas tal como recebidas.
A solda foi em fio de Imm de diimetro. de estanho e chumbo
(63/37), contendo decapante, usada para montagem de circuitos
eletronicos. A lupa ideal é¢ uma binocular, usada pelos bidlogos.
no aumento de umas 20x, mas uma de relojoeiro ja € satistatoria.
O magarico foi a gis butano, sem ar comprimido.

As medidas de potencial dos eletrodos foram feitas submer-
gindo-os em KCI saturado e ligando-os a um medidor de pH,
lendo-se na escala de milivolt vs. ECS. As medidas de resis-
téncia de juncdo foram feitas mergulhando o eletrodo pronto
em KCI saturado e. usando um eletrodo de prata, mediu-se,
com muitimetro, a corrente gerada por fonte de corrente alter-
nada de 50-60 HZ, calculando-se a resisténcia pela lei de
Ohm''. A velocidade de difusio de ions cloreto através da
jungdo. mediu-se por titulagio (método de Mhor), apds deixar-
se o eletrodo com a ponta em dgua deionizada por 72 horas. A
vazdo de eletrdlito através da juncdo, foi feita deixando-se em
ambiente umido a ponteira com jun¢io compietamente cheia
de KCI saturado (coluna de idgua de 40 mm). Apds 66 horas,
completou-se o nivel original com pipeta graduada, medindo-
se o volume. Todas as medidas voltamétricas foram realizadas
no potenciostato da MICROQUIMICA IND. E COM. LTDA
com controle e aquisi¢iio de dados por microcomputador 386,
dotado de placa conversora do mesmo fabricante.

ELETRODOS DE REFERENCIA

A juncgdo e o corpo destes eletrodos sdo constituidos de fibra
de amianto comprimida na ponta de ponteira de pipetador de
10-100 pL. Cortam-se 4 mm da ponta da ponteira, deixando-se
uma abertura de, aproximadamente, 0,8 mm de didmetro. Colo-
ca-se uma por¢do de amianto tal que, comprimida, venha a medir
ente 5 e 10 mm de aitura. Percute-se a ponteira para acomodar
a fibra na sua parte mais fina e aperta-se o amianto com uma
ferramenta mantendo a ponteira na vertical com a ponta sobre
uma superficie plana e limpa. Com um martelinho, golpeia-se a
ferramenta sobre a fibra até que esta resulte bem compactada. O
grande mérito desta juncdo € que, simples e barata, pode ser
descartada em caso de suspeita de colmatagio ou contamina¢do
(Amianto é nocivo. Evite-se contato ou inalagio).
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O eletrodo de calomelano é preparado, para trabalhos em meio
aquoso, baseando-se nas instrugdes do livro de Adams'?, Mistu-
ra-se cloreto mercuroso em pé com mercirio, em geral escrupu-
losamente limpo, até que fique cinza brilhante. Adicionam-se
gotas de KCI saturado até que se obtenha uma pasta homogénea.
Um tubo de vidro com 23 mm de comprimento € soldado a um
fio de platina com 10-15 mm de comprimento, de modo que
fiqguem uns 5 mm para fora do tubo. Ao-ser retirado do calor do
magarico, esfria-se o tubo em dessecador. Com a pasta de
calomelano-Hg, enche-se o interior do tubo, deixando-se 1-2 mm
que serio preenchidos com fibra de amianto.

Enche-se o corpo do eletrodo com solugdo saturada de KCl,
valendo-se da seringa de | mL com uma ponteira de pipetador
no lugar da agulha. ou de um conta-gotas de ponta longa e fina.
Cuide-se para que nio hajam bolhas de ar. Finalmente, acoplam-
se ponteira e tubo de vidro, evitando-se a formagdo de bolhas de
ar. Este acoplamento é conseguido valendo-se de um pedaco de
ponteira de 10-250 uL. conforme ilustra a figura 1.

Fio de Platina

Tubo de Vidra
Pedago de Ponteira Branca

Ponteira Amarela

[ Fibra de Amianto

)(Cl 0.4 mol 11
. .

Fibra de Amianto

apa de Agutha

Figura 1. Eletrodo de referéncia de calomelano.

Ao final de um dia de trabatho esvazia-se o eletrodo e
recarrega-se com nova solucdo de KCI. Estando fora de uso, ¢
conveniente deixar-se o eletrodo com a ponta encaixada na capa
da agulha da seringa contendo solugio de KCl a 0,4 molL"'.
Periodicamente, devem ser feitos testes de desempenho com
este eletrodo, tal como indica Galster!'

Em havendo necessidade de evitar os fons cloreto que mi-
gram pela juncdo, deve-se acoplar uma segunda jungio,
construida tal como a primeira, contendo eletrélito inerte, como
KNO;. Para isso é necessdrio um pedago de ponteira de 10-
250 pL adaptado & ponta da primeira jungio.

Estudamos para este eletrodo o valor de potencial de eletro-
do, a resisténcia da jungdo, a velocidade de difusfio de fons
cloreto pela jungiio do eletrodo pronto e a vazio de eletrglito
pela jungdo. A tabela | mostra os resultados obtidos.

Tabela 1. Caracteristicas do eletrodo de calomelano artesanal.

Caracteristicas
Potencial X ECS
comercial/mV

Resisténcia da
jungdo/kQ
Velocidade de difusio 1,5 0,2
de Cl-/umol b

Vazio de 1,4 -
eletrélito/ul h-!

juncio simples
0,1-2

juncio dupla
0,1-2

1,3-1,9 26 -38
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Pode-se preparar também o eletrodo de Ag/AgCl seguindo
indicagbes de Sawyer e Roberts'?, Todavia, percebemos que
tal eletrodo exige sempre a dupla Jungﬁo para evitar o apareci-
mento de picos voltamétricos devido a prata que migra através
da juncdo como [AgCl,).

Para trabalhos em mexo ndo-aquoso descrevemos o eletrodo
de Ag/Ag* 0,01 molL"' indicado por Sawyer e Roberts'®: Um
fio de prata € cortado com comprimento de 25 mm, sua ponta
enrolada na ponta de fio de cobre com 20 mm de comprimento
e ali soldada em seguida. Escolhe-se uma agulha de injegio
descartdvel, cujo didmetro coincida com o do fio de prata e
extrai-se a agutha de seu suporte com um alicate. No orificio
resultante, introduz-se o fio de prata, deixando-se o terminal
de cobre para a parte mais larga do suporte da agulha e aco-
modando a parte da solda dentro da cavidade. Preenche -se esta
cavidade com epoxi-HF'* (1 gota de HF 40% + 0,5g de resina
epoxi) e espera-se uma noite a temperatura ambiente, comple-
tando a reticulagiio por mais 2h a 60°C (HF € nocivo. Traba-
Ihar em capela!). O fio de prata € entdo polido por lixa 600,
decapado por HNO; 1+1, lavado em acetona e seco ao ar. Pre-
para-se AgNO; a 0,01 mol/L em acetonitrila e carrega-se o
corpo do eletrodo (preparado tal com¢ para o ECS) com esta
solucdo. Acopla-se com firmeza o fio de prata ao corpo do
eletrodo, segurando-se pelo suporte do fio. Recomenda-se uma
segunda juncio, contendo o eletrélito de suporte’*. Estando fora
de uso, manter dentro de uma capa de agulha contendo o
eletrdlito (Figura 2). Este eletrodo mostrou-se adequado para
voltametria de complexos em CH3iCN, usando como padrio
interno o par ferroceno/ferrocinio, recomendado por Gagné'’,

Fio de Cobre
Epoxi-HF
—— Suporte de Agulha

~ Ponteira Amarela

Fio de Prata

Ag NO3 em Acetonitrila

Fibra de Amianto

Capa de Agulha

Figura 2. Eletrodo de referéncia de Ag / Ag™ para reaballios em meio
ndo aquoso. .

Em 10 varreduras de potencial a 50mVs™!, realizadas ao longo
de 5 h de trabalho, usando o eletrodo Ag/Ag* preparado como
referéncia, disco de platina como eletrodo de trabalho e fio de
platma como contra-eletrodo, obtivemos, para. o ferroceno 107
molL"! em acetonitrila, E;;» (médio) = 54 mV com desvio padriio
de 2,0%. O eletrdlito de suporte foi o hexatluorfostato de tetrabu-
tilaménio a 0,1 molL"!. Sendo 400mV o E,;, do ferroceno'”, te-
mos para Ag/Ag* a 0,01 molL"' em acetonitrila: 346mV.

ELETRODO AUXILIAR

Privilegiando a compactagdo, o melhor eletrodo seria sim-
plesmente um fio de platina que, projetando-se para fora da
célula, conecta-se ao potenciostato. Todavia, a parte nido imersa
ndo necessita ser de Pt, podendo ser construidos dois eletrodos
auxiliares com um pedago de fio de platina de 50mm: Corta-se
o tubo de vidro com 50mm de comprimento e solda-se o fio de
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platina em uma de suas pontas, valendo-se de um magarico e
permitindo que 10mm do fio fique para o interior do tubo. Es-
fria-se e introduz-se no interior do tubo um pedago de 60mm de
fio de cobre bem limpo (usar HNO; 1+1 e favar com acetona
secando-se ao ar), fazendo com que se projete uns 10mm para
tora dele. Introduz-se também pequenos pedacos de solda junto
com o cobre, dentro do tubo. Mantendo a posicido vertical, aque-
ce-se rapidamente ao magarico, apenas para fundir a solda, unin-
do a platina ao cobre. Di-se o acabamento final com fita de
tetlon, tfechando a parte superior do eletrodo. Para maior
compactagdo, pode-se enrolar a ponta de platina formando uma
espiral (Figura 3). A fim de permitir sua tixa¢do na célula
voltamétrica, adapta-se um pedaco de ponteira de 10-250 gL ao
corpo deste eletrodo.

Fio de Cobre

Fita de PTFE (teflon)

Pedago de Ponteira Branca

Tubo de Vidro
5 Solda
§ Fio de Platina
A
=

Figura 3. Eletrodo auxiliar de platina.

ELETRODO DISCO DE PLATINA

Com um pedago de apenas 6 mm de tio de platina pode-se
construir um eletrodo tipo disco com corpo de vidro.Para tan-
to. estira-se o tubo de vidro na chama do macarico de forma
a produzir uma ponta. Corta-se o tubo no comprimento total
de uns 50 mm e, aquecendo a ponta afilada da-se-lhe espes-
sura evitando, porém, que venha a fechar, impedindo a passa-
gem do fio de platina. Fora da chama, adapta-se o fio de
platina, de forma que fique apenas ligeiramente para fora da
ponta afilada. Na chama oxidante do macgarico, aquece-se a
ponta afilada imprimindo um movimento de rotagdo ao tubo
de vidro, retirando-se logo em seguida da regido muito
aquecida. E preciso examinar com uma lupa a jungio vidro-
platina: se ai houver bolhas serd impossivel preparar o eletro-
do, sendo necessdrio quebrar o vidro, recuperar o fio de pla-
tina e recomegar. Estas bolhas sdo dificeis de evitar, mas é
possivel obter resuitado satistatério usando vidro neutro (de
baixo “‘ponto de tusdo”), chama bem quente, platina bem lim-
pa e operagio rdpida, evitando sobreaquecimento do metal.
Ao retirar o calor da chama, fazé-lo aos poucos a fim de
evitar irincas no vidro, que também inutilizam o eletrodo.
Esfriada completamente, lixa-se a ponta de platina até
elimind-la por completo. Prossegue-se desgastando a ponta
do eletrodo com uma lixa 400 molhada, até que haja uma
superficie plana em redor do disco de platina. Em seqiiéncia,
usa-se lixa 600, 1200 e alumina até que vic[ro e platina este-
jam espelhados ao exame com uma lupa. E vital que sejam
removidas todas as particulas de um abrasivo antes que se
passe para outro mais fino. Ao final, deixar somente a ponta
do eletrodo por 5 minutos em dgua deionizada no ultra-som.
Adapta-se um fio de cobre exatamente como foi descrito para
o eletrodo auxiliar. Havendo necessidade, maiores orientagdes
sobre trabalhos em vidro podem ser encontradas em
Barbour!®. Adapta-se, por fim, um pedago de ponteira tal
como no eletrodo auxiliar. '
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Um eletrodo assim preparado forneceu o voltamograma
ciclico de hexacianoterrato de potdssio apresentado na figura 4.
Um polimento mais cuidadoso e solugdes melhor desaeradas
produzem um voltamograma mais préximo do ideal.
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Figura 4. Voltamograma ciclico de wma solugdo 6x107 mol L de
velocidade de varredura de 50mVs'. Eletrilito de suporte KNO; (1
mnlL'I). Eletrodo de disco de platina.

ELETRODO DE EPOXI GRAFITADA

Este eletrodo de trabalho pode ser construido de acordo
com instrugdes de Henriques e Fogg'*. Mistura-se 0.44g de
epoxi com 0,56g de grafite até que fique uma massa comple-
tamente homogénea. A cada grama desta mistura, adicionam-
se [-2 gotas de HF a 40% ¢ mistura-se muito bem. (trabathar
na capela pois HF € muito nocivo!). Corta-se a ponta de uma
ponteira de 10 - 100 uL de modo que a abertura tenha de 1,5
a 2.0 mm de didmetro e comprime-se esta ponta sobre a epoxi
gratitada que deve subir de 3 a S mm pela ponteira. Firmando
a ponta sobre superticie plana e lisa, compacta-se a pasta
com o auxilio de um bastdo de vidro afilado ao macarico ¢
inserido pela ponta mais grossa da ponteira. Por este lado,
introduz-se um fio de cobre (bem limpo e seco com HNO;
I+1 e acetona) que penetra na pasta de 1 a2 3 mm, deixando
uns 2 mm de epoxi grafitada além do cobre. Fecha-se a parte
de maior didmetro com epoxi-HF sem grafite (1g de epoxi +
2 gotas de HF) (Figura 5). Deixa-se reticulando por uma noite
4 temperatura ambiente € mais 2 h a 60"C. Alisa-se a ponta
do eletrodo na seqiiéncia de lixas 400, 600 e 1200. Ao final,
poli-se com alumina e aplica-se ultra-som por 5 min em dgua.
A superficie final do eletrodo deveri ter brilho especular. Se
o exame 2a lupa revelar pequenas crateras na superficie do
eletrodo, deve-se af comprimir mais epoxi grafitada, sem HF,
produzindo uma fina camada que se deve endurecer em vapor
de HF por 5 min, seguido de aquecimento por 5 min a 60°C.
Segue-se polimento em alumina e aplicagiio de ultra-som. Este
ciclo deve ser repetido, se necessdrio, comprimindo bem a.
epoxi grafitada sobre a superficie do eletrodo. Um pedago de
papel celofane auxilia nesta aplicacao.

Um eletrodo deste tipo forneceu o voltamograma apresenta-
do na figura 6. O sucesso na preparagdo destes eletrodos estd
criticamente dependente da qualidade do grafite.

ELETRODO DE PASTA DE GRAFITE

Um pedago de 50 mm de tubo de vidro € cortado e uma de
suas pontas polida com lixa e alumina para que fique bem
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Figura 5. Eletrodo de epoxi grafitada.
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Figura 6. Voltumograma ciclico de wma solugao 6x107 mol L' de
K;Fe (CN)g. Velocidade de varredura de Somvs. Eletrdlito de supor-
te KNO; (1 molL™). Eletrodo de epoxi grdfitada.

lisa e circularmente uniforme (observe-se sob a lupa). Um
pedaco de fio de.cobre € colocado em seu interior de modo
que haja uma ponta vazia de uns 3 mm (Figura 7). Fixa-se o
fio de cobre com epoxi grafitada-HF na extremidade que fi-
card vazia e com epoxi-HF sem grafite na extremidade que
servird de contato com o potenciostato. Livra-se a ponta va-
zia de qualquer por¢do de epoxi grafitada e HF, deixando o
vidro bem limpo. Reticula-se a resina epoxi como foi descri-
to para o eletrodo de epoxi grafitada e lava-se o eletrodo com
dgua, secando-o em seguida. A cavidade vazia serd entdo
preenchida com pasta de grafite!*; 1,5g de grafite sio mistu-
rados a 0,9 mL de dleo mineral NUJOL até que fique bem
homogéneo. Preenche-se a cavidade do eletrodo com esta
pasta, evitando-se espagos vazios. Sobre uma foltha de papel
lisa e limpa, esfrega-se a ponta do eletrodo com movimentos
em oito, inicialmente com forga e gradualmente de modo mais
suave, a fim de obter uma superficie bem lisa. Retira-se qual-
quer excesso de pasta de grafite antes de usar o eletrodo. A
renovagido da superficie € feita por remogdo escrupulosa da
pasta de grafite da ponta, substituindo-a por nova porgdo. Um
eletrodo deste tipo forneceu o voltamograma da figura 8.
Resultados melhores podem ser conseguidos pela diminuigdo
da resisténcia elétrica do eletrodo, por exemplo, pela inser¢do
de um fio de platina entre cobre e pasta de grafite. Mas isto
ndo serd necessdrio se grafite de boa qualidade for usado na

resina e na pasta.
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Figura 7. Eletrodo de puasta de grafite.
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Figura 8. Voltamograma ciclico de uma solugdao 6x10%mol/L™" de
Kei;Fe(CN), Velocidade de varredura de 50/11V.\‘". Elerrilito de su-
porte KNO; (ImolL™!). Eletrodo de pasta de grafite.
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