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RESUMO

Neste trabalho investigaram-se as propriedades electroquimicas e microestruturais
de eléctrodos de filme de carbono com vista a sua utilizagdo em sensores e foram aplicados

como eléctrodo-substrato para sensores e biossensores electroquimicos.

Os eléctrodos foram preparados a partir de resisténcias eléctricas de filme de
carbono de valores nominais 1,5, 2, 15, 140 Q e 2 kQ. A caracterizacdo electroquimica foi
efectuada através das técnicas de voltametria ciclica e espectroscopia de impedancia
electroquimica (EIS) em diferentes solugdes de electrolito suporte. Observou-se que os
eléctrodos de 1,5 e 2,0 Q apresentam uma larga janela de potencial e parametros cinéticos
proximos de reversibilidade apoés pré-tratamento electroquimico. Os eléctrodos das
resisténcias de 15 e 140 Q tém uma cinética mais lenta, enquanto que os das resisténcias de
2 kQ mostram perfis voltamétricos menos definidos. Da andlise da morfologia dos filmes
de carbono realizada através de microscopia de forga atdmica, verificou-se que a
uniformidade destes aumenta com a diminui¢ao do valor da resisténcia nominal. A maior
uniformidade foi relacionada com as melhores caracteristicas electroquimicas obtidas. A
estrutura grafitica dos filmes de carbono foi observada por microscopia de Raman confocal

e por analise de difrac¢do de raios-X.

Os eléctrodos de filme de carbono de resisténcia de 2 Q foram modificados com
filmes de Nafion e de bismuto para serem usados como sensores electroquimicos de
concentragdes sub-micromolares de catides de metais pesados em amostras naturais por
técnicas de pré-concentracao, exemplificados por cddmio e chumbo. Estudou-se através de
EIS a influéncia do tensioactivo Triton X-100 nos resultados experimentais obtidos,
utilizado para simular as condi¢des em amostras naturais ambientais, e da modificagdo dos
eléctrodos nas propriedades interfaciais do filme de carbono. Observou-se que os
eléctrodos modificados com filmes de bismuto e protegidos com filmes de Nafion facilitam
a deposicao dos ides metalicos, sugerindo que estes eléctrodos modificados sdo melhores
para a electroanalise dos ides cadmio e chumbo do que os eléctrodos de filmes de carbono

modificados apenas com Nafion.
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Utilizaram-se nanotubos de carbono de paredes maultiplas (MWCNT)
funcionalizados em acido nitrico para modificar eléctrodos de filme de carbono de 2 Q
para o desenvolvimento de biossensores enzimaticos para glucose e etanol. As enzimas
foram imobilizadas nos eléctrodos através do método de reticulagdo com glutaraldeido.
Foram observados efeitos electrocataliticos devidos a presenga dos MWCNT em
comparagdo com os biossensores desenvolvidos em eléctrodos sem MWCNT. A
sensibilidade obtida com o biossensor modificado com MWCNT foi ~20 vezes superior a

do biossensor sem MWCNT.

Os mediadores redox hexacianoferrato de cobre e poli(vermelho neutro) foram
utilizados na modificagdo dos eléctrodos de filme de carbono e avaliadas as suas
caracteristicas electroquimicas. Os eléctrodos modificados com filmes de PNR foram
utilizados, com sucesso, para o desenvolvimento de um biossensor enzimatico para a
glucose, onde a enzima glucose oxidase foi encapsulada numa matriz de sol-gel oxisilano,

a funcionar a potenciais perto de zero onde as interferéncias sao pequenas.

PALAVRAS-CHAVE: Eléctrodos de resisténcias de filme de carbono; filme de Nafion;
filme de bismuto; MWCNT; sensores e biossensores electroquimicos; voltametria ciclica;

EIS; AFM; Raman confocal.
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ABSTRACT

The electrochemical and microstructural properties of carbon film electrodes have
been investigated in order to assess the viability of their use as sensors and as substrates for

electrochemical sensors and biosensors.

The electrodes were prepared from carbon film electrical resistors of 1.5, 2, 15,
140 Q, 2 kQ nominal resistance. Electrochemical characterization was performed by cyclic
voltammetry and electrochemical impedance spectroscopy (EIS) in different electrolyte
solutions. The results show that electrodes from 1.5 and 2.0 Q resistors wide potential
windows and close-to-reversible kinetics after pre-treatment. The resistor electrodes of 15
and 140 Q, show slower kinetics while those of 2.0 kQ present poor cyclic voltammetric
profiles. Morphological analysis of the films by atomic force microscopy showed more
uniform films for electrodes prepared from resistors of lower nominal resistance, those
which have better electrochemical characteristics. Confocal Raman and X-ray diffraction

showed the existence of a graphitic structure within the films.

Carbon film electrodes of 2 Q were modified with Nafion and bismuth films with
the aim of employing them as electrochemical sensors for the detection of submicromolar
concentrations of heavy metal cations, exemplified by cadmium and lead, using pre-
concentration techniques. EIS was used to study the influence of the model surfactant
Triton-X-100 on the experimental results, used to simulate the conditions in environmental
samples, as well as changes in the interfacial properties of the electrodes. It was found that
Nafion-coated bismuth films facilitate heavy metal deposition, suggesting that it should be
a better modified electrode for the electroanalysis of cadmium and lead ions than the

Nafion-coated ones.

Multi-walled carbon nanotubes (MWCNT) functionalised in nitric acid were used
to modify carbon film electrodes of 2 Q. The modified electrodes were applied in the
development of enzymatic biosensors for glucose and ethanol. The enzymes glucose and
alcohol oxidase were cross-linked with glutaraldehyde and electrocatalytic effects of

MWCNT were observed with respect to unmodified carbon film electrodes. The sensitivity
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obtained was ~20 times higher at MWCNT-modified carbon film based biosensors than the

unmodified electrodes.

The redox-mediators copper hexacyanoferrate and poly(neutral red) were also used
to modify carbon film electrodes and their electrochemical properties were evaluated.
PNR-modified electrodes were successfully used for the development of a glucose enzyme
sensor, in which glucose oxidase was encapsulated in an oxysilane sol-gel matrix,

operating at low potentials where interferences are small.

KEYWORDS: Carbon film resistor electrodes; Nafion coatings; bismuth films; MWCNT;

electrochemical sensors and biosensors; cyclic voltammetry; EIS; AFM; confocal Raman.
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PREFACIO

O mercurio ¢, em termos historicos, um dos materiais que mais contribuiu para o
desenvolvimento da electroanalise [1]. Uma das principais vantagens do mercirio como
eléctrodo ¢ a sua larga janela de potencial catoddica, aproximadamente -2,0 V. Nao obstante
esta e outras vantagens, o mercurio apresenta uma elevada toxicidade, estando em primeiro
lugar na lista de materiais perigosos, provocando envenenamento severo € doengas graves.
Alguns paises chegaram mesmo, ou estdo em vias de, proibir a sua utilizacdo em baterias,
lampadas, termometros, entre outras aplicagdes comuns [2]. Atendendo a esta proibicao,
novos materiais estdo a ser desenvolvidos e caracterizados para uso em aplicagdes

electroquimicas.

Uma alternativa ao merctrio como eléctrodo sdo os materiais baseados em carbono.
Estes materiais sdo apelativos para a electroquimica devido a apresentarem uma larga
janela de potencial, serem electroquimicamente inertes e de um modo geral de baixo custo.
Comparativamente ao mercurio os eléctrodos de carbono estendem a janela de potencial
para a regido anddica, aproximadamente +2,0 V [3]. Outra caracteristica importante ¢ a
existéncia de diversos alotropos de carbono com propriedades distintas permitindo um

grande leque de escolha de materiais para eléctrodos.

Para além do uso directo de materiais de carbono, poder-se-4 aumentar a gama de
aplicacdes em electroquimica através do recurso a modificagdes intencionais da superficie
do eléctrodo. Uma das formas mais simples consiste no pré-tratamento electroquimico, que
permite uma limpeza da superficie, fomentando o aparecimento de grupos funcionais. Este
pré-tratamento pode ser realizado através do uso de solugdes de acidos com varrimento de
potencial ou aplicacdo de potencial fixo anddico ou catédico, ou mesmo um misto dos
dois. Outras formas mais elaboradas podem também ser levadas a cabo, como por
exemplo, revestindo a superficie com filmes poliméricos [4], de bismuto [5] e de

mediadores redox [6].

Uma das limitagcdoes da utilizagdo de materiais de carbono em sensores ¢ a
possibilidade de envenenamento da sua superficie, por exemplo, por compostos organicos.

O bloqueamento da superficie e consequente inaplicabilidade do eléctrodo resulta da sua
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elevada actividade de superficie [1]. E necessario realizar estudos do comportamento dos
eléctrodos em condi¢des reais, simulando em laboratorio varios meios naturais, p.e.,

utilizando tensioactivos como € o caso do Triton.

O desenvolvimento de biossensores electroquimicos enzimaticos tem-se revelado
numa area de grande interesse de investigacdo multidisciplinar. Tal facto prende-se com a
necessidade de uma quantificacao rapida, exacta, precisa e de baixo custo de analitos como
por exemplo a glucose. A caracteriza¢do e possiveis modificacdes funcionais do material
de suporte sdo fundamentais para que um biossensor electroquimico apresente as

propriedades requeridas para uma imobiliza¢do das enzimas.

Esta dissertagdo tem como objectivos principais a caracterizagdo e aplicacdo de
eléctrodos de filme de carbono em electroandlise de metais pesados e em biossensores
electroquimicos enzimaticos para a determinacdo de glucose e etanol. A caracterizagdo e
aplicagdo segue um estudo electroquimico ¢ morfoldgico, com o auxilio de técnicas
voltamétricas, espectroscopia de impedancia electroquimica, microscopia de for¢a atomica

e Raman confocal.

Nos primeiros capitulos discutem-se os conceitos gerais que sustentam o trabalho
pratico. No Capitulo 1, serdo apresentadas algumas propriedades do carbono dado o papel
que este possui no desenvolvimento de materiais para sensores. Serdo abordados alguns
materiais como o carbono vitreo, grafite pirolitica, filmes de carbono e nanotubos de
carbono. Expor-se-30 ainda alguns tdpicos sobre sensores electroquimicos, em particular o

seu conceito, tipos e caracteristicas necessarias para a sua aplicacdo em electroanalise.

No Capitulo 2 serdo apresentadas as técnicas electroquimicas e de analise de
superficie empregues neste trabalho. Nas técnicas electroquimicas serdo dadas as nogdes
sobre voltametria ciclica, de onda quadrada e de redissolu¢do anddica, e espectroscopia de
impedancia electroquimica. Nas técnicas de analise de superficie discutem-se sucintamente

as microscopias de for¢a atdbmica e Raman confocal.

Numa segunda parte, iniciada no Capitulo 3 com os detalhes experimentais,
apresentam-se e discutem-se os resultados obtidos, e publicados em revistas da

especialidade [7-13].

Nos Capitulos 4 e 5 caracterizam-se electroquimica e morfologicamente eléctrodos

de filme de carbono preparados a partir de resisténcias de filmes de carbono com véarios
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valores nominais [7-9,11]. Em particular, no Capitulo 4 sera estudada a influéncia do pré-
tratamento electroquimico nas caracteristicas dos eléctrodos. No Capitulo 5, analisa-se a
modificacdo dos eléctrodos com um filme polimérico de Nafion nas caracteristicas
electroquimicas e morfoldgicas. Sera ainda estudada a influéncia do tensioactivo Triton X-
100 na electroanalise de metais pesados por voltametria de redissolugdo anddica. No
Capitulo 6 apresenta-se o estudo de eléctrodos modificados com filmes de bismuto na

determinagdo dos catides metalicos zinco, cobre ¢ chumbo [10].

Nos Capitulos 7 e 8 serdo apresentadas duas aplicagdes dos eléctrodos de filme de
carbono como suporte para o desenvolvimento de biossensores electroquimicos
enzimaticos. No Capitulo 7 desenvolvem-se biossensores para a glucose e etanol baseados
em eléctrodos modificados com nanotubos de carbono e as enzimas glucose e etanol
oxidase [12]. O Capitulo 8 serd dedicado ao desenvolvimento de biossensores para a
glucose utilizando dois mediadores redox, hexacianoferrato de cobre e
poli(vermelho neutro), na modificacdo de eléctrodos de filmes de carbono de varias

resisténcias nominais [13].
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ABREVIATURAS

AdSV
AFM
AlcOx
ASV
BIA
BiF
BSA
CA
c-AFM

CFE
CME
CNT
CSV
Cv
CVD
EIS

EQCM

GA
GOPMOS
GOx
MHCF
MTFE
MTMOS
MWCNT
NR

PB

Voltametria de redissolu¢do adsorptiva (adsorptive stripping voltammetry)
Microscopia de forca atdmica (atomic _force microscopy)

Alcool oxidase

Voltametria de redissolugdo anodica (anodic stripping voltammetry)
Analise por fluxo descontinuo (batch injection analysis)

Eléctrodo de filme de bismuto (bismuth film electrode)

Albumina sérica bovina; (bovine seric albumine)

Cronoamperometria (chronoamperometry)

Microscopia de forga atomica, de modo contacto (contact mode-atomic force
microscopy)

Eléctrodos de filme de carbono (carbon film electrodes)

Eléctrodos quimicamente modificados (chemical modified electrode)
Nanotubos de carbono (carbon nanotubes)

Voltametria de redissolugao catodica (cathodic stripping voltammetry)
Voltametria ciclica (cyclic voltammetry)

Deposicao quimica de vapor (chemical vapour deposition)

Espectroscopia de impedancia electroquimica (eletrochemical impedance
spectroscopy)

Microbalanga de cristal de quartzo com electroquimica (electrochemical
quartz crystal microbalance)

Glutaraldeido

3-glicidoxipropiltrimetoxisilano

Enzima glucose oxidase

Hexacianoferratos metalicos

Eléctrodos de filmes finos de mercurio

Metiltrimetoxisilano

Nanotubos de carbono de paredes multiplas (multi-walled carbon nanotubes)
Vermelho neutro (neutral red, N8,N8,3-trimetilfenazina-2,8-diamina)

Solugdo tampao fosfato (phosphate buffer)

X1X



PBS
PG
PNR
PT
RVC
SCE
SNOM

SV

SWCNT
SWV

XX

Solugao tampao fosfato salino (phosphate buffer saline)

Grafite pirolitica

Poli(vermelho neutro) (poly neutral red)

Pré-tratamento electroquimico

Carbono vitreo reticulado (reticulated vitreous carbon)

Eléctrodo de calomelanos saturado (saturated calomel electrode)
Microscopia Optica de campo proximo (scanning near-field optical
microscopy)

Voltametria de redissolugdo (stripping voltammetry)

Nanotubos de carbono de parede simples (single walled carbon nanotubes)

Voltametria de onda quadrada (square wave voltammetry)



CAPITULO 1

O CARBONO COMO MATERIAL DE
ELECTRODO E EM SENSORES
ELECTROQUIMICOS







Neste capitulo serdo apresentados alguns conceitos gerais sobre carbono e materiais
de carbono utilizados em electroquimica. Serdo ainda discutidas nogdes basicas sobre
sensores e biossensores electroquimicos, defini¢des, tipos e caracteristicas. Especial énfase
sera dado as propriedades dos materiais utilizados como eléctrodos em sensores ou suporte
para o desenvolvimento de sensores e biossensores electroquimicos. Focar-se-ao
modifica¢des de eléctrodo através de polimeros e outros compostos, com o intuito de
melhorar as caracteristicas da superficie dos eléctrodos bem como a sua resposta a

diferentes analitos.

1.1. Carbono como material de eléctrodo

A utilizacao de carbono como material de eléctrodo tem aumentado de uma forma
consideravel nos ultimos anos como demonstra o nimero de publicagdes existentes na
literatura, veja-se, como exemplo, as recentes revisdes publicadas [2,3,14,15]. A primeira
aplicacdo em electroquimica de materiais de carbono ¢ atribuida a Humphry Davy em

1809 que utilizou eléctrodos de grafite para a producgdo electroquimica de metais alcalinos.

A diversidade do carbono como material ¢ uma consequéncia do seu polimorfismo
estrutural, estabilidade quimica e a natureza forte da ligagdo carbono-carbono. Para a
electroquimica, convém salientar ainda o seu baixo custo (de um modo geral), janela de
potencial ampla e ser electroquimicamente inerte [3]. Dependendo do tipo de material de
carbono, este pode apresentar caracteristicas de metal ou semicondutor, possibilitando
diversas aplicagdes devido as suas de propriedades cataliticas e cinéticas, capacitincia e
adsorcao [2]. Por outro lado a superficie de carbono pode adsorver uma variedade de

compostos através de adsorcao fisica ndo especifica e adsor¢do quimica especifica com



revestimento funcional. Este pode ser formado pela ac¢do forcada dos reagentes ou através
da presenca de grupos funcionais nativos resultantes de um tratamento termo-mecanico do
material. Os materiais de carbono formam ligagcdes covalentes fortes com alguns

modificadores de superficie favorecendo o desenvolvimento de eléctrodos modificados [2].

1.1.1. Propriedades e estrutura do carbono

A configuragdo electronica do carbono ¢ 1s* 2s” 2p*. Devido a separagdo energética
entre os electrdes do nivel de valéncia, as fun¢des de onda electronicas para esses electrdes
podem rapidamente misturar-se, obtendo-se as hibridiza¢des sp’, sp” e sp. Para este
trabalho, tém especial relevancia a hibridizacdo sp® que & caracteristica de carbonos

trivalentes.

Uma propriedade que deriva da distribui¢ao electronica do carbono ¢ a existéncia
de alétropos, i.e., compostos constituidos por um s6 tipo de atomo mas uma estrutura
espacial diferente. A capacidade de um elemento em combinar-se para formar alétropos
ndo ¢ propriedade exclusiva do carbono. Outros elementos da quarta coluna da tabela
periodica apresentam esta mesma caracteristica, apesar de o carbono ser particularmente
relevante devido ao nimero e a variedade dos seus alotropos. Presentemente encontram-se
referenciados mais de 15 alotropos de carbono, sendo os mais conhecidos a grafite e o
diamante. Mais recentemente, outros alotropos, designados por ‘“exdticos”, foram
sintetizados como ¢ o caso dos Buckminster-fulerenos [16], nanoespuma [17] e

nanobuds [18] de carbono, ¢ nano-rodos de diamante [19].

Nos materiais do tipo grafite, os &tomos de carbono surgem numa estrutura trigonal
baseada numa hibridizagdo sp® com uma ligagdo C-C intraplanar de 1,42 A [20]. O electrio
ndo envolvido nas ligacdes intraplanares ¢ estabilizado por uma liga¢do de van der Waals
com um electrdo de um atomo de carbono de um plano adjacente, criando a estrutura ideal
de grafite de folhas de grafeno empilhadas, representada na Figura 1.1. O espagamento
entre as camadas planares é de 3,354 A, ou seja, mais de 2 vezes o espagamento dos
atomos de carbono no plano basal. A grafite apresenta propriedades com elevado grau

anisotropico, devido a ligacdo fraca de van der Waals entre as camadas. Esta caracteristica
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Figura 1.1 — Estrutura de um cristal de grafite.

resulta num grau de desordem na direc¢cdo perpendicular ao plano basal, enquanto que os
electrdes fracamente ligados entre os planos adjacentes faz com que a grafite seja boa
condutora de electricidade. O empilhamento das camadas planas ocorre em duas formas
diferentes: a (hexagonal) ou B (romboédrica). Recentemente foi verificada a existéncia de

um novo empacotamento do tipo cubico [21].

Outra familia de alotropos de carbono ¢ a do tipo diamante. Estes sdo constituidos a
partir de carbono com hibridizagio do tipo sp’, com os quatro electrdes de valéncia
igualmente distribuidos pelas orbitais. Estas orbitais sdo caracterizadas por apresentarem o
maximo de probabilidade ao longo do eixo que liga o centro de um tetraedro e o vértice. A
estrutura destes aldtropos €, por essa razao, tetraédrica com quatro ligagdes covalentes
equivalentes de 1,54 A e um angulo incluso de 109,47°. A natureza direccional da
distribuicdo electronica e a estrutura tetraédrica conferem a estes materiais uma elevada
resisténcia e estabilidade [20]. Ao contrario dos materiais do tipo grafite, a inexisténcia de
electroes fracamente ligados torna os alétropos do tipo diamante num material isolador. A

introducdo de defeitos na estrutura cristalina, como no caso da dopagem, pode torné-los

semicondutores ou condutores [20].

Como exemplos destes alotropos tem-se o diamante e a lonsdalita, que diferem na
estrutura cristalina de base. O diamante apresenta um empacotamento do tipo cubico de
faces centradas, Figura 1.2, podendo ser visto como constituido por anéis de seis carbonos
interligados. Por seu turno, a lonsdalita ¢ constituida por uma unidade do tipo hexagonal,

resultante de alguns dos anéis hexagonais serem substituidos por configura¢des em barco.



Figura 1.2 — Estrutura do diamante.

Esta diferenca no empacotamento repercute-se na dureza destes dois materiais. Por
exemplo, a dureza do diamante é de 10 na escala de Mohs (valor maximo), enquanto que a
londsdalita apresenta um valor de 7-8. A classe dos fulerenos surgiu em 1985 através de
estudos de feixes moleculares [16]. Apesar desta descoberta, j4 em 1970 Osawa tinha
previsto a existéncia de uma estrutura molecular com 60 dtomos de carbono numa estrutura
circular. Recentemente [22] foi também discutida a possibilidade de compostos tubulares
terem sido descobertos no ano de 1952. Partindo de uma estrutura tipica da grafite
constituida apenas por um empacotamento hexagonal de dtomos de carbono, os fulerenos
apresentam ainda pentagonos, € em alguns casos heptagonos, forcando a dobragem da
folha de grafite em esferas, cilindros e elipses. Ao contrario da grafite e do diamante que
surgem como estruturas cristalinas repetidas, os fulerenos podem ser entendidos como um

alotropo molecular do carbono.

Esta familia pode ser dividida consoante o material resultante [23]: agregados,
nanotubos, megatubos, nano-onions, nanobuds e nanoespuma [24], entre outros. O
fulereno mais simples ¢ constituido por 20 atomos de carbono, Cy. Ao contrario da
hibridizacdo sp” na grafite e sp’ no diamente, a percentagem de cardcter s e p encontra-se

dependente do nlimero de carbonos.

Os fulerenos tubulares designados por nanotubos de carbono, pela relevancia que
apresentam na electroquimica, € outros campos de investigagao e aplicagdo, serdo descritos
na Subseccdo 1.1.4. Na Figura 1.3 encontram-se representadas as estruturas do Cep € de um

nanobud.
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Figura 1.3 — Estruturas do (A) Ceo [16] ¢ (B) de um nanobud [18].

1.1.2. Carbono vitreo

Ao contrario das grafites moldaveis derivadas de precursores que grafitizam
rapidamente e apresentam varios graus de anisotropia, caracteristicas e propriedades muito
idénticas ao cristal ideal de grafite, o carbono vitreo é processado pela carbonizacdo
(pir6lise) de um precursor organico. Pelo facto de ndo grafitizar rapidamente as suas
caracteristicas e propriedades sdo essencialmente isotropicas. O carbono vitreo apresenta
uma estrutura, Figura 1.4, semelhante a materiais nao cristalinos (vitreos) com um alto teor
de lustro e caracteristicas de fractura semelhantes ao vidro, dai a sua designagdo de
carbono vitreo. Esta forma alotrdpica ¢ frequentemente designada por carbono polimérico
dado que deriva em grande parte da carbonizagdo de precursores poliméricos, levada a
cabo sob pressao entre 1000 °C e 3000 °C. O carbono vitreo ¢ um material relativamente
recente desenvolvido nos anos de 1960, apresentando propriedades interessantes, como por

exemplo, alta resisténcia mecanica, resisténcia a ataques quimicos, entre outras [1,25,26].

Um precursor indicado para a formagdo de carbono vitreo deverd apresentar
caracteristicas bem definidas [27]: a estrutura da molécula devera ser reticulada nas 3
dimensdes, a carbonizag¢do deve ser desenvolvida no estado sélido, sem formacdo de
mesofases e resultando na formagdo de um carvdo. O peso molecular ¢ o grau de
aromaticidade devem ser elevados de modo a providenciar um elevado rendimento de

carbono.



Figura 1.4 — Estrutura do carbono vitreo [26].

Exemplos de precursores sdo o polifurforil alcool, varios fenois, poliamidas,
poliacrilonitrilos e celulose. O precursor polimérico ¢ habitualmente combinado com
outros materiais, p.e., solventes, por forma a obter as caracteristicas de moldagem e
carbonizag¢@o do produto final. Apés a carbonizagdo o material residual é essencialmente
todo carbono e do ponto de vista estrutural um carbono vitreo. A substancia ¢ considerada
vitrea quando ndo apresenta uma ordem de longo alcance do tipo cristalino, i.e., quando o
arranjo dos seus constituintes moleculares ¢ apenas algumas vezes o tamanho de cada
constituinte [25,26]. No caso do carbono vitreo esta caracteristica representa pequenas
cristalites, de espessura até ~3 nm, orientadas aleatoriamente. Dentro de cada cristalite as
distancias interatdmicas desviam-se do cristal ideal para mais de 5% entre o plano basal e
entre planos. Julga-se que esta estrutura aleatoria tem a forma de uma rede longa e estavel
de fitas grafiticas, apresentando ligagdes reticulares do tipo C-C covalentes. Foi sugerido
que a estrutura do carbono vitreo apresenta algumas ligagdes do tipo sp® para além das
tipicas sp” da grafite. Esta presenca contribui para as caracteristicas de isotropia, elevada

resisténcia mecanica e dureza do material [26,28-32].

O carbono vitreo pode ser divido em 3 tipos basicos, diferindo apenas na
macroestrutura [26]: s6lido ou monolitico, espuma ou reticular, esferas ou particulas. O
carbono vitreo na forma reticulada (RVC — reticulated vitreous carbon) ¢ obtido da mesma
forma que o carbono vitreo solido, excepto no que diz respeito a permitir uma

reticularizagdo do precursor antes da carbonizagdo [33]. O RVC pode ser empregue como



eléctrodo devido a ser quimicamente inerte, ter uma janela de potencial ampla, e a sua

hidrodinamica e vantagens decorrentes da sua estrutura porosa.

1.1.3. Grafite pirolitica e filmes de carbono

A produgdo de grafite moldada e carbono vitreo ¢ baseada num processo de
carbonizagdo, pirolise, de um so6lido. Um processo alternativo conhecido por deposi¢ao
quimica de vapor (CVD — chemical vapour deposition) de carbono tem como produtos
carbono pirolitico ou grafite também referido como pirocarbono ou pirografite. Ao
contrario dos materiais atras descritos, a grafite pirolitica (PG) tem a sua aplicagdo como
revestimentos depositados em substratos como por exemplo, grafite moldada, fibras de

carbono, ou estruturas carbono-carbono porosas [26].

Os materiais baseados em CVD de carbono vém reportados no trabalho de Powell
et al. [34] como tendo sido desenvolvidos nos anos de 1880 na producdo de lampadas
incandescentes. A CVD de grafite pirolitica ¢ um processo teoricamente simples e baseado
na decomposicao térmica de um hidrocarboneto gasoso. Na realidade o mecanismo desta
decomposi¢cdo ¢ bastante complexo e ndo total entendido [35]. A pir6lise do precursor
envolve uma série de reacgdes envolvendo moléculas cujo tamanho aumenta
gradualmente. Por exemplo, no caso do metano, a sequéncia de deposicdo ¢é: metano,

benzeno, hidrocarbonetos poliaromadticos, carbono [35,36].

A PG ¢ um agregado de cristalites grafiticos cuja dimensdo pode atingir diversas
centenas de nandmetros: tem uma estrutura turboestratica usualmente com muitos planos
basais embrulhados, defeitos de estrutura e imperfeigdes cristalinas [26]. Dentro do
agregado as cristalites apresentam varios graus de orientacdo: quando estes sdo
essencialmente paralelos entre eles a natureza e as propriedades da PG sdo semelhantes ao
do cristal de grafite ideal. A estrutura da PG pode ser colunar, laminar ou isotropica,
dependo das condicdes de deposi¢dao, como ¢ o caso da temperatura, pressao € composicao

dos gases de entrada [34,36,37].
Os filmes de carbono e de grafite tém sido preparados por evaporagdo em
vacuo [38-41], pirdlise [42-49], impressdao [50-55], e por fotoactivagdo por laser [56] de

locais num substrato de grafite ou carbono vitreo. Outras técnicas baseadas em



pulverizagao por ressonancia electronica de ciclotrdo tém sido propostas obtendo-se um

filme do tipo grafitico constituidos por carbonos sp” [15,57].

Virios processos piroliticos tém sido utilizados com sucesso, sendo a maioria
baseado em deposicao de precursores volateis. Por exemplo, o metano pode ser pirolizado
através da passagem por um substrato do tipo carbono vitreo a 1000°C [44], vitroceramica
a 926 °C [45] ou em quartzo aquecido a temperaturas moderadas [42]. O etileno pode ser
reduzido cataliticamente a 550 °C num filme de niquel depositado em vidro, obtendo-se
propriedades semelhantes ao carbono vitreo [46]. Outros compostos de maior peso
molecular podem ser sublimados a baixas pressdes e pirolizados num substrato de quartzo
a 850 °C [47] ou platina a 1000 °C [43]. Um filme fino de poliacrilonitrito ¢ depositado
num substrato de quartzo e pirolizado em seguida a 1000°C formando um filme de carbono

cuja espessura ¢ controlada pela espessura do filme inicial [48].

1.1.4. Nanotubos de carbono

Os nanotubos de carbono (CNT — carbon nanotubes) sdo formados por arranjos
hexagonais de carbono que originam pequenos cilindros, usualmente com didmetro de
poucos A a algumas dezenas de nm enquanto que o comprimento pode variar de varias

centenas de nm a varios um [58,59].

Do ponto de vista estrutural, os CNT podem ser classificados em nanotubos de
parede simples (SWCNT — single walled carbon nanotubes) e os de paredes multiplas
(MWCNT - multi-walled carbon nanotubes). Os primeiros sdo constituidos apenas por
uma unica folha de grafeno enrolada sobre si mesma formando um tubo cilindrico de
didmetro da ordem de 0,2 nm a 2,0 nm enquanto que os MWCNT envolvem multiplas
folhas de grafeno enroladas de forma concéntrica, cujo didmetro coaxial varia entre 2 nm a

100 nm, com uma distancia entre camadas de 0,34 a 0,36 nm [58,60].

A estrutura de um SWCNT pode ser definida [60-62] utilizando um vector de
enrolamento r e um angulo quiral 6, Figura 1.5(A). O vector de enrolamento ¢ definido

como uma combinagdo linear dos vectores base a ¢ b do hexagono de acordo com

r=na+mb (1.1)
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Figura 1.5 — (A) Esquema ilustrativo do modo de enrolamento para formagdo de
nanotubos cilindricos partindo de uma folha planar de grafeno a e b sdo os vectores da
estrutura hexagonal primitiva, r o vector de enrolamento e 6 ¢ o angulo quiral.

(B) Representagdo de um SWCNT ideal de terminais abertos sem defeitos com as
estruturas: 1 — brago-cadeira metélico (10,10), 2 — quiral semicondutor (12,7) e 3 — zig-zag
metalico (15,0). [60]

onde n e m sd@o numeros inteiros. O vector de enrolamento ¢ perpendicular ao eixo do

nanotubo.

Deste modo, diferentes tipos de nanotubos podem ser definidos consoante os
valores de n e m, sendo importante notar que a maneira pela qual a folha de grafeno ¢
enrolada determina a estrutura dos nanotubos e as suas propriedades fisicas. De acordo
com estudos teoricos, os SWCNT podem ser metalicos ou semicondutores em fun¢do do
seu diametro e do seu angulo de quiralidade [60,63], Figura 1.5(B). Assim, sen+3 =m0
CNT ¢ metalico, enquanto que para outras combinagdes de n e m o CNT apresenta caracter
de semicondutor. Na Figura 1.6 encontram-se as estruturas ideais de um MWCNT sem

defeitos.

Figura 1.6 — Representacdo de uma estrutura ideal de MWCNT sem defeitos [60].

11



A razdo entre o comprimento ¢ o didmetro dos nanotubos ¢ superior a 1000, sendo
por isso considerados como uma estrutura unidimensional [60,61,64,65]. A estrutura
molecular unica resulta em propriedades macroscopicas muito interessantes, incluindo
elevadas resistividade mecanica, condutividade eléctrica e resisténcia térmica. Por
exemplo, a densidade de corrente 10'—10° A cm™ é cerca de 3 vezes superior a do cobre, a
condutividade térmica de 1750-5800 W mK™' é comparéavel a do diamante ¢ o médulo de
Young ¢ cerca de 1,2 Tpa, i.e., superior ao do diamante [59]. Um artigo de revisao sobre as

caracteristicas dos nanotubos de carbono foi recentemente publicado [66].

As propriedades unicas dos nanotubos de carbono conduziram as mais variadas
aplicacdes em muitos campos como a electronica, medicina, industria aeroespacial, entre
outros, for¢ando também o desenvolvimento de metodologias analiticas para a sua
caracterizagdo e controlo de qualidade [67]. No campo da quimica analitica e da
electroquimica inumeros trabalhos de investiga¢do t€ém sido dedicados aos nanotubos de
carbono desde a sua sintese, purificagdo e aplicagdo, com artigos de revisdo recentemente

publicados.

Nas ultimas décadas a sintese de nanotubos de carbono teve uma evolu¢do muito
significativa. Os métodos mais utilizados sdo a descarga de arco eléctrico, vaporizagao por
laser e decomposicdo catalitica de hidrocarbonetos, também designada por CVD [68].
Outros métodos tém sido empregues na sintese de CNT, incluindo redug¢do assistida [69],
aquecimento 6hmico [70], metatese de estado solido [71], moagem [72], quebra de
hidrocarbonetos liquidos [73], radiacdo solar concentrada [74], métodos baseados em

chama [75] e electrolise de sais de haletos fundidos [76].

Como consequéncia do processo de fabrico, os nanotubos de carbono contém
também carbono amorfo, catalisador metalico e de alguns residuos. Além disso, os
métodos de producdo actualmente existentes produzem nanotubos de varios comprimentos,
diametros e estruturas, resultando numa falta de consisténcia nas propriedades dos
nanotubos e, portanto, incerteza quanto as suas aplicagdes. Os rendimentos provenientes
destes procedimentos podem variar de 50 a 90%, com os produtos secundarios indesejaveis

carbono amorfo, grafite e fulerenos [77].

Os CNT podem ser purificados através de solventes e microfiltragao [78,79], por

floculacao com tensioactivos [80,81] e por oxidacao [82].
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A utilizagdo dos nanotubos em quimica encontra-se limitada por estes nao
formarem dispersdes homogéneas. Diversas metodologias podem ser encontradas na
literatura para minimizar este efeito, as quais sdo enquadradas em trés grupos [77]:
(1) dispersdo apés tratamento oxidativo com acidos; (ii) estabilizacdo ndo-covalente e

(iii) estabilizagdo covalente.

1.2 Sensores electroquimicos
1.2.1. Definicao

De acordo com a IUPAC (International Union of Pure and Applied Chemistry), um
sensor quimico pode ser definido como um dispositivo pequeno que, como resultado dum
processo de interac¢cdo quimica, transforma informagdo quimica ou bioquimica num sinal
que permite a analise qualitativa e/ou quantitativa de um analito [83]. Idealmente, estes
dispositivos devem responder continuamente e de forma reversivel, ndo perturbando a

amostra [84].

Os sensores quimicos sdo constituidos por um transdutor coberto por um elemento
de reconhecimento quimico, Figura 1.7. Este elemento de reconhecimento interage com o
analito, resultando em alteracdes quimicas que sdo traduzidas pelo transdutor num sinal
mensuravel. Este sinal ¢, normalmente, um sinal electronico cuja magnitude ¢ proporcional

a concentracdo de uma espécie quimica ou a um conjunto de espécies quimicas [85].

Transdutor

@«
‘&

= W

Elemento de
reconhecimento

Figura 1.7 — Esquema de um sensor quimico. Adaptado da Ref [86].
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A obtengdao de informagdo analitica depende essencialmente da capacidade do
elemento de reconhecimento, usualmente posicionado na extremidade do dispositivo, em
reconhecer a espécie de interesse de maneira selectiva. H4 inimeras alternativas de
imobilizacdo deste elemento na superficie do sensor e um aspecto relevante associado a
esta operagdo prende-se com a necessidade de acesso a algum processo quimico que
viabilize a transducdo do sinal para o detector. Por sua vez, o sinal transmitido deve ser
maximizado em relacdo as informacgdes sobre o analito, ou seja, pretende-se minimizar o
efeito de contribui¢des estranhas como, por exemplo, de interferentes, ruido electrénico ou
erros experimentais. Neste sentido, um aspecto de grande importancia na producdo de
sensores de uso geral e em larga escala reside na capacidade efectiva do dispositivo na
distincdo do analito, devendo também considerar-se outros aspectos referentes a

sensibilidade, estabilidade e robustez [87].

O elemento de reconhecimento desempenha um papel fundamental na resposta do
sensor, uma vez que ¢ responsavel pela sua selectividade a um determinado analito ou a
um grupo de analitos, evitando interferéncias de outras substancias. Este elemento pode ser
de origem biologica (enzimas, acidos nucleicos, anticorpos, ou mesmo tecidos)
denominando-se o sensor por biossensor. O analito detectado através dos biossensores
pode ser puramente quimico (organico ou inorganico) ou de natureza biologica [85].
Dentro destes sensores, o material sensitivo bioldgico deve agir como um catalisador e
catalisar a reac¢do de compostos quimicos ou bioquimicos para a obten¢dao dos sinais de

saida [88-90].

No que diz respeito ao transdutor, este pode ser Optico, piezo-eléctrico, térmico, ou
electroquimico, sendo esta uma outra forma de classificagdo dos sensores, ou seja, de
acordo com o principio de operacdo do transdutor. Os sensores electroquimicos
representam uma subclasse importante dos sensores quimicos, nos quais o elemento de
transdugao utilizado ¢ um eléctrodo. A combinacao destas duas formas diferentes de
classificagdo deu origem a um novo tipo de sensores designados por biossensores
electroquimicos, onde os métodos electroquimicos sdo aplicados para a sua construgdo e

funcionamento [88].
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1.2.2. Tipos de sensores electroquimicos

Existem essencialmente trés tipos de sensores directamente ligados as técnicas

electroanaliticas que podem ser efectuadas [91-93]:

(a) Condutimétricos — A concentragdo de carga (condutividade) ¢ obtida através de
medigdes de resisténcia da solugdo, pelo que ndo ¢ um sensor selectivo de espécies
presentes em solugdo. No entanto, as medidas condutimétricas podem ser bastante
uteis em situagdes onde seja necessario verificar se a concentragdo total ionica ¢
inferior a um determinado valor maximo permitido ou, em casos de deteccdo on-line,

apos separagao de misturas através de cromatografia ionica.

(b) Potenciométricos — O potencial de equilibrio de um eléctrodo indicador ¢
medido em relacdo a um eléctrodo de referéncia utilizando um voltimetro de elevada
impedancia, i.e., de corrente nula. No caso de um eléctrodo redox inerte, como, por
exemplo, um eléctrodo de platina utilizado como eléctrodo indicador, o potencial
medido € o de mistura, sendo o seu valor dependente de todas as espécies presentes em
solucdo e respectivas concentracdes. A escolha adequada do material de eléctrodo
pode influenciar a resposta para um ido em particular, ou seja, aumentar a
selectividade da técnica, com interferéncia minima na medida do potencial por parte
dos outros 10es em presentes em solucdo. Um dos exemplos tipico deste tipo de
eléctrodos, conhecidos como eléctrodos selectivos de ides, ¢ o eléctrodo de pH. Os
limites de detecgdo destes eléctrodos sdo da ordem de 100 nm L™ da concentragdo
total do ido presente num determinado estado de oxidagdo, mas as diferengas nas
medidas na concentracio podem descer até 10 pmol L. Estas medidas sdo

dependentes da exactiddo e da precisdo do circuito de medida externo.

(c) Amperométricos e Voltamétricos — A corrente ¢ registada em fungdo do
potencial aplicado, podendo ser obtidas mais informagdes acerca das espécies em
solucdo e atingidos menores limites de deteccdo. Em diferentes valores de potencial,
varias espécies em solucdo podem reagir, e ser determinadas quase em simultaneo
numa mesma experiéncia, sem ser necessario recorrer a separagdes prévias. Nas
técnicas voltamétricas os limites de detecgio sdo da ordem dos pmol L™, utilizando-se
técnicas de pré-concentragao do analito na superficie do eléctrodo e instrumentagdo

adequada e desenvolvida para esse efeito. Apds o estudo do perfil voltamétrico, podem
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ser empregues sensores amperométricos a potencial fixo. Neste caso, o potencial
aplicado ao eléctrodo promove a reacgao das espécies que se pretendem determinar,
originando uma corrente, que ¢ proporcional a concentragdo da espécie em solugdo se
o potencial aplicado for devidamente escolhido. Se for adicionalmente empregue a
situagdo de estado estacionario de convec¢do, ¢ medida uma corrente constante se a

concentragdo das espécies electroactivas for uniforme.

As vantagens de utilizagdo de um sensor electroquimico para, por exemplo,

monitorizagdo ambiental dizem respeito aos aspectos esquematizados na Figura 1.8, e sdo

de entre outras [92]:
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= Em sensores voltamétricos, o potencial aplicado pode ser escolhido de tal modo
que seja obtida uma maior selectividade e especificidade em cada medida, permitindo
deste modo estudos de especiagdo. Dado que cada espécie e elemento quimico, bem
como os seus estados de oxidagdo, apresentam um potencial caracteristico para a
oxidagdo e reducao, ¢ possivel obter uma grande especificidade na anélise. Idealmente,
os potenciais de eléctrodo dos pares redox devem ser suficientemente afastados para
que ndo exista qualquer interferéncia entre espécies. Uma maior selectividade neste
tipo de sensores esta relacionada com a correcta escolha das condigdes para o estudo
da reaccdo de eléctrodo, como sejam, por exemplo, o material do eléctrodo,
modificagio da sua superficie, utilizacdo de técnicas de varrimento de potencial [1]. E
possivel obter ainda informagdes sobre a cinética e 0 mecanismo de reacgdo através da

mesma série de experiéncias.

= A escolha do material de eléctrodo pode permitir uma maior selectividade,
imprescindivel, nos eléctrodos potenciométricos selectivos de ides. Em sensores
voltamétricos torna-se também importante essa escolha, uma vez que € possivel
minimizar problemas de interferentes na andlise que se pretende efectuar, por

exemplo, por escolha de um material que nao reaja com determinadas espécies.

= A instrumentagdo electroquimica mais moderna com a utilizagdo de programas
mais elaborados, particularmente no caso de técnicas de potencial controlado
associadas a sensores voltamétricos, permite o controlo do potencial em conjunto com
a possibilidade de acumulacao das espécies no eléctrodo. Desta forma, permitindo um

aumento da sensibilidade e diminui¢ao dos limites de deteccao.
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Figura 1.8 — Aspectos importantes na escolha de sensores electroquimicos para
monitorizagdo ambiental. Adaptado da Ref. [92].

= A utilizagdo de controlo computorizado, da a possibilidade de medi¢ao e analise

em tempo real, e no caso de sistemas em fluxo, permite uma monitorizagao on-/ine.

= Possibilidade de realizagao de ensaios fora do laboratorio utilizando sensores

portateis.

= Possibilidade de miniaturizagdo dos sensores, para que possam ser empregues

em situagdes onde outras técnicas e sondas nao sejam utilizaveis.

= Desta forma, as caracteristicas mais importantes a serem desenvolvidas na
pesquisa de um sensor electroquimico sdo a sensibilidade, selectividade, estabilidade,

precisdo, resposta rapida, facilidade de uso, baixo custo e robustez.

1.3 Materiais para sensores electroquimicos

A aplicacdo de um material como eléctrodo num sensor electroquimico estd

dependente de um elevado ntimero de critérios de design, de forma a que todos os
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beneficios possam ser obtidos como elevada sensibilidade, exactidao e reprodutibilidade
dos resultados assim como um baixo limite de deteccdo para um numero grande de
analitos. Deste modo, para que um material possa ser utilizado como sensor electroquimico

deve apresentar as seguintes caracteristicas [94,95]:
» janela de potencial larga;

elevada sobretensao para o hidrogénio e o oxigénio;

>
» baixa corrente residual (baixa porosidade/rugosidade);
» Dbaixa resisténcia 6hmica;

>

possibilidade de uma regeneragdo simples da superficie.

A escolha de um material de eléctrodo depende de uma forma clara da zona de
potenciais uteis do eléctrodo no solvente utilizado e das qualidades e pureza do material. O

intervalo de potenciais uteis ¢ limitado por factores como [1]:
e oxidagdo ou reducao do solvente;
e decomposi¢do do electrolito suporte;

e oxidacao/reducao, dissolucao do eléctrodo ou formacdo de uma camada na sua

superficie de uma substancia isoladora/semicondutora.

Os eléctrodos so6lidos podem ainda ser influenciados por contacto com solugdes
contendo contaminantes o que promove o envenenamento do eléctrodo e a sua subsequente
perda de utilidade. E também habitualmente necessario que, na regido de potenciais em

que o eléctrodo serd utilizado, este seja quimicamente inerte.

De entre os materiais utilizados em electroanalise de metais pesados, o eléctrodo de
mercurio ocupa um lugar de destaque. O desenvolvimento de métodos voltamétricos esteve
sempre ligado ao eléctrodo de mercurio. Devido a elevada toxicidade deste, estando em
primeiro lugar na lista de materiais perigosos, causando envenenamento severo ¢ doengas
graves, alguns paises proibiram a sua utilizagcdo em baterias, lampadas, termdmetros, entre
outras utilizagdes comuns [2]. Em electroandlise, os eléctrodos solidos preparados com
materiais ndo toxicos pretendem substituir o mercurio, sendo que os eléctrodos a base de

materiais de carbono representam uma alternativa bastante promissora.
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1.4. Eléctrodos quimicamente modificados

A denominacdo eléctrodo quimicamente modificado (CME — chemically modified
electrode) foi introduzida na quimica electroanalitica por Murray e colaboradores [96,97]
em 1975, para designar eléctrodos com espécies quimicamente activas convenientemente
imobilizadas na superficie desses dispositivos. O objectivo desta modificacdo ¢é pré-
estabelecer e controlar a natureza fisico-quimica da interface eléctrodo/solugao, alterando a
reactividade e selectividade do eléctrodo (sensor) base, permitindo o desenvolvimento de

eléctrodos com vista a diversas aplicagdes [98,99].

Num eléctrodo modificado, a superficie do eléctrodo pode ser propositadamente
alterada por adsor¢do irreversivel directa, por ligacdo covalente a sitios especificos da
superficie do eléctrodo, por recobrimento com filmes poliméricos ou, ainda, na preparagdo
de eléctrodos a base de pasta de carbono, com um modificador pouco soluvel em agua para
a sua adsor¢do neste tipo de substrato [100]. Os compostos modificadores sao
seleccionados de acordo com o analito que se pretende determinar, bloqueando o acesso
directo e/ou inibindo processos de eléctrodo, e promovendo outros, permitindo deste modo

uma maior selectividade nas analises [1].

A preparagdo de um CME, que pode ser efectuada através de varios procedimentos
sumariados na Tabela 1.1., depende do material de eléctrodo (suporte) que deve apresentar
caracteristicas electroquimicas apropriadas e, também ser adequado para o método de

imobilizagao pretendido. Os CME devem preencher as seguintes caracteristicas [101]:
» Boa estabilidade mecanica e quimica.
» Correntes de fundo baixas.

» Facilidade de preparagdo com uniformidade de um eléctrodo para outro.

A modificagdo com filmes poliméricos consiste no recobrimento da superficie do
eléctrodo com filmes poliméricos condutores ou permeaveis ao electrélito de suporte e ao
analito de interesse. A modificacdo com membranas poliméricas permite a imobilizacdo de
varias monocamadas da espécie activa na superficie modificada, ampliando

consideravelmente a resposta electroquimica [97].
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Tabela 1.1. — Métodos de modificacdo da superficie dos eléctrodos.

Modificages Caracteristicas

Adsorcao Incorporagdo simples e rapida de compostos numa
ampla gama de eléctrodos suporte.

Ligacao covalente Incorporagdo de um vasto numero de substancias, de
maneira estavel, através da manipulagdo da
reactividade dos grupos funcionais existentes na
superficie do eléctrodo.

Filmes poliméricos Imobilizagdo de policamadas da espécie activa na
superficie do eléctrodo — Ampliacdo da resposta
electroquimica.

Materiais compdsitos Possibilidade de modificagdo interna do material de

eléctrodo. Exemplos: pasta de carbono, resina epoxida,
poliestireno, entre outros.

No caso de eléctrodos utilizados em voltametria de redissolugdo, a modificagdao dos
eléctrodos com polimeros tem sido utilizada para reduzir fenomenos de adsor¢do, por
exclusao selectiva das espécies interferentes e por protec¢ao da superficie do
eléctrodo [102]. O revestimento polimérico pode também permitir alcangar efeitos
electrocataliticos com uma consequente pré-concentracdo do analito no interior do
filme [103-105], um beneficio extremamente importante quando se pretendem detectar
analitos em concentracoes da ordem dos nanomolar. Os filmes poliméricos podem
representar uma nova superficie de eléctrodo, ou seja, filmes formados por polimeros
condutores ou polimeros redox, ou podem ser semi-permeaveis, seleccionados de forma a
permitir a passagem dos analitos requeridos para a superficie do eléctrodo impedindo que

outros compostos adsorvam na superficie ou sofram reacgdes de eléctrodo.

Nas proximas secgdes discutir-se-20 sucintamente as varias modificagdes de
eléctrodo que foram utilizadas no decorrer deste trabalho, tendo em vista aplicagdes em

sensores electroquimicos e em biossensores enzimaticos electroquimicos.
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1.4.1 Modificagbes de eléctrodos utilizadas
Filmes de bismuto

Desde o ano 2000, com os trabalhos de Wang e colaboradores [95], que a
modificacdo de eléctrodos com filmes de bismuto (BiF — bismuth film electrode) se tornou
bastante  atractiva para a  substituicdlo do mercirio em  determinagdes
electroanaliticas [5,106]. O bismuto ¢ um elemento quimico amigo do ambiente, de baixa
toxicidade, e de amplo uso em formulacdes farmacéuticas e de cosmética [107,108]. A
vantagem da utilizacdo de filmes de bismuto em andlises voltamétricas advém da
propriedade do bismuto formar “ligas” com metais pesados de uma maneira analoga a
formacdo de amalgamas que o mercurio forma com esses metais. As “ligas” podem ser
binarias ou multi-componentes com uma variedade de metais pesados, incluindo o

chumbo, cddmio, talio, indio e galio [5,106].

A modificagdo com filmes de bismuto pode ser realizada nos mesmos eléctrodos
substrato que os filmes de merctrio. Na maioria das vezes tém sido utilizados eléctrodos
de varias formas de carbono de diferentes tamanhos e geometrias, com grande relevancia
para o carbono vitreo [95,109-128]. Outros eléctrodos de carbono como as fibras de
carbono [95,114,129,130], eléctrodos de carbono impresso [131-133], nanotubos de
carbono [134], pasta de carbono [114,135-139], grafite pirolitica [140] e também em
resisténcias de filme de carbono [10,141], tém sido utilizados para o desenvolvimento de

sensores electroquimicos com base em BiF.

Os filmes de bismuto podem ser preparados através de trés formas diferentes: in-
situ, ex-situ ou modificacao por precursor de bismuto [106]. Na preparacao in-situ o filme
de Bi ¢ electrodepositado através de uma solucio que contém os ides Bi(Ill) e o analito que
se pretende analisar, ou seja, o filme ¢ depositado na superficie do eléctrodo durante a
analise. A concentragao de Bi(Ill) na solucdo devera ser ~10 vezes superior a do analito por
forma a evitar efeitos de saturacdo, com concentragcdes tipicas no intervalo de

400-1000 pg L'1[95,106,1 11,117,135]. A formagao do filme ocorre através da reacgao:
Bi'" + M™ + (3 + n)e” — M(Bi) (1.2)

por aplicagdo de um potencial constante em regime de conveccdo forcada. O potencial

aplicado e o tempo de deposi¢do estdo directamente dependentes das condigdes necessarias
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a determinacdo do analito. A possibilidade de formacao de Bi(OH); por hidrolise dos i0es
Bi(III) em meio alcalino ou neutro limita o pH da solugdo pelo que ¢ geralmente necessario
que a formacdo do filme in-situ seja efectuada em solugdes ligeiramente acidas. Existe
ainda a possibilidade de formagio de complexos estaveis Bi(OH)*" soluveis em meio

aquoso que podem sofrer redugdo electroquimica na superficie do eléctrodo [106].

A preparacao ex-situ envolve primeiro a formagdo do filme de Bi no eléctrodo
numa solucdo contendo os ides Bi(Ill), sendo depois este eléctrodo modificado transferido
para a solucdo que contém o analito que se pretende analisar. A reac¢do quimica de

deposic¢do do filme envolvida é
Bi*" + 3¢ — Bi’ (1.3)

onde a concentracdo dos ides Bi(Ill) varia entre 1-200 mg L, em solucdo acida [106]. A
deposicdo deste filme pode ser realizada através da aplicacdo de potencial constante,
corrente constante (10 mA cm™ durante 300 s) ou por varrimento de potencial (20 ciclos
entre —1.4e¢—-0.3 Va50 mV s'l) [141]. Apesar da formacao de filmes de Bi ex-situ ser mais
versatil que a in-situ, por permitir que os processos de deposi¢ao do filme e anélise dos

analitos sejam controlados individualmente, ¢ um método mais complicado e moroso.

A terceira forma de modificacdo de eléctrodos com filmes de bismuto baseia-se na
utilizacdo de um precursor de bismuto (p.e., Bi,0O3) na preparacao do eléctrodo. Este
método ¢ essencialmente utilizado em eléctrodos de pasta de carbono, onde o precursor
pode ser incorporado facilmente no eléctrodo por mistura deste com a pasta de carbono. O
filme de bismuto é gerado in-situ, sem necessidade de utilizagdo de solugdes de sais de

Bi(III) [142].
Filmes de Nafion®

O Nafion®, cuja estrutura quimica esté representada na Figura 1.9, é um polimero
perfluorado de troca catidnica e ¢ o mais frequentemente utilizado no desenvolvimento de
sensores electroquimicos de metais pesados. O material da membrana consiste num
polimero perfluorado com unidades de tetrafluorpolietileno (n = 5 a 13), ligado a um éter

que se encontra por sua vez ligado a um 4cido sulfénico [143].
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Figura 1.9 — Formula estrutural do Nafion adaptada da Ref. [86].

Quando a membrana ¢ hidratada a sua estrutura solvatada ¢ caracterizada por dois
dominios [144,145]: um hidrofilico, associado ao grupo sulfonico, e outro hidrofébico. A
parte hidrofilica ¢ responsavel pela atraccdo dos catides e onde a agua ¢ adsorvida,
enquanto que a parte hidrofobica € responsavel por adsorcdo e estabilizagcdo de superficies

hidrofobicas, como a superficie do eléctrodo de carbono vitreo.

O Nafion apresenta caracteristicas ideais de membrana semi-permeavel, ou seja, ¢
insoltivel em agua, ndo condutora e quimicamente inerte [146]. Os filmes de Nafion sdo
geralmente preparados através da colocagdo de uma solug@o do polimero sobre o eléctrodo
a modificar através do método de evaporacao [146,147] ou por rotacao [148], sendo as
propriedades do filme resultante dependentes de muitos factores decorrentes do grau de
hidratagdo do filme de Nafion formado. Deste modo, a concentracdo de agua ou outros
solventes na solu¢do polimérica e a humidade relativa durante a secagem do filme sdo

factores criticos na formacao, estabilizacdo ¢ funcionamento do filme [149].

A dissolucdo do filme polimérico de Nafion e as caracteristicas electroquimicas dos
eléctrodos revestidos com Nafion foram estudados primeiramente por Martin et al. [150]

tendo surgido posteriormente um elevado numero de publicagdes.

O Nafion apresenta grande afinidade por catides organicos hidrofébicos, de acordo
com os coeficientes de seletividade determinados por Espenscheid et al. [151]. A pré-
concentragdo maxima obtida depende do tempo necessario para o equilibrio filme-solug¢ao
do analito ser alcancado, estando este dependente do tamanho, carga, estrutura e
concentragdo do contra-ido do analito e da for¢a idnica da solucdo do analito. A velocidade

do equilibrio filme-solucao ¢ limitada pela velocidade de difusdo idnica no filme. As
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membranas com maior velocidade de transporte do ido originam eléctrodos modificados

com um tempo de resposta mais rapido [143].

Devido a carga negativa dos grupos sulfénicos na extremidade da cadeia do
fluorpolimero, o Nafion pode ser misturado com outros polimeros sulfonicos com vista a
um melhoramento das caracteristicas de troca-idnica ¢ aumento da discriminag¢do contra

interferentes [152].

Até ha bem pouco tempo, os revestimentos de Nafion eram vastamente utilizados
em modificacdo de eléctrodos de filmes fino de mercurio (MTFE). Este era aprisionado na
forma de microgotas entre o eléctrodo suporte (na maioria das vezes, eléctrodo carbono
vitreo) e o filme de Nafion, colocado antes da electrodeposicdo do mercurio, permitindo a
utilizacdo em andlises de metais pesados com ultrassons e fora do laboratério por BIA
(Batch Injection Analysis) [147,152-154]. Outras aplicacdes dos eléctrodos MTFE
revestidos com Nafion incluem a electroanalise de cobre, zinco, chumbo e cadmio em

amostras naturais como bebidas e fluidos bioldgicos [155-158].

Com o desenvolvimento de novos materiais de eléctrodo, com vista a total remogao
do merctrio em electroanalise de metais pesados, a modificagio com Nafion de outros
tipos de eléctrodos tem sido bastante utilizada, como por exemplo, em eléctrodos de filme
de bismuto [122,159,160], nanotubos de carbono [161-163], em microeléctrodos de platina
[164] e nesta dissertagdo em filmes de carbono [7-9] e filmes de carbono modificados com

filmes de bismuto [10].
Filmes de hexacianoferrato de cobre

Os compostos de valéncia mista como os hexacianoferratos metalicos (MHCEF, que
incluem os metais de hexacianoferrato (II) e de hexacianoferrato (III)) tém suscitado
grande interesse devido as suas propriedades electrocataliticas, electrocrémicas, de troca-
16nica, sensitivas de 10es e fotomagnéticas [165-168]. Os hexacianoferratos metélicos
solidos apresentam aplicacdes em electrocatalise, electrocromismo, baterias de estado
solido e electroandlise, entre outros [165]. O crescente interesse neste tipo de compostos
para modificagdes de eléctrodos, levando ao desenvolvimento dos mais variados sensores

electroquimicos, baseia-se na possibilidade de obtencdo de filmes com caracteristicas
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electroquimicas bem definidas quer a nivel dos processos de oxidagdo-reducao e

propriedades de troca i6nica quer na intercalagao de componentes [169-171].

A historia dos HCF iniciou-se com a descoberta do pigmento azul de Prissia ha

mais de 300 anos, composto obtido através de uma reac¢do de coordenagdo do complexo
e, e _ e~ + ~ ~ , . .
aniénico Fe(CN);” com o catido Fe’*. Esta reacgdo de coordenagdo é a mais antiga

reportada na literatura [172]. No entanto, s6 mais recentemente tem havido um maior
conhecimento das caracteristicas eletroquimicas dos HCF, especialmente daqueles em que

os filmes sao “insoluveis” em solugao [171].

Os compostos MHCF s3o preparados através da mistura de solugdes de
hexacianoferrato de metal alcalino (II) ou (III) com um sal apropriado do metal de
transi¢ao e apresentam uma formula geral, AyMy[Fe(CN)g];-mH,O onde A € o catido de um
metal alcalino, M ¢ um 130 de um metal de transicdo; e (h, k, 1) s@o numeros
estequiométricos. Deste modo, os hexacianoferratos de cobre (CuHCF) apresentam duas
formulas gerais possiveis dependendo da valéncia do ido complexo de ferri ou ferrocianeto

(K2CU3 [FC(CN)6]2 e Cu; [FG(CN)G]z) [ 1 65] .

Os MHCF apresentam uma estrutura cubica de faces centradas, de célula
unitaria ~10,2 A, com coordenagio octaédrica entre o metal e o ferro por ligagdes -N=C e
—C=N, respectivamente. Os catides do metal alcalino, necessarios para compensagdo da
carga eléctrica, estdo situados nos locais tetraédricos da estrutura, onde podem coexistir
moléculas de agua e anides. Na Figura 1.10 estd representada uma estrutura para um

MHCF com uma razao estequiométrica de metal: ferro 3:2, conforme a dos CuHCF.

Varios métodos tém sido utilizados para a modifica¢dao de eléctrodos com MHCF
desde electrodeposi¢cdo, adsor¢do, encapsulamento em matrizes poliméricas, deposicao
quimica autocatalitica, por colocagdo directa do filme de MHCEF insoluvel no eléctrodo, e

por camadas auto-montadas [173].

No caso dos filmes de CuHCF tém sido depositados em diferentes substratos como
em Pt [174], Au [175], e em diversos tipos de eléctrodos de carbono, p.e., carbono
vitreo [169,175-178]; pasta de carbono [179-181]; grafite [182,183] e em resisténcias de
filmes de carbono [184-187].
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Figura 1.10 — Representagdo esquematica da estrutura de Ms[Fe(CN)g],, na razdo
estequiométrica 3:2 de metal:ferro. Adaptado da Ref. [165].

Filmes de poli(vermelho neutro)

Os polimeros electroactivos, que representam uma classe de materiais organicos,
sdo materiais de grande interesse devido ao facto exibirem condutibilidade electronica e
ionica quando sujeitos a determinadas solugdes de electrolito. Apesar da existéncia de
condutibilidade electronica ter sido comprovada no poliacetileno [188], s6 apos a
descoberta da electropolimerizacdo do pirrol [189] e da anilina [190] os polimeros

electroactivos tém sido intensivamente estudados.

De entre estes compostos, as azinas representam um grupo com diversas aplicagdes
na quimica electroanalitica como indicadores ou mediadores redox, sendo utilizadas na sua
forma de monomero ou depois da electropolimerizacao [191-193]. Este grupo pode ser
definido pela formula geral da Figura 1.11, onde o X = N, S, O, respectivamente para as

fenazinas, fenotiazinas ¢ fenoxazinas.

ZT

Figura 1.11 — Férmula geral das azinas.

26



HasC N

\
e CHs
HoN N N
" |
CH,

Figura 1.12 — Estrutura quimica do vermelho neutro (NR).

O composto fenazinico vermelho neutro, (NR — Neutral Red, NS,N8,3-
trimetilfenazina-2,8-diamina), cuja férmula estrutural esta representada na Figura 1.12 tem
sido utilizado para vérias finalidades quimicas e biologicas por exemplo coloracao para
marcadores biologicos [194,195], indicador de pH em sistemas bioquimicos [196], na
determinagdo de DNA usando métodos Opticos e electroquimicos [197,198], no
desenvolvimento de sensores opticos [199], entre outras [6]. As propriedades quimicas e
electroquimicas do NR fazem com que seja uma substancia ideal para a modificacdo de

eléctrodos como mediador electronico [200].

A electropolimerizagdo do NR ¢ facilitada pelo grupo aminico localizado no anel
heteroaromatico da sua estrutura quimica. O NR, como outros compostos fenazinicos, ¢
electroactivo e pode ser oxidado electroquimicamente. A protonacao do NR e do leuco-NR

depende do pH da solugao [201]:

NRH" + 3H" + 2¢" — NRH}* 0,5 <pH <44 (1.4)
NRH' +2H" +2¢ — NRH; 4,4 <pH<6,3 (1.5)
NRH' + H' + 2¢ — NRH, 6,3 <pH < 6,7 (1.6)
NR + 2H" + 2¢" — NRH, 6,7 <pH<11,5 (1.7)

representando NR o vermelho neutro e NRH; o leuco-NR.

Os radicais obtidos durante a reac¢do de oxida¢do do NR iniciam o processo de
polimerizacdo, sendo a estrutura do polimero dependente do nimero de radicais
formados [201]. A polimerizacdo do NR estd também dependente do potencial aplicado

que ¢ responsavel pela formagdo dos radicais, bem como, do pH [6,191,201-207].
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Figura 1.13 — Possivel estrutura quimica de um tetramero do vermelho neutro.

O mecanismo de polimerizagdo inclui a formagdo de radicais, dimerizagdo e
tetramerizagdo dos mondmeros que se combinam para formar o polimero via ligagdes C-N.
O polimero resultante apresenta uma grande resisténcia mecanica e ¢ fortemente adsorvido
na superficie do eléctrodo, o que pode melhorar o caracter catalitico do
eléctrodo [208,209], muito embora o comportamento ¢ a sua estrutura ndo sejam ainda
totalmente conhecidos. Uma possivel estrutura quimica de um tetramero esta ilustrada na
Figura 1.13. Muitos estudos tém sido realizados para caracterizar o PNR [6] incluindo
voltametria ciclica [204,210,211], espectroscopia de impedancia electroquimica [212-214],
espectroscopia de ultravioleta e visivel (UV-VIS) e espectroscopia de infravermelho—
transformadas de Fourier (FTIR) [204], microbalanca de cristal de quartzo com

electroquimica (EQCM — electrochemical quartz crystal microbalance) [213,215].

O PNR foi utilizado na modificagdo de eléctrodos de Au [210,216],
ITO [210,212,214], e em substratos de carbono como o carbono vitreo [210,217],
grafite [215], nanotubos de carbono [200,217,218], e em eléctrodos de filmes de
carbono [187,219-225].
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Filmes de sol-gel

Outra forma de modificar as superficies dos eléctrodos envolve o encapsulamento a
baixa temperatura de espécies de reconhecimento no interior de um filme de sol-gel. A
utilizagdo do processo de sol-gel para produzir materiais de sensores para aplicagdes
analiticas tem atraido um grande interesse por parte dos investigadores [226,227]. Tal ¢é
devido a varios factores, como a facilidade de construcao, flexibilidade no processo de
sintese, estabilidade mecénica, serem inertes quimicamente, possibilidade de controlar a
porosidade, facil imobilizacdo, inchamento negligencidvel e permitirem que a enzima
oclusa na matriz de sol-gel mantenha a sua actividade enzimatica [228-233]. As duas
grandes vantagens de um sistema sol-gel sdo a sua capacidade de retencao de um alto teor
de agua, o que promove a estabilidade a longo termo da enzima [228,234], sendo que o

processo pode ser realizado a temperatura ambiente [229,235,236].

O termo so/ ¢ utilizado para definir uma dispersdo de particulas coloidais, de
dimensao entre 1 ¢ 100 nm, estavel num fluido enquanto que o termo gel pode ser visto
como sendo um sistema formado por uma estrutura rigida de particulas coloidais (gel
coloidal) ou de cadeias poliméricas (gel polimérico) que imobiliza a fase liquida nos seus

intersticios.

O processo de sol-gel pode ser dividido em duas classes dependendo da natureza do
precursor inorganico utilizado: dos sais (cloretos, nitratos, sulfetos, entre outros) e a dos
alcoxidos. Nesta ultima a hidrolise de uma solucdo de tetralcoxissilanos num solvente
organico, p.e., etanol, leva a formacao de particulas com grupo funcional silanol, as quais
através de polimerizagdo por condensacdo ddo origem a um sol, e a continuagao do
processo produz um gel. Esta transforma¢do ¢ designada por transi¢do sol-gel. Apds a
secagem do gel, forma-se um xerogel, silicato poroso com area de superficie porosa
controlada [184,237,238]. As reac¢des quimicas envolvidas na formagdo do sol, do gel e
do xerogel influenciam fortemente a composicdo e as propriedades do produto

final [227,236,239,240].

A reaccdo de polimerizacio sol-gel pode ser dividida em duas

etapas [227,236,239,240] ilustrado com precursores oxisilano:
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1. Hidrolise do grupo alcoxido com a formacgao dos grupos funcionais silanol:

Si(OR), + nH,0 — Si(OR)4.,(OH), + nROH (1.8)

2. Condensacdo do grupo silanol, que inicialmente leva a formacdo do sol e,

eventualmente a formacao do gel:

—Si—OH+HO —Si——> —Si— O0—Si— +H,0 (1.9)
| | | |
ou,
| | | |

—Si—OR+HO —Si— —> — Si— O — Si— + ROH (1.10)

Do mecanismo de sol-gel apenas a primeira etapa, de hidrolise, ¢ bem conhecida,
pois as reac¢des de condensagdo ocorrem por um mecanismo bastante complexo que

envolve muitas reac¢des de hidrdlise e condensagdo ao mesmo tempo.

As reacgdes de hidrdlise e condensacdo ocorrem por substituicdo nucleofilica
bimolecular no 4tomo de silicio. Uma vez que os alcoxidos de silicio t€ém baixa
reactividade, para promover o aumento da velocidade destas reac¢des sao adicionados ao
processo catalisadores acidos, basicos e/ou nucleofilicos. Os catalisadores acidos mais
utilizados sdo o 4cido cloridrico e a amoénia; os bdasicos, o hidroxido de potassio; e os
nucleofilicos os fluoretos de potassio e de hidrogénio, N-metilmidazol,

hexametilfosforamida [227,235,236].

A razdo molar 4gua:silano, a natureza e a concentracdo do catalisador e o tipo de
precursor alcoxido sdo parametros especificos que influenciam fortemente as velocidades
relativas das reac¢des de hidrdlise e condensacdo na formagdo do sol-gel. Em geral
preparagdes com baixo valor de pH e baixo teor de agua produzem materiais densos com

poros pequenos, enquanto que preparacdes de pH alto e altos teores de dgua produzem

materiais mais poroso [227,235,236,239-241]

Os materiais baseados em Si s3o so6lidos inorganicos que apresentam uma area de

superficie de alta especificidade (200—-1500 m® g') e uma estrutura tridimensional com
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muitos poros, de dimensdo da ordem dos sub-micrometros, interligados entre eles,
formando uma cadeia polimérica de dimensao média superior a 1 um [227,236] conforme
se mostra esquematicamente na Figura 1.14, no encapsulamento de uma enzima na
estrutura de gel de silica. Esta estrutura porosa permite uma velocidade de difusdo mais
rapida dos analitos para um grande numero de sitios de liga¢do, o que constitui um factor
fulcral no desenvolvimento de sensores de elevada sensibilidade [242]. Por outro lado, a
superficie de silica pode ser modificada por uma grande variedade de moléculas organicas
e inorganicas de reactividade definida, promovendo assim o desenvolvimento de sensores
para uma grande variedade de analitos. Quando aplicado em conjunto com a
electroquimica estas propriedades podem ser exploradas com grande impacto em
electroanalise (ou por ligacdo especifica ou por reconhecimento preferencial), e/ou

permitindo electrocatalise no eléctrodo modificado.

DAy
(] 2l
[ ) catalitico

grupo funcional
da superficie

enzimana __|
nanocéapsula

redede
silica-gel

Figura 1.14 — Estrutura de gel de silica com enzima encapsulada no seu interior.
Adaptado da Ref. [257].

Os oxisilanos mais utilizados para a preparagdo de sensores s3ao o
tetrametiloxisilano  (TMOS)  [243-249], tetraetiloxisilano  (TEOS) [250-254],
aminopropiltrietoxisilano (APTOS) [252,255], 2-(3,4-epoxiciclohexil)-etiltrimetoxisilano
[238,255] e metil-trimetiloxisilano [237,252,256].

Os materiais de eléctrodo mais comuns utilizados para este tipo de modificagdes
sdo metais, como o ouro [245], e diferentes tipos de eléctrodos de carbono em particular
grafite [256], carbono impresso [258], pasta de carbono [243,256], carbono vitreo [251], e,
mais recentemente, filmes de carbono [184,187,224,225]. O material de eléctrodo-

substrato varia consoante o tipo de sensor ¢ a aplicagdo em particular deste.
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CAPITULO 2

METODOS DE CARACTERIZACAO
ELECTROQUIMICA E MORFOLOGICA







As técnicas electroquimicas descritas neste capitulo sdo as que foram utilizadas no
decorrer deste trabalho. Dar-se-4 mais énfase a espectroscopia de impedancia
electroquimica (EIS), dado ser a técnica mais utilizada neste trabalho. Apresentar-se-ao
apenas as informag¢des mais relevantes e de aplicagdao imediata no trabalho para as técnicas
de voltametria ciclica e de redissolucdo anddica, bem como das microscopias de forca
atomica ¢ de Raman confocal. Uma informac¢do mais detalhada sobre os fundamentos
tedricos dos diversos métodos pode ser encontrada em varios livros da

especialidade [1,84,91,94,259-261].

2.1. Alguns fundamentos de electroquimica

A electroquimica envolve os fendmenos quimicos associados a separacdo de
carga [1]. Esta separacdo pode conduzir a transferéncia de carga, ocorrendo
homogeneamente em solu¢do ou heterogeneamente na superficie do eléctrodo. De modo a
assegurar a electroneutralidade, ocorrem duas ou varias reacgdes de transferéncia de carga
em direccdes opostas. As reaccdes de transferéncia de carga heterogéneas estdo
normalmente separadas no espaco e correm geralmente em eléctrodos diferentes imersos

em solucdo numa célula electroquimica.

A maioria dos processos de transferéncia de carga envolve a transferéncia de
electrdes, sendo no caso mais simples de espécies oxidadas, O, e reduzidas, R, em solugdo

representada esquematicamente

O+ne- >R 2.1

onde a espécie O, recebe n electrdes para se transformar em R. O par O/R tem uma energia

associada, energia redox, Erqdox, que pode estar relacionada com o potencial de eléctrodo.
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Os electroes num eléctrodo (que € um condutor) tém um méaximo de energia distribuida em
torno do nivel de Fermi, Ef, sendo a volta deste que os electrdes podem ser fornecidos ou
recebidos. A aplicacdo de um potencial ao eléctrodo influencia o Ef, sendo os electrdes

transferidos de (reac¢do de redugdo) ou para (reac¢do de oxidagdo) o nivel de Fermi.

A célula electroquimica ¢ constituida por trés eléctrodos: o eléctrodo de trabalho
onde ocorre a reacgao electroquimica cujo potencial ¢ controlado através de um eléctrodo
de referéncia com a ajuda de um potenciostato e um eléctrodo auxiliar por onde flui a
corrente da célula electroquimica com o eléctrodo de trabalho através do electrdlito de
suporte. O eléctrodo de referéncia utilizado numa experiencia electroquimica deve possuir
uma impedancia elevada para que por ele ndo passe corrente mantendo o seu potencial
constante. Os eléctrodos estdo ligados no interior da célula electroquimica através do
transporte i6nico efectuado pelo electrolito de suporte e no exterior através de fios

condutores, para que seja possivel o transporte de carga.

Numa reac¢do electroquimica, ao ser aplicado um potencial bem definido ao
eléctrodo de trabalho, as espécies electricamente carregadas vao ser atraidas
electrostaticamente para a superficie do eléctrodo. Outras espécies presentes em solugao
podem também interagir com a superficie do eléctrodo de trabalho através da adsorcao,
pelo que para descrever um processo de eléctrodo ¢ necessario considerar o transporte de

espécies para a superficie do eléctrodo bem como a prépria reacgao de eléctrodo.

O movimento das espécies numa célula electroquimica, designado por transporte de
massa, pode ser devido a efeitos de difusdo (transporte de espécies devido a gradientes de
concentragdo), de convecgdao (movimento mecanico do fluido) e de migragdo (movimento

a interac¢do com campo eléctrico de particulas carregadas).

Em experiéncias electroanaliticas [91], a utilizagdo de um electrdlito de suporte em
grande quantidade permite negligenciar os efeitos de migracao. No caso da convecgdo (se
esta existir ¢ na maioria dos casos controlada exteriormente) ¢ considerado que ocorra
apenas numa camada nas proximidades da superficie do eléctrodo, designada por espessura
da camada de difusdo. Por seu turno, na proximidade da superficie do eléctrodo (camada
de difusdo) s6 ocorre transporte por difusdo. Uma representagdao esquematica dos processos

de eléctrodo conducentes a transferéncia de electrao pode ser encontrada na Figura 2.1.
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Figura 2.1 — Representacdo esquematica de um processo de transferéncia electronica
num eléctrodo. No diagrama encontra-se a sequéncia dos processos envolvidos.
Adaptado da Ref. [1].

No esquema da Figura 2.1 podem distinguir-se alguns parametros de elevada
importancia:
1) kq — coeficiente de transferéncia de massa associado ao processo de difusdo do

interior da solucao fora da camada de difusdo, para a proximidade da superficie do

eléctrodo. Este processo ¢ descrito pelas leis de Fick [262,263].

2) k. e k. — constantes de velocidade de transferéncia de carga das reacgdes
anodica e catddica, respectivamente. Estas constantes podem ser determinadas através

das expressoes de Butler-Volmer [264,265]:
ko = ko explaanF(E-E®)/RT)] (2.2)
ke = ko exp[-acnF(E-E®)/RT) (2.3)

onde k( ¢ a constante de velocidade padrdo da reaccao electroquimica; a, € o, sao 0s
coeficientes de transferéncia de carga anddico e catddico, respectivamente; E° ¢ o
potencial formal do sistema. Os valores de k, ¢ k. dependem do potencial e da

constante de velocidade padrdo, &y, podendo considerar-se duas situagdes extremas:

» ko >> kq — reacgdo reversivel. Para todos os valores de potencial, atinge-se um

estado de equilibrio na superficie do eléctrodo, sendo possivel aplicar a equagdo de
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Nernst para qualquer potencial. Em virtude da reac¢do ser demasiadamente rapida,
ndo ¢ possivel extrair qualquer informacao cinética. A corrente ¢ determinada
apenas pelas diferencas de energia electronica entre o eléctrodo e as espécies em

solugdo e a velocidade com que estas alcangam a superficie do eléctrodo;

» ko << kq — reacg¢do irreversivel. Quando sdo atingidos potenciais bastante
elevados para que ocorra a reaccdo, o transporte de massa ndo influéncia a
constante de transferéncia de carga, e o processo ¢ controlado pela cinética de

reaccao lenta.

3) Formacao da dupla camada electrolitica, que afecta a cinética das reaccdes de
eléctrodo [266,267]. A dupla camada electrolitica ¢ a regido interfacial entre o
eléctrodo e a solugdo onde ocorrem as reac¢des de eléctrodo, e apresenta a maior
diferenga de potencial no circuito eléctrico [91]. A designagdo de “dupla camada”
reflecte os primeiros modelos desenvolvidos para descrever esta regido. O conceito
basico consistia num ordenamento de cargas positivas ou negativas na superficie do
eléctrodo e num ordenamento em quantidade igual e de carga oposta na solucdo para
neutralizar a carga do eléctrodo. A constante de proporcionalidade entre o potencial
aplicado ao eléctrodo e a carga devida as espécies ordenadas na regido interfacial ¢ a

capacidade de dupla camada.

Os efeitos da dupla camada eléctrica na cinética das reacgdes de eléctrodo podem
ser minimizados através do uso de uma grande quantidade de electrdlito inerte sendo as
concentragdes das espécies electroactivas muito mais baixas (<5 mM). No caso da
utilizacdo de microeléctrodos, esta adicdo para muitos tipos de experiéncias ndo €

necessaria pois as correntes obtidas sdo muito pequenas.

Em todas as experiéncias electroquimicas, considera-se que o eléctrodo de trabalho
funciona como receptor de electrdes durante uma reaccdo de oxidagdo e a corrente
denominada de corrente anddica, I,, tem um valor positivo. No caso da reac¢ao de reducao
o eléctrodo de trabalho actua como dador de electrdes e a corrente, corrente catodica, /e,

tem um valor negativo.
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2.2. Técnicas voltamétricas

A voltametria consiste na medicdo da corrente que flui através do eléctrodo de
trabalho em fun¢do de um potencial aplicado. A aplicagdao deste potencial ao eléctrodo de
trabalho origina duas fracgdes de corrente: uma directamente relacionada com a
transferéncia de carga, corrente faradaica, Ir, € outra necessdria para organizar as
moléculas e i0es presentes na dupla camada do eléctrodo, a corrente capacitiva, Ic. A

corrente total registada é:
I, =1.+1; (2.4)

No decorrer de uma experiéncia voltamétrica, o potencial aplicado e a corrente
medida variam com o tempo. A curva de corrente em fun¢ao de potencial / = I(E) registada

denomina-se por voltamograma.

Neste trabalho, utilizaram-se duas técnicas de varrimento de potencial: voltametria
ciclica e voltametria de redissolu¢do anddica de onda quadrada, as quais se descrevem em

seguida.

2.2.1. Voltametria ciclica

A voltametria ciclica (Cyclic Voltammetry, CV) é muito utilizada como técnica
exploratoria do comportamento de compostos electroactivos € do mecanismo de oxidacao
e reducdo. Permite diagnosticar a reversibilidade de sistemas, assim como detectar a
presenga de passos quimicos associados a transferéncia de carga e verificar a ocorréncia de

adsorcao do reagente ou produtos nos eléctrodos [1,91].

Em CV, o potencial aplicado tem a forma de uma onda triangular, pelo que o
varrimento ¢ feito em duas direcgdes, conforme se mostra na Figura 2.2. O potencial
aplicado varia de forma linear a uma velocidade de varrimento constante, v = dE/d¢ entre
um potencial inicial, Ej, e um potencial Ey, escolhidos previamente. Apos ser atingindo um
determinado tempo, #, do inicio do varrimento de potencial, quando se atinge o valor Ey,x,
o sentido do varrimento ¢ invertido e ¢ varrido até E,. Normalmente o potencial de
inversdo corresponde ao valor maximo ou minimo do intervalo de potencial escolhido. O
varrimento prossegue variando sucessivamente entre Emax € Emin. O sentido do varrimento

podera ser negativo ou positivo.
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Figura 2.2 — Variacao do potencial com o tempo em voltametria ciclica: E; — potencial
inicial, Er— potencial final; E.x — potencial maximo (neste caso corresponde também ao
potencial de inversao, E)); Emin — potencial minimo; #, — tempo de inversao.

A corrente faradaica, devida a reaccdao de eléctrodo, ¢ registada na zona de
potenciais pré-definidos, intervalo escolhido de forma a que a reac¢do de eléctrodo possa
ser acompanhada, juntamente com uma corrente capacitiva. A dupla camada varia com o
varrimento de potencial, e a contribui¢do capacitiva aumenta com o aumento da velocidade

de varrimento.
Os parametros mais importantes em voltametria sdo:
a direc¢@o do varrimento de potencial,
a velocidade de varrimento;
o potencial inicial, £j;
o potencial maximo, Emax;
o potencial minimo, Epin;
o potencial final, E.

O grafico resposta intensidade de corrente em fungdo do potencial, voltamograma

ciclico, estd representado na Figura 2.3. Este voltamograma ciclico € tipico de um sistema

40



-
-

E

Figura 2.3 — Voltamograma ciclico de um sistema reversivel.

reversivel, podendo obter-se graficamente os pardmetros caracteristicos com relativa
facilidade. A forma da curva pode ser entendida da seguinte forma: ao alcancar o potencial
onde ocorre a reac¢dao de eléctrodo, a corrente sobe até atingir um maximo, corrente de
pico, onde a concentragdo da espécie electroactiva ¢ praticamente nula. Contudo, e devido
ao gradiente de concentracdo provocado pelo consumo desta espécie, a corrente comeca a

. . . . 1/2
diminuir, seguindo um perfil proporcional a 7",
Mecanismo de transferéncia electronica reversivel

Considerando uma reac¢do de transferéncia electronica simples de um sistema que

contém apenas em solugdo a espécie oxidada, O:
O+ne” >R (2.5)

a corrente faradaica observada depende da cinética e do transporte por difusao das espécies
electroactivas. A forma da curva da Figura 2.3 pode ser calculada matematicamente,

através da resolucao da 2* Lei de Fick para as espécies O e R
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oo]_ , 2’[o]
=D,
ot © ox? 26)
oR]_ , &°[R]
=D 2.
or " ox’ 7)
atendendo as condi¢des condic¢des fronteira [1]:
=0 x=0 [0]+=[0].» [R]+=0 (2.8)
>0 x—0 [0]+—[O]x [R]+—0 (2.9)
010 0[R
>0 x=0 D, L =D, R] =0 (2.10)
ox ), ox ),
o<\ E=E;—vt
(2.11)
A E=E;i—vt+v(t—2)\)

onde A ¢ o valor de ¢t quando o potencial ¢ invertido. Uma ultima condigdo fronteira
exprime o regime cinético da reaccdo de eléctrodo, sendo que no caso do sistema

reversivel € a equagdo de Nernst

o) _ exp{%(E—Ee')} (2.12)

R}

A solugao da 2* Lei de Fick considerando que a difusdo ¢ planar, pode ser expressa

na forma
I =-nF[0],(xDy0)"” x(o1) (2.13)

onde 6 = v(nF/ RT), o t = (Ei-E)(nF/RT), ¢ v é a velocidade de varrimento. Desta forma,
verifica-se que a corrente ¢ dependente da raiz quadrada da velocidade de varrimento. Os

1/2 r

valores de X(ot) em funcdo de n(E—E)],,) para uma difusdo planar e a também com

correcgao esférica estao tabelados, podendo ser consultados, p.e., em [1].

A solugdo para o valor maximo de corrente, I,, ¢ conhecida como a equagdo de

Randles-Sevcik [268,269] que a 25 °C, se resume a:

[=-2,69x10°n¥* 4DY*v"*[0] (2.14)

00

42



com A4 a area do eléctrodo em cm?, Do o coeficiente de difusdo da espécie em cm” s, [O].,
a concentracao da espécie oxidada no seio da solugao em mol cm” e v a velocidade de

. -1
varrimentoem V s .

Através da equacdo de Randles-Sevcik podem ser deduzidos os critérios de

diagnostico para uma reacg¢ao reversivel:
l. Iycv
2. E,independente de v
3. AEy=|Epa-Epc|=57,0/n (mV)
4. |Ep-Epp| = 56,6/n (mV)
5. pa!/ I =1
A aplicacdo dos critérios de reversibilidade permite calcular o nimero de electroes

envolvidos na reac¢do de transferéncia de carga. Se a reacgdo for reversivel, o potencial

formal de reducdo, E° ', pode ser estimado através de:

" Epc + Epa
2

o (2.15)

Estas condi¢des de reversibilidade tém que ser verificadas em simultaneo, nao
sendo possivel avaliar-se se um sistema €& reversivel apenas por uma qualquer das
condicdes ser satisfeita. Quando ndo sdo verificadas, o sistema pode ser considerado como

quasi-reversivel ou irreversivel, dependendo da extensdo da irreversibilidade.
Mecanismo de transferéncia electronica irreversivel

Se a velocidade de transferéncia electronica for lenta relativamente a escala de
tempo da experiéncia (e deste modo relativamente lenta a velocidade de transporte de
massa por difusdo) entdo, as concentragdes das espécies intervenientes na reac¢ao de
eléctrodo ndo sao Nernstianas. O efeito qualitativo sera um desvio do pico catddico para
potenciais mais negativos e do pico anddico para potenciais mais positivos. Assim, um
sistema que a baixa velocidade de varrimento se comporta como reversivel, pode mostrar-

se como nao-reversivel quando se aumenta a velocidade de varrimento.
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Os critérios de diagnostico para reacgdes totalmente irreversiveis sao [1]:
1. |E,— Epp| =47,7/(on") mV

OE,| 296
olgv| oan

2. mV

3. E,dependente de v

com n' o numero de electrdes transferidos no passo determinante, € o o coeficiente de

transferéncia de carga electroquimica.

O voltamograma ciclico de um sistema electroquimico irreversivel pode apresentar
picos de corrente que ndo tém associados quaisquer picos no varrimento inverso. A regiao
de escala de tempo (ou de v) intermédia entre a dos processos reversiveis e irreversiveis ¢
denominada de quasi-reversivel. No caso de sistemas quasi-reversiveis observa-se um pico
reverso mas, com AE, > 57/n mV. Se a = 0,5, para os processos de oxidacdo e redugio,

entao |Ipa /| = 1.

A forma do pico no voltamograma e os parametros associados podem ser expressos
por um parametro A que representa uma razdo cinética/transporte, e ¢ uma medida

quantitativa de reversibilidade:
a o N/2 “a) o W2

A=k, /(DE Do) =k, /(DY Ds o) (2.16)

Quando os coeficientes de difusdo das espécies oxidada e reduzida forem iguais,
i.e., Dr = Do = D, a equagao anterior resume-se a:
A=k,D"?c™""? (2.17)
0 que mostra que quando a velocidade de varrimento ¢ grande, ou seja, para valores de o
elevados, o grau de reversibilidade ¢ baixo, i.e., A tem um valor pequeno. Uma reaccdo ¢

considerada quasi-reversivel se a constante heterogénea padrao da reacgdo estiver no

intervalo 0,3 V2> k=2 %107 cm? s [1],com D = 10° cm?*st e T=25°C.

A constante de velocidade heterogénea padrdo, ko, pode ser estimada através do
parametro ¥ [270] que relaciona o grau de reversibilidade com a separagdo entre os picos

anodico e catodico:
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¥ =An'"? (2.18)
pelo que

— (DO/DR)IZ/ZkO
[Domv(nF /RT)]"

(2.19)

Este pardmetro ¥ encontra-se tabelado em [1] considerando o=0,5.

Se um reagente ou produto da reaccdo de eléctrodo for adsorvido na superficie do
eléctrodo a forma da onda voltamétrica ¢ diferente da apresentada na Figura 2.3, resultando

em outros conjuntos de expressoes matematicas para a sua descricao e entendimento [1].

A voltametria ciclica foi utilizada ao longo deste trabalho para caracterizar os
eléctrodos de filme de carbono quanto a sua janela de potencial, determinagdo das
constantes heterogénea padrao para a reaccao de sistemas redox antes e apds a aplicagao de
pré-tratamento electroquimico. Utilizou-se esta técnica também para estudar a influéncia
da modificagdo dos eléctrodos com filmes de Nafion, de bismuto e de nanotubos de

carbono [7-12].

2.2.2. Voltametria de onda quadrada

A voltametria de onda quadrada (SWV — Square Wave Voltammetry) surgiu nos
anos de 1950 com os trabalhos de Bakker e seus colaboradores [271,272], mas pouco
utilizada nessa altura devido principalmente a limitagdes instrumentais (a SWV ¢ uma
técnica rapida que exige um rigoroso controlo electronico). Com o progresso tecnoldgico,
esta técnica passou a ser considerada importante em electroandlise. A forma da onda de
potencial e a resposta tipica de um sistema reversivel estdo representados na

Figura 2.4 [1,273-275].

Em SWV, a forma da onda utilizada combina uma onda quadrada de impulso AE,
de larga amplitude com uma escala de potencial com degraus de amplitude AE;. O
resultado ¢ uma corrente que pode ser obtida a elevadas velocidades efectivas de
varrimento. Devido & construcdo da onda, durante cada ciclo de frequéncia /= 7', um
impulso de potencial positivo ¢ aplicado ao eléctrodo durante a primeira metade do ciclo

seguindo-se a aplicagdo de um impulso de potencial negativo na restante metade.
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Figura 2.4 - SWV. (A) Esquema de aplicag@o de potenciais; (B) Resposta tipica.

A amostragem de corrente ¢ efectuada imediatamente antes do final de ambos os
impulsos, positivo e negativo, em cada ciclo (pontos 1 e 2 na Figura 2.4(A)). A corrente
total, A/ ou /; registada corresponde a diferenca entre a corrente /(1) registada no final do
impulso de potencial directo — corrente directa (I —forward current), e a corrente 1(2)
registada no final do impulso inverso — corrente inversa (I, — backward current). Como
1(2) tem sinal contrario a /(1), para sistemas reversiveis Al = I(1) — I(2) ¢ maior do que

1(1), Figura 2.4(B).

Em SWYV o regime de pequenos impulsos simétricos € o tipo de amostragem de
corrente faz com que a diferenca de corrente Al seja zero para uma espécie electroactiva
que se encontre em condi¢des de corrente limitada por difusdo. Isto permite, por exemplo,
ajudar a remover a corrente devida a redug@o do oxigénio dissolvido, possibilitando desta
forma a realizagdo de determinagdes electroanaliticas sem necessidade de desoxigenagdo

da amostra, tornando a analise menos morosa ¢ menos dispendiosa.

Em relagdo a outras técnicas de impulso de potencial (como a voltametria de
impulsos normal e de impulsos diferencial) que funcionam com velocidades de varrimento
efectivas de 1-10 mV s™', na SWV a velocidade de varrimento equivalente pode atingir

1 Vs Este facto confere mais algumas vantagens 2 SWV como técnica analitica, em
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termos de rapidez de anélise, de menor consumo de reagente e da diminui¢ao de problemas

associados ao bloqueamento da superficie do eléctrodo.

A técnica de SWV foi associada neste trabalho a voltametria de redissolucao

anoddica para a determina¢do de metais pesados.

2.2.3. Voltametria de redissolugao

A voltametria de redissolugdo (SV- stripping voltammetry) ¢ uma excelente técnica
para a determinagdo de espécies quimicas de nivel vestigial e tem sido vastamente aplicada
para esse fim em diversos tipos de matriz: em meios naturais como a agua de rios, lagos,
etc. e em matrizes alimentares, biologicas e farmacéuticas. E uma técnica que combina um
passo de acumulagdo, pré-concentracdo, do analito no eléctrodo de trabalho com a
aplicacdo de um varrimento que permita a reacgdo electrodica da espécie acumulada

originando o sinal analitico.

A SV apresenta, entre outras, as vantagens de um baixo limite de deteccao
(~10"° = 107" M), capacidade de analise e especiagio de multi-elementos, possibilidade de
medicdes in-situ, ¢ considerada uma técnica simples e de relativo baixo

custo [1,84,94,261,276].

A voltametria de redissolugdo baseia-se em dois passos: o de pré-concentracdo e o
de redissolucdo. No primeiro ¢ efectuada uma pré-concentragdo por deposicao ou adsor¢ao
das espécies no eléctrodo durante um determinado periodo de tempo (etapa que ocorre sob
controlo do potencial ou em circuito aberto). No segundo passo, o material depositado ¢
redissolvido na solugdo através de uma técnica de varrimento de potencial, registando-se
um pico de corrente que ¢ proporcional a concentracdo da espécie [1]. Em alguns casos ¢
necessario realizar uma etapa intermédia em que se efectua uma mudanca para um meio

electrolitico inerte apds o passo de pré-concentragao.

As trés técnicas mais comuns de SV s3o a voltametria de redissolucao anddica
(ASV  — anodic stripping voltammetry), voltametria de redissolucdo catddica
(CSV — cathodic stripping voltammetry) e voltametria de redissolu¢do com acumulagdo

adsortiva (AdSV — adsorptive stripping voltammetry).
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Voltametria de redissolucdo anodica (ASV)

A voltametria de redissolu¢do anodica ¢ utilizada para a andlise de catides em
solugcdo, nomeadamente de catides de metais pesados. O passo de pré-concentragdo
envolve um processo catddico durante um determinado periodo de tempo por aplicacdo de
um potencial conveniente, em que a espécie quimica € reduzida ao estado zero de oxidacao
da solugdo para a superficie do eléctrodo de trabalho formando uma amalgama no caso do
eléctrodo de trabalho ser um eléctrodo de mercurio (gotejante ou de filme de merctrio) ou

uma camada adsorvida quando o eléctrodo de trabalho ¢ um eléctrodo sélido:
M"" + ne’ — M(Hg) (2.20)

Esta etapa ¢ normalmente realizada em regime de convecgao forgada. O eléctrodo ¢
mantido a um potencial catédico por norma superior em cerca de 0,4 V ao potencial padrao
da espécie em solugdo que mais dificilmente ¢ reduzida. O tempo de deposi¢ao requerido
depende da concentragdo da espécie em solugdo, sendo comum o uso de periodos 1 a
10 min de deposi¢cdo para determinacao de espécies num intervalo de concentragdo entre

10" Ma 10° M [261].

No final da etapa de pré-concentracdo, o regime de conveccdo forgcada ¢
interrompido, aguardando-se 10 a 15s, tempo de equilibrio, onde sdo estabelecidas
concentragdes uniformes e eliminadas as correntes de conveccdao. Apds este periodo de
tempo, aplica-se um potencial suficientemente positivo para que ocorra a oxidagcdo da

espécie quimica depositada:
M(Hg) — M™ + ne’ (2.21)

Podem ser aplicados diferentes perfis de variagdo de potencial durante a etapa de
redissolu¢do, incluindo varrimento linear, impulso de diferencial, onda quadrada, degrau
de potencial, ou técnicas de corrente alternada. Um destes perfis de potencial vastamente
utilizado ¢ o de onda quadrada pelo que a técnica de redissolu¢do ¢ frequentemente
denominada por votametria de redissolugdo anodica de onda quadrada (SWASV — square-
wave anodic stripping voltammetry). A resposta registada, I vs E, permite qualificar e
quantificar os ides metalicos presentes em solucdo, dado que a cada ido corresponde um

potencial bem definido ¢ a intensidade de pico esta relacionada com a concentragdo.
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Figura 2.5 — ASV: modo de aplicacdo do potencial em fung¢do do tempo,
e voltamograma resultante.

Na Figura 2.5 mostram-se esquematicamente as etapas de uma experiéncia de ASV,

bem como a resposta tipica obtida para o caso de dois ides metalicos.

A grande sensibilidade da técnica de SV esta relacionada ndo s6 com a pré-
concentragdo dos ides mas também com a técnica de varrimento de potencial utilizada no
passo de redissolugdo. A grande vantagem de se utilizar onda quadrada € o facto de esta ser
uma técnica bastante rapida pelo que ndo é necessario remover o oxigénio da solugdo para
efectuar uma andlise de SWASV, o que implica menor tempo dispendido [84,94,277,278].
A técnica de SWASV foi utilizada neste trabalho para determinacdo dos 10es metalicos
cadmio, chumbo e zinco, em eléctrodos de filme de carbono de 2 Q estudando-se a
influéncia na electroanalise destes ides da modificagdo dos eléctrodos com filmes de

Nafion e de bismuto, bem com a de tensioactivos em solucao [7-10].

2.3. Cronoamperometria

A cronoamperometria (CA — Chronoamperometry) ¢ uma técnica em que se aplica
um degrau de potencial ao eléctrodo de trabalho e ¢ registada a resposta de corrente em

funcao do tempo [1,261].
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Figura 2.6 — (A) Representagdo esquematica do duplo degrau de potencial e (B) evolugao
da corrente com o tempo (cronoamperograma). Adaptado da Ref. [261].

Numa experiéncia de cronoamperometria, varia-se o potencial do eléctrodo de
trabalho de Ej, potencial onde ndo ocorre a reac¢do faradaica, até um valor de potencial, Ej,
onde a superficie do eléctrodo a concentracdo das espécies electroactivas ¢ nula, ou seja,
potencial onde ocorre a reaccdo de transferéncia de carga. Este potencial Es pode ser
mantido até ao final da experiéncia, ou no caso de uma experiéncia de cronoamperometria
de degrau duplo de potencial, ser um valor E; obtido por nova aplicagdo de um degrau de
potencial apos decorrido um tempo t da aplicagdo de potencial inicial, como mostrado
esquematicamente na Figura 2.6(A). A resposta ¢ um transiente corrente-tempo,

Figura 2.6(B).

O degrau de potencial aplicado origina uma corrente instantanea como resultado da
reducdo de O para R. A corrente esta limitada por difusdo e varia com o tempo. Para um
eléctrodo plano, uniformemente acessivel as espécies electroactivas do seio da solugdo, o
resultado da variagcdo da corrente com o tempo calculada através da resolucdo da 2* Lei de

Fick com condig¢des fronteira apropriadas [1,259,261] € a equagdo de Cottrell [279]

nFAD" ’c,

com [/ a corrente medida no tempo ¢ num eléctrodo de area A4, que ¢ directamente

proporcional a concentracao das espécies electroactivas no seio da solugdo, ¢, As outras
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constantes na equagao sao: J e D o fluxo e o coeficiente de difusdo da espécie electroactiva

e F' a constante de Faraday. Verifica-se, desta forma, que
I=Kt"? (2.23)

ou, seja, a corrente diminui com 1'%, Deste modo, a equagao de Cottrell para um eléctrodo

planar afirma que o produto de Ir'?

¢ uma constante K, desde que a reacgdo seja
controlada por difusdo. Efeitos provocados pela conveccao natural e outros que perturbem
o gradiente de concentragdo ndo podem ser descartados ap6s um determinado tempo critico
que pode variar de uns segundos a varios minutos dependendo da disposi¢ao experimental
do sistema. Estes efeitos provocam um desvio ao comportamento definido pela equagao de
Cottrell. Do ponto de vista experimental, ha que ser considerado também que para

pequenos valores de ¢ ocorre uma contribui¢do capacitiva para a corrente, que tem que ser

subtraida [1].

Neste trabalho utilizou-se a técnica de cronoamperometria no desenvolvimento de

biossensores para a glucose e etanol [12,13]

2.4. Espectroscopia de impedancia electroquimica

Os primeiros trabalhos publicados sobre espectroscopia de impedancia
electroquimica (EIS — Electrochemical Impedance Spectroscopy) remontam ao inicio da
década de 1970 [280]. Inicialmente, a EIS foi aplicada na determinag@o da capacitancia da
dupla camada eléctrica ¢ em analises polarografias no modo ac, sendo que a utilizagao
mais corrente no presente momento € na caracterizacdo de processos de eléctrodo e de
interfaces mais complexas. As aplica¢cdes mais comuns de EIS sdo em estudos de corrosao,
de membranas, de sélidos i6nicos, de electrdlitos sélidos, de polimeros condutores, e da
interface liquido/liquido [1]. O campo de aplicagdo desta técnica estende-se a varios
sistemas, entre eles, eléctrodos cobertos com filmes poliméricos electroliticos, solugdes
contendo liquidos imisciveis, eléctrodos selectivos, eléctrodos cobertos com filmes finos

de 6xidos inorganicos, entre outros.

A técnica proporciona informagdes sobre as diferentes constantes de tempo
associadas aos processos electroquimicos que ocorrem na interface dos eléctrodos, porém

apesar da sua vasta aplicabilidade no estudo das propriedades electroquimicas de materiais,
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a aplicacdo da EIS na caracterizagdo de sensores electroquimicos foi muito pouco
explorada inicialmente. Nos ultimos anos tem-se assistido a um aumento significativo no

numero de trabalhos relacionados a este tema.

Na técnica de EIS ¢ aplicada uma pequena perturbagdo ao eléctrodo de trabalho e
registada a sua resposta. O sinal aplicado ao eléctrodo baseia-se em corrente alternada, ac.
Usualmente, a perturbacdo ¢ aplicada no potencial, sendo medida a corrente
resultante [281]. No entanto, esta perturbag¢do pode também ser da corrente aplicada ou, no
caso da utilizagdo de eléctrodos hidrodinamicos, da velocidade de convecgao [1]. Esta
pequena perturbacdo traz vantagens para a resolucdo das equagdes matematicas que
permitem a descri¢ao dos fenomenos envolvidos na aplicagdo da EIS, dado que ¢ possivel
utilizar formas-limite destas equacdes, que sdo normalmente lineares. Além disso, o
sistema ¢ perturbado apenas proximo do equilibrio, enquanto nos métodos descritos de
varrimento linear, o sistema ¢ perturbado longe do equilibrio. A palavra impedancia ¢

utilizada para descrever uma resisténcia obtida através de métodos ac. A lei de Ohm

utilizada para descrever a relagdo entre potencial e corrente ¢ dada pela expressao
E=IR (2.24)

em que £ ¢ o potencial, em V, que atravessa uma resisténcia, R, em Q, e resultando uma
corrente, /, em A. No caso de se tratar de um sinal de corrente alternada, a resposta de um

circuito a um regime for¢ado sinusoidal ¢ dada através da lei de Ohm generalizada

E=1Z (2.25)
1

[=—E=YE (2.26)
z

onde Z ¢ a impedancia do circuito , medida em Q, e ¥ ¢ a admitancia.

Do conceito de corrente alternada sabe-se que o potencial e a corrente variam com
o tempo e sdo, normalmente, representados por uma onda sinusoidal. A Figura 2.7 mostra
um grafico tipico de uma onda de potencial aplicado e a corrente eléctrica de um circuito
de corrente ac. A resposta a perturbagdo aplicada pode deferir em fase e amplitude do sinal
aplicado. A medicdo da impedancia, ou seja, a quantificagdo da diferenca de fase e de

amplitude do sinal permite, analisar um processo de eléctrodo no que diz respeito as
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Figura 2.7 — Forma da curva ac para o potencial aplicado (F) ¢ a resposta de corrente (/)
obtida. Adaptado da Ref. [281].

contribuicdes da difusdo, da cinética, da dupla camada, de reac¢des homogéneas

acopladas, entre outros.
Considerando o sinal de potencial sinusoidal aplicado a interface eléctrodo/solugdo
E(t)= E,sin(w?) (2.27)

em que o é a frequéncia angular da perturbagio, w = 2nf (rad s™), onde /¢ a frequéncia da
perturbagdo. A resposta gerada pela interface ¢ desfasada de um angulo ¢ relativamente a

perturbagdo, pelo que
1(t)=1,sin(wt+¢) (2.28)

A impedancia, Z, ¢ o factor de proporcionalidade entre £ e /. As impedancias
consistem em resisténcias, reactancias (derivadas de elementos capacitivos) e
indutancias [1]. Dado que a impedancia ¢ uma grandeza complexa, a sua representagcdo

pode ser feita de diversas formas.

Atendendo a equagao generalizada da lei de Ohm para um sistema, pode escrever-

se:
E E, sin(w?)
Z=—=-0 = \7"
I, sin(w?+9) (2.29)
e recorrendo a formula de Euler pode escrever-se
E exp(jco t) .
Z="2——2" 7 _=\Zlexp(— jo 2.30
I, explj(w+9)] [Zlexpl-Je) (2.30)
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onde j =(-1)1/2.

A impedancia no plano complexo, plano de Argand, ¢ expressa em fungdo da sua
parte real, Z', e da sua parte imaginaria, Z"”, analoga a representacdo de um nimero

complexo, sendo que:
Z=7+j7" (2.31)

As representacdes em exponencial e em plano complexo, que se mostram no

diagrama da Figura 2.8, relacionam-se entre si através das seguintes relagdes:

z|=(z2+22)" (2.32)
o= arctan; (2.33)
Z'= |Z|cos ® (2.34)
Z"=|Z|sing (2.35)

As representacdes de impedancia em coordenadas polares, ou seja, lg |Z] e angulo
de fase, 0 = (wt — (wt + ¢)) = - ¢, em funcdo de lg f, designadas por diagramas de Bode,

sao também muito usuais [1,281]. A grande vantagem dos diagramas de Bode ¢ que torna

_ZII ‘

.

VA

Figura 2.8 — Representacdo esquematica da impedancia na forma exponencial ¢ no plano
complexo para uma reaccao de eléctrodo. Adaptado da Ref. [282].
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Figura 2.9 — Diagramas de Bode para um eléctrodo de filme de carbono modificado com
Nafion em solugdo tampao acido acético/acetato de soédio 0,1 M pH 4,3.

mais clara a contribui¢do dos varios constituintes do sistema para o espectro de impedancia
global, enquanto os diagramas de plano complexo revelam melhor a natureza desses
constituintes, i.e., se sdo resisténcias, condensadores, ou outros elementos. Na Figura 2.9
estdo representados os diagramas de Bode obtidos para um eléctrodo de filme de carbono
modificado com Nafion em solu¢do tampao acido acético/acetato de sodio 0,1 M pH 4,3,

aplicando-se um potencial de —1,0 V vs. SCE.

De uma outra forma semelhante aos diagramas de Bode e ndo tdo usual quanto
estes € a representacdo da parte imaginaria da impedancia em fungdo do Ig f. Neste caso a
determinagdo dos coeficientes angulares das rectas obtidas tanto para a componente
imaginaria —Z" quanto a real Z' em relagdo a frequéncia, fornecem informagoes acerca do
tipo de difusdo existente no sistema. Se a difusdo for linear o coeficiente ¢ proximo a 0,5,
obedecendo a uma funcdo de Warburg que representa a impedancia electroquimica dos
processos Nernstianos. Para valores superiores a 0,5, a funcdo de Warburg ja ndo tem
validade, dado que as espécies electroactivas difundem-se em campos de difusdo bi ou tri-
dimensionais. O modelo de descri¢ao de processos difusivos em 2 ou 3 dimensdes foram

abordados por Beaunier et al. [283].

Em principio, qualquer célula electroquimica pode ser representada por um modelo
eléctrico. Assim, uma interface eléctrodo/electrdlito na qual ocorra uma determinada

reaccdo electroquimica serd analoga a um circuito eléctrico formado por um conjunto de
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resisténcias, condensadores e indutores. E nesta analogia que reside uma das principais
vantagens da impedancia electroquimica, ja& que torna possivel a caracterizacdo de um
sistema electroquimico através do circuito eléctrico equivalente. Outros elementos podem
ser adicionados a estes circuitos como € o caso do elemento de Warburg e o elemento de

fase constante.

O objectivo da técnica sera entdo medir os valores de Z'e Z" para perturbagdes com
varias frequéncias e propor um circuito equivalente mais proximo da realidade fisica que
apresente a mesma resposta. No entanto, um determinado sistema pode originar varios
circuitos equivalentes validos, pelo facto de que dois ou mais circuitos apresentarem
respostas idénticas ou os resultados obtidos nas experiéncias de EIS poderem ser ajustados
a varios circuitos equivalentes. Por esta razdo, ¢ importante a escolha de um circuito

eléctrico equivalente em que os elementos apresentem significado fisico [281].

O circuito equivalente mais simples designado por circuito de Randles [284] esta
representado na Figura 2.10, ¢ constituido por uma resisténcia que corresponde a
resisténcia da célula, Ro, um condensador, que representa a dupla camada eléctrica, Cqgj, €
uma impedancia faradaica resultante dos processos de eléctrodo. Esta impedancia faradaica
¢ resultado de uma combinacdo em paralelo das impedancias das reac¢des catddicas, Z, €
anodicas, Z,. A resisténcia Rg ¢ o resultado das resisténcias do electrolito, dos cabos de

ligacdo e dos eléctrodos.

Cdl IC
] 1 —_—
R, ]
AN I —
— —_—
I+ I Z

Figura 2.10 — Circuito de Randles para para um processo de eléctrodo simples.
Adaptado da Ref. [1].

Considerando uma reacgao de eléctrodo simples, os processos envolvidos sdo como
ja referido anteriormente, o transporte de massa e a transferéncia de carga. A reacgdo de

eléctrodo pode ser descrita através da impedancia faradaica, Zr (soma das impedancias
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devidas a transferéncia de carga, Ry, € ao transporte de massa, Zyw, designada por

impedancia de Warburg),
Z, =R +Z, (2.36)

Nesta equacao, a componente R ¢ definida como a resisténcia a remog¢ao ou adi¢do de um
electrdo de uma espécie quimica, a potencial constante, € Zw ¢ a soma das impedancias
relacionadas com o transporte de massa das espécies oxidantes e redutoras. Usando

transformadas de Laplace e apos algum célculo matematico, Zy pode escrever-se como

12

Z, =00 —jo'afl/2 (2.37)

em que o ¢ o coeficiente de Warburg.

A expressdo para o circuito equivalente de Randles completo é:

-1/2
R, +ow

7 _
(Cdlacol/2 +1)2 +a)2C§l (RCt +ow™? )2

Randles — RQ +

2 P -
,a)Cdl(Rct—i-aa) 1/2) +0°Cy + 0w V2

(Cdlcra)l/2 + 1)2 + wszl (Rct +ow™? )2

(2.38)

O grafico em plano complexo (grafico de Sluyters ou Cole-Cole) de um processo de

eléctrodo simples esta representado na Figura 2.11.

A expressao (2.31) pode ser simplificada quando consideradas suas situagdes
limite:
= w— 0, i.e., em frequéncias baixas, a reac¢ao ¢ controlada por difusdo, e a
impedancia do sistema ¢ a de Warburg. No espectro de plano complexo da Figura 2.11
obtém-se uma recta de declive unitario, com 6 = m/4 e a intercep¢do no eixo real

2
Ry +R,—20°Cy.
= w— oo, frequéncias elevadas, o controlo ¢ puramente cinético e Ry >> Zw:

LR GRS
22 p2 J 22 p2
1+0’CaR;  ~ 1+ w’CiR

ct

Z-R, (2.39)

ou,
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A representagdo no plano complexo da Figura 2.11, origina um semicirculo de raio

R./2, e as intercepgdes no eixo real sdo R € (RotRc).

7" 4 Controlo Controlo por
cinético transferéncia
de massa
w
e
Rq*R/2
| -
R, g);’éd Ro+Ry 4
dl

Figura 2.11 — Espectro de impedancia no plano complexo para um processo de
eléctrodo simples. Adaptado da Ref. [1].

Muitos processos de eléctrodo sdo mais complexos e a sua a analise através de EIS
revela-se mais complicada do que a apresentada até ao momento. Um outro factor a ter em
conta esté relacionado com a dependéncia da impedancia de uma interface na sua estrutura
microscopica o que no caso de um eléctrodo sélido, pode influir significativamente na
forma dos espectros de impedéancia. Nestes eléctrodos sdo normalmente observados
desvios a idealidade, pelo que o circuito eléctrico equivalente ndo pode ser apenas
representado por uma resisténcia ¢ um condensador (capacitancia da dupla camada). A
impedancia nestes casos passa a ser descrita por um elemento de fase constante, CPE -
constant phase element, que da conta dos varios elementos RC em paralelo que seriam
necessarios para compreender todos os processos, € ajustar os dados de impedancia destes

eléctrodos. Em sistemas reais deste género, o CPE representa um condensador ndo ideal
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cuja capacitancia ¢ dada por

Ocp =b(iC)" (2.41)

onde b ¢ uma constante de proporcionalidade.

Foi demonstrado que para eléctrodos porosos, o parametro de rugosidade a pode
variar entre 0,5 e proximo de 1. Eléctrodos lisos apresentam o valor a=1 e o CPE ¢ a de um

condensador ideal [285].

2.5. Microscopia de forgca atomica

A microscopia de forca atomica (AFM, atomic force microscopy) ¢ uma técnica de
varrimento por sonda baseada na interac¢ao entre a amostra e a ponta de anélise, tendo sido
desenvolvida por Binnig, Quate ¢ Gerber em 1986 [286]. A existéncia de tais interacgdes
foi detectada em estudos de microscopia de tinel de varrimento. Um brago mecanico
permite detectar deflexdes resultantes da interac¢do de curto alcance do tipo exponencial
entre os atomos da ponta e os da amostra, sendo as forgas envolvidas da ordem dos 107 a

10 N.

A montagem tipica de um AFM encontra-se representada na Figura 2.12, sendo
composta pela sonda e componentes de varrimento e detec¢do. Sistemas auxiliares de
controlo automatizado e de imagem sdo também empregues, assim como equipamento de

estabilizacdo antivibragao.

O sistema de sonda ¢ um dos mais importantes para esta técnica, sendo constituido
pela ponta e um braco deflector. A escolha e montagem deste sistema ird condicionar a
sensibilidade e resolugdo do aparelho, sendo habitualmente utilizadas pontas de Si e SizNy.
Uma condigdo importante do braco da sonda ¢ a sua elevada frequéncia de ressonancia, por
forma a que vibragdes indesejadas sejam eliminadas. A detec¢ao da deflexdo tem de ser
bastante sensivel para que pequenas variacOes sejam registadas. Para a deteccdo das
oscilagdes do braco sdo empregues sistemas baseados em efeito de tinel [286],
interferometria, capacitncia, piezoresisténcia, piezoelectricidade e deflexdo oOptica por
laser [287]. No caso particular do sistema utilizado foi empregue a deflexdo Optica por

laser, onde a radiagdo ¢ redireccionada para um fotodetector por um conjunto de espelhos.
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Figura 2.12 — Montagem tipica de um AFM.

Finalmente o sinal eléctrico ¢ obtido por dois fotodiodos separados por 10 um o que
permite a deteccdo de radiacdo de comprimentos de onda diferentes. A deflexdo do braco

torna-se proporcional a diferenca de sinais dos dois fotodetectores.

As técnicas de AFM podem ser classificadas quanto ao modo de actuagdo da ponta
de analise: de contacto e de forca dinamica. Esta ultima ¢ ainda dividida em nao-contacto e
de contacto intermitente. No AFM de contacto, sendo a técnica mais usual e utilizada neste
trabalho, a ponta efectua um varrimento com contacto continuo na amostra. Em termos
praticos, a deflexdo do braco é mantida constante através da aplicagdo de uma forga
consoante a regido em estudo. Esta variante ¢ designada por modo de imagem de forga

constante (Constant Force Imaging).

A aplicagdo do modo de contacto com for¢ca constante requer algum estudo e
adaptacdo da intensidade das forgas empregues [288]. Esta escolha ird possibilitar uma
melhor qualidade das imagens obtidas, através da minimizagao das forcas de adesdo bem
como diminuindo possiveis danos na amostra. Na Figura 2.13 encontra-se um grafico
tipico da for¢ca em funcdo da distancia da ponta de analise. Numa primeira fase, A, a ponta
¢ aproximada da amostra, o que numa situagao ideal corresponderia a uma interac¢ao nula.
No entanto, devido a interacgdes de longo alcance do tipo atractivas, o brago apresenta

uma ligeira deflexdo. A deflexdo, designada por eldstica, pode ser determinada pela lei de
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Figura 2.13 — Grafico tipico da for¢a em funcdo da distancia da ponta de
analise de AFM. Adaptado da Ref. [289].

Hook, considerando as constantes de mola caracteristicas do material. Na regido seguinte,
B, o aumento das interac¢des atractivas suplantam o valor da forca elastica do braco,
forcando o contacto com a amostra. Atingido o valor maximo de repulsdo, o sistema de
varrimento faz com que a ponta se separe da amostra, existindo for¢as de capilaridade e de
adesdo. No momento em que as forgas de adesdo sdo inferiores a forca eldstica do brago,

este separa-se da superficie.

Comparativamente com outras técnicas de estudo de morfologia do tipo STM, o
AFM pode ser utilizado em amostras semicondutoras ou mesmo isoladoras [290], uma vez
que nao depende de contactos eléctricos ou de conducdo de corrente. Dado que ¢ baseado
em interac¢Oes intermoleculares, tem sido utilizado recentemente no estudo de adesao de
moléculas bioldgicas a superficies e de manipulagdo molecular. No entanto, o AFM
apresenta também algumas limitagdes [288]. E conhecido que todos os materiais formam
camadas mais ou menos espessas de bolsas de ar e de moléculas de agua na sua superficie.
A existéncia de tais perturbacdes faz com que a ponta de andlise em AFM de contacto seja
deflectida para mais proximo da superficie em resultado das forcas de adesdo e
electrostaticas, provocando forgas laterais e normais de elevado valor que tendem a limitar

a resolugado da instrumentacgao.
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2.6. Microscopia de Raman confocal

A classe de técnicas espectroscopicas do tipo Raman tem como base o efeito com o
mesmo nome descoberto em 1928. Apesar de ter sido referenciado no inicio do século XX,
s0 cerca de 50 anos mais tarde surgiu o primeiro microscopio, € o primeiro estudo de
eléctrodos metalicos foi reportado por Fleichmann ef al. [291]. A versatilidade da técnica
associada ao desenvolvimento do equipamento associado permitiu a aplicacdo em diversas

areas, p.e., [292,293].

Quando uma amostra ¢ incidida com radia¢ao observam-se dois efeitos ao nivel dos
fotdes dispersos. O primeiro, € dominante, ¢ o do espalhamento eléstico dos fotdes com o
mesmo comprimento de onda e energia dos incidentes, sendo conhecido por espalhamento
de Rayleigh, representado na Figura 2.14. O segundo, que ocorre em cerca de 1 em
10° fotdes, envolve um espalhamento ineldstico, também conhecido por efeito de Raman,
podendo ocorrer na regido de Stokes ou anti-Stokes. A radia¢do incidente promove a
excitagdo da molécula ou 4&tomos da amostra para um estado virtual, relaxando em seguida
para um estado de energia superior ao inicial, espalhamento Stokes-Raman. Esta transi¢ao
leva a emissao de um fotdo de energia inferior aos incidentes, sendo a energia distribuida
pelos graus de liberdade dos atomos da amostra. A regido anti-Stokes ocorre com a

relaxacdo para o estado fundamental, sendo menos intensa que a regido Stokes.

Estados virtuais

=1

-
IR
4 v=0
Espalhamento  Espalhamento Espalhamento
Rayleight Stokes-Raman anti Stokes-Raman

Figura 2.14 — Diagrama esquematico dos tipos de espalhamento originados
por absorcao de energia.
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Figura 2.15 — Diagrama esquematico de Raman confocal.

A base das técnicas de Raman consiste na irradiacdo da amostra com um feixe de
luz ou um laser monocromatico intenso. A radiagdo dispersa pela amostra ¢ analisada com
o auxilio de monocromadores e lentes, por forma a remover a componente de
espalhamento de Rayleigh. A grande dificuldade desta técnica reside neste ponto, uma vez

que o espalhamento espontaneo de Raman ¢ dificil de ser detectado.

No caso particular da espectroscopia de Raman confocal, representado
esquematicamente na Figura 2.15, utilizada neste trabalho, o espectrometro ¢ acoplado a
um microscopio Optico, sendo conhecida também por optical sectioning. Para isso ¢
colocada uma abertura no plano confocal terminal do microscdpio, o que ird promover um
aumento da resolugdo espacial lateral e axial [294], podendo ser usadas em amostras
transparentes ou transliicidas. O componente confocal inclui ainda um filtro que permite

uma melhoria do sinal gaussiano de entrada.

O Raman confocal apresenta grandes vantagens, sendo duas das mais importantes a
a andlises in vivo, ndo destrutiva, e a obtencdo de sinal em locais pequenos no interior de
uma amostra independentemente do tamanho do mesmo. Duas vantagens menos Obvias
podem também ser referenciadas. Em primeiro, o aumento da resolucdo axial e lateral por

um factor de dois relativamente a uma técnica padrao. A segunda ¢ a rejeicao da radiacao
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parasita e de fluorescéncia. No primeiro caso deve-se a existéncia de um diafragma opaco
antes do pinhole. No caso da radiagdo fluorescéncia deve-se a focagem do laser num
pequeno ponto fazendo com que o fluxo do laser no volume de amostragem seja
suficientemente elevado para que a velocidade de supressdo de fluorescéncia ocorra numa

fraccdo de tempo muito inferior a técnica convencional de Raman.

Para além da analise morfologica de superficies, o Raman confocal tem sido
empregue em electroquimica, por exemplo, no estudo da electrodeposi¢cdo de cobre in situ

e na difusdo de sais de litio nos polimeros de baterias de litio [295].

O mapeamento por Raman confocal da amostra pode ser obtido bastando que o
equipamento permita um movimento da microsonda no plano da amostra. Esta técnica
permite um conhecimento da regido de interesse da amostra, tendo como limitacdo o

alcance da microsonda e o limite de difrac¢do do ponto em andlise.
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CAPITULO 3

EXPERIMENTAL







Neste capitulo descreve-se o procedimento experimental, incluindo a preparagdo
dos eléctrodos de filme de carbono, célula electroquimica, instrumentos de medicao,

solucdes, e metodologias envolvidas na preparacao e modificagao dos eléctrodos.

3.1 Reagentes e solugodes

Todas as solugdes foram preparadas com reagentes de qualidade analitica e com
agua ultrapura de resistividade >18 MQ cm obtida através de um sistema Millipore

Milli-Q, Millipore Corporation, EUA.

Para a modificacdo dos cléctrodos de filme de carbono foram utilizados Nafion
(5% em etanol) e vermelho neutro da Aldrich, Chemie GmbH&Co KG, Steinheim,
Alemanha; nitrato de bismuto (III) da Sigma, Alemanha; CuCl,*2H,0 and K;Fe(CN)g da
Merck, Alemanha; 3-glicidoxipropiltrimetoxisilano, metiltrimetoxisilano, cuja estrutura
estd representada na Figura 3.1, da Aldrich, Chemie GmbH&Co KG, Steinheim,
Alemanha.

OCHs OCHs
Si11OCH3 Si-11IOCH
— 3
H2C003H7/ AN HsC \
\ / OCHj OCHs
0
GOPMOS MTMOS

Figura 3.1 — Estrutura dos oxisilanos utilizados: 3-glicidoxipropiltrimetoxisilano
(GOPMOS) e metiltrimetoxisilano (MTMOS).
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Os nanotubos de carbono de paredes multiplas (MWCNT) foram adquiridos na

NanoLab (Newton, MA, EUA).

As enzimas glucose oxidase (Gox) da Aspergilius Niger EC1.1.3.4, alcool oxidase
(AlcOx) da Hansenula sp. EC1.1.3.13 e a albumina sérica bovina (BSA) foram adquiridas
a Sigma, Alemanha. Para a imobilizacdo das enzimas utilizou-se glutaraldeido (GA, 25 %

em agua), albumina sérica bovina (BSA) da Sigma, Chemical Co. St. Louis, EUA.

Foram preparadas solugdes padrdo de 1 gL' nitrato de chumbo (II), cloreto de
cadmio (II) e cloreto de zinco (II), todos da Sigma, Alemanha, em solugdo tampao acido
acético/acetato de sodio 0,1 M pH 4,45. Triton-X-100 da Sigma, EUA, foi utilizado apos

diluicdes apropriadas.

As solugdes de glucose foram preparadas através de reagente a-D(+)-glucose
(Sigma Chemical Co. St. Louis, EUA). Para o equilibrio entre os mondémeros o e 3 da

glucose esta solucao foi preparada e deixada a repousar durante 24 h no frigorifico a 4 °C.

Outros reagentes utilizados foram: DL-acido lactico, L-acido ascorbico (Sigma
Chemical Co. St. Louis, EUA), acido tartarico (da PAHI, Lisboa, Portugal), acido citrico,
DL-acido malico, e etanol (Merck, Darmstadt, Alemanha), KCl (Fluka, Chemie AG, Buchs,
Suiga), os acidos percldrico, sulfurico, e nitrico (Riedel-de-Haén, Alemanha), e cloreto de

hexaamino ruténio (IIT) (Aldrich, Alemanha).
As solugdes tampao utilizadas foram:
O tampao acetato: CH;COOH/NaCH3;COO 0,1 M pH 4,3-4,5;
O tampao fosfato (PB): Na,HPO4/NaH,PO, 0,1 M pH 7,0 e pH 7,5

O tampao fosfato salino (PBS): Na,HPO4/NaH,PO4 0,1 M pH 6,0-8,0 +
NaCl 0,05 M;

Q para a deposi¢do do filme de poli(vermelho neutro): K,HPO4/KH,PO4 0,05 M
pH 5,5 + KNO3 0,1 M (vai ser designado como KPB 0,05 M + KNOs 0,1 M).
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3.2 Eléctrodos de filme de carbono

3.2.1. Preparagao

Os eléctrodos de filme de carbono foram preparados a partir de resisténcias de
filme de carbono de valores nominais de 1,5Q, 2,0Q, 15Q, 140 Q ¢ 2,0 kQ. Estas
resisténcias foram fabricadas a partir da deposi¢do pirolitica de carbono em cilindros de
ceramica de 0,6 cm de comprimento e 0,15 cm de diametro. O filme de carbono ¢ obtido
através do precursor metano num ambiente de azoto, dentro de um forno a uma
temperatura de 1100 °C. Apds 10 minutos a 1 hora de pirdlise forma-se uma camada de
carbono com espessura de 5 a 500 Q sq”', estando o tempo de deposi¢éo relacionado com a
resisténcia e a espessura do filme depositado. No caso das resisténcias de 2,0 Q, a
espessura do filme ¢ de 15 um [296], enquanto que as resisténcias de maior valor

apresentam espessuras de filme menor.

Figura 3.2 — Esquema de preparagdo dos eléctrodos de disco de filme de carbono.

Cada resisténcia tem nas extremidades capas metdlicas que para além de
protegerem a superficie dessas duas faces planas, funcionam como contacto externo. De
forma a preparar os eléctrodos, uma dessas capas metalicas ¢ retirada (Figura 3.2-1),

procedendo-se ao isolamento da outra extremidade com uma capa pléstica fixa com cola
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epoxida. A drea exposta do eléctrodo cilindrico assim preparado é de 0,20 cm”. Em alguns
casos, foi utilizado um eléctrodo de disco que se obteve apds a cobertura de toda a
superficie lateral do eléctrodo preparado anteriormente com cola epdxida, conforme se

mostra na Figura 3.2-2. A 4rea geométrica do eléctrodo de disco é de 0,020 cm’.

3.2.2 Pré-tratamento electroquimico

Os eléctrodos de filme de carbono foram sujeitos, quando necessario, a um pré-
tratamento electroquimico. Este confere maior estabilidade a superficie do eléctrodo com
consequente diminui¢do da sobretensdo e correntes capacitivas. Foram utilizados dois tipos
de pré-tratamento electroquimico: voltametria ciclica em acido perclorico 1,0 M durante
trés varrimentos [296] e aplicacdo de um potencial fixo de +0,9 V vs. SCE [297]. Neste
ultimo, foram estudados diversos tempos de aplicagdo do potencial, desde 1 a 6 minutos,
tendo sido verificado que para tempos superiores a 4 minutos ndo ocorrem mais variagdes
na sobretensdo e na corrente capacitiva [11], optando-se por aquando da aplicacao deste

tipo de pré-tratamento, utilizar apenas 4 minutos de aplicacdo do potencial fixo.

No pré-tratamento com 4acido perclorico teve-se o cuidado de que a corrente
maxima de oxidac¢dao e redugdo ndo excedesse =1 mA com os eléctrodos cilindricos ou

+0,1 mA quando utilizados os eléctrodos de disco.

Os dois pré-tratamentos influenciam de forma distinta as caracteristicas da
superficie do eléctrodo: enquanto o tratamento com 4cido leva a alteragdo e/ou remogao
dos grupos da superficie, a polarizagdo a potencial fixo positivo promove a oxidacao
desses grupos. O pré-tratamento com acido tem sido mais utilizado quando a aplicacao
futura do eléctrodo ¢ em sensor electroquimico, enquanto que a aplicagdo de potencial fixo

¢ normalmente empregue para o desenvolvimento de biossensores electroquimicos.

Outros pré-tratamentos foram também utilizados, sendo discutidos ao longo deste

capitulo, quando necessarios.
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3.2.3 Modificagao dos eléctrodos de filme de carbono
Filme de bismuto

Os filmes de bismuto foram depositados nos eléctrodos de filme de carbono através
da aplicacdo de um potencial constante. A deposi¢ao foi levada a cabo de duas maneiras
distintas: ex situ, i.e., numa solugdo separada e antes da caracterizagdo electroquimica; in
situ na mesma solu¢do. No caso da deposigdo ex situ, a solugdo de deposi¢do preparada em
solugio tampdo acido acético/acetato de sodio 0,1 M pH 4,45 continha 1 mg L™ de Bi(III)
enquanto que para a solugdo de deposigdo in situ continha apenas 400 pug L™ de Bi(III). O
eléctrodo de filme de carbono foi condicionado a +0,3 V vs. SCE durante 300 s para re-
oxidar os metais pesados que possam eventualmente estar presentes na superficie do
eléctrodo. O filme de bismuto foi depositado aplicando-se —1,4 V durante 300 s ou —1,2 V
vs. SCE durante 120 s dependendo do método de deposi¢do escolhido ser o ex situ ou in
situ, respectivamente. Em qualquer das duas situacdes a solugdo foi agitada durante os

passos de condicionamento e deposi¢ao.

Foram também preparados filmes de bismuto sobre eléctrodos de filme de carbono
modificados com Nafion. Neste caso, procedeu-se primeiramente a modificacdo dos

eléctrodos com Nafion, seguindo-se a deposi¢do do filme de bismuto.
Filme de Nafion

A modifica¢do dos eléctrodos de filme de carbono com pré-tratamento com um
filme de Nafion foi realizada através da colocagdo no topo do eléctrodo de disco de 1 pL.
de Nafion 0,25% wt em alcoois alifaticos ou de 5 uL. de Nafion no caso da utilizagdo do
eléctrodo cilindrico, colocando-se em seguida 1 uL ou 3 pl. de N, N’-dimetillformamida
consoante o tipo de eléctrodo utilizado. Este procedimento foi utilizado para promover a
obtencdo de um filme tdo uniforme quanto possivel, tendo em conta diversas condi¢des de
revestimento, como sejam a temperatura, concentracao de dgua, entre outras [149]. Apos a
evaporacao dos solventes, o filme de Nafion foi curado com um jacto de ar quente ~70 °C

durante cerca de 1 minuto, resultando num filme de ~1 pm de espessura.
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Hexacianoferrato de cobre

Foram utilizados eléctrodos de filme de carbono de resisténcia nominal de 1,5, 15 ¢
140 Q que foram pré-tratados em KCl1 0,1 M por voltametria ciclica entre 0,0 e +1,0 V vs.
SCE. O hexacianoferrato de cobre (CuHCF) foi depositado quimicamente por precipitacdo
autocatalitica por imersdo dos eléctrodos durante 50 minutos numa solu¢do contendo
CuCl, 10 mM, KsFe(CN)s 10 mM, e KCI 0,1 M [185]. Apos este procedimento, os
eléctrodos foram secos com um jacto de ar quente durante 3 minutos e armazenados a

temperatura ambiente durante 24 horas para estabilizagao do filme.
Poli(vermelho) neutro

O filme de poli(vermelho neutro) (PNR) foi depositado por voltametria ciclica em
eléctrodos de 1,5, 2, 15 e 140 Q previamente pré-tratados por varrimento de potencial entre
—1,0 e +1,0 V vs SCE em solu¢do KNO; 0,1 M durante pelo menos 5 ciclos, até ter sido
obtido um voltamograma estavel. A electrodeposi¢ao do filme foi realizada através de uma
solucao de 1,0 mM de mondmero, vermelho neutro, em solucao tampao fosfato 0,05 M
pH5,5 + KNO; 0,1 M por voltametria ciclica entre -1,0 e +1,0 V vs. SCE a uma
velocidade de varrimento de 50 mV s durante 15 ciclos [187]. Os eléctrodos foram
armazenados a temperatura ambiente durante 24 horas para secagem e estabilizagdo do

filme de PNR.
Nanotubos de carbono

Os MWCNTs foram purificados e funcionalizados em 4cido nitrico 2 M durante
20 h com agitacdo da solucdo. O produto sélido foi recolhido num filtro de papel e lavado
diversas vezes com agua nanopura até que o filtrado apresentasse um pH ~7. Os nanotubos
funcionalizados foram secos durante 24 h num forno a ~80 °C. Este procedimento foi
utilizado para garantir que todos os metais de transi¢do utilizados como catalisadores na
producdo dos MWCNTs e carbono amorfo fossem removidos. O acido nitrico promove
também alguma destruicdo dos nanotubos de carbono e introduz grupos carboxilicos
(~COOH) nos terminais e nos defeitos da parede lateral da estrutura dos nanotubos
[298,299]. Apods este passo de funcionalizagdo, fez-se uma dispersdo de 2 mg de

MWCNT-COOH em 1 mL de Nafion 1 % em etanol.
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Foram utilizados eléctrodos de filme de carbono em forma de disco de resisténcia
nominal 2 Q com é4rea geométrica de 0,02 cm”. Os eléctrodos foram sujeitos a um pré-
tratamento electroquimico que consistiu no varrimento de potencial entre —1,5 ¢ +1,5 V vs.
SCE numa solugdo de PBS durante 10 ciclos, que permitiu a obtengdo de um
voltamograma ciclico estavel. Utilizou-se também nesta fase um eléctrodo de carbono
vitreo de 7 mm de diametro para optimizar as condi¢cdes de modificagdao dos eléctrodos de
filme de carbono por CNT. Antes da sua utilizagdo, o eléctrodo de GC foi polido com po

de alumina de particulas de dimensdo 1,00 e 0,05 um.

Foi utilizado um volume de 40 uL. de MWCNT em Nafion 1 % para modificar o
eléctrodo de carbono vitreo, ou, em alternativa os MWOCNT funcionalizados foram
colocados directamente na superficie dos eléctrodos de filme de carbono sem o uso de

solventes [300].

3.3. Imobilizacao de enzimas para biossensores de glucose e

etanol

A imobilizacdo da enzima glucose oxidase (GOx) para a preparacdo de
biossensores de glucose foi efectuada através do método sol-gel e pelo método de
reticulacdo empregando glutaraldeido (GA) e albumina sérica bovina (BSA). Este ultimo
foi também utilizado para imobilizar a enzima 4&lcool oxidase (AlcOx) para
desenvolvimento de biossensores de etanol. No caso do método de sol-gel foram utilizados
os eléctrodos preparados com os mediadores CuCHF e PNR, enquanto que o método de

reticulacdo foi empregue em eléctrodos modificados com nanotubos de carbono.

3.3.1 Método sol-gel

A solucdo de sol-gel foi preparada através da mistura optimizada de dois compostos
oxisilanos [184,187]: GOPMOS:MTMOS:H,O — 130:70:600 puL. A esta mistura foram
adicionados de 2 uL de HCl 6 M, agitando-se intensivamente durante alguns minutos,
colocada posteriormente num banho de ultrassons durante 15 minutos. Seguidamente, esta
mistura foi colocada sob um jacto de ar quente (~70 °C) por forma a que o alcool formado

durante a hidrdlise dos oxisilanos evaporasse [301] e a solugcdo perdesse 40% do seu
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volume inicial. Aguardou-se 1 hora para que arrefecesse a temperatura ambiente,
neutralizou-se a pH 7,0 e, por forma a prevenir que o xerogel resultante se quebrasse,
adicionou-se 1 pL glicerol 5%. Misturaram-se cuidadosamente 50 pL deste xerogel com
15 uL. de GOx 10% em solucdo PBS 0,1 M pH 7,0, aguardando-se 1 hora para que
ocorresse o equilibrio da solu¢do. Apds este tempo, os eléctrodos modificados com
mediadores CuHCF e PNR, foram imersos na solugdo sol-gel-enzima durante 5 minutos,
retirados e guardados a 4°C durante 3 dias para formagdo do sol-gel. Apds a utilizagdo e

quando ndo em uso, os eléctrodos foram guardados em solu¢ao PBS 0,1 M pH 7,0 a 4 °C.

3.3.2. Método de reticulagao

Os eléctrodos de filme de carbono com CNT e GC/CNT/Nafion foram modificados
com 4 pL de uma mistura de enzima-BSA-GA. A Figura 3.3 mostra a prepara¢do dos

eléctrodos de filme de carbono modificados com AlcOx.
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Figura 3.3 — Modificagdo de um eléctrodo de filme de carbono com nanotubos de carbono
funcionalizados e posterior modificagcdo com a mistura enzimatica AlcOx-BSA-GA.

74



As quantidades de cada componente na mistura foram:

= Biossensor de glucose: 5 uL de solu¢do GOx (10 mg de GOx em 1 mL de solugao
PBS 0,1 M pH 7,0) + 5 puL de solugdao de BSA (10 mg de BSA em 1 mL de solugdo
PBS 0,1 M pH 7,0) + 1 pL de glicerol + 1 puL. de solugdo de GA (2,3% em agua);

= Biossensor de etanol: 2 plL de solugdo AlcOx (5 mg de AlcOx em 1 mL de
solucao PBS 0,1 M pH 7,0 + 1 uL de solucao de BSA (10 mg de BSA em 1 mL de
solugdo PBS 0,1 M pH 7,0) + 0,5 uL de glicerol + 0,5 pL. de solugdao GA (2,3 % em

agua).

Os eléctrodos modificados com a mistura enzimdtica foram deixados a secar a
temperatura ambiente durante cerca de 1 hora e depois imersos por cerca de 30 min na
solucdo de PB ou PBS antes de efectuar qualquer medida por forma a dissolver algum GA
que ndo tenha reagido com a enzima. Todos os biossensores foram guardados a 4 °C em

solugdo tampao fosfato quando ndo se encontravam em utilizagao.
Optimizagdo do método de modificacio

A optimizac¢do da mistura enzimatica de modificacdo dos eléctrodos com nanotubos
de carbono foi efectuada em eléctrodos de GC. Os nanotubos de carbono foram fixos a
superficie do eléctrodo de GC de diferentes formas, e a resposta amperométrica para a

glucose considerada como eficiéncia do biossensor. Os trés procedimentos testados foram:

e GC/MWCNT/GOX: o eléctrodo de GC foi modificado através de drop-coating da
dispersio de MWCNT em Nafion, e apds a evaporagao dos solventes, foi

colocada por cima a mistura enzimatica de GOx-BSA-GA por cima do filme de

MWCNT/Nafion formado.

e GC/MWCNT-GOx: o eléctrodo de GC foi modificado através de uma mistura
formada por MWCNT-GOx-BSA-GA.

o GC/GOx/MWCNT: a camada enzimatica foi primeiro colocada na superficie do
eléctrodo de GC, e apds se ter aguardado que secasse a temperatura ambiente, os

MWCNT foram colocados por cima da camada enzimatica.
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Um eléctrodo de GC modificado com GOx (GC/GOx), no qual a mistura
enzimatica de GOx foi colocada directamente sobre o eléctrodo de GC, sem MWCNT, foi

também preparado para permitir efectuar comparagdes com os eléctrodos modificados com

MWCNT.

3.4 Instrumentacao

As experiéncias de voltametria ciclica, de redissolucdo de onda quadrada e de
amperometria foram efectuadas utilizando um potenciostato pAutolab do Tipo II da
Ecochimie, Utrecht, Holanda (Figura 3.4) controlado pelo software GPES (General

Purpose Electrochemical System) versao 4.9.

Figura 3.4 — Potenciostato/galvanostato pAutolab tipo II.

As medidas de espectroscopia de impedancia electroquimica foram realizadas
utilizando um analisador de frequéncias Solartron 1250 acoplado a uma interface
electroquimica Solartron 1286 (Figura 3.5) da Solartron Analytical, Inglaterra. O controlo
dos parametros, a aquisicdo e o tratamento dos dados obtidos foram efectuados por

intermédio do software Zplot 2.4 (Scribner Associates, EUA).

Os espectros de impedancia foram obtidos através de uma perturbagdo no potencial
sinusoidal de intensidade nominal 10 mV sobreposto a um potencial aplicado fixo num
intervalo de frequéncias entre 65,5 kHz e 0,1 Hz. Os ajustes dos espectros de EIS a
circuitos eléctricos equivalentes foram efectuados através do programa ZView 2.9

(Scribner Associates, EUA).
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Figura 3.5 — Equipamento de EIS: analisador de frequéncia Solartron 1250 acoplado a
uma interface electroquimica Solartron 1286.

Os ensaios electroquimicos foram efectuados numa célula electroquimica de
compartimento unico, de capacidade volumétrica de 15 mL, contendo trés eléctrodos
(Figura 3.6): eléctrodo de calomelanos saturado (SCE) utilizado como referéncia, um
eléctrodo de platina como auxiliar, e um eléctrodo de trabalho. Como eléctrodo de trabalho
utilizou-se um eléctrodo de filme de carbono (descrito anteriormente) e em alguns casos

foi utilizado um eléctrodo de carbono vitreo (de didmetro 0,7 cm).

Figura 3.6 — Representacao esquematica da célula electroquimica com os trés eléctrodos
(A) trabalho, (B) referéncia e (C) auxiliar.
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As 1magens de AFM dos filmes de carbono foram efectuadas através de um
microscopio de forga atomica Multimode™ com controlador Nanoscope E da Digital
Instruments, Veeco Instruments, EUA (Figura 3.7). Foram utilizados “cantilevers” em
forma de V de nitrito de silicio (Silicon nitride Nanoprobes™), com 100 um de
comprimento e uma constante de forga de 0,58 N m™'. Todas as imagens foram obtidas no
modo de AFM de contacto em ar a temperatura ambiente. As imagens foram processadas

com o programa 4.23r6. O contraste e o brilho das imagens foram ajustados.

Figura 3.7 — Microscopio de forga atomica Multimode™.

A espectroscopia de Raman confocal foi executada com um microscéopio Optico de
varrimento de campo préoximo (SNOM - Scanning Near-field optical), AlphaSNOM da
WiTec, Alemanha, Figura 3.8.

Figura 3.8 — Microscopio optico de varrimento de campo proximo.
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As medidas de pH foram realizadas utilizando um medidor de pH da Crison,
Barcelona, Espanha, modelo micropH 2001. Todas as medidas experimentais foram
efectuadas a temperatura ambiente de 25 + 1 °C.

Os graficos e figuras de voltamogramas, amperogramas e espectros de impedancia

electroquimica foram executados usando o software ORIGIN versdo 6.0 da Microcal

Software, Inc. EUA.
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CAPITULO 4

CARACTERIZACAO DE ELECTRODOS
DE FILME DE CARBONO







Neste capitulo apresenta-se a caracterizagdo electroquimica, morfolégica e
microestrutural de resisténcias de filme de carbono [7,9,11] de dois tipos: as primeiras de
resisténcia nominal de 2 Q, e as segundas de 1,5 Q, 15 Q, 140 Q e 2 kQ. Estas ultimas
diferem no processo de fabrico descrito na parte experimental, ndo sendo no entanto
conhecido na sua totalidade. A caracterizacdo electroquimica foi efectuada através de
voltametria ciclica e espectroscopia de impedancia electroquimica estudando-se a
influéncia do pré-tratamento no comportamento dos eléctrodos. A caracterizagdo
morfoldgica e microestrutural foi realizada através das técnicas de microscopia de forga

atdmica e Raman confocal.

4.1 Introducao

Devido a grande preocupacao em relacdo a toxicidade do mercurio a comunidade
cientifica tem vindo a pesquisar e desenvolver novos materiais de eléctrodos sem do
mercurio para utilizagdo em electronalise. Destes materiais destacam-se os a base de varias
formas de carbono, bastamente utilizados como material de eléctrodo e de substrato
(suporte) de eléctrodos [302]. Em particular, o carbono vitreo tem desempenhado um papel
importante em estudos voltamétricos devido as suas caracteristicas, nomeadamente, baixa
permeabilidade aos gases, baixa porosidade, grande dureza, boa electrocondutividade e

ampla janela de potencial em potenciais positivos.

A utilizagdo de filmes de mercirio em modificagdo de eléctrodos para
electroanalise de metais pesados permite uma diminuicdo da quantidade de mercurio
utilizada neste tipo de andlises. Apesar disso, a ndo utilizacdo total de mercurio seria
preferivel. Os eléctrodos de filme de carbono representam uma alternativa bastante

promissora, pelo que varios tipos destes eléctrodos t€m sido investigados com o objectivo
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da sua utilizacdo em electroandlise [296,303-305]. Os eléctrodos de filme de carbono
preparados de resisténcias de filme de carbono de 2 Q foram investigados e caracterizados
electroquimicamente, e a sua aplicacio em andlise de metais vestigiais através de
voltametria de redissolu¢do comprovada [296,306]. A caracterizagdo por espectroscopia
de impedancia electroquimica destes eléctrodos de forma cilindrica foi levada a cabo [307]
em diversas solugdes electroliticas utilizadas em electroanalise e num intervalo alargado de
pH, estudando-se a influéncia do pré-tratamento da superficie do eléctrodo no perfil

voltamétrico obtido antes e apds a aplicacdo do pré-tratamento.

O pré-tratamento electroquimico consiste na aplicagdo de potenciais positivos e/ou
negativos ao eléctrodo de trabalho [47,308-311] ou no varrimento do potencial entre um
intervalo de potenciais escolhido [312-314]. O pré-tratamento € utilizado para obter

superficies modificadas que apresentam maior estabilidade e menor sobretensao.

As principais varidveis do processo de pré-tratamento electroquimico

sdo [308,315]:
¢ Os limites de potencial para o pré-tratamento;
¢ O tempo a que o eléctrodo ficara sujeito aos potenciais de pré-tratamento;

e A composi¢do da solugdo de electrdlito suporte, incluindo o pH da solugao,

natureza e concentracdo das espécies ionicas.

A utilizagdo de um pré-tratamento electroquimico em eléctrodos de carbono
aumenta a actividade da superficie dos eléctrodos, por introducdo ou alteracdo dos grupos
funcionais da superficie, sendo esses grupos funcionais possiveis mediadores de electrdes
entre os eléctrodos e as espécies electroactivas. Os grupos quinona parecem ser o0S
mediadores no caso dos eléctrodos de carbono. No caso de eléctrodos de pasta de carbono,
a anodizagdo remove compostos organicos presentes na superficie do eléctrodo, tornando-o
mais hidrofilico e consequentemente mais acessivel as espécies em solu¢do. Uma outra
explicagdo ¢ a de o pré-tratamento servir apenas para remover impurezas introduzidas no
processo de polimento do eléctrodo [309,316].

No que diz respeito aos eléctrodos de filme de carbono, como estes ndo podem ser
polidos mecanicamente, para se obter uma superficie limpa e reprodutivel, recorre-se a pré-

tratamentos electroquimicos.
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4.2 Caracterizacao electroquimica
4.2.1 Resisténcias de 2 QO
4.2.1.1 Voltametria ciclica

Nesta parte do trabalho foram utilizados eléctrodos de disco de filme de carbono de
area geométrica ~0,020 cm’® estudando-se a influéncia do pré-tratamento electroquimico
em acido perclérico 1,0 M. A janela de potencial, ou seja, o intervalo 1util de potencial
correspondente aos potencias entre a libertacdo de hidrogénio e oxigénio, foi determinada
anteriormente [307] para diversas solucdes de electrélito (tampao CH;COOH/NaCH;COOQO,
NaClO4 e H3BO3/KCl) em eléctrodos de filme de carbono de forma cilindrica e area de
~0,20 cm’. Verificou-se que o intervalo til de potencial apresenta algumas diferencas
consoante a solucdo de electrolito suporte utilizada. No caso da solu¢do tampao acetato
observaram-se maiores diferencas antes e apds a aplicagdo do pré-tratamento em &cido

percldrico, sendo que estas diferengas mais acentuadas na regido dos potenciais negativos.

O objectivo deste estudo ¢ verificar se o filme de carbono depositado no topo da
resisténcia apresenta as mesmas caracteristicas electroquimicas que o material depositado
em todo o cilindro [7,9]. O pré-tratamento consistiu no varrimento de potencial,
perfazendo 3 ciclos completos, em 1,0 M de acido percldrico, num intervalo de potenciais
definido por um maximo de corrente de + 0,1 mA, o que corresponde ~-0,7V e

+1,0 V vs. SCE [296].

Na Figura 4.1 apresentam-se os voltamogramas ciclicos obtidos com um eléctrodo
de filme de carbono antes e apos a aplicagdo do pré-tratamento (PT). De uma maneira
geral, o limite de potencial positivo aumentou cerca de 0,1 V, ou seja de ~1,8 V para os
eléctrodos sem pré-tratamento para ~1,9V (vs. SCE) apdés o pré-tratamento
electroquimico. Uma alteragcdo mais significativa foi verificada para potenciais negativos,
onde apds aplicagdo do pré-tratamento o limite de potencial aumentou de ~-1,8 V para
~-2,0V (vs. SCE). Para além do aumento do intervalo de potencial 1til, verificou-se
também uma diminui¢do da corrente de base. Vdrios eléctrodos sujeitos ao mesmo tipo de
pré-tratamento apresentaram a mesma tendéncia apos o pré-tratamento electroquimico, ou

seja, obteve-se uma boa reprodutibilidade.
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Figura 4.1 — Voltamogramas ciclicos em tampao acetato 0,1 M pH 4,4 para eléctrodos de

disco filme de carbono, area 0,020 cm?, (—) antes do pré-tratamento, (—) ap6s pré-
tratamento em 4cido perclorico 1,0 M.
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Figura 4.2 — Voltamograma ciclico em KNO; 0,1 M + HNO; 5 mM para eléctrodos de
disco filme de carbono apds pré-tratamento em acido perclorico.
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Uma outra solucdo de electrélito suporte, muito utilizada em voltametria de
redissolugdo, KNOs 0,1 M em HNO3; 5 mM [317] mostrou-se inadequada para este tipo de
eléctrodos de filme de carbono. O voltamograma apresentado na Figura 4.2 mostra que
mesmo apds o pré-tratamento em acido perclorico, as correntes de base dos eléctrodos
permanecem muito altas, apresentando alguns picos atribuidos a processos oxidativos do
filme de carbono, podendo eventualmente levar a sua destruicdo. Por estas razdes, esta

solugdo de electrdlito ndo foi utilizada em estudos posteriores.

4.2.2.2 Espectroscopia de impedancia electroquimica
Na presencga de oxigénio dissolvido

Os eléctrodos de filme de carbono de 2 Q foram caracterizados por EIS na solugao
tampao acetato 0,1 M pH 4,4, estudando-se a influéncia do pré-tratamento electroquimico
em acido perclorico na superficie dos eléctrodos. Os espectros foram registados em
diferentes valores de potencial escolhidos de modo a cobrir toda a janela de potencial
observada na Figura 4.1. Os espectros em plano complexo obtidos para as duas situagdes
estudadas, sem e com pré-tratamento electroquimico, encontram-se representados na

Figura 4.3.

De uma primeira analise dos espectros da Figura 4.3 observa-se que a forma dos
espectros ndo ¢ alterada apos PT, excepto para o potencial aplicado de -1,0 V vs. SCE. A
este potencial o semi-circulo obtido nos eléctrodos ap6s PT, indica uma maior facilidade
da redugdo dos 6xidos da superficie do eléctrodo e do oxigénio dissolvido. Nos potenciais
limite e a -0,5 V a evolugdo de hidrogénio e/ou oxigénio € responsavel pelo semicirculo

observado nos espectros, nas duas situagdes estudadas.

A modelagdo dos espectros de impedancia da Figura 4.3 foi efectuada utilizando o
circuito equivalente da Figura 4.4. Este circuito eléctrico € constituido por uma resisténcia
R, a resisténcia da célula electroquimica em série com uma combinag¢do em paralelo de
um elemento de fase constante, CPE, com uma resisténcia associada a transferéncia de

carga R;.
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Figura 4.3 — Espectros de impedancia no plano complexo obtidos com eléctrodos de filme de carbono 2 Q em solugdo tampao acetato
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Figura 4.4 — Circuito eléctrico equivalente utilizado para a modelagdo dos espectros de
EIS obtidos com os eléctrodos de filme de carbono de 2 € com e sem pré-tratamento.

O CPE encontra-se relacionado com a rugosidade e porosidade dos eléctrodos
(veja-se o Capitulo 2), e ¢ modelado como um condensador ndo-ideal de capacidade C, ¢

um factor de rugosidade a de acordo com a expressao:

1
l=——
C, (ico)a 4.1
O factor o encontra-se no intervalo de 0,5 a 1, sendo que a =0,5 para eléctrodos

porosos e o =1 para eléctrodos perfeitamente lisos [1].

Devido a baixa reprodutibilidade entre ensaios observada nos espectros para
frequéncias inferiores a 1 Hz, bem como, a forma dos espectros estar dependente do
potencial aplicado, estes foram ajustados com o circuito da Figura 4.4. para frequéncias
superiores a 1 Hz. Este circuito equivalente foi o mesmo que o utilizado no estudo da
influéncia do pré-tratamento electroquimico em acido perclorico de eléctrodos cilindricos

de filme de carbono [307].

Os valores obtidos nos ajustes estdo sumariados na Tabela 4.1. Os erros maximos
em cada parametro foram de 5% para R;, 3% para C; e inferiores a 0,5% para o factor a. A
resisténcia da célula electroquimica, Rq, permaneceu inalterada apos o pré-tratamento,
sendo de 9,5 + 0,2 Q cm® (N=25) ¢ 9,3 £ 0,3 Q cm® (N = 18) para os eléctrodos sem e

com pré-tratamento, respectivamente, com N o nimero de espectros considerados.

Analisando a Tabela 4.1 pode observar-se que a resisténcia a transferéncia de carga
apresenta valores mais altos na zona dos potenciais positivos, valores que aumentam com o

pré-tratamento electroquimico. No entanto, R; diminui com o pré-tratamento para
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Tabela 4.1 — Dados obtidos do ajuste dos espectros de impedancia dos eléctrodos de filme
de carbono de 2 Q ao circuito eléctrico equivalente.

Tipo de eléctrodo v vf /S CE ké Linz uF cfrié §1 a

Sem PT -1,5 2,6 8,4 0,94
-1,0 10,4 14,1 0,91

-0,5 7,2 19,1 0,91

0,0 47,9 27,7 0,88

+0,5 77,6 15,2 0,91

+1,0 54,9 10,1 0,93

+1,5 9,5 5,1 0,96

Com PT -1,5 4,0 11,2 0,94
-1,0 6,5 13,4 0,94

-0,5 3,8 18,1 0,92

0,0 20,4 31,0 0,88

+0,5 123 16,3 0,93

+1,0 126 10,4 0,92

+1,5 5,6 7,01 0,95

potenciais negativos, o que pode ser devido a maior facilidade da reducdo dos oxidos da
superficie do eléctrodo e do oxigénio dissolvido, situacdo evidente para —0,5 V. Os valores
mais baixos foram obtidos aos potenciais aplicados de —1,5 V e +1,5 V, devidos a evolucao
de hidrogénio e oxigénio, respectivamente. Os valores da capacitancia aumentam com o
pré-tratamento em todos os potenciais estudados, o que esta de acordo com uma superficie
mais reactiva e maior eficiéncia na separacao de cargas. Da mesma forma que R, quando
ocorre evolugdo de hidrogénio ou oxigénio, a capacitincia C; apresenta os valores mais

baixos. O factor a permanece inalterado com o pré-tratamento.
Na auséncia de oxigénio dissolvido

A presenga de oxigénio dissolvido pode influenciar as reac¢des de eléctrodo,

conforme foi verificado para o potencial de —1,0 V. Desta forma, foram efectuados ensaios
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de EIS na auséncia de oxigénio dissolvido. Os potenciais aplicados foram —-1,5 V,-1,0 Ve
-0,5 'V, i.e., potenciais onde o oxigénio pode ser reduzido. Na Figura 4.5 apresentam-se os
espectros obtidos para os eléctrodos apds o pré-tratamento na presenga e na auséncia de
oxigénio dissolvido, para frequéncias de 65,5 kHz a 1,0 Hz. Os parametros obtidos por
modelagdo dos espectros obtidos com os eléctrodos sem e com PT na auséncia de oxigénio
dissolvido ao circuito equivalente da Figura 4.4 estdo sumariados na Tabela 4.2. Os erros
associados a cada pardmetro sdo da mesma ordem de grandeza que os observados

anteriormente para os espectros na presenca de oxigénio dissolvido.
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Figura 4.5 — Espectros de impedancia no plano complexo obtidos em solugdo tampéo
acetato 0,1 M pH 4,4 com eléctrodos de filme de carbono 2 Q com pré-tratamento
(O) na presenca ¢ (®) na auséncia de oxigénio dissolvido.

91



Tabela 4.2 — Dados obtidos do ajuste dos espectros de impedancia da Figura 4.5.

. , E/ Ri/ Ci/
Tipo deeléctrodo ;| “scp kQem®  pFem?s*! o
Sem PT 1,5 0,5 6,2 0,98
1,0 12 9.8 0,96
0,5 85,8 17,2 0,93
Com PT 1,5 0.4 7.2 0,97
1,0 137 10,1 0,95
0,5 159 16,5 0,93

Observa-se nestes casos um grande aumento na magnitude de impedancia apds a
remocdo de oxigénio aos potenciais de -0,5 e -1,0 V, comportamento ja observado
anteriormente para eléctrodos de carbono vitreo [317]. A estes dois potenciais,
comparando os resultados da Tabela 4.1 com os da Tabela 4.2, verificas-se um aumento
dréstico de R; para os dois tipos de superficies na auséncia de oxigénio, acompanhado da
diminui¢do da capacitincia das interfaces. Estes aumentos da magnitude de impedancia e
de R, podem ser atribuidos a dificuldade do processo de transferéncia de carga, redugdo de
oxigénio, proveniente sobretudo da reducdo dos 6xidos da superficie dos eléctrodos.

Ocorre também um ligeiro aumento do valor de a, i.e., a superficie torna-se mais lisa.

As conclusdes retiradas com os eléctrodos de filme de carbono de 2 Q em forma de
disco no que diz respeito a janela de potencial e EIS em solu¢do tampao acetato 0,1 M
estdo de acordo com as anteriormente retiradas para os eléctrodos em forma de

cilindro [307].

4.2.2 Resisténcias de 1,5 0, 15 Q, 140 Q e 2 kQ

4.2.2.1 Voltametria Ciclica
Janela de potencial

A janela de potencial dos diferentes eléctrodos de resisténcias de filme de carbono
de forma cilindrica foi estudada em duas solugdes tampao: acetato 0,1 M pH 4,2 e PBS

0,1 M pH 7,0. Na Figura 4.6 mostram-se as respostas tipicas obtidas para os eléctrodos
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Figura 4.6 — Voltamogramas ciclicos em (A) tampdo acetato 0,1 M pH 4,2 e (B) tampao

PBS 0,1 M pH 7,0 de eléctrodos de filme de carbono de resisténcia nominal 1,5 Q, area

0,20 cm?, antes (—) e apos (—) aplicacdo de pré-tratamento. Pré-tratamento: +0,9 V vs.
SCE durante 4 min na mesma solug¢ao de electrolito.

de 1,5 Q nas duas solucdes utilizadas, antes e apds a aplicacdo de um pré-tratamento
electroquimico. Este consistiu na aplicagdo de um potencial fixo positivo, +0,9 vs. SCE
durante 4 min na solu¢do de electrolito em estudo. A aplicagdo do potencial fixo positivo
como pré-tratamento promove a oxidacdo dos grupos da superficie do eléctrodo,
influenciando as caracteristicas € o comportamento electroquimico do sensor. Um pré-
tratamento semelhante foi utilizado em [297], quando eléctrodos de resisténcia nominal de

2 Q foram empregues como substrato para o desenvolvimento de biossensores enzimaticos

93



de glucose com a enzima glucose oxidase obtendo-se uma melhor reprodutibilidade para a

deteccao de H,O; produzido.

Nas duas solucoes de electrolito observou-se uma diminuicdo da corrente de fundo
e um aumento da janela de potencial apos a aplicagdo do pré-tratamento. Estudaram-se
varios intervalos de tempo de aplicagdo do potencial de 1 a 6 minutos, tendo sido
verificado que para pré-tratamentos superiores a 4 minutos nao ocorriam mais variagdes na
sobretensdo e na corrente capacitiva [11]. Por esta razdo, optou-se por aplicar o potencial

+0,9 V vs. SCE durante apenas 4 minutos, quando utilizado este tipo de pré-tratamento

Foram observadas alteragdes mais significativas na janela de potencial dos
eléctrodos em solugdo tampao PBS apos a aplicacao do pré-tratamento, com um aumento
de ~300-400 mV nos limites de potencial negativo e positivo. Em tampao acetato estas ndo
foram tdo acentuadas apds o pré-tratamento. O limite de potencial negativo aumentou entre

200 a 400 mV, enquanto que o positivo apresentou um aumento inferior a 200 mV.

O comportamento tipico apresentado para as resisténcias de 1,5 Q foi também
obtido para as resisténcias de 15 Q e 140 Q. Uma excepgao ocorre com eléctrodos feitos a

partir das resisténcias de 2 kQ, Figura 4.7.

0.6 -

03

I/ mA
|

0.0 _ -
i ﬁ 10.1 mA

03¢ 1 1 1 1 1
-20 15 1.0 -05 00 05 1.0 1.5 2.0
E/V vs. SCE

Figura 4.7 — Voltamogramas ciclicos em tampao acetato 0,1 M pH 4,2 de eléctrodos de
filme de carbono de resisténcia nominal 2,0 kQ, rea 0,20 cm?, antes (—) e apds (—)
aplicagdo de pré-tratamento. Pré-tratamento: +0,9 V vs. SCE durante 4 min na mesma

solugdo tampao.
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Neste caso, na solugdo tampao acetato nao ocorreram alteracdes nos
voltamogramas ciclicos obtidos antes e ap0Os a aplicacdo do pré-tratamento, sendo a janela
de potencial muito estreita para a utilizacdo destes eléctrodos em sensores electroquimicos.
Em solucdo tampao PBS os perfis voltamétricos destes eléctrodos apresentaram as mesmas

caracteristicas das observadas na Figura 4.7.

Uma melhor comparagdo das janelas de potencial obtidas com os eléctrodos de
menores resisténcias nominais apos o pré-tratamento electroquimico pode ser visualizada

na Figura 4.8.
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Figura 4.8 — Voltamogramas ciclicos em (A) tampao acetato 0,1 M pH 4,2 ¢ (B) tampao
PBS 0,1 M pH 7,0 de eléctrodos de filme de carbono de resisténcia nominal (=—)1,5 Q (=)
15 Qe (—) 140 Q, area 0,2 cm2, apos aplicacdo de pré-tratamento. Pré-tratamento: +0,9 V

vs. SCE durante 4 min na mesma solugao de electrolito.
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De um modo geral, pode concluir-se que as janelas de potencial destas resisténcias
sao semelhantes as obtidas com as resisténcias de 2 Q (Figura 4.1) [7,296] e as de 2 Q e
20 Q obtidas em [307]. A repeticdo destas experiéncias com diferentes eléctrodos com a
mesma resistancia nominal mostrou uma excelente reprodutibilidade nos voltamogramas

ciclicos obtidos ap6s o pré-tratamento.
Oxidagdo de hexacianoferrato (1) de potassio

A oxidacao do hexacianoferrato (II) de potassio foi estudada por voltametria ciclica
nos eléctrodos de filme de carbono de resisténcias nominais de 1,5 Q, 15 Qe 140 Q com ¢
sem pré-tratamento. Este sistema redox ¢ habitualmente utilizado para a caracterizagdo de
eléctrodos uma vez que a sua cinética ¢ tipicamente reversivel, tornando possivel a
comparagdo do comportamento dos eléctrodos de filme de carbono com os eléctrodos de
carbono vitreo, dado que este estd bem documentado na literatura. Na Figura 4.9
apresentam-se os voltamogramas ciclicos obtidos com as resisténcias de 1,5 Q de uma
solucdo [Fe(CN)s]* 1,0 mM em Na,SO4 0,4 M a diferentes velocidades de varrimento apos
subtrac¢do da linha de base obtida no electrélito suporte. Observa-se uma melhoria na
definicdo dos picos de oxidacdo e reducdo, bem como um aumento da sua intensidade, nos
eléctrodos sujeitos a pré-tratamento. Neste caso os eléctrodos foram pré-tratados em
tampao acetato, mas os perfis voltamétricos obtidos em eléctrodos pré-tratados em PBS

foram semelhantes aos da Figura 4.9(B).

Na Tabela 4.3 encontram-se sumariados os parametros obtidos da andlise dos
voltamogramas do sistema redox [Fe(CN)e]*"*" em eléctrodos de 1,5 Q com e sem pré-
tratamento electroquimico. De forma a estudar a reprodutibilidade dos parametros,

utilizaram-se 3 eléctrodos diferentes com a mesma resisténcia nominal.

A constante de velocidade padrdo, ky, foi determinada através do método de
Nicholson [270]. Partindo da separacdo entre os picos anodico e catddico, AE,, obtém-se

um parametro V¥ que esté relacionado com a constante de velocidade pela equagao:

(DO/DR )a/sz —

_ Ky
~ [Dyrv(nF/RT)]"

v

com v a velocidade de varrimento (V s™), Do =Dg= 6,2 x10° cm® s [318] os coeficientes

36,3276 4.2)

de difusdo das formas oxidadas e reduzidas do hexacianoferrato (II) e a=0.,5.
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Figura 4.9 — Voltamogramas ciclicos de uma solucao [Fe(CN)6]* 1 mM em K,SO4 0,4 M
registados a diferentes velocidades de varrimento de 10 a 500 mV s™ (a-f), obtidos para
eléctrodos de resisténcia 1,5 €. (A) sem pré-tratamento electroquimico e (B) com pré-
tratamento electroquimico.
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Tabela 4.3 — Parametros obtidos através dos voltamogramas ciclicos de 1 mM de
K4Fe(CN)g em K,SO4 0,4 M com eléctrodos de 1,5 € com e sem pré-tratamento (PT).
(Valor médio e desvio padrdo de 3 eléctrodos).

Tipo de eléctrodo v/Vs! [pe / Lnal AE,/V kocxmls(_)f /

Sem PT 0,010 0,61+0,01 0,111+0.005 1,20+0,14
0,020 0,62+0,01 0,120+0,003 1,42 +0,09
0,050 0,63+0,05 0,146+0,005 1,43+0,05
0,100 0,64+0,03 0,165+0,005 1,57+0,03
0,200 - -- --
0,500 -- -- --

Com PT 0,010 0,85+0,01 0,074+0,002 4,80+ 0,65
0,020 0,88+0,02 0,075+0,002 6,31 +0,81
0,050 0,90+0,03 0,076 £0,002 9,70 + 0,15
0,100 0,91 +£0,04 0,085+0,003 8,39+0,13
0,200 0,92+0,04 0,097+0,003 7,55+0,67
0,500 0,93+0,05 0,108+0,004 9,25+0,11

Verifica-se uma melhoria na cinética da electro-oxidacdo apds pré-tratamento, com
valores e tendéncias caracteristicas de um sistema quasi-reversivel. Os valores de ko
obtidos com os eléctrodos com pré-tratamento (entre 4,8 e 9,7 x10” cm s™) revelam uma
cinética mais rapida nos eléctrodos com o pré-tratamento quando comparados com 0s
eléctrodos sem pré-tratamento (ko entre 1,2 ¢ 1,6 x10™ cm s). Foram obtidos resultados
semelhantes para ky em eléctrodos de filme de carbono de 2 Q [296] apds pré-tratamento
em 4cido perclorico, e em boa concordancia com resultados em eléctrodos de carbono

vitreo [318].

Os eléctrodos de 15Q antes do pré-tratamento apresentaram voltamogramas
ciclicos analogos aos da Figura 4.9A, no entanto, apdés o pré-tratamento nao foram
detectados nos voltamogramas os picos caracteristicos do sistema redox [Fe(CN)s]*™*. A
constante de velocidade padrdo obtida para este sistema redox com eléctrodos de 15 Q

antes do pré-tratamento foi de ~3.0 x 10 cm's™.
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A oxidagao do hexacianoferrato (II) de potassio foi também estudada em eléctrodos
de resisténcia de 140 €, no entanto os voltamogramas ndo apresentaram qualquer pico de
oxidacdo e reducdo mesmo apds o pré-tratamento, pelo que ndo foi possivel retirar

informacdes acerca da cinética neste tipo de eléctrodos.

4.2.2.2 Espectroscopia de impedancia electroquimica

Os eléctrodos de resisténcia 1,5€Q, 15Q e 140Q com pré-tratamento
electroquimico foram caracterizados através de EIS nas solugdes tampao acetato 0,1 M pH
4,2 ¢ PBS 0,1 M pH 7,0 [11]. Os espectros foram registados em diferentes valores de
potencial de modo a cobrir toda a janela de potencial, i.e.,entre +1,5 ¢ -1,5V vs. SCE.
Como ilustracdo dos resultados obtidos, na Figura 4.10 estdo representados os espectros de
impedancia em plano complexo obtidos aos potenciais de -1,0V e -0,5V nas duas

solugdes utilizadas.

De um modo geral as magnitudes de impedancia foram mais elevadas na solugao de
PBS em relagdo a solugdo tampao acetato. A forma dos espectros obtidos em potenciais
negativos com os eléctrodos de 1,5 e 15 Q ¢ de uma maneira geral a mesma, apesar a
impedancia apresentar maiores valores com os eléctrodos de 1,5 Q. No caso destas ultimas,
os valores obtidos sdo da mesma ordem de grandeza que os anteriormente discutidos para
as resisténcias de 2 Q [7,307]. Uma excepg¢do ocorre a -1,0 V (ver Figura 4.3), onde o
espectro com os eléctrodos de 2,0 Q apresenta um semi-circulo mais fechado explicado
pela evolugdo de hidrogénio a superficie deste eléctrodo. O comportamento diferente a este
potencial pode ser atribuido ao pré-tratamento utilizado nas duas situagdes (acido
percldrico para os eléctrodos de 2 € e potencial fixo +0,9 V durante 4 min nos eléctrodos

de 1,5 Q), produzir diferentes grupos funcionais nas superficies.

Aos potenciais de 0,0V e +0,5V os espectros obtidos nos dois electrdlitos
estudados mostram um comportamento tipico de um condensador nao ideal, do mesmo
modo que o mostrado com as resisténcias de 2 Q em solugdo tampao acetato [7,307]. A
potenciais superiores a +0,5 V ocorreu evolu¢do de oxigénio de acordo com os semi-

circulos e os menores valores de impedancia obtidos a estes potenciais.
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Figura 4.10 — Espectros em plano complexo obtidos a -1,0 e -0,5 V vs. SCE em eléctrodos
de filme de carbono (M) 1,5, (O) 15 and (/) 140 Q, em tampio (A) acetato 0,1 M pH 4,2
e (B) PBS pH 7,0. No painel inserido: Espectros para f> 1 Hz (simbolos com o mesmo
significado anterior e as linhas representam o ajuste ao circuito equivalente).

A modelacdo dos espectros de impedancia para a zona de altas frequéncias, ou seja,
para frequéncias acima de 1 Hz, foi efectuada utilizando o circuito equivalente da
Figura 4.4 que inclui uma resisténcia da célula, Ro, em série com uma combinagao em
paralelo RCPE. O elemento CPE foi necessario devido ao caracter das respostas em forma
de semi-circulo com depressdao e a heterogeneidade da superficie dos eléctrodos. Este
circuito tem sido utilizado para o ajuste dos espectros de impedancia das resisténcias de
2 Q [7,307] para frequéncias superiores a 1 Hz. Esta limitacdo foi imposta para que fosse

possivel efectuar uma comparagdo entre os diferentes eléctrodos e para os varios potenciais
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aplicados. A comparacao torna-se dificil com a colocagdo de mais elementos no circuito
para dar conta de todos os processos que ocorrem para frequéncias inferiores a 1 Hz. Como
pode ser observado pela Figura 4.10, obtém-se pouca reprodutibilidade nos espectros entre
eléctrodos de resisténcias diferentes, para além de a forma dos espectros estar dependente

do potencial aplicado.

No intervalo de frequéncias escolhido, os erros nos ajustes dos dados ao circuito
equivalente sdo entre 1 — 10 % para a resisténcia Ry, 0,8 — 3 % para a capacitancia Cj, e
inferiores a 1% para o factor a;. Os resultados dos ajustes estdo apresentados na

Tabela 4.4.

A resisténcia da célula R foi superior na solu¢ao tampao acetato e aumenta com a
resisténcia nominal dos eléctrodos apresentando valores de 42 + 1 Q cm?, 47 + 1 Q cm® e
61 + 2 Q cm” calculados através da média de 7 espectros para os eléctrodos de 1,5 Q, 15 Q
e 140 Q, respectivamente. Em solugdo tampao PBS, Rq foi de 7,6 £ 0,2 Q cm?’ para os
electrodos de 1,5 Q, 9,2 £ 0,3 Q cm’ paraosde 15 Q,and 26 £ 1 Q cm’ para os de 140 Q,

valores calculados através de 7 espectros.

Nas duas solugdes, quando aplicados potenciais negativos obtiveram-se valores
mais elevados para a resisténcia a transferéncia de carga e para a capacitincia nos
eléctrodos de 1,5 Q, excepto para o potencial de -0,5 V onde se observaram os valores
mais elevados de capacitincia e menor resisténcia R;. Esta menor resisténcia a
transferéncia de carga estd associada 4 maior facilidade de oxidag¢do da superficie e do
oxigénio dissolvido nestes eléctrodos, que apresentam um filme de carbono mais espesso
em comparacdo com os outros eléctrodos (a resisténcia nominal € inversamente

proporcional a espessura do filme).

No caso dos parametros obtidos a potenciais positivos a tendéncia ndo € tao clara
como a anterior, contudo para +0,5 V o comportamento ¢ andlogo ao dos potenciais
negativos, ie., os eléctrodos de 1,5 Q apresentaram os valores mais elevados para a

capacitincia e para a resisténcia R.

Nos limites do intervalo de potencial utilizado para registar os espectros de
impedancia, ou seja, -1,5 V e +1,5 V, os menores valores de resisténcia a transferéncia de

carga estdo relacionados com a evolugcdo de hidrogénio e oxigénio, respectivamente.
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Tabela 4.4 — Dados obtidos através da analise dos espectros de EIS dos electrodos de filme
de carbono de diferentes resisténcias nominais em tampao acetato 0,1 M pH 4,2 (Acet) e a
tampao fosfato salino 0,1 M pH 7,0 (PBS). (R nom.: resisténcia nominal dos CFE).

R nom. / E/V R/ kQ cm® C,/ uF cm™ s*! a

Q vs SCE Acet PBS Acet PBS Acet PBS
1,5 -1,5 0,53 1,01 10,8 17,3 0,95 0,94
-1,0 12,4 9,83 28,8 28,2 0,86 0,91

-0,5 2,57 3,45 59,1 35,9 0,83 0,91

0,0 210 - 22,5 24,1 0,91 0,91

+0,5 - 153 40,7 19,4 0,88 0,93

+1,0 43,4 64,7 21,8 15,1 0,90 0,94

+1,5 5,59 0,41 8,24 13,2 0,95 0,94

15 -1,5 0,24 2,76 17,2 90,7 0,88 0,83
-1,0 7,62 4,45 26,3 88,7 0,84 0,81

-0,5 8,03 3,78 24,9 70,6 0,86 0,83

0,0 186 47,3 23,3 26,4 0,84 0,88

+0,5 400 77,6 20,2 22.8 0,86 0,89

+1,0 76,5 70,7 19,2 19,2 0,87 0,91

+1,5 3,66 0,22 11,3 25,7 0,92 0,94

140 -1,5 0,25 0,51 69,1 33,9 0,70 0,81
-1,0 6,75 8,33 25,7 34,0 0,80 0,83

-0,5 20,9 23,7 35,6 38,7 0,79 0,83

0,0 - - 41,7 38,2 0,78 0,81

+0,5 - - 31,9 27,3 0,81 0,85

+1,0 119 79,1 21,4 20,6 0,83 0,87

+1,5 1,24 0,97 26,5 253 0,78 0,83

Em relacdo ao expoente a este apresenta maiores valores na solu¢ao de PBS, que
diminuem com o aumento da resisténcia nominal dos eléctrodos, revelando um superficie

mais rugosa para os eléctrodos de menor resisténcia.

Outro aspecto interessante diz respeito aos parametros obtidos com as resisténcias
de 15 Q em solucdo tampao PBS. Estas resisténcias apresentaram os valores mais elevados
de capacitancia, € a potenciais negativos a resisténcia a transferéncia de carga ¢ mais baixa,
sugerindo que a reac¢do de transferéncia de carga deverd ocorrer mais facilidade nestes

eléctrodos.
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Na Figura 4.11 encontram-se representados os graficos da parte imaginaria da
impedancia, Z" em funcao do logaritmo da frequéncia, Z" vs. lg f, para os diferentes tipos
de eléctrodos em solugdo tampdo acetato. Estes graficos sdo bastante uteis pois permitem
observar diferencas no comportamento da regido interfacial em diferentes condigdes
experimentais. Os semicirculos nos graficos em plano complexo, devidos a uma
resisténcia, R, em paralelo com uma capacitdncia, C, originam picos nos graficos
—Z" vs.1g f, sendo que o maximo do pico, obtido quando wRC=1 (w em radianos),

corresponde a constante de tempo do processo de transferéncia de carga.

Em conjunto com os espectros de plano complexo, os graficos de —Z" vs. 1g f,

permitem retirar as seguintes conclusoes:

U A forma dos espectros ndo estd dependente da solugdo de electrolito

utilizada;

O O pico obtido nos graficos —Z" vs. Ig f ao potencial de -0,5 V desloca-se
para valores mais pequenos, com o aumento da resisténcia nominal dos eléctrodos,
0 que pode ser atribuido a uma maior dificuldade de reducdo dos 6xidos da

superficie e do oxigénio dissolvido nos eléctrodos de 140 Q;

U A potenciais positivos, ndo ha evidéncia de processos de transferéncia de
carga. Esta situacdo também ¢ verificada para o potencial de -1,0 V quando
utilizados eléctrodos de 1,5 Q e 15 Q. Contudo, com os eléctrodos de 140 Q a
-1,0 V e em frequéncias inferiores a 1 Hz, observa-se o aparecimento de uma outra
caracetristica, que pode ser relacionada com a ocorréncia de um outro processo,
provavelmente devido a presenga de materiais ndo condutores introduzidos na

producdo do filme carbono por forma a aumentar a sua resisténcia nominal.
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4.3. Analise de superficie

4.3.1. Microscopia de forga atomica

A microscopia de for¢a atdbmica em modo de contacto (c-AFM) foi utilizada para
caracterizar a morfologia local dos eléctrodos de filme de carbono de varias resisténcias
nominais. Nao foi possivel efectuar esta analise com as resisténcias de 2 Q, devido a
pequena dimensao destas. O c-AFM foi executado em filmes de carbono depositados em
superficies cilindricas de cerdmica de maior dimensao que foram mais tarde cortadas com
lamina de diamante para um tamanho adequado, analisando-se a superficie do topo do
cilindro. As imagens obtidas com as resisténcias de 1,5 Q e 140 Q sem qualquer tipo de
pré-tratamento encontram-se nas Figura 4.12, respectivamente. Estas imagens revelam a
nanoestrutura dos filmes de carbono. As resisténcias de 15 € apresentaram uma

morfologia semelhante as de 1,5 €, e as de 2,0 kQ semelhantes as de 140 Q.

As analises de rugosidade foram efectuadas em imagens de 25 um X 25 pm, que
revelaram algumas diferengas nos parametros morfologicos com o tipo de resisténcia.
Definindo rugosidade média, R,, como o desvio médio absoluto das irregularidades na
altura ao longo de uma linha de amostragem [319]

1 n
R, ==> |y (4.3)

=

verifica-se que esta aumenta com o aumento na resisténcia nominal dos eléctrodos, com
valores tipicos de ~88 nm para as resisténcias de 1,5 Q e ~270 nm para as de 140 Q. Pode
ainda definir-se outro parametro de rugosidade R, rugosidade média quadratica, como o

desvio padrao da distribui¢do das alturas da superficie [319]

1 n
R, =,/;;y3 (4.4)

parametro que ¢ mais sensivel que R, a maiores desvios da linha média. Neste caso, Rq
segue as mesmas tendéncias que R,, ou seja, aumenta com o aumento na resisténcia

nominal dos eléctrodos.
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(A)

(B)

Figura 4.12 — Imagens topograficas 3D de eléctrodos de filme de carbono de resisténcias
(A)1,5Qe (B) 140 Q.
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A principal conclusdao que se pode retirar através das imagens de AFM ¢ que com a
diminui¢do da resisténcia nominal do eléctrodo, a rugosidade da superficie do filme de
carbono diminui aumentando também a sua uniformidade. A resisténcia eléctrica ¢
inversamente proporcional a espessura do filme (assumindo resistividade constante),
esperando-se deste modo que o filme de carbono inicialmente ao ser depositado na
superficie do substrato cilindrico de cerdmica seguia os seus contornos. A medida que o
filme vai crescendo torna-se mais espesso, pelo que a influéncia do substrato ¢ menor. Os
parametros de rugosidade calculados a partir das imagens de AFM estdo em total acordo
com o parametro a obtidos por EIS. No caso dos eléctrodos de 1,5 Q o valor de a das
experiencias de EIS ¢ proximo de 1 e a rugosidade calculada através das imagens de AFM
¢ mais baixa, significando uma superficie mais lisa. Os filmes de carbono mais planos ao
nivel da nanoescala e mais espessos estdo associados as melhores caracteristicas

electroquimicas observadas nas sec¢des anteriores.

4.3.2. Microscopia de Raman confocal e difrac¢ao de raios-X

Os espectros de deslocamento e espalhamento de Raman confocal dos filmes de
carbono de resisténcias nominais 1,5 Q, 2 Q e 140 Q estdo representados na Figura 4.13.

Estes espectros foram obtidos nos filmes sem pré-tratamento.

A andlise dos espectros mostra a existéncia de duas bandas de Raman: uma banda
G a ~1594 cm™ e uma banda D a ~1345 cm™'. Estas bandas foram obtidas para todos os
filmes de carbono, incluindo os de resisténcias de 15 Q e 2,0 kQ (ndo mostrados), e sdo

consistentes com a estrutura grafitica destes filmes.

Os espectros de Raman de materiais de carbono sdo usualmente discutidos com
base nas estruturas de diamante vs grafite, uma vez que os filmes de carbono sdo
compostos ordenados por ligagdes de curto alcance de hibridizagdes sp® e sp’. As
diferencgas existentes entre os filmes de diamante e os filmes de carbono podem ser
atribuidas a microestrutura da superficie. Os filmes de diamante sdo produzidos através de
pirdlise de misturas diluidas de um gas de um hidrocarboneto em hidrogénio utilizando-se
na uma deposi¢do de vapor quimico de alta energia (por descarga de filamentos ou de

microondas) o que origina uma estrutura hibridizada sp’. Para a produgdo dos filmes de
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Figura 4.13 — Espectros de Raman confocal de eléctrodos de filme de carbono de
resisténcias nominais (A) 1,5 Q; (B) 2,0 Qe (C) 140 Q.
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carbono utilizados neste trabalho ¢ utilizado azoto como gas principal com aquecimento
que impede a formagdo de radicais metil e hidrogénio atomico, conduzindo a uma
microestrutura hibridizada sp® do tipo da grafite [296,320,321]. O diamante apresenta um
tinico modo de Raman a 1332 ¢cm™' e uma outra linha 1575 cm™, designada por banda G,

que reflecte 0 modo de vibragdo uma grafite perfeita [322-324].

A grafite multi-cristalina apresenta uma banda adicional acentuada a 1355 cm™,
designada por banda D, que reflecte o grau de desordem neste tipo de estrutura [322,325].
Na grafite pirolitica altamente orientada (HOPG) a criacdo de desordem por activagdo com
laser ou através de pré-tratamento electroquimico promove a nucleagdo e crescimento de
defeitos [326-328], ou seja o aparecimento da banda D, atribuida as microcristalites de

grafite na superficie terminal.

A confirmacdo da estrutura dos filmes de carbono foi efectuada através de difrac¢ao
de raios-X, que se mostram na Figura 4.14. Os padroes de difrac¢do de raios-X apresentam
uma linha de difrac¢dao a ~ 31,0° para 26, indicando a presenca de uma estrutura grafitica

nos filmes de carbono em todos os eléctrodos estudados.
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Figura 4.14 — Padrio de difrac¢ao de raios-X para os filmes de carbono de varias
resisténcias nominais.
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4.4. Conclusoes

Neste capitulo caracterizaram-se eléctrodos de filme de carbono construidos a partir
de resisténcias de filmes de carbono de resisténcias nominais entre 1,5 Q ¢ 2 kQ com o

intuito da sua aplicacdo em sensores e biossensores electroquimicos.

Apresentaram-se inicialmente os resultados obtidos com eléctrodos de resisténcia
de 2 Q em forma de disco, estudando-se a influéncia do pré-tratamento electroquimico em
acido perclorico 1,0 M, comparando-se os resultados obtidos com os de eléctrodos de
resisténcia de 2 Q de forma cilindrica. Este estudo teve como objectivo facilitar a
comparagdo destes eléctrodos de filme de carbono de 2, ja -caracterizados
electroquimicamente em varias solucdes de electrolito suporte e muito aplicados em
sensores ¢ biossensores electroquimicos, com eléctrodos de resisténcias de filme de
carbono de outros valores de resisténcia nominal, com e sem pré-tratamento por aplicacao
de um potencial fixo positivo. Observou-se que a janela de potencial ¢ influenciada pela

solugdo de electrdlito bem como pelo tipo de pré-tratamento utilizado.

As resisténcias de 1,5 Q mostraram as melhores propriedades electroquimicas para
o desenvolvimento de sensores com janelas potencial largas, semelhante as obtidas com as
resisténcias de 2 €, e com um comportamento cinético para o sistema redox [Fe(CN)s]*"*
proximo do reversivel apds pré-tratamento electroquimico. Embora com janelas de
potencial mais largas, as resisténcias de 15 Q e 140 Q apresentaram uma cinética mais
lenta para o mesmo sistema redox. As resisténcias de 2,0 kQ mesmo ap6s o pré-tratamento
mostram perfis voltamétricos pouco definidos com correntes de fundo elevadas. A
utilizacdo da técnica de EIS permitiu observar as diferengas nas interfaces apds o pré-

tratamento dos eléctrodos de diversas resisténcias nominais.

A andlise morfologica realizada através de AFM de contacto permitiu concluir que
as melhores propriedades electroquimicas estao relacionadas com uma maior uniformidade
e menor rugosidade dos filmes de carbono, observadas nos eléctrodos de menor resisténcia

nominal.

Através da técnica de Raman confocal obtiveram-se as bandas G, a ~1594 cm™, e
D, a ~1345 cm'l, consistentes com uma estrutura grafitica dos filmes de carbono em todos
eléctrodos de resisténcias. Esta estrutura foi comprovada através da andlise de difraccao de

raios-X.
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CAPITULO 5

ELECTRODOS DE FILME DE CARBONO
MODIFICADOS COM NAFION







Neste capitulo apresenta-se a caracterizacdo de eléctrodos de filme de carbono
modificados com Nafion [7,9] tendo em vista a sua aplicagdo em determinagdo de metais
pesados por voltametria de redissolu¢ao anddica. Estuda-se a influéncia do filme de Nafion
nas caracteristicas electroquimicas e morfoldgicas da superficie dos eléctrodos de filme de
carbono. A influéncia do tensioactivo Triton X-100 em solu¢@o nas propriedades da regido
interfacial dos eléctrodos modificados ¢ investigada através de EIS com particular énfase
para a determinacao dos ides cddmio e chumbo por voltametria de redissolu¢ao anoddica

testando a eficiéncia e viabilidade destes eléctrodos nestas determinagdes [8,9].

5.1 Introducgao

As amostras naturais sdo muitas vezes matrizes complexas que podem incluir
quantidades significativas de matéria organica. A adsor¢do irreversivel na superficie dos
eléctrodos solidos de diversos de compostos activos, tais como matéria organica ou
colodides inorgédnicos naturais presentes nesses meios, origina um decréscimo ou até mesmo
a supressao da resposta de ASV. A redugdo ou a eliminagdo da adsor¢do dessas substancias
nas superficies dos eléctrodos ¢ portanto de importancia crucial para a analise de metais

pesados por ASV em amostras ambientais, clinicas ou biologicas [102].

Os problemas de adsor¢do e bloqueamento dos eléctrodos podem ser minimizados
modificando e/ou protegendo a superficie do eléctrodo com um filme de polimero
semipermeavel que permita a passagem do analito pretendido e impeca a passagem de
substancias/compostos que possam adsorver na superficie do eléctrodo ou sofrer reacc¢des

de eléctrodo.

Viarios tém sido os polimeros testados para esta fungdo [4], desde polimeros

condutores, p.e., [329], a membranas inertes celulosicas porosas [330]. Em analises de
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ASV por BIA, a utilizagdo de polimeros trocadores cationicos como o Nafion [145,331],

mostrou-se eficaz quando utilizadas compostos modelos de proteinas e tensioactivos.

O desenvolvimento de eléctrodos modificados com um filme fino de mercurio
protegidos com Nafion, normalmente tendo como suporte o carbono vitreo, em aplicagdes
de electroanalise de amostras naturais permitiu ndo s6 a minimiza¢ao do bloqueamento da
superficie dos eléctrodos, como a possibilidade de serem realizados ensaios na presenga de
correntes de conveccdo, por exemplo, em andlise por BIA [154] ou quando utilizados
ultrassons [147]. Esta vantagem advém de uma superficie mais robusta do eléctrodo
modificado. Outros polimeros trocadores catidonicos foram também testados e comparados

com o Nafion [152,332].

Um tensioactivo modelo muito utilizado para estudo dos efeitos de adsor¢do na
superficie dos eléctrodos ¢ o detergente nio-idnico Triton X-100. O Triton X-100 é um
composto anfifilico soluvel em 4gua, ndo i6nico, com a parte hidrofilica constituida por
uma cadeia de polioxietileno com um numero médio de 10 unidades de 6xido de etileno, e
com a hidrofébica formada pelo grupo p-t-octilfenil. Os atomos de oxigénio da
componente hidrofilica (poliéter) tornam-na soltivel em 4gua devido a possibilidade de
formagdo de ligagdes de hidrogénio. Quimicamente, o Triton X-100 é o éter p-t-octilfenil
polioxietileno, com um nimero médio de grupos etdxi de 9,5 [333], massa molecular de

~625, e concentragdo critica micelar de 0,30 mM a 20 °C [334].

Este tensioactivo tem uma grande tendéncia para adsorver nas superficies [335-
339], influenciando a transferéncia de massa e energia ao longo da interface modificada.
Em relagdo as determinagdes por ASV, a adsor¢do de Triton, reduz a area electroactiva do
eléctrodo, podendo também originar picos mais largos bem como desvios no potencial de

pico caracteristico [110].

5.2 Modificacao com Nafion

5.2.1 Caracterizagao morfoloégica e estrutural

A caracterizagdo morfologica e estrutural de eléctrodos de resisténcia de filme de

carbono modificados com Nafion foi efectuada através das técnicas de AFM e de Raman
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(A)

(B)

Figura 5.1 — Imagens topograficas 3D de eléctrodos de filme de carbono de resisténcia
(A) 1,5 Qe (B) 140 Q modificados com Nafion.

confocal [11]. Nas Figuras 5.1 apresenta-se o perfil 3D de AFM em modo de contacto de

filmes de carbono de resisténcia 1,5 Q e de 140 Q modificados com Nafion.

Comparando as imagens da Figura 5.1 com as obtidas em eléctrodos de filme de
carbono sem modificacao, Figura 4.12, observa-se que a nanoestrutura do filme de carbono
permanece mesmo com o filme de Nafion. Analisaram-se as imagens de dimensao
25 um x 25 um de forma a determinar a rugosidade média, R,, e rugosidade média

quadratica, Ry, bem como o perfil de alturas. No caso das rugosidades, estes pardmetros
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Figura 5.2 — Perfil 2D e analise de uma sec¢ao para um eléctrodo de filme de carbono de
1,5 Q (A) sem modificacao e (B) modificado com Nafion.

diminuem apds a modificagdo com Nafion para todos os eléctrodos, sendo a diferenca
menor para o caso da resisténcia de 1,5 Q onde R, ~88 nm e Ry ~122 nm para os eléctrodos
sem modificagdo e R, ~86 nm e Ry ~118 nm para os eléctrodos modificados. Estas
pequenas diferencas sdo também perceptiveis no perfil mostrado na Figura 5.2. Na
Tabela 5.1 apresentam-se os valores das rugosidades determinadas para os varios

eléctrodos com ¢ sem modificacdo com filme de Nafion.

Os espectros de Raman confocal de eléctrodos de resisténcias nominais de 1,5 Q e
2,0 Q modificados com Nafion estdo representados na Figura 5.3. Espectros de Raman

semelhantes foram obtidos com os eléctrodos de resisténcias 15 €, 140 Q ¢ 2,0 kQ.
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Tabela 5.1 — Parametros de rugosidade calculados através
de imagens AFM de 25 pm X 25 pm

Sem Nafion Com Nafion

Tipo de eléctrodo
R,/nm Ry/nm R,/nm Ry/nm

1,5 Q 88 122 86 118
15 Q 150 187 110 140
140 Q 270 340 200 147
2kQ 192 240 194 277
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Figura 5.3 — Espectros de Raman confocal de eléctrodos de filme de carbono modificados
com Nafion de resisténcias nominais (A) 1,5 Q; (B) 2,0 Q.
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A analise dos espectros mostra a existéncia de duas bandas de Raman, como as
obtidas para o caso de eléctrodos sem modificacdo na Figura 4.13: a banda G a ~1594 cm™
e uma banda D a ~1345 cm™. A obtencdo destas bandas nos eléctrodos modificados,
mostra que o Nafion ndo altera o perfil espectroscopico de Raman do filme de carbono,

sugerindo que ndo ocorre uma interac¢ao quimica forte deste com o filme de carbono.

5.2.2 Caracterizagao electroquimica

Embora as resisténcias de 1,5 Q, 15 Q e de 140 Q tenham apresentado apos pré-
tratamento electroquimico um largo intervalo de potencial com baixas correntes residuais
em solucdo tampao acetato e PBS, a aplicacdo destas em sensores electroquimicos de
metais pesados revelou-se sem sucesso. Foram testados vérios parametros experimentais,
como tempo e potencial de deposicdo, ndo se conseguindo obter qualquer resposta. Desta
forma, o estudo e caracterizagdo electroquimica de eléctrodos modificados para sensores
electroquimicos apenas foi levado a cabo em eléctrodos de filme de carbono de 2 €, que
por simplificagdo se designam doravante apenas por eléctrodos de filme de carbono (CFE),

jé anteriormente utilizados em sensores e biossensores electroquimicos.

5.2.2.1 Janela de potencial

A janela de potencial dos eléctrodos de filme de carbono com e sem a modificacao
com um filme fino de Nafion (~1 um) foi determinada em solucdo tampao acetato [7].
Atendendo a que a janela de potencial foi melhorada com o pré-tratamento em acido
perclorico optou-se por efectuar sempre este procedimento antes de modificar os

eléctrodos com Nafion (veja-se o Capitulo 4, Secgdo 4.2.2.1).

Como pode ser observado nos voltamogramas da Figura 5.4, a modificagdo dos
eléctrodos com Nafion ndo promove alteragdes ao intervalo util de potencial dos eléctrodos
pré-tratados, sendo por isso possivel utilizar a modificagdo com Nafion no mesmo

intervalo de potencial que os eléctrodos ndo modificados.
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Figura 5.4 — Voltamogramas ciclicos em tampao acetato 0,1 M pH 4,4 obtidos com
eléctrodos de disco filme de carbono, rea 0,02 cm?, (—) com pré-tratamento e
(=) modificados com Nafion

5.2.2.2 Espectroscopia de impedéancia electroquimica

A técnica de espectroscopia de impedancia electroquimica foi utilizada para
investigar a influéncia do filme de Nafion e da presen¢a dos ides metalicos em solugdo nas

caracteristicas interfaciais dos eléctrodos de filme de carbono.
Na presencga de oxigénio dissolvido

Os espectros de impedancia de eléctrodos ndo modificados com pré-tratamento
electroquimico e modificados com Nafion foram registados para potenciais no intervalo de
-1,5 a+ 1,5 V vs. SCE. Este intervalo foi escolhido de forma a cobrir toda a janela de
potencial 1til, entre os limites onde ocorre evolucdo de hidrogénio e de oxigénio
(Figura 5.4). Os espectros obtidos em solugdo tampao acetato 0,1 M pH 4,4 encontram-se

na Figura 5.5.

De uma maneira geral observa-se que a forma dos espectros nao ¢ alterada pela
presenca do filme de Nafion. Uma excepg¢ao a este comportamento ocorre para o potencial

de -1,0 V. Nos eléctrodos modificados, a forma do espectro a este potencial evidencia a
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separacao de carga na interface Nafion/filme de carbono. Para além disso, ja ocorria uma
alteracdo dos espectros em eléctrodos com e sem pré-tratamento, sendo atribuida a maior
facilidade de reducdo dos 6xidos da superficie em eléctrodos pré-tratados. A potenciais
positivos a magnitude de impedancia obtida ¢ mais baixa com os eléctrodos modificados,
verificando-se uma situagdo oposta para potenciais negativos. A evolucdo de hidrogénio
e/ou oxigénio ¢ observada para os potenciais de -1,5 V e +1,5 V, de acordo com o semi-

circulo obtido nos espectros.

Os espectros da Figura 5.5 foram modelados atarvés do circuito eléctrico
equivalente (Figura 5.6) constituido por uma resisténcia Rq, que representa a resisténcia da
célula electroquimica, ligada em série a conjunto em paralelo de um elemento de fase
constante e uma resisténcia R;. A resisténcia R, representa a resisténcia a transferéncia de
carga, ¢ o CPE esta relacionado com condensador ndo-ideal com uma capacitincia C; e um

expoente de angulo de fase a;.

CPE,
NN
R, 7/
—AANN— I—
MA
R

Figura 5.6 — Circuito eléctrico equivalente utilizado para a modelagdo dos espectros de
impedancia electroquimica obtidos com os eléctrodos de filme de carbono de 2 Q.

Este circuito € 0 mesmo que o utilizado na modelagdo dos espectros obtidos com os
eléctrodos de filme de carbono com e sem pré-tratamento [7,307]. Da mesma forma que
anteriormente, os espectros da Figura 5.5 foram ajustados para frequéncias superiores a
1 Hz, uma vez para frequéncias inferiores a forma dos espectros depende do potencial
aplicado e do tipo de eléctrodo utilizado, o que dificultada a comparagdo entre eléctrodos
modificados e ndo modificados. Na Tabela 5.2 encontram-se os parametros obtidos da

modelagdo dos espectros. Os erros maximos nos ajustes de cada parametro da Tabela 5.2
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Tabela 5.2 — Dados obtidos do ajuste dos espectros de impedancia dos eléctrodos de filme

de carbono de 2 €2 com pré-tratamento (PT) e modificados com Nafion.

E Ry G

Tipo de eléctrodo /'V vs. SCE / kQ cm? /uF cm™ 8™ *

Com PT -1,5 4,0 11,2 0,94
-1,0 6,5 13,4 0,94

-0,5 3,8 18,1 0,92

0,0 20,4 31,0 0,88

+0,5 123 16,3 0,93

+1,0 126 10,4 0,92

+1,5 5,6 7,01 0,95

+ Nafion -1,5 0,2 27,9 0,87
-1,0 8,9 35,9 0,85

-0,5 3,8 46,4 0,84

0,0 9,7 58,4 0,83

0,5 28,4 38,0 0,85

1,0 29,3 29,5 0,86

1,5 2,7 15,2 0,90

foram de 5% para R;, 3% para C; e inferiores a 0,5% para a. Por uma questdo de
comparagdo, voltam a apresentar-se os valores obtidos com os eléctrodos de filme de

carbono com pré-tratamento.

A modificagdo com Nafion produz um aumento na resisténcia da célula Rg em
cerca de 1 Q cm” sendo de 10,5 + 0,4 Q cm” (N = 27), em comparagio com o valor de

9,3+ 0,3 Q cm’ (N = 18) obtido para os eléctrodos com pré-tratamento.

Devido ao caracter trocador catidnico do Nafion, a capacitdncia C; aumenta
significativamente em comparac¢io com os eléctrodos sem Nafion, observando-se ainda um
aumento da rugosidade da superficie do eléctrodo, de acordo com a diminui¢do do valor de
o. A potenciais negativos a resisténcia a transferéncia de carga aumenta devido a
limitacdes a transferéncia electronica impostas pelo proprio polimero. Este comportamento

jé tinha sido observado em eléctrodos de carbono vitreo modificado com Nafion [317].
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No entanto, a potenciais positivos, R; diminui em relacao aos eléctrodos nao-modificados,

ou seja, a transferéncia electronica ¢ mais facilitada.

Observou-se, ainda, que nos eléctrodos modificados com Nafion, a linha de base de
corrente era mais estavel com o tempo, mesmo apos os ensaios de EIS a—1,5 Ve +1,5 V.
Por outro lado, os eléctrodos ndo modificados necessitavam de ser condicionados por
varrimento de potencial entre —1,5 V e +1,5 V vs. SCE de modo a que a corrente de fundo

diminuisse e estabilizasse.
Na auséncia de oxigénio dissolvido

Na Figura 5.6 mostram-se os espectros de EIS obtidos com os eléctrodos de filme
de carbono modificados com Nafion na presenga e na auséncia de oxigénio para oS
potenciais onde o oxigénio pode ser reduzido. Na Tabela 5.3 estdo sumariados os valores

dos parametros obtidos através da modelagdo ao circuito equivalente da Figura 4.4.
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Figura 5.6 — Espectros de impedancia no plano complexo obtidos com eléctrodos de filme
de carbono modificados com Nafion (A) na presenca e (¥) na auséncia de oxigénio
dissolvido em solucao tampao acido acético/acetato de soédio 0,1 M pH 4,4.
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Tabela 5.3 — Dados obtidos do ajuste dos espectros de EIS da Figura 5.6.

Tipo de eléctrodo  E/Vvs. SCE R /kQem®>  C;/pF cm™ s*! o

Com PT -1,5 0,4 7,2 0,97
-1,0 137 10,1 0,95
-0,5 159 16,5 0,93
+ Nafion -1,5 3,4 11,9 0,82
-1,0 54,1 16,3 0,82
-0,5 57,4 20,3 0,80

Os erros associados a cada parametro da Tabela 5.3 sio da mesma ordem de
grandeza que os observados anteriormente para os espectros na presenga de oxigénio

dissolvido, i.e., 5% para R;, 3% para C) e inferiores a 0,5% para a.

Analisando os espectros obtidos a —0,5 V e —1,5 V observa-se um grande aumento
da magnitude de impedancia nas solugdes apds remogdo do oxigénio da solucdo,
comportamento ja observado anteriormente para eléctrodos de carbono vitreo modificados
com Nafion [317]. O grande aumento a —0,5 V, pode ser atribuido a dificuldade do
processo de transferéncia de carga, reducao de oxigénio, proveniente sobretudo da redugado

dos oxidos da superficie dos eléctrodos.

Comparando os resultados obtidos a potenciais negativos da Tabela 5.2 com os da
Tabela 5.3, observa-se que a —1,0 V e —0,5 V vs. SCE ocorre um grande aumento de R,
com uma diminuicdo da capacitancia da interface dos eléctrodos modificados apds a
remocdo de oxigénio. A superficie dos eléctrodos modificados torna-se mais rugosa na

auséncia de oxigénio dissolvido na solugao.
Na presenca de ioes metdlicos

A presenca de ides metdlicos em concentragdo semelhante a utilizada em
voltametria de redissolugdo anddica foi também testada nos eléctrodos modificados com
Nafion, de forma a investigar o comportamento destes eléctrodos nestas determinagdes

analiticas.
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E/V vs. SCE

Figura 5.7 — Voltamograma redissolugdo de anddica de onda quadrada ides Cd(II) e Pb(II)
em tampdo acetato 0,1 M pH 4,4. [Cd*"] = [Pb>"] = 107 M, Egep = -1,0 V (vs. SCE);
taep 120 s. Condigdes da onda quadrada: amplitude 20 mV; frequéncia 20 Hz;
incremento de potencial 1 mV.

O voltamograma ASV obtido com os eléctrodos de disco de filme de carbono
modificados com Nafion na presenca de 107 M de ides cadmio e chumbo em solucio
tampao acetato 0,1 M pH 4,4, Figura 5.7, prova que € possivel determinar estes dois 10es
simultaneamente com boa separagdo dos picos caracteristicos. Os potenciais de pico foram

de —0,78 V e —0,55 V (vs SCE) para o Cd(Il) e para o Pb(II), respectivamente.

Os ensaios de EIS foram realizados na presenca de 107 M de Cd(II) e Pb(Il) em
tampao acetato. A deposi¢cdo dos ides no eléctrodo foi efectuada aplicando um potencial de
—1,0 V vs. SCE com agitagdo da solugdo, registando-se em seguida o espectro a esse
potencial. Apds este passo, o eléctrodo foi deixado em potencial de circuito aberto durante
10 minutos para que ocorre-se a reoxidacdo dos metais. Decorrido este periodo de tempo
registou-se um outro espectro a —0,5 V. Os espectros obtidos sdao mostrados na Figura 5.8 e

os resultados dos ajustes ao circuito da Figura 5.6 encontram-se na Tabela 5.4.
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Figura 5.8 — Espectros de impedancia no plano complexo obtidos com eléctrodos de filme
de carbono modificados com Nafion (A) em solugdo tampéo acido acético/acetato de
sodio 0,1 M pH 4,4 (M) na mesma solu¢io com 10~ M de Cd(II) e Pb(II).

Tabela 5.4 — Dados obtidos através do ajuste ao circuito equivalente
dos espectros da Figura 5.8.

R,/ Ci/
E / V vs. SCE kQ sz HF Cm-z Sa_l a1
-1,0 38,1 11,6 0,88
-0,5 9,0 12,4 0,90

A magnitude de impedancia ¢ superior apds a deposi¢do dos ides, apesar da forma
dos espectros nao ser alterada. Ao potencial de —1,0 V, as componentes da impedancia
(real e imaginaria) sao superiores apds a deposicao, reflectindo uma maior resisténcia a
transferéncia de carga e uma capacitancia mais baixa, comparando as Tabelas 5.2 ¢ 5.4. O
aumento da resisténcia R; pode ser devido ao bloqueamento parcial do filme de polimero
proximo da superficie do eléctrodo pelos metais depositados. A —0,5 V, potencial a que os
metais ja foram removidos da superficie, observa-se que a resisténcia R; permanece mais
alta do que o valor inicial sem a deposicdo dos metais e a capacitincia decresce

irreversivelmente.

Estas observagdes estdo de acordo com a distor¢do fisica do filme de Nafion,

causada pela formacdo de pequenos depdsitos de metal entre os poros de Nafion e a
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superficie do eléctrodo. A repeti¢ao do processo de re-deposicao e de re-oxidagao dos 10es
metalicos com o mesmo eléctrodo de filme de carbono modificado com Nafion, ndo
promoveu qualquer alteragdo ao comportamento observado anteriormente. Conclui-se
assim, que ocorreu uma alteracdo irreversivel na estrutura do filme de Nafion, sugerindo
que a deposicao excessiva de metais pode reduzir a capacidade de serem obtidos resultados

precisos e reprodutiveis.

5.3 Influéncia de tensioactivos

Nesta sec¢do examina-se a influéncia do tensioactivo Triton X-100 na propriedades
da regido interfacial eléctrodo de filme de carbono/Nafion, através de EIS com particular
realce na determinacao dos ides cadmio e chumbo por voltametria de onda quadrada de
ASV, testando a eficiéncia e viabilidade destes eléctrodos nestas determinagdes [8]. Os
resultados obtidos permitem um melhor entendimento da técnica de SWASV na

determinagdo de outros ides metalicos em meio natural.

5.3.1 Espectroscopia de impedéancia electroquimica

Os ensaios de EIS foram sequenciais e sistematicos, pelo que se torna necessario
descrever nesta parte do trabalho o procedimento experimental levado a cabo para a
obtengdo dos espectros de impedancia. Os eléctrodos de disco de filme de carbono
modificados com Nafion foram preparados segundo o procedimento descrito no
Capitulo 3. A sequéncia de registo dos espectros de EIS foi a seguinte para o estudo da

influencia de Triton X-100 nas propriedades interfaciais dos eléctrodos foi a seguinte:

1) Registo de EIS dos eléctrodos modificados em solucdo tampao acetato 0,1 M
pH 4,3 aos potenciais aplicados de —1,0 V e —0,5 V vs. SCE, verificando-se a

eficiéncia do filme de polimero;

2) Foram adicionados a solugdo de electrélito 107 M de ides Cd(II) e Pb(Il), e
aplicado o potencial de —1,0 V vs. SCE ao eléctrodo modificado durante 2 minutos
com agitacdo da solucdo. Este passo levou a deposicdo dos ides metdlicos na

superficie do eléctrodo;
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3) Registo do espectroa—1,0 V;

4) Passados 2 minutos, por forma ocorresse a reoxidacao dos metais no eléctrodo,

findo os quais se registou um espectro a —0,5 V.

5) O eléctrodo foi colocado numa nova solugdo de electrdlito, executando-se um
ensaio de SWASV por forma a ser verificada a auséncia de metais depositados.
Registaram-se os espectros a —1,0 V e —0,5 V noutra solu¢ao de electrolito. Estes
espectros permitem observar se ocorreram alteragdes permanentes no filme

polimérico devido a deposicao dos metais;

6) Adicionou-se Triton a solugio de electrélito contendo 107 M de Cd(II) e Pb(II),
seguindo-se o registo de espectros na mesma sequéncia iniciada no passo 2. Foram
estudadas varias concentracdes de Triton, no intervalo de 1 — 500 mg L'l, sendo

utilizando um novo eléctrodo para cada ensaio.

Os espectros de impedancia obtidos a —1,0 V e —0,5 V vs. SCE pelo procedimento
descrito com as concentra¢des de 2, 50 e 500 mg L' de Triton estdo representados nas

Figuras 5.9 e 5.10, respectivamente.

Na Subseccdo 5.2.2.2, demonstrou-se que na presenca de ides Cd(II) e Pb(Il) em
solugdo nao altera a forma dos espectros de EIS no plano complexo obtidos com os
eléctrodos de filme de carbono modificados com Nafion (CFE/Nafion). No entanto, a
magnitude de impedancia ¢ superior apds a deposicdo destes ides no eléctrodo [7].
Observaram-se alteragdes irreversiveis no filme polimérico, atribuidas a formagdo de
depositos de metais entre os poros de Nafion e a superficie do eléctrodo. O mesmo

comportamento foi observado nos espectros das Figuras 5.9 e 5.10.

Os espectros foram modelados através do mesmo circuito da Figura 5.6. Da mesma
forma que em [7] este circuito foi utilizado apenas para modela¢do dos espectros para
frequéncias acima de 1 Hz. Os valores obtidos para os parametros nas varias situagdes
experimentais estudadas variam entre 15 — 25 Q cm’ para a resisténcia da célula,
8 — 17 kQ cm® para Ry, 15 -30 pF cm™ para C; e 0,82 — 0,94 para o factor a;. Os erros nos

ajustes sdo da ordem de 3 e 8% para R, 0,8% e 3% para C; e inferiores a 1% para a;.
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Figura 5.9 — Espectros de impedancia no plano complexo obtidos a —1,0 V (vs. SCE) com

eléctrodos C Filme/Nafion em tampao acetato 0,1 M pH 4,3 com vdrias concentragdes de

Triton. Sequéncia de espectros: (M) solucdo de electrolito; (@) apds deposi¢ao de Pb(Il) e
Cd(10); (O) apoés SWASV; (A) com Triton; e, (A) apds limpeza electroquimica.

Uma andlise mais detalhada pode ser obtida através dos graficos da componente
imaginaria da impedancia em funcdo do lg f das Figuras 5.11 e 5.12. Estes gréficos
permitem observar as diferengas na adsor¢do e separacdo de cargas na regido interfacial.
Os semi-circulos dos graficos de impedancia em plano complexo originam picos em
Z" vs. 1g f, sendo que o valor maximo do pico corresponde a constante de tempo RC. A
—0,5 V, observam-se algumas diferengas na constante de tempo, em particular quando a
concentragdo de Triton utilizada ¢ mais baixa do que a concentragdo micelar critica (cmc).
Quando as concentragdes de Triton sdo superiores & cmc, as alteragdes sdo menos
significativas. Este comportamento evidencia que a adsor¢dao de Triton na superficie do

eléctrodo modificado ¢ muito superior para concentragdes inferiores a cmc, o que bloqueia
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Figura 5.10 — Espectros de impedancia no plano complexo obtidos a —0,5 V (vs. SCE)
com eléctrodos de C Filme/Nafion em tampao acetato 0,1 M pH 4,3 com varias
concentragdes de Triton. (Significado dos simbolos na Figura 5.9).

a superficie do polimero Considerando que para concentragdes superiores a cmc s30
formadas, preferencialmente, micelas, a &area superficial do eléctrodo afectada pela
adsor¢do € menor, este processo parece ser reversivel (veja-se, por exemplo, a Figura 5.12

para 100 mg L™ de Triton).

Um estudo recente [339] utilizando superficies recobertas com celulose expostas a
Triton mostra uma curva de adsor¢do isotérmica muito complexa com quatro regides de
adsorc¢ao, formacao de micelas e um decréscimo na adsor¢do para concentracdes superiores
a cmc. Os resultados obtidos com os eléctrodos de filme de carbono e Nafion apresentam
um comportamento semelhante. Em qualquer das situagdes, este resultado deve ser

\

entendido como uma excepcao a regra geral que indica que na presenca de superficies
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hidrofobicas a saturagdo de adsorgdo ¢ atingida abaixo da cmc e nao decresce por aumento

da concentragao do tensioactivo [340].

Os graficos de impedancia em plano complexo e da parte imaginaria das

Figuras 5.11 a 5.12 mostram as seguintes tendéncias:

e A adi¢do de Triton a solugdo em concentracdo inferior a concentracdo critica
. 1 ~ ~
micelar (cmc ~200 mg L~ em H,0), ndo promove a alteragdo da forma dos espectros nos

dois potenciais aplicados, —1,0 V e —0,5 V vs. SCE.

e Considerando o potencial —1,0 V vs. SCE, a adicao do tensioactivo leva a um
aumento da resisténcia da célula, que pode ser explicado pela adsor¢ao de Triton na
superficie recoberta com Nafion. Nesta situagdo ocorre também um aumento da
capacitancia e, uma vez que o processo de transferéncia de carga ¢ dificultado pela camada

adsorvida, ocorre também um aumento da resisténcia a transferéncia de carga.

e A limpeza electroquimica dos eléctrodos ndo conduz a mais modificacdes nos
espectros obtidos em tampao acetato, reflectindo alteragdes permanentes no filme de
Nafion. A resisténcia a transferéncia de carga ¢ maior a —1,0 V apods este passo de limpeza,

enquanto que a —0,5 V € menor.
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5.3.2 Voltametria de redissolug¢do anoédica

A determinacdo dos ides cadmio e chumbo na presenca de Triton foi realizada
através de voltametria de redissolucdo anddica de onda quadrada com eléctrodos de filme
de carbono modificados com Nafion. A Figura 5.13 mostra os voltamogramas obtidos para

igual concentragdo dos dois ides, com adi¢des sucessivas de Triton.

Na auséncia do tensioactivo, o voltamograma apresenta dois picos bem definidos,
com o potencial de pico a —0,75 V para o cadmio e a —0,55 V para o chumbo, com maior
intensidade de corrente de pico para o Pb(Il). Tendo em conta que as concentragdes dos
dois ides em solugdo sdo iguais, esta intensidade de pico maior sugere uma maior

tendéncia de incorporagao com e/ou transporte através do filme de Nafion.

Triton

0 mg L™
—1mg L™
—2mg L™
—5mg L™

100 nA

-0.9 -0.8 | -0|.7 | -OI.6 | -0.5 -0.4 -0.3
E/V vs. SCE

Figura 5.13 ~SWASV de 10"'M de Cd(II) e Pb(I) em tampdo acetato 0,1 M pH 4.3 em
eléctrodo de filme de carbono modificado com Nafion na presenga de adi¢des sucessivas
de Triton. Condigdes experimentais: f4p=120 s a—1,0 V (vs. SCE) e 25 mV de amplitude

de onda quadrada a uma frequéncia de 100 Hz e incremento de potencial de 2 mV.
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Esta situagdao também ja tinha sido detectada em analises de ASV por BIA quando
utilizados polimeros trocadores catidonicos [145,331]. Nestes estudos observou-se um
aumento do sinal de corrente de re-oxidacdo de ides chumbo quando utilizados eléctrodos
modificados com Nafion, em particular quando utilizada solugdo tampao acetato. Nesta
solugdo, os i0es Pb(Il) estdo presentes na forma de complexo, enquanto que o caddmio
permanece como Cd*™ (aq.). Desta forma, seria de esperar que, com a utilizagdo de uma
barreira polimérica trocadora de catides, os ides cadmio dessem origem a uma maior
resposta que os ides complexos chumbo-acetato, cuja difusdo para o eléctrodo seria
dificultada pela presenca da membrana de Nafion. No entanto, esta situagdo ndo foi
observada, pelo que a corrente de pico destes i0es podera ser influenciada por outro factor

dominante.

Dam et al. [145] demonstraram que os ides chumbo estdo envolvidos numa reacc¢ao
de troca de ligando na interface polimero-solugdo, formando deste modo ligagdes com o
polimero. Devido a baixa afinidade com ligandos de oxigénio, os ides cddmio ndo sdo tao
extensamente incorporados no polimero como o chumbo. Este efeito de pré-concentragdo ¢
manifestado na maior intensidade do pico de ASV para o chumbo, mesmo em presenca de

tensioactivos.

De modo a comprovar esta suposicdo de que os ides chumbo apresentam maior
tendéncia para se incorporar e/ou passar a barreira de Nafion foram determinados os
coeficientes de difusdo aparente (D,pp) de cada ido através do filme polimérico. O Dy
pode ser determinado através de voltametria ciclica como descrito em [341] considerando
que a reac¢ao de oxidagdo/reducdo dos ides metalicos ¢ reversivel, e utilizando a equagdo

de Randles-Sevick [276]:

1,=2,69x10°n">4D}>[0] vV (5.1)

app

com /, intensidade do pico anddico ou catddico em A, n o niimero de electrdes envolvidos

~ A . r JOR r 2
na reac¢do de transferéncia de carga, 4 area geométrica do eléctrodo em cm”, [O] a

00

~ L . L ~ 312
concentragdo da espécie oxidada no interior da solucdo em mol cm™ e v

a raiz quadrada
- - -1 ~ 12 :
da velocidade de varrimento em V s™. Uma representagdo de [, vs. v 2 permite calcular o

coeficiente Dy, dos 10es em estudo através do declive da recta obtida nesse tipo de gréfico.
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Figura 5.14 — Voltamogramas ciclicos obtidos para varias velocidades de varrimento de
eléctrodos de filme de carbono modificados com Nafion, em solu¢do em (A) 0,2 mM Cd**
e (B) 0,2 mM de Pb*". Electrélito de suporte: tampéo acetato 0,1 M pH 4,3.

Na Figura 5.14 representam-se os voltamogramas ciclicos obtidos com os
eléctrodos de filme de carbono modificados com Nafion na presenca de (A) 0,2 mM de
Cd(I) e (B) 0,2 mM de Pb(Il) em solucao tampao acetato 0,1 M pH 4,3, apos subtrac¢ao
da linha de base. Os graficos de /[, vs. v!"2 para o pico anddico correspondentes encontram-

se na Figura 5.15.
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Figura 5.15 — Grafico de 7, vs. v!2 para os picos anddicos dos voltamogramas ciclicos da
Figura 5.14. As linhas representam a regressao linear.

O coeficiente de difusdo aparente obtido para os ides chumbo
Dapp(Pb*)=2,5x10° cm®s™’ ¢ cerca de 10 vezes superior ao dos ides cadmio
Dapp(Cd2+)=3,3>< 107 em® s, o que pode justificar a maior intensidade de pico em ASV dos

a0 chumbo mesmo na presenca de Triton.

A adicdo de tensioactivo promove um desvio nos picos de potencial das respostas
de SWASV na Figura 5.13 para os dois 10es metalicos, ocorrendo também uma diminuigdo
da intensidade de corrente de pico. Estas caracteristicas sdo normalmente referidas como
envenenamento do eléctrodo. Na Tabela 5.5 estdo sumariadas as correntes de pico
normalizadas obtidas por SWASV dos i0es chumbo e cadmio na presenca de varias
concentragdes de Triton. A intensidade de pico referente ao cddmio diminuiu mesmo
quando adicionadas pequenas concentragdes de Triton, com uma redugdo de ~ 90% quando
estio presentes 5mgL" de Triton. A presenca de concentragdes mais elevadas deste
tensioactivo suprime o pico caracteristico para o cadmio nos voltamogramas SWASV. O
mesmo tipo de comportamento foi obtido anteriormente em eléctrodos de carbono vitreo
modificados com um filme fino de merclirio e recobertos com Nafion (Nafion-

MTFE) [152].
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Tabela 5.5 — Intensidades de pico de corrente normalizadas dos voltamogramas SWASV
de 107 M de Cd(II) e Pb(II) obtidas com os eléctrodos de filme de carbono modificados
com Nafion em fung¢do da concentrag¢ao de Triton X-100.

[Triton] / mg L™

0 1 2 5 50 100 200 500
cd* 1,00 033 016 0,11 - - - -
Pb** 1,00 039 029 0,20 - ~ - -

Em relagdao aos 10es Pb(Il), observa-se que a intensidade de corrente de pico
também diminui na presenca do tensioactivo, sendo que este decréscimo ndo € tdo
significativo para baixas concentragdes de Triton como para o caso do cddmio. No entanto,
a presenca de maiores concentragdes de Triton promove também a supressdo do pico
caracteristico para este 130. A resposta obtida ¢ um ligeiramente diferente da do eléctrodo
Nafion-MTFE em carbono vitreo, onde pequenas concentragdes de Triton aumentam a
intensidade de pico de corrente para o Pb(Il), permanecendo inalterada quando adicionadas
maiores concentragdes de Triton [152]. Este efeito pode ser explicado atendendo a que o

Triton pode promover a formacao da amalgama Pb-Hg no filme de mercurio.

Normalmente, o sistema contendo os ides cadmio e/ou chumbo recupera totalmente
da adsorcdo de Triton. No entanto, quando o eléctrodo modificado foi exposto a uma
concentracio de 500 mg L', mesmo apds a limpeza electroquimica por aplicacdo de
potencial —0,3 V vs. SCE durante 10 minutos numa solu¢ao nova de tampao acetato 0,1 M
pH 4,3, o registo do SWASV na solu¢do demonstrou evidéncias de alteragdes irreversiveis
ao ecléctrodo, i.e., efeitos de memoria. Estes efeitos estdo de acordo com os resultados
obtidos por EIS representados nas Figura 5.9 e 5.10 para a concentragdo de Triton mais

elevada.

Foram efectuados outros ensaios de EIS com a presenca de Triton na solucdo
juntamente com outros catides, como o Fe'', que ndo sdo reduzidos a metal, embora
possam ser incorporados na camada de Nafion. Estes ensaios demonstraram que ocorrem
alteracOes nas propriedades na interface Nafion-filme de carbono mesmo na presenca de

catides que ndo formam depdsitos metalicos.

138



No caso de amostras naturais, a situagao de altas concentragdes de tensioactivos
ndo ¢ muito usual, sendo esperada uma concentra¢do méaxima de cerca de 2 mg L. Deste
modo, ¢ possivel utilizar os eléctrodos de filme de carbono modificados com Nafion em

determinagdes por SWASYV de cadmio e chumbo em amostras naturais.

5.4 Conclusoes

Neste capitulo investigou-se a influéncia da modificacdo de eléctrodos de filme de

carbono com Nafion nas propriedades electroquimicas e morfologicas dos eléctrodos.

Os eléctrodos modificados com Nafion apresentam de um modo geral menores
valores para os parametros de rugosidade de AFM quando comparados com os eléctrodos
ndo modificados. Esta diminui¢do de rugosidade ¢ mais perceptivel para eléctrodos de
resisténcia nominal de 15 e 140 Q. Os espectros de Raman confocal mostram que ndo ha
alteracdo na estrutura grafitica apds a modificacdo, sugerindo que ndo ocorrem interac¢des

quimicas fortes entre os filmes de carbono e o Nafion.

Os eléctrodos de 2 Q foram caracterizados através de voltametria ciclica e de EIS
investigando-se a influéncia da modificacdo dos eléctrodos com Nafion, bem como da
presenga em solucdo do tensioactivo Triton X-100 na determinacdo de metais pesados por

voltametria de redissolu¢do de onda quadrada.

Através da voltametria ciclica verificou-se que a janela de potencial nao ¢ alterada
pela modificagdo dos eléctrodos com Nafion. Os espectros de impedancia mostram
claramente as diferengas entre os eléctrodos sem e com modificagdo. A presenca dos ides
metalicos cddmio e chumbo em solugdo promove alteragdes irreversiveis na superficie dos
eléctrodos modificados observadas por EIS. Estas diferengas sdo causadas pelo passo de
deposicdo em determinagdes dos ides de metais pesados por voltametria de redissolugdo de

onda quadrada.

A adsorcdo do tensioactivo Triton X-100 nos eléctrodos de filme de carbono
modificados com Nafion promove alteragdes nos espectros de impedancia, no entanto, para

baixas concentracdes do tensioactivo os eléctrodos retomam as suas caracteristicas iniciais.
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CAPITULO 6

ELECTRODOS DE FILME DE CARBONO
MODIFICADOS COM FILMES DE
BISMUTO







Neste capitulo estuda-se a influéncia da modificacdo dos eléctrodos de filmes de
eléctrodos de filme de carbono com filmes de bismuto, e a sua possivel utilizacdo em
determinagdes de metais pesados por voltametria de redissolucdo anddica [10]. As
caracteristicas electroquimicas dos eléctrodos modificados sdo analisadas através de
voltametria ciclica e EIS. Estuda-se também a influéncia do Nafion e do tensioactivo
Triton X-100 na determinagdo dos ides zinco, cadmio e chumbo por voltametria de
redissolugdo anddica testando a eficiéncia e viabilidade destes eléctrodos modificados para

estas determinacdes.

6.1 Introducao

O bismuto ¢ um elemento de baixa toxicidade considerado como um elemento
amigo do ambiente [5], vastamente utilizado na induastria farmacéutica e cosmética [342].
Desde o ano 2000, os filmes de bismuto tém sido utilizados em eléctrodos, sendo desde
essa altura um tema de investigacdo atractivo em electroanalise, devido a serem uma boa

possibilidade para substitui¢ao de eléctrodos a base de mercurio [95].

Ao longo dos ultimos anos foram utilizados varios tipos de eléctrodos de bismuto
na determinacdo de metais pesados utilizando voltametria de redissolucdao [5,106]. Os
filmes de bismuto tém sido depositados em diferentes substratos de carbono, em particular,
carbono vitreo [95,109-121], fibra de carbono [95,114], carbono impresso [131,132], pasta
de carbono [135-137,142], pasta de carbono aquecida electricamente [343] e eléctrodos de
diamante dopados com boro [344], apresentando excelentes vantagens em relagdo aos
eléctrodos de mercurio. Eléctrodos s6lidos de bismuto foram também estudados e as suas

propriedades comparadas com os eléctrodos de filme de bismuto [345].
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A formagado de filmes de bismuto em substrato de eléctrodos de resisténcias de
filme de carbono foi desenvolvida em [141]. Estes filmes foram depositados de diferentes
formas: a potencial constante in sifu e ex situ, a corrente constante ex situ e por varrimento
de potencial. Os eléctrodos de filme de bismuto foram caracterizados por voltametria
ciclica e espectroscopia de impedancia electroquimica, concluindo-se que o filme de Bi
depositado a potencial constante quer seja in situ ou ex situ apresenta as melhores
caracteristicas para aplicacdo em electroandlise. Demonstrou-se ainda que os eléctrodos de
filme de carbono sdo substratos uteis para a deposicdo de bismuto, obtendo-se uma
sensibilidade analitica para a determinacdo de varios metais pesados, como o Zn, Cd e Pb,

semelhante ou superior a de filmes de Bi depositados noutros substratos de carbono [141].

A maioria das andlises de metais pesados ocorre em amostras naturais, usualmente
contendo algumas substancias que reagem com a superficie dos eléctrodos so6lidos, sendo
por isso importante investigar a influéncia dessas espécies quando utilizados os filmes de
bismuto para determinagdes nesses meios. Estas substancias normalmente adsorvem na
superficie do eléctrodo bloqueando-o e perturbando a deposi¢do do analito [110]. Este
problema pode ser minimizado por aplicacdo de um filme polimérico, p.e., de Nafion,
como utilizado nos eléctrodos de filme de carbono [7], de filmes de mercurio [346] ¢ em

eléctrodos de filme de Bi depositado em carbono vitreo [159].

No trabalho anterior [8,9] descrito no Capitulo 5, estudou-se a influéncia de
tensioactivos na determinacdo de Cd e Pb em eléctrodos de filme de carbono modificados
com Nafion utilizando-se EIS. Neste capitulo apresenta-se o estudo da influéncia do filme
de Nafion e do tensioactivo Triton na determinacao de Zn, Cd ¢ Pb, com eléctrodos de
filme de carbono modificados com filme de Bi. Os filmes de Bi foram depositados ex sifu
para a determinagdo de Zn e in situ para a determina¢do de Cd e Pb. A caracterizagdo
electroquimica dos filmes de Bi foi efectuada através de voltametria ciclica e de EIS. A
utilizagao dos eléctrodos de filme de Bi modificados com Nafion na determinagao de Zn,

Cd e Pb por voltametria de redissolucao, foi investigada e demonstrada com sucesso.

6.2 Eléctrodos modificados com filme de bismuto

Os filmes de bismuto foram depositados nos eléctrodos de filme de carbono através

da aplicacao de um potencial constante. A deposicao foi levada a cabo de duas maneiras
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distintas: ex situ, i.e., numa solucdo separada e antes da caracterizagdo electroquimica; in

situ na mesma solugao, conforme descrito no Capitulo 3.

6.2.1. Influéncia de Triton na determinagao de zinco

Num trabalho anterior [141] foi obtida uma melhor resposta para a determinacao de
10es Zn com filmes de Bi formados ex situ. Este processo de deposi¢dao ex situ, que foi
realizado aplicando o potencial de —1,4 V vs. SCE, permitiu obter uma maior eficicia na
electrodeposi¢cdo em relacdo a deposicdo in situ, uma vez que a este potencial ocorre uma
pequena evolugdo de hidrogénio. Apds a deposi¢cdo do filme, a determinagdo de Zn foi
efectuada por SWASV. Os voltamogramas de redissolugdo tipicos obtidos com os
eléctrodos modificados para uma concentragdo de Zn de 400 pg L™ na auséncia e na

presenga de Triton adicionado em quantidades sucessivas sdo mostrados na

Figura 6.1 [10].

T T T T T
-14 -13 -12 -11 -10 -09 -08 -0.7
E/V vs. SCE

Figura 6.1 — Voltamogramas de SWASV de 400 pg L' de Zn em tampdo acetato 0,1 M
pH 4,45 com eléctrodos de filme de carbono modificados com um filme de bismuto
produzido em ex sifu na presenca de: a) 0,b) 1,¢)2,d)3,e)4,1)5,2) 8, h) 10e
1) 20 ppm de Triton X-100. Condi¢Oes experimentais: tqep = 120 s a —1,4 V vs. SCE,
onda quadrada /=25 Hz, AE = 2 mV, amplitude 25 mV, tempo de equilibrio 15 s.
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O eléctrodo modificado com filme de bismuto apresenta um pico de redissolucao
bem definido para o Zn na auséncia do tensioactivo, sendo o potencial de pico de —1,00 V
vs. SCE. A presenca de Triton ndo promove o desvio do potencial de pico para este 140, no
entanto a presenca de pequenas quantidades do tensioactivo produz uma alteragdo
significativa na intensidade de corrente de pico: com a adi¢do de 1 mgL"' de Triton a
resposta para o Zn decresce em mais de 50% do valor inicial e em concentragdes
superiores a 8 mgL™' de Triton o sinal para o Zn ¢ totalmente suprimido. Este
comportamento foi também observado em eléctrodos de carbono vitreo modificados com

filme de bismuto por Kefala ez al. [159].

6.2.2. Influéncia de Triton na determinacao de cadmio e chumbo

Em [141] foi observada uma excelente resposta analitica para os ides Cd e Pb com
eléctrodos de filme de carbono modificados com filme de bismuto produzidos por
deposicao in situ. Estes eléctrodos modificados in situ apresentaram ainda maior
reprodutibilidade para a determinacao destes ides do que os eléctrodos modificados ex sifu
com filme de bismuto. Atendendo a estes factores, o estudo da influéncia de Triton na
determinagdo de ides Cd e Pb foi efectuado com ecléctrodos de filme de carbono
modificados in situ com filme de bismuto [10]. Os voltamogramas SWASV
representativos obtidos em solugdes contendo 100 pg L™ de Cd(II) e Pb(II) na presenga de

concentragdes crescentes de Triton estdo ilustrados na Figura 6.2.

Na auséncia de tensioactivo, o eléctrodo origina dois picos bem definidos a —0,80 V
e a —0,58 V vs SCE para os 1des Cd e para o Pb, respectivamente. Nos voltamogramas da
Figura 6.2 ¢ também observado um pico a —0,17 V que corresponde ao Bi(Ill). A adigdo de
Triton causa uma reducgdo severa na corrente de pico devido ao bloqueamento parcial da
superficie do eléctrodo por adsor¢do do tensioactivo. O decréscimo para o sinal de Cd na
presenca de a 1 mgL™ de Triton foi de cerca de 70% do valor na auséncia deste

tensioactivo.

Pode também ser observado que, apés a adigdo de Triton, o pico do bismuto
desloca-se cerca de 30 — 40 mV para potenciais mais negativos, para além de a intensidade
de pico diminuir com o aumento da quantidade de tensioactivo presente na solugdo, sendo

completamente suprimido com a adi¢io de 8 mg L™
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Figura 6.2 — Voltamogramas de SWASV de 100 pg L™ de Cd e Pb em tampéo acetato
0,1 M pH 4,45 com eléctrodos de filme de carbono modificados com um filme de
bismuto produzido em in situ na presenca de: a) 0,b) 1,¢)2,d) 3,e)4,1) 5,2) 8, h) 10e
1) 20 ppm de Triton X-100. Condi¢Oes experimentais: tqep = 120 s a —1,2 V vs. SCE, onda
quadrada /=25 Hz, AE =2 mV, amplitude 25 mV, tempo de equilibrio 15 s.

6.3. Eléctrodos filme de bismuto com Nafion

O efeito provocado pelas moléculas de tensioactivo na resposta de um sensor
electroquimico pode ser diminuido por aplicagio de um filme/membrana
protectora [4,7,8,159]. Estes filmes sdo muitas das vezes de polimeros, sendo trocador
cationico Nafion o mais utilizado para a modificacdo de eléctrodos para determinagdo de
metais vestigiais. O filme de Nafion é facil de preparar, ¢ o seu efeito protector ¢

significativo [332].

A modificagcdo com Nafion foi realizada nos eléctrodos de filme de carbono
conforme os detalhes apresentados no Capitulo experimental. Apds esta modificagdo foram

depositados os filmes de bismuto in situ e ex-situ.

6.3.1. Janela de potencial

Os eléctrodos de filme de bismuto com e sem o filme de Nafion foram
caracterizados através de voltametria ciclica por forma a examinar a janela de potencial e

as correntes de fundo obtidas. Estes eléctrodos podem apenas ser utilizados na regido de
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potenciais negativos devido a oxidacao do proprio Bi a —0,2 V [95]. Embora os eléctrodos
de filme de bismuto apresentem propriedades comparaveis as dos seus homologos de
mercurio existem algumas diferencas fundamentais que devem ser consideradas quando
estes sdo utilizados [5,106]. O principal inconveniente dos eléctrodos bismuto em
comparagdo com os eléctrodos mercurio € o seu limite de potencial andédico dado que o

bismuto ¢ um metal mais facilmente oxidavel do que o merctrio [95].

Os perfis de corrente-potencial para os eléctrodos de filme de Bi e para os de
Nafion-Bi sdo mostrados na Figura 6.3. Neste caso, o filme de bismuto foi produzido ex

situ, mas um comportamento semelhante foi obtido para os filmes in situ.

Os eléctrodos de filme de Bi sem Nafion apresentaram um comportamento
semelhante ao anteriormente obtido [141]: a formagao do filme de bismuto nos eléctrodos
de filme de carbono nido altera de uma forma significativa a janela de potencial acessivel
na regido dos potenciais negativos. A modificacdo dos eléctrodos de filme de bismuto com
um filme de Nafion promove um pequeno aumento da janela de potencial e uma

diminui¢do das correntes de fundo. Esta alteracdo pode ser atribuida as caracteristicas

j/ mA cm?
[\
o
T

3.5 —BiF
L Nafion-BiF

-18 -16 -14 -12 -10 -08 -06 -04
E/V vs. SCE

Figura 6.3 — Voltamogramas ciclicos obtidos para eléctrodos de filme de bismuto sem
Nafion (BiF) e com Nafion (Nafion-BiF) em tampao acetato 0,1 M pH 4,45. Velocidade de
varrimento 50 mV s'. Filme de bismuto produzido ex sifu a potencial constante de
-1,4 V vs. SCE.
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quimicas do Nafion, que permitem uma maior eficiéncia na electrodeposicao do filme de
Bi e conferindo uma maior estabilidade fisica do filme formado. Estas caracteristicas

foram apresentadas para os dois tipos de formacao do filme de Bi.

6.3.2. Determinagdo de metais por voltametria de redissolu¢ao de onda

quadrada

Os eléctrodos modificados Nafion-BiF foram utilizados para a determinacgdo por
voltametria de redissolucdo anddica de Zn, Cd e Pb. Na Figura 6.4 mostram-se os
voltamogramas tipicos SWASV obtidos com (A) 400 pg L™ de zinco e (B) 100 pug L™ de

cadmio e 100 pg L' de chumbo na presenca de Triton.

Do mesmo modo que no caso dos eléctrodos ndo modificados de Bi, a deposi¢do de
Bi foi feita do modo ex sifu para a determinagdo de Zn e in situ para a determinacao de Cd
¢ Pb. Comparando os voltamogramas da Figura 6.4 com os das Figuras 6.1 e 6.2, obtidos
com os eléctrodos sem Nafion, observa-se que as correntes de pico sdo menores quando
utilizados os eléctrodos com Nafion. O decréscimo no sinal, que é provocado pela
limitagdo a difusdo devido ao filme de Nafion, ¢ de 75% para o Zn, mas apenas de 4% para
o Cd e para o Pb. Esta observagdo contrasta com o decréscimo de 15% obtido em
eléctrodos de filme de mercurio [332]. O facto do sinal para o Zn ter um decréscimo tao
significativo, pode ser devido a evolugdo de hidrogénio ocorrida durante o passo de
deposicdo deste metal nos eléctrodos Nafion-BiF, também observada na deposicdo in situ

dos filmes de Bi a este potencial [141].

A sensibilidade dos eléctrodos Nafion-BiF no SWASV dos i1des metélicos
estudados foi de 2,7 A cm? M parao Zne, 57,8 e 116 A cm? M para os ides Cd e Pb,
respectivamente, com erros relativos entre 3 eléctrodos diferentes de 13,6%, 1,9% e 2,1%;
com repetibilidade superior a 2% em todos os casos. A baixa sensibilidade e
reprodutibilidade para as determinacgdes de Zn sdo atribuidas a evolucao de hidrogénio que

ocorre durante o passo de deposi¢ao.

Para uma visualizacdo mais facil da diminui¢do da corrente de pico com o aumento
da concentracdo de Triton nos eléctrodos de Bi com e sem modificagdo com Nafion,
representam-se na Figura 6.5 as intensidades de pico de corrente normalizadas para a

corrente na auséncia de tensioactivo.
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Figura 6.4 — Voltamogramas SWASV de (A) 400 ug L™ de Zne (B) 100 ug L' de Cd e
100 pg L™ de Pb obtidos com os eléctrodos de Nafion-BiF, na presenca de adi¢des
sucessivas de Triton. Outras condi¢des experimentais nas Figuras 6.1 e 6.2.

150



2-
0.8
= =
o o
= 0.6+ =
3 3
e} 1 e)
% 0.4+ J\ 2
©
E 1 H9%o £
§ 0.2 u \O_O\ 2 | ™)
1 iy ‘I—I\E\Q
“O——O— —
00— M= L T N——
0 5 10 15 20 0 5 10 15 20
[Triton] / mg L™ [Triton] / mg L
1.0 n
0.8
=
o
£ 06-
o
®
2 04- °§.
]
€ O§o
(ZLD 0.2 )
. 9:9§
‘)
0.0 T T T T
0 5 10 15 20
[Triton] / mg L

Figura 6.5 — Resposta de SWASV normalizada de 400 pg L™ de Zn e 100 pg L™ de Cd e
de Pb na presenga de quantidades crescentes de Triton com os eléctrodos (M) filme de Bi e
(O) Nafion-BiF. Outras condi¢des experimentais nas Figuras 6.1 € 6.2.

Como pode ser observado na Figura 6.5, a adicdo de 1 mg L™ de Triton promove
um decréscimo no sinal obtido para Zn nos eléctrodos Nafion-BiF mas esta diminui¢do ¢
menor do que quando utilizados os eléctrodos de Bi sem o filme de Nafion. Apds adigdes
consecutivas de tensioactivo o pico de corrente ¢ praticamente independente da
concentracio de Triton entre 2 ¢ 10 mg L' deste composto. Desta forma & possivel
concluir que o eléctrodo Nafion-BiF ¢ util para a determinagdo de ides Zn por SWASV na

presenca de Triton em concentragdes relativamente elevadas.

Um comportamento semelhante ao do Zn foi obtido para o sinal de Cd e de Pb apds

a adi¢do de 1 mg L™ de Triton. Contudo, um aumento da concentracdo de Triton promove
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um decréscimo mais rapido no sinal, ou seja, o filme de Nafion ¢ aparentemente menos
eficiente para a determinacdo de Cd e Pb. Apesar da concentracdo de Zn ser 4 vezes
superior (400 ug L") a de Cd e de Pb (100 pg L™), a sensibilidade para o Zn ¢ menor, o
que pode justificar a menor corrente de pico obtida e a menor interferéncia por parte do
Triton. Para além disso, o Zn ¢é determinado com filmes de bismuto formados ex situ [141],
enquanto que o Cd e o Pb sdo determinados com formacao do filme de Bi in situ (em

filmes formados ex situ a resposta para estes dois ides € pequena [141]).

Do mesmo modo que nos eléctrodos de filme de carbono modificados com Nafion
(Capitulo 5) [8], observa-se que o pico do Pb ¢é superior ao do Cd, apesar da concentragdo
molar de Cd(II) ser quase o dobro da de Pb(II). A mesma justificacdo dada nessa altura ¢
valida para o comportamento observado com estes eléctrodos de filme de bismuto
modificados com Nafion. Resumidamente, o facto de os ides Pb (II) estarem presentes em
solucao tampao acetato na forma de complexos acetato-Pb deveria ser responsavel por um
sinal menor para este 130, quando comparado com os ides Cd que permanecem sob a forma
Cd*"(aq.). No entanto, esta situagdo ndo ¢ verificada, uma vez que os ides Pb ao estarem
envolvidos numa reacc¢do de troca de ligando na interface polimero/solucao ficam ligados
ao polimero [145], o que equivale a um efeito de pré-concentracdo adicional para o Pb,
manifestado no maior sinal SWASV obtido. Os i0es cddmio apresentam uma menor
tendéncia a formagdo de complexos com o acetato, bem como, uma menor afinidade para
com ligandos de oxigénio, e, desta forma, ndo sdo incorporados no polimero na mesma

extensao que os ides chumbo, o que origina o menor pico obtido em SWASV.

Na Figura 6.4(B) ¢ também mostrado o pico de redissolu¢do para o bismuto.
Observa-se que este 130 ¢ mais sensivel a presenga de Triton, uma vez que a deposi¢do
in situ de Bi ¢ dificultada devido a adsor¢ao do tensioactivo na superficie do eléctrodo de
filme de carbono. Apesar deste facto, a resposta SWASV demonstra que ¢ depositada uma
quantidade suficiente de metal Bi entre a superficie do CFE e o filme de Nafion, sendo
possivel obter limites de deteccdo da ordem dos nanomolares como em [141] em

eléctrodos de filme de carbono modificados com filme de bismuto.
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6.3.3. Espectroscopia de impedéancia electroquimica de eléctrodos de
Nafion-BiF

A influéncia do filme de Nafion e de Triton X-100 na analise SWASV de cadmio e
chumbo nos eléctrodos de filme de Bi produzidos in situ foi estudada através da técnica de
espectroscopia de impedancia electroquimica. Investigaram-se as caracteristicas dos
eléctrodos antes e apds as varias modificacdes, bem como o comportamento em solugdes
na auséncia e na presenca de Triton. Por forma a simular as condi¢des actuais dos ensaios
electroanaliticos, as solugdes ndo foram desoxigenadas, sendo que o efeito da
desoxigenacgdo em eléctrodos de filme de carbono foi discutido no Capitulo 4 [7]. Foram
realizados ensaios semelhantes com 10es zinco mas devido a evolucdo de hidrogénio na
deposicdo de Zn a —1,4 V, tornou-se dificil retirar algumas conclusdes e as dedugdes

obtidas tém pouco significado, pelo que ndo serdo apresentadas.

Os potenciais aplicados para o registo dos espectros de impedancia foram
escolhidos de acordo com os potenciais de deposi¢ao do filme de bismuto in-situ (—1,2 'V
vs. SCE) e os de redissolugdo dos ides metalicos considerados: —0,8 V (Cd); —0,6 V (Pb) e
-0,2 V (Bi).

Os ensaios de EIS foram sequenciais e sistematicos, pelo que, para uma melhor
compreensdo dos resultados que serdo apresentados em seguida, torna-se necessario

descrever o procedimento experimental realizado para a obtencdo destes espectros:

1) Registo dos espectros de impedancia em solucdo tampao acetato 0,1 M pH 4,45

dos eléctrodos de filme de carbono modificados com Nafion.
2) Deposicao do filme de bismuto, e EIS efectuada nestes eléctrodos Nafion-BiF.

3) Deposi¢ao dos ides cddmio e chumbo a partir de solugdes contendo as mesmas
concentragdes que as usadas nos ensaios de SWASV nas seccdes anteriores, i.e.,
100 pg L' de Cd e Pb. Neste passo foi depositado também o filme de Bi, dado que o

processo de deposicao ¢ in situ. Registo de novos espectros de impedancia.

4) Adicao de Triton a solucdo, seguida do passo de deposicdo dos metais (passo 3)

e novo registo de EIS.

Os espectros em plano complexo ¢ da componente imaginaria em fun¢do do

logaritmo da frequéncia estdo representados na Figura 6.6. Os graficos de —Z" vs. Ig f
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permitem determinar a constante de tempo do processo de transferéncia de carga uma vez
que o maximo nesses graficos ¢ obtido quando wRC=1 (w em radianos), para o caso de um
espectro que em plano complexo apresente um semicirculo descrito por uma resisténcia (R)

em paralelo com uma capacitancia (C).

Os espectros da Figura 6.6 foram modelados através de um circuito equivalente,
constituido pela resisténcia da célula electroquimica, Rg, em série com uma combinagao
RCPE em paralelo, Figura 6.7(A). O elemento de fase constante foi necessario devido ha
ndo homogeneidade da superficie do eléctrodo e ¢ modelado, como nos outros casos ja
apresentados, como um condensador nao-ideal de capacitincia C e um factor de
rugosidade a, onde um valor de 1 corresponde a uma superficie perfeitamente lisa. Em
alguns casos, foi necessario recorrer a um circuito composto por dois elementos RCPE em
série para modelar os espectros em toda a gama de frequéncias estudada, Figura 6.7(B). De
qualquer modo, atendendo que para uma comparacdo mais facil entre as vdrias
modifica¢des de eléctrodo efectuadas, na Tabela 6.1 apresentam-se os resultados obtidos
da modelagdo dos espectros na gama de “altas” frequéncias, ou seja, para frequéncias
superiores a 1 Hz, regido onde o espectro e o circuito eléctrico revelam os processos que
ocorrem na interface eléctrodo-solu¢do, ¢ onde se utilizou o circuito equivalente da

Figura 6.7(A).

A resisténcia da célula, Rq, nos eléctrodos modificados com Nafion de filmes de
carbono e de bismuto foi de ~7,0 Q cm®. O factor de rugosidade foi 0 mesmo em todas as
situacdes estudadas, um pouco maior do que 0,90 e superior ao obtido para os eléctrodos
de filme de carbono, ~0,85 [7]. A resisténcia a transferéncia de carga, R, tende a aumentar
quando o potencial aplicado ¢ menos negativo. Isto deve-se ao facto de que para potenciais
mais negativos podem ocorrer na superficie do eléctrodo processos secundéarios como a

reducdo de 6xidos da superficie e a deposi¢ao/re-oxidacao de metais.
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Figura 6.7 — Circuitos eléctricos equivalentes utilizados na modelagao
dos espectros de EIS.

Tabela 6.1 — Dados obtidos da modelacao dos espectros da Figura 6.6 para frequéncias
superiores a 1 Hz. R;: resisténcia a transferéncia de carga; C capacitancia; a: factor
rugosidade (CFE: filme de carbono e BiF: filme de bismuto).

Eléctrodo / solugao £ /SEJ/EV 5 R, /kQ cm? uF cfrllé G| o
Nafion-CFE -1,20 8,31 15,7 0,92
-0,80 6,68 17,5 0,91
-0,60 4,01 17,9 0,92
-0,20 23,9 21,4 0,90
Nafion-BiF-CFE -1,20 8,26 7,16 0,91
-0,80 8,17 6,02 0,92
-0,60 8,36 5,42 0,93
-0,20 26,5 10,1 0,91
+Pb*" and Cd** -1,20 7,29 7,47 0,90
-0,80 8,41 6,39 0,91
-0,60 9,63 525 0,93
-0,20 24,7 7,06 0,91
+ 1 mg L™ Triton -1,20 6,72 7,06 0,90
-0,80 6,38 4,88 0,92
-0,60 10,9 5,15 0,92
-0,20 21,0 7,58 0,90
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Os espectros mostram as seguintes tendéncias:

e A —1,2 V, os espectros em plano complexo de todos os filmes sem Triton em
solucao apresentam um semicirculo comprimido. A presenca de Triton causa algumas
alteragdes a baixas frequéncias, devido provavelmente a adsor¢do na superficie dos
eléctrodos deste composto. O pico no grafico —Z" vs. Ig focorre a lg f=0,4 para os
filmes de carbono, que com a adicdo de bismuto (ou seja, formagdo do filme de
bismuto) ¢ desviado para um valor superior. Este volta a sofrer nova alteracdo com a
adi¢do dos i0es Cd e Pb, e ¢ suprimido quando adicionado Triton a solugdo, devido a

sua adsorgao.

e O espectro no plano complexo a —0,8 V mostra maiores diferengas entre as
varias situagdes experimentais, em particular na presenca de Triton. O efeito da re-
oxidacdo do Cd ¢ observado a baixas frequéncias, e a adigdo de Triton promove uma
diminui¢do nos valores da magnitude de impedancia, devido a adsorcdo e
bloqueamento parcial da reac¢ao de re-oxidagdo do Cd. Observa-se também que o pico

no grafico —Z" vs. 1g f'¢ suprimido quando adicionado Triton a solugdo.

e Como em [7], ocorre reducdao de 6xidos da superficie do eléctrodo a —0,6 V
nos filmes de carbono modificados com Nafion, originando menores magnitudes de
impedancia e uma forma de semicirculo mais perfeita no espectro em plano complexo.
A impedancia aumenta apds a deposi¢ao do filme de Bi através dos poros de Nafion. A
adicdo dos metais Cd e Pb promove uma pequena alteracdo nestes valores, que sdo
novamente aumentados por adigdo de Triton a solucdo. Nao ocorrem desvios

significativos a constante de tempo obtida através dos graficos —Z" vs. Ig 1.

e Comparando com os outros potenciais, a —0,2 V foram obtidos os maiores
valores de impedancia. A este potencial ocorre a re-oxidagdo do bismuto, e por este
motivo o espectro obtido ¢ o dos eléctrodos de filme de carbono modificados com
Nafion com alteragdo morfologicas do polimero. Estas alteracdes sdo irreversiveis e
foram descritas anteriormente para os eléctrodos de filme de carbono modificados com

Nafion [7] e, para eléctrodos de filme de mercurio [332] afectando grandemente as

analises por voltametria de redissolugdo anddica.
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As diferengas observadas a —0,8 V e —0,6 V com os eléctrodos Nafion-BiF podem
estar relacionadas com a maior tendéncia para formacao de complexos de catides Pb com
anides acetato na solucdo tampdo (veja-se a sec¢do anterior). Os espectros mostram
claramente que as caracteristicas da regido interfacial em todos os potenciais estudados sdo
significativamente modificadas pela presenga de Triton. No entanto, os ensaios de SWASV

mostram que essas alteragdes nao bloqueiam totalmente a passagem dos 10es metalicos.

Um outro aspecto mais importante estd relacionado com a resisténcia a
transferéncia de carga nos eléctrodos Nafion-BiF com a adi¢do de Cd(I) e Pb(Il) ser
significativamente menor do que a obtida nas mesmas condi¢des com eléctrodos Nafion-
filme de carbono (38,1 kQ cm™ [7]), demonstrando que os filmes de Bi tém maior
facilidade para a deposi¢do de metais pesados. Esta evidéncia sugere que os eléctrodos
Nafion-BiF sao melhores para a electroandlise de Cd e Pb do que os eléctrodos de Nafion-

filme de carbono.

6.4. Conclusoes

Neste capitulo foram investigadas as caracteristicas electroquimicas de filmes de
bismuto depositados sobre eléctrodos de resisténcia de filme de carbono através das
técnicas de voltametria ciclica e espectroscopia de impedancia electroquimica. Os filmes
de bismuto foram electrodepositados a potencial constante ex-situ e in-situ. A forma de
deposi¢ao ex-situ revelou-se mais apropriada para a determinagdo de zinco por SWASV,
enquanto que a deposi¢do in-situ foi utilizada para a andlise de chumbo e cadmio por

SWASV.

A influéncia do tensioactivo Triton X-100 na determinacao por SWASV dos metais
pesados foi investigada nos eléctrodos de filme de Bi com e sem modifcagdao com Nafion.
Os resultados obtidos demonstraram a capacidade do Nafion em proteger os eléctrodos de
filme de bismuto da adsor¢do irreversivel de Triton, apesar de a espectroscopia de
impedancia eletroquimica mostrar que o Triton promove alteragdes na interface dos
eléctrodos. De qualquer modo, € possivel determinar os metais pesados Zn, Cd e Pb na
presenca de concentragdes elevadas de Triton com os eléctrodos de bismuto modificados

com Nafion, situagdo que nao era viavel com os eléctrodos sem Nafion.
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Os eléctrodos Nafion-filme de bismuto depositados sobre eléctrodos de resisténcias
de filmes de carbono podem ser utilizados com sucesso na determinagdo de metais pesados

em amostras naturais.
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CAPITULO 7

ELECTRODOS DE FILME DE CARBONO
MODIFICADOS COM NANOTUBOS DE
CARBONO EM BIOSSENSORES







Neste capitulo apresentam-se eléctrodos de filme de carbono modificados com
nanotubos de carbono para utilizagdo em biossensores electroquimicos [12]. Os
biossensores investigados sdo baseados nas enzimas glucose oxidase e alcool oxidase,
optimizando-se a forma de imobilizacdo dos nanotubos de carbono nos eléctrodos bem

como os parametros de operacionalidade dos biossensores para a determinagao de etanol.

7.1 Introducao

O desenvolvimento de nanotubos de carbono para aplicagdes electroanaliticas ¢ um
campo de pesquisa multidisciplinar em grande fase de expansdo. Devido as suas
caracteristicas estruturais, forca mecanica e propriedades eléctricas [60,65,347,348], os
CNTs tém atraido muitos cientistas a desenvolverem a sua investigagdo com estes
materiais. Como seria de esperar, a reactividade dos nanotubos de carbono depende apenas

dos planos exteriores e dos defeitos estruturais na forma cilindrica da sua superficie [349].

A estabilidade quimica dos CNTs bem como a sua afinidade para biomoléculas
torna estes materiais promissores para aplicagdes em sensores ¢ biossensores
electroquimicos [350]. Como material de eléctrodo, os nanotubos de carbono, promovem a
reaccdo de transferéncia de electrdo com espécies electroactivas em solugdo [351],
apresentando melhores caracteristicas electroquimicas que os eléctrodos de carbono
tradicionais [352]. Os CNTs melhoram também a reacc¢do de transferéncia de electrdo em
moléculas com implicagdes biologicas importantes, como o citocromo c [353-355],
mioglobina [356-358], glucose [359-363], catalase [364,365], NADH [366-370] e
hemoglobina [371,372], entre outras.

A insolubilidade dos CNTs em todos os solventes ¢ uma das grandes limitagdes ao

seu uso em sensores € biossensores electroquimicos. Varias estratégias tém sido propostas
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para dissolver os CNTs, incluindo o tratamento oxidativo [373], envolvimento em
polimeros [374] e funcionalizagdo lateral [375]. A funcionalizagdo dos CNTs melhora a
sua solubilidade e o seu processamento, permitindo o desenvolvimento de novos materiais

baseados em nanotubos de carbono [299].

A utilizagdo de cadeias poliméricas para revestir os CNTs permite melhorar a
solubilidade mantendo as caracteristicas fisicas dos nanotubos. O Nafion ¢ um dos
polimeros mais utilizados em modificagdo de superficies de eléctrodos, para o
desenvolvimento de sensores e biossensores. Wang et al. [360] demonstraram a utilidade
do Nafion para a solubilizacdo dos CNTs e observaram efeitos electrocataliticos para a
oxidagao/redugdo de perdxido de hidrogénio, importantes quando utilizados biossensores
amperométricos preparados com enzimas oxidases. Tsai ef al. [162] utilizaram uma
dispersao de MWCNT em Nafion para modificar um eléctrodo de carbono vitreo com vista
a sua utilizagdo na determinagdo electroanalitica de metais pesados na presenca de

tensioactivos como o SDS ¢ o Triton X-100 em solucao.

Varios biossensores electroquimicos tém sido preparados utilizando CNTs [350]. A
maioria destes tem sido desenvolvida para determinagdo de glucose com e sem a utilizagao
de mediadores redox. A enzima glucose oxidase ¢ usualmente utilizada para a construg¢ao
de biossensores enzimaticos para determinacao de glucose. Esta enzima catalisa a reacc¢ao

de oxidagao da glucose em acido glucénico com producdo de perdxido de hidrogénio
Glucose + 0, —2% 4cido gluconico + H, 0, (7.1)

em que o oxigénio molecular actua como aceitador de electrdes.

A reducdo do oxigénio ou oxidacdo/reducdo do perdxido de hidrogénio resultante
necessita da aplicacdo de um potencial suficientemente elevado. A corrente registada ¢
proporcional a concentragdo de glucose, determinada através da medicdo do oxigénio
consumido ou do peroxido de hidrogénio libertado. A utilizagdo de CNT ou de mediadores

redox permite diminuir o potencial aplicado para estas determinagdes.

No que diz respeito a biossensores para etanol, o seu desenvolvimento tem sido
. 4 . . . +
baseado na enzima alcool desidrogenase, com a necessidade de misturar o co-factor NAD

com o compdsito MWCNT [376], incorporagdo em eléctrodos de pasta de CNT [377] ou
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por camada automontada numa superficie modificada de um eléctrodo de carbono vitreo

com SWCNT, mantidos por policatides e recobertos com Nafion [378].

O objectivo deste capitulo ¢ expandir a utilizagdo dos eléctrodos de filme de
carbono como material de suporte para eléctrodos modificando-os com MWCNT e
desenvolver um biossensor baseado na enzima alcool oxidase. Foi investigado um método
de modifica¢do dos eléctrodos de filme de carbono com os MWCNT de acordo com os
utilizados na modificacdo de eléctrodos de carbono vitreo [298]. Os MWCNTs foram
funcionalizados em HNO; e dissolvidos em Nafion. A dispersio MWCNT/Nafion foi
utilizada para desenvolver e optimizar um biossensor de glucose, baseado em glucose
oxidase (GOx), em eléctrodos de carbono vitreo antes da aplicagdo de MWCNTs no

desenvolvimento do biossensor com AlcOx em filmes de carbono.

7.2 Método de modificacao dos eléctrodos

7.2.1 Biossensor para glucose

Antes do desenvolvimento do biossensor para alcool, foi necessario optimizar as
condigdes de modificacdo dos eléctrodos de filme de carbono com os MWCNT. A
modificacdo de eléctrodos com MWCNT ¢ normalmente efectuada apds a dispersdo dos
nanotubos em solventes como a dimetilformamida, etanol, ¢ em polimeros como o Nafion
e o acetato de celulose [298]. No entanto, devido a area geométrica disponivel dos
eléctrodos de disco de filme de carbono, ~0,020 cmz, o volume da dispersdo utilizado nas
modificagdes ndo poderia ser superior a 1 pL, tornando-se numa tarefa complicada de ser
realizada. Deste modo, foi utilizado um eléctrodo de carbono vitreo para desenvolver
metodologias de imobilizacdo dos nanotubos de carbono e da camada enzimatica com

posterior aplicacdo nos eléctrodos de filme de carbono.
Suporte de carbono vitreo

A optimizagdo do processo de modificagdo foi efectuada de acordo com o
procedimento descrito no Capitulo experimental. O eléctrodo GC foi modificado com os
nanotubos de carbono de varias formas e a eficiéncia do biossensor testada através da

resposta amperométrica para a electrooxidagdao de H,O, a +0,70 V vs. SCE produzido na
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reac¢do de oxidacdo da glucose catalisada pela enzima glucose oxidase. Resumidamente, a

modificacao dos eléctrodos efectuada da seguinte forma:

e GC/MWCNT/GOx: o eléctrodo de GC foi modificado através com a
dispersio de MWCNT/Nafion, colocando-se por cima a mistura enzimatica

de GOx-BSA-GA;

e GC/MWCNT-GOx: o eléctrodo de GC foi modificado através de uma mistura
formada por MWCNT-GOx-BSA-GA.

e GC/GOx/MWCNT: a camada enzimatica foi primeiro colocada na superficie
do eléctrodo de GC, e apds se ter aguardado que secasse a temperatura
ambiente, a dispersio MWCNT/Nafion foi colocada por cima desta camada

enzimatica.

Um eléctrodo de GC modificado com GOx (GC/GOx), no qual a mistura
enzimatica de GOx foi colocada directamente sobre o eléctrodo de GC, sem MWCNT, foi

também preparada para permitir efectuar comparacdes com os eléctrodos modificados com

MWCNT.

Por forma a estudar a reac¢do enzimadtica descrita na Equagdo (7.1), considere-se o

seguinte mecanismo:
kl k2 . .

Glucose + O, + GOx =—— Glucose-GOx — GOx + 4cido gluconico + H,0,  (7.2)
k.,

Admitindo que a concentracdo do complexo enzima-substrato ¢ constante, poder-

se-4 aplicar a aproximagao do estado estaciondrio, obtendo-se

k[SIE,] _ [SIE,]
[Eﬂ:k4+k2+hBT:KM+B]

(7.3)

onde ES representa o complexo Glucose-GOx, [E¢] = [E] + [ES] a concentragdo total da

enzima GOX, [S] a concentragdo de glucose e Ky = (k.1 + k2)/k; a constante de Michaelis.
Sabendo-se que a velocidade do processo global é dada por

v = d[P}/dt = -d[S]/dt (7.4)
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conclui-se que

v =k, [ES]= ky[E,][S]

Ky +[5] (7-5)
sendo esta relagdo conhecida por equacdo de Michaelis-Menten.
Invertendo-se a Equagao (7.5), pode ser obtida uma relacao linear do tipo
1 Ky+|S| kI[E,]IS 1
1 Kls] KIS, e

v kB ]Sl Ky +[s] v

max

com vp,x a velocidade da reac¢do quando a enzima livre se encontra saturada pelo
substrato. Desta forma, representando-se 1/v em funcao 1/[S], grafico de Lineweaver-Burk,
¢ possivel determinar a constante de Michaelis-Menten através do declive da recta obtida.
Experimentalmente, no caso da utilizacio de uma curva de calibragdo resultante de

cronoamperometria, representa-se 1// vs. 1/[S].

Na Tabela 7.1 mostram-se os resultados dos ensaios efectuados nas diversas

condicoes de modificacdo dos eléctrodos.

Tabela 7.1 Parametros obtidos das curvas de calibragdo de glucose em diferentes
biossensores MWCNT-GOx . Potencial aplicado +0.70 V vs. SCE em PBS 0,1 M pH 7,0.

Tipo de Biossensor Gama linear/  Sensibilidade/ R? Limite de K/

mM HA cm” mM™ detec¢ao/ uYM mM
GC/GOx 0,05-1,10 0,52 0,998 8,1 2,2
GC/MWCNT/GOx 0,05-1,10 9,43 0,997 9,3 1,9
GC/MWCNT-GOx 0,05-1,00 2,39 0,997 14,0 2,5
GC/GOx/MWCNT 0,05-1,00 0,49 0,998 16,2 2,2

O biossensor preparado com a camada enzimatica sobre o filme de MWCNT
apresentou uma maior eficiéncia para a determinagao de glucose: a sensibilidade obtida
com este biossensor foi ~18 vezes superior ao biossensor sem MWCNT. A sensibilidade
obtida com os biossensores preparados sem MWCNT e com MWCNT sobre a camada
enzimatica foi semelhante, mostrando que os CNTs cobrem totalmente a camada

enzimatica, e por conseguinte dificultam o contacto do analito com a enzima.
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A mistura dos MWCNT com a enzima GOx depositada sobre o eléctrodo GC,
apresentou a menor resposta para a glucose de todos os biossensores estudados. Esta menor
sensibilidade ¢ causada, provavelmente, pelo bloqueamento parcial da enzima e do

contacto deficiente entre esta € 0os nanotubos.
Suporte de filme de carbono

O passo seguinte foi utilizar os eléctrodos de filme de carbono (CFE) como suporte
para o desenvolvimento do biossensor de glucose. O diametro dos eléctrodos de disco de
CFE ¢ de 1,5 mm, o que dificulta a colocacio com precisdo da dispersdo de
MWCNT/Nafion 1%. Desta forma, ndo foi possivel o controle exacto da quantidade de
MWCNT em modificagdes dos CFE semelhantes as realizadas com os eléctrodos de GC,
descritas anteriormente. Por conseguinte, foi decidido colocar os MWCNT directamente
sobre a superficie dos CFE sem recorrer ao uso de solventes, procedimento adoptado por
Salimi et al. [300] para modificagdo de eléctrodos de GC. Apds a colocagdo dos MWCNTSs
nos CFE, estes foram fixos através de 1 pL de Nafion 1% em etanol ou da mistura

enzimatica enzima-BSA-GA, colocados directamente no topo dos MWCNTs.

A determinacdo das arecas electroactiva e de cobertura dos MWCNT foram
efectuadas através de voltametria ciclica dos eléctrodos modificados CFE/MWCNT/Nafion
em hexaaminoruténio (III) de potassio 3 mM em KCI 0,1 M. Os voltamogramas obtidos

estdo representados na Figura 7.1.
De acordo com os voltamogramas obtidos, observa-se um comportamento
reversivel para o sistema redox Ru(NH,)."/Ru(NH,).". A diferenga entre os potenciais

de pico de redugdo, ~0,220 V, e de oxidagdo, ~0,160 V, sugere um comportamento

reversivel ideal, ja4 observado em eléctrodos modificados com MWCNT com o sistema

redox F e(CN)z"/ * [379].

A linearidade da intensidade de pico de corrente anddico com a raiz quadrada da
velocidade de varrimento permite calcular a area electroactiva do eléctrodo modificado,

atendendo a equagao de Randles-Sevick:
1,=2.7x10°n">ADy*[0] v"? (7.7)

com Do=9,1 x 10° cm® s [380].
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Figura 7.1 — Voltamogramas ciclicos de 3 mM de Ru(NH,)." em 0,1 M de KCl obtidos

com os eléctrodos CFE/MWCNT/Nafion a diversas velocidades de varrimento de
(a) 0,025 Vs a(d) 0,05 Vs™'. No painel inserido mostra-se a dependéncia linear do
pico de corrente anddico com a raiz quadrada da velocidade de varrimento.

Sendo o declive da recta do grafico de /, vs v igual a 142 pA V"2 §12 3 4rea
electroactiva do eléctrodo modificado é de ~0,060 cmz, 3 vezes maior do que a do
eléctrodo de filme de carbono ~0,020 cmz, e 30 vezes superior a do eléctrodo
CFE/Nafion 1% (~0,002 cm?). A comparacio destes valores permite afirmar que o filme de

Nafion 1% bloqueia alguns sitios electroactivos do eléctrodo de filme de carbono.

A érea de cobertura, I', dos MWCNT foi calculada através dos picos de corrente de

reducdo dos voltamogramas da Figura 7.1, pela equagdo [381]

n’F?
Ip =(4RTJFAV (7.8)

onde A4 ¢ a area geométrica do eléctrodo e v ¢ a velocidade de varrimento. O valor obtido

foi de 27+1 nmol cm™.
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O biossensor de glucose foi construido tendo como suporte um eléctrodo de filme
de carbono. Este eléctrodo foi modificado com MWCNT soélidos funcionalizados e a
mistura enzima-BSA-GA, colocada no topo destes, na mesma sequéncia que se observou
ser a mais apropriada tendo como suporte um eléctrodo de GC. A colocacdo da mistura
enzimatica por cima dos MWCNT permitiu que estes ficassem imobilizados na superficie

do eléctrodo.

Os nanotubos de carbono promovem uma transferéncia de electrdo directa no caso
da utilizacdo de GOx [361], pelo que foi testada a resposta amperométrica do biossensor
CFE/MWCNT-GOx-BSA-GA a 0,0 V vs. SCE. A este potencial o H,O;, ¢ reduzido no
eléctrodo CFE/MWCNT-Nafion, como mostra a Figura 7.2, mas ocorre um aumento de
corrente, correspondente a oxidagdo, no biossensor apds algumas adi¢des de aliquotas de
solu¢do de glucose. A aplicagdo de um potencial mais negativo de —0,45 V, origina um
aumento na corrente de oxidacdo e um decréscimo na gama linear da resposta
amperométrica registada. Estas evidéncias confirmam que ocorre uma transferéncia de
carga directa nos CNTs como observado em [361], pelo que ndo hé necessidade de utilizar
mediadores redox. Em substratos de carbono, a —0,45 V ocorre a regeneracdo do FAD da

enzima GOx [363,382].
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Figura 7.2 — Resposta amperométrica para H,O, no eléctrodo CFE/MWCNT-Nafion a 0,0
V vs. SCE (@) e para glucose no biossensor CFE/MWCNT-GOx-BSA-GA a diferentes
potenciais aplicados: (<) 0,0 V; (%) —0,1V; (A) 0,2 Ve (H)—0,45 V vs. SCE.
Electrolito suporte PBS 0,1 M pH 7,0.
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Table 7.2. Parametros obtidos das curvas de calibragdo de biossensores de glucose
CFE/CNT-GOx em diferentes potenciais aplicados. Electrélito suporte: PBS 0,1 M pH 7,0.
No eléctrodo CFE/CNT o analito foi H,O»

Potencial / V Gama linear/  Sensibilidade/ R? Limite de K/
mM pA cm”? mM™! deteccio/ yM  mM

0,0 (CNT) -- 106 0,998 15,5 --

0,0 (CNT/GOx) 0,05-1,2 75,0 0,998 7,1 1,7
-0,10 (CNT/GOx) 0,1-1,1 237 0,998 5,1 2,0
-0,20 (CNT/GOx) 0,1-0,9 364 0,998 2,8 1,5
-0,45 (CNT/GOx) 0,1-0,8 666 0,999 2,2 1,7

Apesar de ocorrer reducdo de H,O, a 0,0 V, mostrando o efeito catalitico dos CNT
no eléctrodo CFE/MWCNT-Nafion, a resposta do biossensor ¢ significativamente mais
baixa. Contudo a sensibilidade para a determinagdo de glucose com o biossensor ¢ mais
elevada, a —0,1 V ou a —0,2 V do que a +0,70 V, onde ocorre a reac¢do de oxidagdo do
peroxido de hidrogénio em eléctrodos convencionais de carbono, vejam-se as Tabelas 7.1 e
7.2. A reaccdo substrato-enzima teve um comportamento tipico de uma cinética de
Michaelis-Menten. Apos a analise da Tabela 7.2 optou-se por escolher o potencial de

—0,15 V em estudos posteriores com este biossensor.

A resposta para glucose de diferentes biossensores preparados da mesma forma
teve uma variacdo de cerca de 10%, atribuida a diferentes areas de superficie devidas as

variagdes na fraccdo de massa de MWCNT colocados no eléctrodo suporte.

A curva de calibragdo para glucose obtida a —0,15 V com biossensor
CFE/MWCNT-GOx-BSA-GA apresentou uma linearidade de 0,05 a 0,9 mM, com uma
sensibilidade de 289 pA cm™ mM™ e um limite de detec¢do de 5,0 uM. A constante
aparente de Michaelis Menten, determinada através da representagdo de Lineweaver-Burk,
foi de 2,4 mM. Estes pardmetros sdo melhores do que os obtidos com os eléctrodos de
GC/CNT/GOx a +0,70 V na determinacgdo de glucose no que diz respeito a sensibilidade e

limite de deteccao.
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7.3 Biossensor para etanol

7.3.1 Optimizagcao dos principais parametros para a determinagao de etanol

O biossensor de etanol desenvolvido baseou-se na enzima alcool oxidase. A

reacg¢ao catalisada pela enzima produz acetaldeido e perdxido de hidrogénio:

C,Hs0H + O, —2<% 5 CH;CHO + H,0, (7.9)

A optimizacao das condi¢des de utilizagdo do biossensor foi estudada utilizando um
eléctrodo de filme de carbono sem modificagdo com MWCNT. A enzima AlcOx foi
imobilizada da mesma forma que a anteriormente descrita para a GOx, ou seja, reticulagao

com glutaraldeido numa solucdo de AlcOx e BSA na razdo de 1:1.
Potencial aplicado

A influéncia do potencial de trabalho foi estudada nas condigdes experimentais
mais comuns para a utilizagdo de oxidases, i.e., em solucdo PBS 0,1 M pH 7,0. Os
resultados obtidos estdo representados na Figura 7.3. Observou-se que, a resposta
amperométrica ¢ a mais elevada quando aplicado o potencial —0,45V, sendo este o
potencial onde ocorre a regenera¢ao do FAD, tal como aconteceu com a GOx. Foi obtida
uma maior corrente da electroxidagao do H,O,, formado durante a reaccao enzimatica, a
+0,75 V, pelo que se optou por aplicar o potencial de —0,45 V para o estudo da optimizagado

do pH da solugdo.
PH da solucdo de electrolito

Em relacido ao pH da solugdo de electrolito suporte, registou-se a resposta
amperométrica para uma concentra¢do de 1 mM de etanol em solugdo tampao PBS 0,1 M,
variando-se o pH entre 6,0 e 8,5. As respostas mais elevadas foram obtidas para valores de
pH entre 7,5 ¢ 8,0 como ¢ mostrado na Figura 7.4. Optou-se por utilizar o pH 7,5 em
futuras determinagdes, valor de pH 6ptimo utilizado no desenvolvimento de biossensores
opticos utilizando a enzima 4lcool oxidase [383,384]. De acordo com estes autores o pH
optimo de trabalho depende do ensaio e aumenta com o numero de cadeias alifaticas do

alcool [384].
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Figura 7.3 — Efeito do potencial aplicado na resposta de corrente de 1 mM de etanol em
PBS pH 7,0 do biossensor CFE/AlcOx-BSA-GA. No painel inserido: curvas de calibragao
para etanol em PBS 0,1 M pH 7,0 a (O) -0,45 V ¢ (W) +0,75 V vs. SCE.
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Figura 7.4 — Efeito do pH da solugao de electrdlito suporte na resposta de amperométrica
de 0,3 mM de etanol em PBS 0,1 M.
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Figura 7.5 — Optimizagdo do potencial de trabalho do biossensor CFE/MWCNT/AlcOX-
BSA-GA na presenga de 1 mM de etanol em solugdo tampao PBS 0,1 M pH 7.,5.

Ap0s esta optimizagdo do biossensor sem MWCNT foram testadas as condi¢des de
operagao do biossensor CFE/MWCNT/AlcOx em solucao tampao PBS 0,1 M pH 7,5. A
dependéncia da resposta de corrente em fun¢do do potencial aplicado para 1 mM de etanol
foi investigada no intervalo de potenciais entre -0,5 V e +0,8 V vs SCE, e esta representada

na Figura 7.5.

Em toda a gama de potenciais estudada obtiveram-se intensidades de corrente mais
elevadas neste biossensor do que no caso do biossensor sem MWCNT. Este facto pode
também ser observado nos voltamogramas ciclicos da Figura 7.6 registados para os dois
tipos de biossensores na presenca de 6 mM de etanol em solucdo PBS 0,1 M pH 7,5. A
potenciais negativos a corrente de reducao no biossensor com MWCNT aumenta apds a
adicdo de etanol, embora nio seja visivel um pico bem definido no voltamograma ciclico,

como o evidenciado no biossensor sem nanotubos de carbono.

Contudo, o biossensor com MWCNT apresenta uma resposta bem definida a
-0,20 V, potencial menos negativo que o observado com o biossensor CFE onde a resposta

para o etanol ¢ iniciada apenas para o potencial de ~-0,39 V.
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Figura 7.6 — Voltamogramas ciclicos do biossensor de CFE-AlcOx: (a) ndo modificado e
(b) modificado com MWCNT em (=) solug¢ao tampao PBS 0,1 M pH 7,5 e (=) ap6s a
adi¢do de 6 mM de etanol.

Apesar de nas determinacdes amperométricas na Figura 7.5 ter sido obtida uma
maior resposta para o potencial aplicado de -0,45 V, devida em parte a propria reac¢do do
FAD, foi decidido utilizar-se como potencial de trabalho -0,30 V, dado que a este potencial
ainda ocorre uma boa resposta de corrente para o etanol, sendo também a corrente de base

mais pequena. Este potencial foi também utilizado em [221] para o desenvolvimento de um
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biossensor de etanol baseado em alcool oxidase tendo como suporte os eléctrodos de filme

de carbono modificados com um mediador redox, poli(vermelho neutro).

7.3.2 Determinacao de etanol por amperometria

O biossensor CFE/MWCNT/AlcOx foi utilizado para determinar etanol
amperometricamente aplicando-se as condigdes experimentais optimizadas, ou seja, o
potencial aplicado de -0,30 V vs. SCE em solu¢do tampao PBS 0,1 M pH 7,5. Apds a
estabilizacdo da corrente de base, e sempre com agitacdo da solugdo, foram adicionadas a
solugdo de electrolito aliquotas de solugdo de etanol 0,1 M. A curva de calibragdo
construida através da resposta tipica do biossensor para adi¢cdes sucessivas de etanol, esta

representada na Figura 7.7. A parte linear desta curva pode ser descrita através da equacgao:
Aj (pA cm™) = 1,88(£0,77) + 44,5 (£0,99) [CH;CH,OH] (mM) (7.10)
com um coeficiente de correlagdo de 0,998.

Os parametros enzimaticos resultantes da curva de calibragdao sdo: linearidade até
1,4 mM e limite de deteccdo de 86 uM. A constante aparente de Michaelis-Menten (Ky),

determinada através do grafico de Lineweaver-Burk foi de 2,2 mM. Os parametros
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Figura 7.7 — Curva de calibragao obtida com um biossensor CFE/MWCNT/AlcOx em
PBS 0,1 M pH 7,5 a-0,30 V vs. SCE.
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cinéticos obtidos com a mesma enzima e utilizando o substrato de filme de carbono
modificado com um mediador redox, poli(vermelho) neutro sem MWCNT e utilizando as
mesmas condi¢cdes experimentais apresentou valores mais baixos do que os obtidos com o

biossensor com MWCNT aqui descrito: gama linear até 0,6 mM e Ky=2,1 mM [221].

Os parametros cinéticos da enzima alcool oxidase dependem fortemente no
métodos de imobilizagdao, como afirmado em [385]: Ky aumenta de 1,5 mM, condicao da
enzima livre em solucdo, para 6,8 mM apos a imobiliza¢do electroquimica em polipirrol.
Para além dos métodos de imobilizacdo, existe uma dependéncia critica na cinética da
alcool oxidase com a natureza da enzima, i.e., com o organismo que produziu a enzima.
Por exemplo, a constante aparente de Michaelis-Menten da AlcOx obtida de diferentes

mutantes da levedura Hansenula polymorpha variam de 1,3 a 12,1 mM para o etanol [386].

O biossensor CFE/AlcOx ndao modificado com MWCNT apresentou os seguintes
parametros cinéticos aplicando-se o potencial de -0,45V (potencial Optimo para o
biossensor nao modificado de acordo com a Figura 7.3): linearidade até ~1,0 mM, limite de
detecgdo de 37 pM e uma sensibilidade de 2,23 + 0,05 pA cm™ mM™. A sensibilidade
obtida com o biossensor baseado em MWCNT foi cerca de 20 vezes superior a do
biossensor sem MWCNT, mesmo a um potencial menos negativo. Em comparagdo com o
biossensor utilizando poli(vermelho neutro) como mediador [221] a sensibilidade obtida

com o biossensor com MWCNT foi 50 vezes superior.

Estudos de reprodutibilidade com 3 biossensores com MWCNT preparados da
mesma forma mostraram varia¢des superiores a 30%, o que pode constituir uma grande
limitagao a utilizagao de biossensores com nanotubos de carbono preparados por colocagdo
dos CNT solidos na superficie dos eléctrodos. Todavia, se forem efectuadas calibragdes
individuais para cada sensor e as determinagdes de amostras desconhecidas forem
efectuadas através do método de adigcdo padrdo, essas limitacdes podem, eventualmente,

ser superadas.

7.3.3 Estabilidade operacional e selectividade do biossensor

A estabilidade do biossensor foi testada durante 3 semanas, registando-se uma
curva de calibragao diariamente. O biossensor foi mantido a 4 °C em solucao tampao PBS

sempre que ndo era utilizado. Durante este periodo de tempo, a sensibilidade decresceu em
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Tabela 7.3 — Influéncia de varios compostos nas determinagdes de etanol com o biossensor
CFE/MWCNT/AlcOx. Razao das concentragdes 1:2 de etanol para o interferente.

Resposta relativa para o analito na

Interferente presenga dos interferentes / %
Acido acético 100
Acido ascérbico 131
Acido citrico 100
Acido lactico 105
Acido malico 100
Acido oxalico 111
Acido tartarico 107

cerca de 70% da inicial, estando de acordo com o decréscimo obtido com biossensores
com o mediador redox poli(vermelho neutro) sem MWCNT [221]. O grau de estabilidade
baixo da enzima alcool oxidase ¢ bem conhecido [386], ¢ o estudo aqui realizado e o
apresentado em [221] representam um melhoramento a resultados anteriores no que diz

respeito a estabilidade do biossensor.

A selectividade ¢ outro parametro importante necessario investigar quando se
desenvolve um Dbiossensor. A resposta amperométrica relativa do biossensor
CFE/MWCNT/AlcOx para etanol na presenga de interferentes comuns em alimentos e
bebidas estd sumariada na Tabela 7.3. Todos os compostos testados estavam presentes
numa concentra¢ao de 0,8 mM com uma concentracdo de etanol de 0,4 mM, ¢ mostraram
pequenas interferéncias na determinagdo de etanol, excepto no caso do acido ascorbico
onde ocorreu um aumento de 30% da resposta obtida. Considerando-se o vinho como
amostra, esta interferéncia ndo constitui um problema, uma vez que a concentragdo de

ascorbato no vinho ¢ muito menor do que a de etanol.

7.4 Conclusoes

Neste capitulo foi desenvolvido um biossensor para etanol utilizando os eléctrodos

de filme de carbono modificados com nanotubos de carbono de paredes multiplas.

Primeiramente, foi investigado o método de modificacdo dos eléctrodos com os

nanotubos de carbono funcionalizados em acido nitrico em eléctrodos de carbono vitreo e
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nos de filme de carbono. Este passo revelou-se de extrema importdncia uma vez que
devido a pequena dimensao dos eléctrodos de disco de filme de carbono, foi necessario
colocar os nanotubos na superficie do eléctrodo sem recorrer ao uso de solventes. A
optimizagdo dos parametros de operacionalidade do biossensor com nanotubos de carbono
foi levada a cabo com a enzima glucose oxidase, sendo as condigdes Optimas obtidas de

aplicacao do potencial -0,15 V vs. SCE em solugao tampao PBS 7,0.

Apds optimizagdo da preparagdo dos eléctrodos foram utilizados MWCNT para
desenvolver um biossensor para etanol com base na enzima alcool oxidase. As condigdes
optimas de trabalho foram semelhantes as obtidas para a glucose, no entanto o potencial
aplicado foi de -0.30 V vs. SCE. Foram observados efeitos electrocataliticos dos MWCNT
em relagdo ao biossensor ndo modificado desenvolvido em filmes de carbono. Apesar de o
limite de deteccdo para o etanol ser mais elevado no eléctrodo CFE/MWCNT/AlcOx,
86 uM, comparado com o do biossensor CFE/AlcOx, 37 uM, existe um aumento muito
significativo da sensibilidade, cerca de 20 vezes superior, o que demonstra a aplicabilidade

destes sensores.
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CAPITULO 8

ELECTRODOS DE FILME DE CARBONO
MODIFICADOS COM MEDIADORES
REDOX EM BIOSSENSORES







A modificagdo de eléctrodos de filme de carbono de diferentes valores de
resisténcia nominal com mediadores redox hexacianoferrato de cobre e poli(vermelho
neutro) [13] € apresentada neste capitulo. O método de sol-gel ¢ utilizado para a construgao
de biossensores de glucose, avaliando-se desta forma a possivel aplicagdo destes eléctrodos

no desenvolvimento de biossensores electroquimicos.

8.1 Introducao

Durante as ultimas duas décadas o encapsulamento via sol-gel de substancias
bioactivas tem constituido um campo de investigacdo activo, particularmente para o
desenvolvimento de biossensores [230,257,387-389]. Os compdsitos organicos-
inorganicos baseados em silica tém-se revelado como materiais atractivos dado que
combinam num unico so6lido as propriedades de uma rede rigida de silica tridimensional
com a reactividade quimica particular dos componentes organicos [388,389]. Além disso, o
pH, o tempo de gelificacdo, a transparéncia e a hidrofobicidade podem ser
adaptados/controlados por forma a encapsular moléculas de proteinas como as

enzimas [230,257,387].

O método de encapsulamento via sol-gel de enzimas ou proteinas tem sido aplicado
no desenvolvimento de varios biossensores electroquimicos [184,187,257,390-397] e
opticos [398,399]. Os precursores de sol-gel mais utilizados sdo os tri- ou tetra-oxisilanos
com componentes organicos simples, usualmente metiltrimetoxisilano
(MTMOS) [237,252] e tetraetiloxisilano (TEOS) [250-254]. Outros grupos organicos mais
complexos tém sido utilizados mas em menor escala, contudo os precursores
3-aminopropiltrietoxisilano (APTOS) [184,187,252,255] e 3-glicidoxipropiltrimetoxisilano

(GOPMOS) foram introduzidos recentemente no desenvolvimento de biossensores num
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trabalho anterior [184,187]. Foram também utilizadas misturas de precursores de sol-gel
para a preparagao biossensores, por forma a alterar as propriedades hidroéfobicas e
hidrofilicas, e a estrutura do nanoporo resultante do processo de sol-gel, tornando-o mais
compativel para o encapsulamento de proteinas [257,400]. Essas misturas de precursores,
particularmente aquelas que contém cadeias organicas longas misturadas com cadeias
curtas de oxisilanos, apresentam propriedades unicas que ndo sao obtidas utilizando apenas

um precursor [388].

Os eléctrodos utilizados como substratos no desenvolvimento de biossensores
electroquimicos baseados no método de sol-gel sdo varios [257,388], no entanto, os mais
usados ao longo dos ultimos 20 anos sdo baseados em carbono, p.e., grafite [394,401],

carbono ceramico[391,399] e grafite impressa [393].

O objectivo do trabalho apresentado neste capitulo ¢ investigar a possivel utilizagdo
dos eléctrodos de filme de carbono de resisténcia de 1,5, 15 e 140 Q como substratos para
o desenvolvimento de biossensores electroquimicos para glucose, modificando-se a
superficie destes com hexacianoferrato de cobre e poli(vermelho neutro). Comparando-se

com os resultados obtidos quando utilizados os eléctrodos de 2 Q.

8.2 Deposicao dos mediadores redox

Em biossensores electroquimicos enzimaticos utilizam-se muitas vezes mediadores
redox. Estes sdo agentes que participam na reac¢do redox com o componente bioldgico
actuando como intermediarios na transferéncia de electrées, tornando-a mais facil e
rapida [402]. Durante a reaccdo catalitica, o mediador reage primeiro com a enzima
reduzida e depois difunde para a superficie do eléctrodo onde ocorre uma transferéncia
rapida de electrdo. Por exemplo, na determinagdo de glucose através do biossensor com

mediador e a enzima glucose oxidase,

Glucose + FAD + H,0 — Acido glucénico + FADH, (8.1)
FADH, + My — FAD + Mg + 2H" (8.2)
No eléctrodo: Meq — Mok (8.3)
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onde FAD ¢ o centro activo da enzima glucose oxidase. A taxa de produc¢ao do mediador
reduzido (M;¢q) ¢ medida amperométricamente pela oxidagdo no eléctrodo. Neste trabalho
foram utilizados os mediadores hexacianoferrato de cobre (CuCHF) que foi depositado
quimicamente nos eléctrodos, e o poli(vermelho neutro) preprado através da
electropolimerizado a partir do mondmero vermelho neutro. O procedimento estd descrito

no Capitulo experimental.

8.2.1 Hexacianoferrato de cobre

Os filmes de CuCHF foram preparados nos substratos de filme de carbono por
adsor¢dao quimica durante 50 minutos, € posteriormente secos com um jacto de ar quente
durante 3 minutos. Apds este processo, os eléctrodos foram guardados a temperatura
ambiente para que estabilizassem. Observaram-se diferengas entre os eléctrodos sem e com
mediador: o filme de CuCHF ¢ menos brilhante e apresenta uma cor mais escura que os

filmes de carbono.

De forma a investigar o comportamento electroquimico do mediador redox nos
diferentes eléctrodos, registaram-se os voltamogramas ciclicos da Figura 8.1. Estes
voltamogramas foram obtidos em KCI 0,1 M e PBS 0,1 M pH 7,0. Os voltamogramas
mostram que o comportamento electroquimico depende do electrdlito e do tipo de

eléctrodo utilizados.

Em KCI 0,1 M, Figura 8.1(A), observam-se os picos reversiveis tipicos do par
redox Fe(Il)/Fe(Ill), a +0,62 ¢ +0,67 V vs. SCE, enquanto que os picos de Cu(I)/Cu(Il), a
~0,5 V, menos intensos que os picos de Fe(Il)/Fe(Ill), sao dificilmente observados e
encontram-se suprimidos. O comportamento dos filmes de CuCHF foi estudado
detalhadamente em [185]. A corrente de pico mais elevada foi obtida nos eléctrodos de
15 Q de resisténcia nominal. Os eléctrodos de 1,5 Q apresentaram correntes um pouco
mais baixas que as dos de 15 Q, enquanto que nas resisténcias de maior valor, 140 €, ndo

foi detectada a presencga do filme de CuCHF.

Os mesmos eléctrodos foram utilizados para o estudo por voltametria ciclica em
PBS 0,1 M pH 7.0, da Figura 8.1(B). E notoria a diferenca entre estes voltamogramas e 0s
da Figura 8.1(A). No caso dos voltamogramas da Figura 8.1(B), os picos de reducdo sao

mais pequenos que os de oxidagdo e a separagdo entre picos varia significativamente entre
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Figura 8.1 — Voltamogramas ciclicos em (A) KC1 0,1 M e (B) PBS 0,1 M pH 7,0 de filmes
de CuHCEF depositados quimicamente sobre eléctrodos de filme de carbono. Velocidade de
varrimento: 50 mV s™.
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os diferentes eléctrodos de filme de carbono, particularmente quando comparados com os
eléctrodos de 2 Q. Em [185] foi observado que o comportamento electroquimico dos
filmes de CuCHF em PBS depende da janela de potencial utilizada sendo que no limite de
potencial positivo de +0,8 V vs. SCE, os picos obtidos em PBS sdo melhor definidos mas
mais amplos do que em KCI. Contudo, quando aplicado este limite de potencial positivo
(+0,8 V) nao foram observadas quaisquer alteragdes no comportamento electroquimico dos

eléctrodos de resisténcias 1,5 Qe 15 Q.

Os eléctrodos de 140 € ndo apresentaram quaisquer picos relacionados com o filme
de CuHCF nas duas solugdes de electrolito utilizadas para registar os voltamogramas
ciclicos, mostrando que estes eléctrodos ndo poderdo ser utilizados como suporte do
mediador CuHCF. As diferencas observadas nos voltamogramas ciclicos em diferentes
solucdes de electrolitos dependem quer do pH da solugdo quer do proprio electrdlito, como
descrito em [185]. As semelhancas no comportamento electroquimico do CuHCF
depositado nas resisténcias de 1,5 ¢ 15 Q podem ser explicadas pela estrutura do filme de
carbono. Os dados de Raman confocal e de difrac¢ao de raios-X mostram que os filmes de
carbono de 1,5, 2, 15, e 140 Q tém uma estrutura grafitica com ligagdes spz. No entanto, os
perfis de difragdo de raios-X obtidos para as resisténcias de de 1,5 e 15 Q foram idénticos,
excepto a linha de difrac¢do a ~31° para 26, mais intensa para a resisténcia de 15 Q [11].
As diferengas observadas no comportamento dos varios eléctrodos podem também ser
atribuidas as diferengas na morfologia dos filmes de carbono, ainda que em menor escala,

bem como a diferentes capacidades destes em adsorver o CuHCF.

8.2.2 Poli(vermelho neutro)

Os filmes de poli(vermelho neutro) foram electrodepositados a partir de 1 mM do
monomero de vermelho neutro numa solugdo tampao fosfato com 0,1 M de KNO; de
pH 5,5, sendo que 0 KNOs actua como catalisador e como electrolito [211,403]. O filme de
PNR mostrou ser mais escuro e menos brilhante que os filmes de carbono, sendo também

mais uniforme e liso que os filmes de CuHCF.

Os voltamogramas ciclicos da polimerizacdo do vermelho neutro nos diferentes

eléctrodos de filme de carbono sdo mostrados na Figura 8.2. Da mesma forma que
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anteriormente com os filmes de CuHCF, ocorrem diferencas ligeiras no comportamento
electroquimico entre os varios eléctrodos. Em todos os casos, os voltamogramas
apresentam os picos caracteristicos de dois pares redox e um pico de oxidagdo irreversivel
ao mesmo potencial em todos os eléctrodos. O primeiro pico de oxida¢do quasi-
irreversivel a -0,45 V vs. SCE ¢ atribuido a sobreposi¢ao das oxida¢des do moénomero e do
polimero enquanto que a segunda onda irreversivel a +0,2 V esta relacionada com a
dopagem do filme de PNR. A ultima onda de oxidagdo a +0,8 V vs. SCE ¢ devida a
oxidagdo irreversivel do méonomero, resultando num radical catido de carga +1 que inicia a

polimerizagdo [6,210,220,403].

O pico de oxidagdo aumenta com o numero de varrimentos de potencial, enquanto
que o pico de reducdo aumenta apenas até ao terceiro-quinto ciclo, a partir destes desloca-
se para um potencial mais negativo, com um decréscimo de intensidade de pico devido a
algumas modificagdes na superficie apds a formagao do polimero [6,403]. Contudo, a area
do pico aumenta com o nimero de ciclos, o que indica que ocorre crescimento do filme de
PNR. O aumento no pico de redugdo varia com o tipo de eléctrodo: nos eléctrodos de 1,5 e
15 Q ocorre uma diminui¢do no pico de reducdo até ao terceiro e quinto ciclos,
respectivamente, Figura 8.2(A) e (B); no caso dos eléctrodos de 2 Q o pico aumenta
consideravelmente em altura até ao quarto ciclo, a partir do qual o aumento ¢

negligenciavel ficando apenas mais largo.

A onda de oxidacdo do mondmero desloca-se para potenciais mais positivos e a
corrente diminui com o numero de ciclos nos eléctrodos de resisténcias 1,5 Q e 15 Q, de
forma semelhante ao que ocorre em eléctrodos de carbono vitreo [210,403], tendo-se
verificado que o potencial de oxidagdo do mondmero em eléctrodos de carbono vitreo
varia com o pH da solugdo [6]. A mesma tendéncia de deslocamento do potencial ocorre
nos eléctrodos de filme de carbono de 2 Q, mas com um aumento da intensidade de

corrente com o numero de ciclos.

No caso dos eléctrodos de 140 Q o comportamento electroquimico € totalmente
diferente, como o que ocorreu no estudo dos filmes de CuHCF. Os picos redox sdo muito
mais pequenos quando comparados com os obtidos com outros eléctrodos € ndo aumenta

com o numero de ciclos, como pode ser visto na Figura 8.2(C). O pico de oxidagao
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Figura 8.3 — Voltamogramas ciclicos dos filmes de PNR depositados em diferentes
eléctrodos de filme de carbono. Electrolito de suporte PBS 0,1 M pH 7,0. Velocidade de
varrimento 50 mV s

permanece constante enquanto que o pico de redu¢do diminui com o numero de
varrimentos. Nao se observa a oxidagao do mondémero — a corrente faradaica decresce com
o numero de ciclos de uma forma semelhante verificado na polimerizacdo do PNR em
liquidos i6nicos [222]. Todos estes factos indicam que o filme de PNR nao se forma nas
resisténcias de 140 Q, tal como aconteceu com os filmes de CuHCF. Desta forma, os
eléctrodos de resisténcia 140 2 ndo podem ser utilizados como eléctrodos suporte no
desenvolvimento de sensores e biossensores, como tinha sido previsto aquando da

caracterizagdo electroquimica apresentada nos Capitulos 4 e 5 desta dissertagao.

Os filmes de PNR depositados nos eléctrodos de filme de carbono foram
caracterizados por voltametria ciclica em tampao PBS 0,1 M pH 5,5. Os voltamogramas
obtidos estdo representados na Figura 8.3. A intensidade do pico de corrente observado
para o vermelho neutro/leuco-(vermelho neutro) pode ser descrita através da sequéncia:
I5Q > 1,5Q > 2Q > 140 Q. Esta sequéncia reflecte novamente as diferencas na

morfologia e estrutura das superficie [11], pelo que os eléctrodos de 15 Q poderdo ser os
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mais indicados para a electropolimerizacdo do vermelho neutro, onde o filme de PNR

apresenta as melhores caracteristicas electroquimicas.

8.3 Biossensores baseados em sol-gel

8.3.1 Preparacgao

Os biossensores de sol-gel foram preparados conforme descrito no Capitulo 3, de
acordo com o protocolo descrito em [187], utilizando uma mistura de dois precursores de
sol-gel, GOPMOS e MTMOS, sem adicdo de alcool. Esta mistura foi empregue por forma
a controlar o tamanho dos poros na matriz de sol-gel. Foi mostrado em [187] que o sol-gel
preparado a partir de GOPMOS apresenta um numero consideravel de nanoporos de
dimensao at¢ 50 nm [187,404], enquanto que o sol-gel preparado através do MTMOS
apresenta poucos poros mas de maiores dimensdes, fazendo com que a enzima nio seja
retida na sua estrutura. Seria de esperar que a mistura destes dois precursores originasse
poros mais pequenos € em maior numero. A observacdo em microscopio optico mostrou
que o sol-gel nao forma uma camada uniforme na superficie dos eléctrodos, uma vez que

foi utilizada a técnica de revestimento por imersao.

Os eléctrodos utilizados para o desenvolvimento de biossensores de glucose
baseados em sol-gel e mediadores redox foram apenas os de resisténcias 1,5 e 15 Q, uma
vez que ja se demonstrou que os de 140Q ndo apresentam as caracteristicas
electroquimicas necessarias para o desenvolvimento de sensores e biossensores. Na
Figura 8.4 mostram-se os voltamogramas ciclicos representativos de um eléctrodo de 1,5 Q
onde foi depositado um filme de PNR sem e com modifica¢do sol-gel. Nos biossensores
baseados em sol-gel com os mediadores redox CuHCF e PNR em eléctrodos de filme de
carbono de 2 Q foram estudados em [184,187,225,403], observam-se as mesmas
tendéncias aqui obtidas para os eléctrodos de 1,5 e 15 €, i.e., decréscimo de corrente

correspondente ao par redox PNR devido a membrana de sol-gel.

191



0.4

Jj/ mAcm

—— PNR
—— PNR/sol-gel-GOx

-1.0 -0.5 0.0 0.5 1.0
E/V vs. SCE

Figura 8.4 — Voltamogramas ciclicos de eléctrodos de filme de carbono de 1,5 Q
modificados com (—) PNR e (=) PNR/sol-gel-GOx. Electrdlito de suporte PBS 0,1 M
pH 7,0. Velocidade de varrimento 50 mV s™,

8.3.2 Resposta do biossensor para a glucose

Pauliukaite er al. [185] verificou que a resposta para a glucose dos eléctrodos
modificados com CuHCF-sol-gel-GOx apresentava uma sensibilidade demasiado pequena
para que estes biossensores possam ser aplicados na determinagdo de glucose com
resultados reprodutiveis e com boa sensibilidade. Por este motivo, foram apenas
desenvolvidos neste trabalho [13] biossensores baseados em eléctrodos modificados com o
mediador PNR. O esquema da Figura 8.5 mostra o funcionamento de um biossensor

electroquimico de glucose com o mediador PNR.

A determinagdo de glucose foi efectuada através de amperometria pelo método de
adicdo padrao, aplicando-se o potencial de -0,35V vs. SCE. As curvas de calibragao
obtidas com os eléctrodos de 1,5 Q, 15 Q e 2 Q estdo representadas na Figura 8.6. Pode
observar-se que a resposta para a determinacdo de glucose com os eléctrodos de 15 Q ¢
muito mais elevada que nos outros eléctrodos, sendo ainda que as respostas obtidas com os
eléctrodos de filme de carbono de resisténcia 1,5 Q e 2 Q sdo bastante semelhantes nas

mesmas condigdes de trabalho.
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Figura 8.5 — Esquema de funcionamento de um biossensor com PNR
para a reducao do peroxido de hidrogénio.
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Figura 8.6 — Curvas de calibrag@o obtidas em PBS 0,1 M pH 7,0 com eléctrodos de filme
de carbono de diferentes resisténcias nominais modificados com PNR/sol-gel-GOx.
Potencial aplicado -0,35 V vs. SCE. As barras indicam o erro para 3 ensaios.
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Tabela 8.1 — Parametros calculados das curvas de calibragdo (N=3) de diferentes
eléctrodos de filme de carbono modificados com PNR/sol-gel-GOx.

Res. Nominal Gama linear Limite de Sensibilidade Kym
/0 / mM detecgdo / uM  /nA mM’ / mM

1,5 0,05 - 0,40 14,3 181,5+6,4 2,2

15 0,05-1,60 15,2 208,2+7,3 4,3

2 0,05 -0,60 21,1 74,7+ 2.8 1,4

O desvio padrao entre eléctrodos com a mesma resisténcia foi similar em todos os
casos, variando entre 3,5% e 3,8% para os eléctrodos de 1,5 Q e 2 Q, respectivamente. Os
dados calculados através das curvas de calibracdo da Figura 8.6 estdo sumariados na
Tabela 8.1. Apesar dos eléctrodos de 15 Q apresentarem a maior resposta linear, até a uma
concentragdo de 1,6 mM de glucose, bem como a maior sensibilidade,
208,2 + 7.3 nA mM"' (N=3) para a determinagdo de glucose, foi com os eléctrodos de
1,5 Q que se obteve o menor limite de detec¢do, 14,3 uM (que corresponde a uma razao
sinal/ruido = 3). A sensibilidade obtida com os eléctrodos de 2 Q foi a mais baixa. No
entanto biossensores de glucose preparados através da técnica de sol-gel e nestes
eléctrodos de 2 Q mostraram-se estaveis por pelo menos um més, efectuando uma curva de
calibracao diariamente, sendo a estabilidade de longa duragdo, 4-5 meses, mantendo o
biossensor a 4 °C em solu¢ao PBS 0,1 M pH 7,0. O valor mais elevado da constante de
Michaelis-Menten, calculada através dos graficos de Lineweaver-Burk, foi obtido no

biossensor desenvolvido em eléctrodos de 15 Q.

Os biossensores preparados através das resisténcias de 1,5 Q e 15 Q apresentaram
menor estabilidade e uma cinética mais lenta que os preparados com as resisténcias de 2 .
Nestes eléctrodos (1,5 e 15 Q) o sinal de corrente resposta para a glucose decresceu a partir
do primeiro dia de uso. Pode-se, deste modo, concluir que devido as diferengas na
morfologia da superficie dos eléctrodos, o mediador poli(vermelho neutro) e a membrana
de sol-gel com a enzima encapsulada se encontram menos ligados a superficie destes

eléctrodos comparando com os eléctrodos de 2 Q.
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8.4 Conclusoes

Foram investigados trés tipos de eléctrodos de filme de carbono, de resisténcias 1,5,
15 e 140 Q com vista a sua aplicagdo como suporte para biossensores baseados em sol-gel.
Os resultados foram comparados com os biossensores preparados através de eléctrodos de
filme de carbono de resisténcia 2 Q. Utilizaram-se dois mediadores redox,
hexacianoferrato de cobre e poli(vermelho neutro), que foram depositados nos filmes de
carbono através de deposicdo quimica e de electrodeposi¢do, respectivamente. Os filmes
de PNR depositados nos eléctrodos de 1,5 e 15 mostraram boas caracteristicas
electroquimicas, sendo as melhores obtidas nos eléctrodos de 15 Q. Nao foi possivel
depositar o mediador redox nos eléctrodos de 140 Q, pelo que estas resisténcias ndo podem
ser utilizadas como suporte para o desenvolvimento de biossensores electroquimicos com

mediador.

A enzima glucose oxidase foi imobilizada por encapsulamento numa matriz de sol-
gel. O sol-gel foi preparado através da mistura de dois precursores, GOPMOS e MTMOS,
numa razdo de volume de 2:1. As melhores propriedades electroquimicas bem como a
melhor resposta para a glucose foram obtidas com o biossensor preparado nos eléctrodos
de filme de carbono de resisténcia 15 €. Contudo, a estabilidade do biossensor em
condicdes idénticas ndo foi tdo boa como a apresentada com os biossensores preparados
nos eléctrodos de 2 . Os biossensores de glucose preparados em eléctrodos de 1,5 Q e
2 Q mostraram caracteristicas semelhantes, enquanto que os de 15 Q apresentaram

excelente resposta amperométrica para a glucose.
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Esta dissertagdo teve como principal objectivo a caracterizacdo por diversas
técnicas electroquimicas e de andlise de superficies de eléctrodos de filme de carbono
preparados a partir de resisténcias de filme de carbono de valores nominais compreendidos
entre 1,5Q e 2,0kQ com vista a sua aplicagdo no desenvolvimento de sensores e
biossensores electroquimicos. O comportamento electroquimico antes e apds a aplicagdo
de pré-tratamento electroquimico foi investigado através de voltametria ciclica e
espectroscopia de impedancia electroquimica em solucao tampao acetato e fosfato. No que
diz respeito as técnicas de andlise de superficie utilizaram-se as microscopias de forca

atoOmica e de Raman confocal.

Os eléctrodos de filme de carbono preparados a partir de resisténcias de 2 € foram
caracterizados em solugdo tampao acetato antes e apos a aplicagdo de um pré-tratamento
electroquimico, que consistiu no varrimento ciclico em acido perclorico. O pré-tratamento
conduziu a modificagdes na superficie do eléctrodo, aumentando o intervalo de potencial
util e a diminuicdo das correntes residuais. Caracterizaram-se electroquimicamente
eléctrodos de resisténcias nominais de 1,5 Q, 15 Q ¢ 140 Q e 2,0 kQ em diversas solucdes
de electrélito suporte por voltametria ciclica e EIS. Foi estudada a influéncia do pré-
tratamento electroquimico na janela de potencial e na cinética da reac¢do de oxidacdo de
Fe(Il)/Fe(Ill). Neste caso, o pré-tratamento utilizado consistiu na aplicagdo de um
potencial fixo +0,9 V vs. ECS durante 4 minutos. Apoés este periodo de tempo, observou-se
que, excepto para as resisténcias de valor mais elevado, a janela de potencial e as correntes
residuais permaneciam inalteradas. Observaram-se ainda algumas diferengas consoante a
solugdo de electrolito utilizada, existindo um aumento mais significativo no intervalo de
potencial para a solu¢do tampdo fosfato salino nos eléctrodos apds o pré-tratamento

electroquimico.
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A cinética do sistema [Fe(CN)e]*/[Fe(CN)s]>~ foi estudada para todas as
resisténcias antes e apoOs o pré-tratamento, excepto para as de 2,0 kQ. Nos voltamogramas
registados para os eléctrodos de 1,5 Q ndo sujeitos ao pré-tratamento electroquimico os
picos de oxidagdo e de redugdo ndo se encontram tdo bem definidos como os obtidos com
os eléctrodos com pré-tratamento. Nos eléctrodos de 15 Q sem pré-tratamento os
voltamogramas sao semelhantes aos obtidos com resisténcias de 1,5 Q sem pré-tratamento.
As resisténcias de 140 Q mesmo com pré-tratamento ndo apresentaram qualquer resposta a
espécie electroactiva nos voltamogramas. Os eléctrodos com pré-tratamento
electroquimico foram caracterizados por EIS nas duas solucdes de electrdlito observaram-
se, de um modo geral, maiores magnitudes de impedancia na solucao tampao de fosfato

salino.

As imagens de microscopia de forca atomica das resisténcias de filme de carbono
mostraram que com o aumento da resisténcia eléctrica, o filme de carbono é menos
uniforme, tendo-se atribuido o comportamento electroquimico obtido anteriormente, as
diferencas existentes na uniformidade dos filmes. As resisténcias com as melhores
caracteristicas electroquimicas (resisténcias de 1,5 Q e de 15 Q) apresentam nas imagens
de AFM menos irregularidades, sendo o filme de carbono mais uniforme e mais compacto.
Foram efectuados estudos de Raman confocal e os espectros obtidos revelaram uma banda
G a~1594 cm™ e uma D a~1345 cm™ de acordo com uma estrutura grafitica dos filmes de

carbono, confirmada por estudos de difrac¢ao de raios-X.

As resisténcias de filme de carbono de 2 Q foram investigadas como substrato para
modificagdes com filmes de Nafion no desenvolvimento de sensores electroquimicos de
metais pesados em amostras naturais. As propriedades interfaciais deste eléctrodo
modificado foram estudadas por voltametria ciclica, EIS, AFM e Raman confocal. A sua
aplicacdo analitica na determinagdo de ides cadmio e chumbo através da técnica de
voltametria de redissolu¢do anodica foi empregue com sucesso. A microscopia de AFM
revelou uma menor rugosidade para aos eléctrodos modificados com Nafion, e a andlise
dos espectros de Raman confocal mostraram a existéncia de uma estrutura grafitica. Desta
analise concluiu-se que o Nafion ndo altera o perfil espectroscopico de Raman do filme de
carbono. As experiéncias de voltametria ciclica mostraram que a janela de potencial e as
correntes residuais ndo foram alteradas pela presenca do filme de Nafion, sendo detectadas

alteracdes através de EIS.
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O efeito da presenca do um agente tensioactivo Triton X-100 em solucdo na
determinagdo de metais pesados foi também investigado através das técnicas de EIS e de
voltametria de redissolug¢do anoddica. Os espectros de impedancia revelaram que a presenga
deste em concentracdes inferiores a concentracdo critica micelar influencia
temporariamente a regido interfacial do eléctrodo, sendo a superficie inicial restabelecida
apds a remocao deste tensioactivo. No caso de concentragdes superiores, a limpeza
electroquimica da membrana de Nafion ndo ¢ tdo eficaz, conduzindo a modificacdes

permanentes na estrutura do filme.

As resisténcias de filme de carbono de 2 Q foram também investigadas como
substrato para a electrodeposi¢do de filmes de bismuto. A electrodeposi¢do do filme de
bismuto foi levada a cabo através da aplicagcdo de potencial constante de duas formas: ex-
situ e in-situ. A electrodeposicao ex situ revelou ser a mais Util, com maior sensibilidade e
reprodutibilidade, para a determinacdo de zinco através de ASV. A electrodeposicao in situ

foi utilizada para determinacao de cadmio e chumbo.

Foi também investigada a influéncia do tensioactivo Triton X-100 na determinacao
destes metais pesados através de ASV e de EIS com os eléctrodos modificados com filmes
de bismuto. A presenga de pequenas concentragdes de Triton promoveu um decréscimo

superior a 50% do sinal de ASV para todos os 10es.

De forma a impedir a adsor¢do no eléctrodo de espécies quimicas, os filmes de
bismuto foram também modificados com um filme de Nafion. Estes eléctrodos
modificados foram analisados através de voltametria ciclica e EIS e utilizados na
determinagdo de Zn, Cd e Pb por ASV. As experiéncias de voltametria ciclica mostraram
que a janela de potencial e as correntes residuais foram ligeiramente alteradas pela
presenga do filme de Nafion. O pequeno aumento no potencial util na regido dos potenciais
negativos e menores correntes residuais foram atribuidos as caracteristicas do Nafion, que
promoveu maior eficiéncia na electrodeposi¢ao do filme de bismuto e contribuiu para a sua
estabilizacdo fisica. A mesma tendéncia foi observada para as duas formas de deposi¢ao

dos filmes de bismuto.

A técnica de EIS permitiu verificar as alteragdes sofridas no eléctrodo de filme de
carbono coberto com Nafion apds a modificacdo com o filme de bismuto, bem como apds

a deposi¢ao de Cd e Pb na auséncia e na presenca de Triton X-100. A conclusdo mais
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importante destes estudos esta relacionada com a resisténcia a transferéncia de carga obtida
para os eléctrodos de filme de bismuto modificados com Nafion na presenca dos ides
Cd(II) e Pb(Il), valor significativamente mais baixo que o obtido para a mesma solugdo em
eléctrodos de filme de carbono modificados com Nafion. Este comportamento sugere que o
eléctrodo de Bi modificado com Nafion é mais util para a electroanalise de Cd e Pb que o

eléctrodo de filme de carbono modificado com Nafion.

Foram desenvolvidos biossensores para glucose e etanol baseados em eléctrodos de
filmes de carbono, de resisténcia de 2 Q, modificados com nanotubos de carbono de
paredes multiplas. Os MWCNT funcionalizados foram colocados directamente sem
solventes na superficie dos filmes de carbono. As enzimas glucose oxidase e alcool oxidase
foram imobilizadas por reticulacio com glutaraldeido e albumina sérica bovina. As
condigdes Optimas de utilizagdo do biossensor para glucose no modo amperométrico foram

a aplicagdo de um potencial de -0,45 V vs. SCE em solucao tampao fosfato salino pH 7,0.

No caso do biossensor para etanol, as condigdes Optimas de operagdo
corresponderam a aplicacdo de -0,30 V vs. SCE numa solucdo tampao fosfato salino
pH 7,5. Observaram-se os efeitos electrocataliticos atribuidos a presenca dos MWCNT.
Embora o limite de detec¢do seja superior (LOD =86 uM) no biossensor filme de
carbono/MWCNT/AlcOx comparado com o biossensor baseado em filmes de carbono nao
modificados com MWCNT (LOD =37 uM), obteve-se uma sensibilidade 20 vezes
superior no biossensor com MWCNT. Estudos de estabilidade demonstraram que a

resposta do biossensor decresce em 70 % do seu valor inicial apos 3 semanas de utilizacdo.

As resisténcias de filme de carbono de resisténcia nominal 1,5, 15 ¢ 140 Q foram
aplicadas no desenvolvimento de biossensores de glucose com os mediadores redox
hexacianoferrato de cobre e poli(vermelho neutro). Verificou-se que apenas o PNR
apresentou boas caracteristicas electroquimicas apds deposicao. As melhores propriedades
electroquimicas deste mediador foram obtidas quando foram utilizadas as resisténcias de
15 Q, nao tendo sido possivel depositar qualquer filme nos eléctrodos de 140 Q. Nos
eléctrodos de 1,5 e 15 Q foram desenvolvidos biossensores para glucose. A enzima glucose
oxidase foi imobilizada utilizando-se o método de encapsulamento por sol-gel, preparado
por mistura de dois precursores GOPMOS e MTMOS optimizada em resisténcias de 2 Q.

As melhores propriedades electroquimicas bem como a resposta a glucose foram obtidas
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com o biossensor preparado com resisténcias de 15 €. O comportamento dos biossensores
preparados nas resisténcias de 1,5 e 2 Q foram semelhantes, obtendo-se, no entanto, uma

melhor estabilidade do biossensor para as resisténcias de 2 Q.

Os eléctrodos de resisténcia de filme de carbono de baixa resisténcia nominal
constituem uma boa escolha relativamente a outros materiais de eléctrodo, apresentando
apds um pré-tratamento electroquimico excelentes caracteristicas para a sua aplicagdo no
desenvolvimento de sensores e biossensores. Estes eléctrodos podem ser empregues na
forma de disco ou cilindro, aumentando o niimero de possibilidades consoante a area de
eléctrodo possivel para o ensaio. O seu baixo custo aliado a facil preparagdo e propriedades
electroquimicas semelhantes as do carbono vitreo permitem a sua utilizagdo como material

de eléctrodo mais acessivel economicamente nas mesmas aplicagoes.

A sensibilidade, limite de detec¢ao e menor influéncia de interferentes podem ser
controlados por modificagdo dos eléctrodos, pelo que outras modificagdes poderdo ser
testadas por forma a melhorar estas caracteristicas em determinacdes de diversos analitos
em amostras naturais. Por exemplo, utilizacdo de misturas de filmes de poliméricos de
Nafion e polivinilsulfamida, bem como a modificagdo por polimeros condutores e outros

mediadores redox.

Outros eléctrodos de filme de carbono estdo a ser estudados como € o caso de
filmes de carbono depositados por pulverizagdo catddica sobre cristais de quartzo, com
vista a sua utilizacdo na microbalanca electroquimica de cristal de quartzo. Estes cristais
modificados estdo a revelar-se com uma alternativa promissora aos outros cristais nao
modificados utilizados na microbalanga. A sua larga janela de potencial permite o estudo
dos processos que ocorrem em sensores € biossensores, promovendo deste modo um
melhor entendimento sobre o mecanismo e cinética das reacgdes quimicas e bioquimicas
durante as andlises. Este tipo de eléctrodo ainda ndo esta disponivel comercialmente, pelo

que a optimizacao do processo de fabrico ¢ uma area de grande importancia.

Outros materiais de carbono nanoestruturados poderdo vir a ser empregues no
desenvolvimento de sensores e biossensores electroquimicos preparados pela metodologia
de camada-por-camada avaliando-se as suas propriedades e possibilidade de

miniaturizacao para deteccao de espécies relevantes em amostras naturais.
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