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1. RESUMO

Neste trabalho apresentamos um estudo sisteméatico de preparacdo de novos eletrodos do
tipo nanotubos de carbono/azul da Prissia, seguido da caracterizacdo dos eletrodos e sua
utilizacdo como sensores de baixissimas quantidades de peréxido de hidrogénio em solugdo. O
azul da Prussia (AP) foi preparado através de uma rota inédita desenvolvida no grupo de
pesquisa, por uma reacdo eletroquimica heterogénea entre ions ferricianeto em solucdo e
espécies de ferro encapsuladas no interior de nanotubos de carbono. A influéncia do pH, condicao
de armazenagem e numero de ciclos necessérios para esta deposicao foi estudada, e relacionada
com a quantidade de AP e com o desempenho dos sensores. Voltametrias ciclicas com
velocidade de varredura de 50mV/s e janela potencial de -0,3V a 1,2V foram realizadas para
esses estudos. Eletrodos com alta estabilidade eletroquimica e em pH neutro foram obtidos.
Utilizando valores de potencial nulo (vs Ag/AgCl), determinacBes amperométricas de H,O, foram
realizadas e determinou-se limites de deteccdo e quantificacdo, intervalo linear, repetibilidade e
efeito de interferéncia sobre os sensores obtidos. Para as determinacdes de H,O,, adicbes
sucessivas de 20uL de solugdes de H,O, foram feitas sobre tampéo fosfato, pH=7,00. Nas
determinacBes de interferéncia, tampdes fosfato contendo os interferentes nas concentracdes
5.10° foram usados. Os interferentes estudados foram a frutose, glucose, acido ascérbico, acido
arico, &cido glutdmico e acido citrico. O eletrodo modificado com 500 ciclos voltamétricos
apresentou os melhores resultados, com limite de deteccéo igual a 8,4.10®° mol.L™ e quantificacéo
igual a 2,8.10®mol.L™, além de interferéncia menor que 1% para 4 dos 6 agentes de interferéncia
utilizados.

2. INTRODUCAO

A determinacdo de peroxido de hidrogénio (H,O,) tem aplicacdo direta em diversos
segmentos, como meio ambiente, alimentos e medicina. Além disso, o H,O, é um co-produto de
reacoes catalisadas por enzimas do tipo oxidase, sendo sua concentracdo diretamente
relacionada com a concentracdo do substrato enzimético. Desse modo, o desenvolvimento de
sensores de H,O, com alta seletividade, sensibilidade e baixos limites de deteccado € de extrema
importancia para essas areas, e para o desenvolvimento de biosensores.

Os sensores eletroguimicos se apresentam como uma das melhores alternativas entre os
varios métodos de detecgdo de H,O, e entre esses tipos de sensores, aqueles que apresentam
um agente inorganico com atividade catalitica frente a redugéo/oxidacéo do H,O, tem-se mostrado
como os mais eficientes. Esse tipo especifico de sensor consegue atuar em baixos valores de
potencial, além de apresentar grande estabilidade eletroquimica e custo reduzido.

Dentre esses agentes inorganicos, o azul da Prassia (AP) vem sendo largamente estudado
e utilizado em sensores eletroquimicos. Isso se deve principalmente a sua estrutura cubica de
face centrada, onde ocorre a presenca de sitios intersticiais de tamanho reduzido, capazes de
acomodar pequenas moléculas. Além disso, é capaz de reduzir o H,O, rapidamente e a baixos
valores de potencial, de forma bastante seletiva.

Um problema que se encontra em sensores eletroquimicos modificados com AP para
determinacdo de H,O, é a baixa estabilidade eletroquimica do fiime de AP e sua baixa
estabilidade em pH neutro, que implica a dificuldade de sua utilizacdo como biosensores, que na
maioria das vezes exige pH proximo do neutro. Para que a potencialidade do AP como material

para sensor seja explorada, tém-se buscado alternativas para o aumento da estabilidade do AP.



Uma das mais promissoras consiste na preparacdo de nanocompadsitos entre o AP e nanotubos
de carbono.

Os nanotubos de carbono (NTCs) apresentam diversas propriedades interessantes, como
alta resisténcia mecéanica e condutividade térmica, mas principalmente por suas propriedades
elétricas que os NTCs se tornaram um dos materiais mais usados na preparacdo de eletrodos
inertes. Eletrodos a base desse material apresentam excelentes propriedades eletrocataliticas e
diversas vantagens em relacdo a outros materiais de carbono, possuindo caracteristicas que
fazem com que os problemas citados do AP sejam diminuidos ou eliminados.

O compdsito entre NTCs e AP utilizado como eletrodo tem demonstrado excelentes
caracteristicas para determinacdo de H,O,, apresentando alta precisdo e baixos limites de
deteccao. Esse tipo de compdsito pode ser obtido através de dois procedimentos distintos, sendo
um deles através da deposicdo eletroquimica do AP sobre eletrodos de NTCs e outros pela
mistura mecéanica do AP e NTCs previamente preparados.

Recentemente em nosso grupo de pesquisa, desenvolveu-se uma nova e inédita rota de
preparacdo de eletrodos de NTCs modificados por AP, através de uma reacdo eletroquimica
heterogénea entre ions ferricianeto em solucdo aquosa e espécies de ferro contidas nas
cavidades dos NTCs.

Através dessa rota de preparacdo, buscou-se entdo caracterizar o eletrodo formado e
utilizd-lo como sensor para determinacdo de H,O,, analisando-se parametros analiticos como
limites de deteccao, quantificacdo, sensibilidade, entre outros parametros necessarios para se
obter um sensor de qualidade e passivel de aplica¢des futuras.

3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

O desenvolvimento de sensores para peroxido de hidrogénio (H,O,) com alta seletividade
e sensibilidade é um desafio de extrema importancia tecnolégica, com aplicacdo direta em
segmentos variados como medicina, alimentos, meio ambiente, entre outros. Além disso, a
deteccdo de baixas concentracdes de peroxido de hidrogénio € um fator chave e crucial no
desenvolvimento de vérios biosensores, uma vez que o H,O, é um co-produto de reacgles
catalisadas por enzimas do tipo oxidases (0 que significa dizer que a concentragdo de H,0, esta
diretamente relacionada a concentracdo do substrato enzimético, ou seja, 0 analito).[” Dos varios
métodos conhecidos e em desenvolvimento de detec¢do de H,0O,, os métodos eletroquimicos
geralmente se apresentam como a melhor alternativa, pois ndo sofrem interferéncias devido a
possiveis coloracdes de espécies presentes no meio a ser analisado, apresentam boa seletividade
e sensibilidade, apresentam rpida resposta do eletrodo e sdo consideravelmente mais baratos
que as outras opgdes.?

A forma mais comum de sensores eletroquimicos é aquela que envolve a utilizagdo de
uma enzima oxidase depositada no eletrodo de trabalho. Essa classe de enzimas atua através da

oxidacdo do substrato, retornando em seguida ao seu estado original através da transferéncia de



elétrons ao oxigénio molecular, de modo que os produtos finais dessas enzimas sejam a forma
oxidada do substrato e, como um produto lateral, peréxido de hidrogénio. Devido a isso, tanto a
taxa de consumo de oxigénio quanto da formacao de peroxido de hidrogénio podem ser utilizadas
para se determinar a concentracao inicial do substrato em questédo, porém esse ultimo tem sido o
parametro mais utilizado nos dltimos anos, pois se mostrou mais sensivel, permitindo limites de
deteccao abaixo de 1pmol.L™. ¥

Uma grande desvantagem deste sistema é o fato da necessidade de aplicacdo de um alto
potencial (0.7 V vs Ag/AgCl) para a oxidacdo do peréxido de hidrogénio. Nestes valores de
potencial, varias substancias (como glicose, acido Urico e 4cido ascdrbico), geralmente presentes
em amostras reais, também sao oxidadas, produzindo interferéncia nos sinais.! Como uma forma
de contornar esse problema, agentes inorganicos que possuem atividade catalitica frente a
reducdo ou oxidagcdo do peroxido de hidrogénio vém sendo utilizados em sensores
amperométricos. Além de possibilitar a oxidagdo (ou reducéo) do H,O, em baixos valores de
potencial aplicado, esses materiais possuem grande estabilidade eletroquimica e custo bastante
reduzido.” Um material que merece destaque nesse campo é o Azul da Prissia (AP), largamente

estudado e utilizado em sensores eletroquimicos.

3.1. Azul daPruassia
O Azul da Prussia é um hexacianoferrato, cuja estrutura cubica de face centrada consiste

em fons férricos (Fe") e ferrosos (Fe'") alternados nos sitos do reticulo, ligados a grupos —CN,

sendo o Fe'" ligado ao carbono e o Fe"

ao nitrogénio, de acordo com a representacao
esquematica de sua cela unitaria presente na Figura 1.°!

Existem duas formas propostas para esse composto, sendo uma denominada sollvel,
apresentando ions K*, de formula KFe"Fe"(CN)s, e outra denominada insolivel, com fons Fe" e
de formula Fe,"[Fe"(CN)q] . Na realidade, nenhuma das duas formas de AP sdo de fato soltveis, o

termo se refere & facilidade com que os ions K* peptizam.®®!

Figura 1: Modelo da estrutura do Azul da Prussia.

O AP possui diferentes estados de oxidacdo, sendo a sua forma mais reduzida o Sal de

Everitt (também chamado Branco da Prussia (BP)) e sua forma oxidada o Verde de Berlim (VB)."]



As equacdes quimicas representativas dos processos de interconversdo entre estes compostos

estdo representadas a seguir, onde A" representa um contra-anion presente no meio:!®

Fe,'[Fe'(CN)ls + 4e +4K' 2= KaFed'[Fe'(CN)sls @
(AP) (BP)

Fe'[Fe"(CN)els + 3A° 2 Fe,"[Fe"(CN)eAls + 3e (2)
(AP) (VB)

Os primeiros estudos sobre modificacdo de eletrodos com AP e seu comportamento
eletroquimico foram reportados por Neff.®! Desde entdo, varias aplicacdes para esse tipo de
eletrodos foram propostas, tais como sensores, dispositivos eletrocrémicos, baterias, etc.

Devido a presenca de sitios intersticiais de tamanho reduzido, capazes de acomodar
pequenas moléculas, suas caracteristicas semicondutoras e seu comportamento redox, o AP se
tornou um material de larga utilizacdo em modificacdo de eletrodos para a deteccdo de diversas
substancias!®, como &cido latico, glucose e em especial o peréxido de hidrogénio. O AP é capaz
de reduzir o peréxido de hidrogénio muito rapidamente e a baixos valores de potencial,
caracteristicas primordiais para o desenvolvimento de biosensores. Por possuir alta seletividade e
atividade frente a reducao de H,0O,, a utilizacdo do AP em sensores e hiosensores tém ganhado
grande destaque, e estudos sobre essa aplicacdo sdo crescentes. Entretanto, sensores
eletroquimicos de H,0O, baseados em eletrodos modificados com azul da Prussia apresentam
alguns problemas que impedem o pleno desenvolvimento deste tipo de sensor: 1) filmes de AP
nao apresentam alta estabilidade eletroquimica (o que significa dizer que a resposta eletroquimica
€ diminuida ap6s cada ciclo realizado, fazendo com que a vida util do sensor seja muito baixa); 2)
0 AP apresenta baixa estabilidade em pH neutro, o que é um grande entrave na sua aplicagdo em
amostras biolégicas reais (enzimas oxidase trabalham em pH préximo do neutro).™

Para tentar minimizar estes problemas e viabilizar o enorme potencial da utilizagdo do AP
como sensores, pesquisadores tém buscado alternativas para aumentar a estabilidade do AP.
Uma das mais promissoras consiste na preparacdo de nanocompositos entre o AP e nanotubos

de carbono.

3.2. Nanotubos de carbono

Nanotubos de carbono (NTCs) foram inicialmente descritos em 1991 por lijimal™, e
correspondem a nanomateriais de extrema importancia cientifica e tecnolégica. Um NTC consiste
em uma folha de grafeno enrolada, com dimens6es nanométricas e cavidade interna oca (uma
folha de grafeno é um conjunto de atomos de carbono com hibridizacéo sp? ligados entre si,
formando um arranjo bidimensional cujo empilhamento da origem a estrutura 3D do grafite).
Podem ser dividido em duas classes estruturais: os NTCs de camada Unica (SWCNT), constituido
de apenas uma folha de grafeno enrolada, e os NTCs de camada multipla (MWCNT)™, onde

varias folhas de grafeno sdo enroladas concentricamente (Figura 2).



(a) (b)

Figura 2: Nanotubos de carbono de camada miuiltipla (a) e camada tnica (b).™!

Os NTCs apresentam diversas propriedades interessantes tais como alta resisténcia
mecéanica, flexibilidade, baixa densidade além de ter comportamento elétrico de metais,
condutores e supercondutores, dependendo de sua estrutura.

Devido a essas caracteristicas, e principalmente pelas propriedades elétricas, o NTC se
tornou um dos materiais mais usados para a preparacdo de eletrodos inertes para as mais
diversas aplicaces.™ Diversos autores relataram excelentes propriedades eletrocataliticas no
comportamento redox de varias moléculas, utilizando eletrodos baseados em NTCs. Além disso,
em comparagdo a outros materiais de carbono, os eletrodos de NTCs apresentam a capacidade
de diminuir o potencial de trabalho, melhorar a reversibilidade do processo, possuir baixa corrente
de fundo além de ter superficies faciimente renovaveis.™® Estas caracteristicas s&o consideradas
essenciais para utilizacdo em eletrodos com AP, fazendo com que os problemas associados ao

AP (listados anteriormente) sejam bastante minimizados — ou até mesmo extintos.

3.3. Nanocompoésitos NTC/AP

De modo geral, sensores obtidos de eletrodos de diversas formas de carbono modificados
com AP tem se mostrado livre de interferentes, rapidos e, algo muito importante, com alta precisao
e baixos limites de deteccéo. 1*°

Considerando as caracteristicas de ambos os materiais, nanotubos de carbono e azul da
Prussia, espera-se que um compdésito formado entre os dois possua excelentes propriedades para
a utilizagcdo como um sensor. O que se tem percebido é que ocorre um efeito sinérgico entre o
NTC e o AP em diferentes formas de eletrodos, aumentando significativamente as propriedades
eletroquimicas desses sensores.™ 1"

O composito NTC/AP elimina o problema da faixa de trabalho de pH encontrada na
utilizacdo AP, sendo possivel realizar facilmente medidas em pH neutro, faixa onde atuam as
enzimas, por exemplo. Além disso, gracas as propriedades de transporte diferenciadas dos NTCs,
0 composito apresenta maior estabilidade eletroquimica e melhor resposta de corrente na redugéo
do H,0,. A presenca dos NTCs ainda faz com seja possivel utilizar um potencial de trabalho
proximo de OV (vs Ag/AgCl), eliminando assim a possibilidade de qualquer interferente na
medida.’ A estabilidade do AP nestes compésitos vem sendo atribuida & interacdo com os

nanotubos, o que significa que melhores materiais séo obtidos quando esta interacdo é otimizada.



Usualmente, a obtencéo de eletrodos de NTCs modificados com AP vem sendo realizada a
partir de dois procedimentos. Um deles corresponde a deposi¢do eletroquimica do AP em
eletrodos de nanotubos de carbono previamente preparados, a partir da ciclagem eletroquimica
deste eletrodo em solugdes aquosas contendo a presenca simultanea de ions [Fe(CNg)]* e Fe**
(ou fons [Fe(CNg)]* e Fe?"), geralmente oriundos das dissolucdes de ferricianeto de potéssio e
cloreto de ferro. O outro procedimento consiste na preparagao prévia do AP e do NTC, seguido de
sua mistura mecanica, e posterior construcdo de eletrodos baseados nesta mistura.

Muito recentemente, nosso grupo de pesquisa desenvolveu uma nova (e absolutamente
inédita) rota de preparacdo de eletrodos entre NTCs e AP,'® baseada em uma reagéo
eletroguimica heterogénea entre espécies contendo ferro (ferro metalico e 6xidos de ferro)
presentes no interior das cavidades dos nanotubos de carbono e ions ferricianeto presentes em
solucdo aquosa. As espécies de ferro encapsuladas nos NTCs séo inerentes a rota de preparacao
destes nanotubos, que também foi desenvolvida em nosso grupo de pesquisa™. A Figura 3 ilustra
0 processo de sintese. Devido a esta rota particular de obtencao, o eletrodo final € formado com o
AP em contato intimo e efetivo com o NTC, o que possibilita grande melhora em suas
propriedades (como um baixissimo limite de deteccdo de H,O,, na faixa de 10® mol.L?, um dos

melhores resultados presentes na literatura).™

[K3Fe(CN)e]

solugdo aquosa
P
voltametria ciclica

(300 ciclos entre
-0.3to 1.2 V vs Ag/AgCl)

Eletrodo construido com
MWCNT preenchido Eletrodo medificado
com espécies de Ferro com AP

Figura 3: Modelo de formacao do AP através de reacdo eletroquimica heterogénea entre as

espécies de ferro encapsuladas nos NTCs e ions ferricianeto em solug&o.™®

Neste trabalho apresentamos um estudo do comportamento de deposi¢cdo de AP sobre
eletrodos de NTCs, verificando a influéncia do ndamero de ciclos, pH e ambiente de
armazenamento, bem como a caracterizacdo deste material. Esses eletrodos foram entdo
utilizados como sensores para baixas concentracdes de perdéxido de hidrogénio e parametros

como repetibilidade, limites de deteccdo e quantificagdo foram avaliados.

4. OBJETIVOS
Os objetivos deste trabalho s&o preparar e caracterizar eletrodos formados a partir de
nanocompa@sitos entre nanotubos de carbono e Azul da Prissia através de uma rota de sintese
inédita descrita pelo grupo e utiliza-los como sensores para peréxido de hidrogénio. Serdo
verificados os efeitos de parametros como numero de ciclos eletroquimicos e pH da solucao, e

caracterizacao dos eletrodos quanto a sua estrutura e estabilidade eletroquimica. Parametros



analiticos como limites de deteccdo e quantificacdo, intervalo linear, repetibilidade,

reprodutibilidade além de efeitos de interferéncia serdo analisados frente a determinagéo de H,O,,

5. MATERIAIS E METODOS

5.1. Sintese dos NTC

Os NTCs utilizados para a composicéo da pasta utilizada nos eletrodos e sensores foram
obtidos pela pir6lise do ferroceno pelo método CVD (Chemical Vapor Deposition), com parametros
de sintese previamente determinados pelo grupo de pesquisa. Resumidamente, o ferroceno é
pirolisado no interior de um tubo de quartzo inserido em um forno tubular de duas regiées, em um
sistema fechado com fluxo controlado de argénio (Figura 4). A primeira regido do forno é aquecida
a 300°C para que ocorra a sublimacéo do precursor, que € entdo arrastado pelo fluxo de argdnio
até a segunda regido do forno, pré-aquecida a 900°C, onde ocorre a formac¢do dos NTCs. Apos 30
minutos, o forno é desligado e o fluxo de argbnio é mantido até que se atinjam temperaturas
abaixo de 100°C.

200°C 300 °c

Figura 4: Esquema do aparato utilizado na sintese de NTC.

Os NTCs obtidos por essa rota sdo do tipo multi-paredes e apresentam espécies de ferro
(majoritariamente Fe metalico, Fe,O; e Fes0,4) preenchendo suas cavidades, proveniente do

precursor de sintese.

5.2.  Construcao dos eletrodos

Os eletrodos foram construidos a partir de um tubo de polipropileno, contendo um fio de
cobre previamente alinhado e polido em seu interior. Deixa-se uma pequena cavidade na ponta do
tubo, de aproximadamente 1mm de didmetro e 1mm de comprimento, para a adicdo da pasta de

NTC e Nujol®, na propor¢édo 70/30 (m/m) (Figura 5).

Figura 5: Eletrodo de pasta de NTCs

A deposicao do AP se deu através de voltametria ciclica em um potenciostato pAutolab,

onde foram realizados 500, 600 e 700 ciclos, com velocidade de varredura de 50mVs?, janela de



potencial de -0.3 a +1.2V, tendo como eletrdlito uma solucdo de 0,1 mol.L™ de KCl e 0,1 mmol.L™
de K3Fe(CN)6

5.3. Caracterizacao dos eletrodos

A estabilidade eletroquimica do compdésito foi constatada por voltametria em solucao
aquosa de KCI 0,05 mol.L", assim como seu comportamento eletroquimico foi averiguado em
diferentes pHs. Um estudo da estabilidade destes eletrodos mantidos em diferentes meios de
armazenamento também foi realizado. Foram utilizados 4 meios diferentes, sendo eles agua,
solucdo de 0,1 mol.L™ de KCIl e 0,1 mmol.L™" de Ks[Fe(CN)g], solucdo de KCI 0,1 molL™" ou ar,
todos mantidos em temperatura ambiente. Medidas periédicas de voltametria ciclica em eletrdlito
de suporte foram feiras para se verificar a mudanca da area referente ao pico de reducdo em
0,12V.

Os eletrodos foram caracterizados por espectroscopia Raman, sendo o0s espectros obtidos
diretamente da superficie dos eletrodos, em um espectrofotobmetro Renishaw, acoplado a um
microscopio optico com resolugéo espacial de 1 um. O laser utilizado foi de He-Ne (A=632,8 nm)
com poténcia de incidéncia de 2 mW num total de 10 acumulagdes.

Microscopias eletrbnicas de varredura também foram realizadas para se confirmar e
visualizar a forma de deposicdo do AP sobre a pasta de NTCs. As imagens foram obtidas no
Centro de Microscopia Eletrénica de UFPR com o aparelho JEOL JSM-6360.

5.4. Determinacéo de H,0,

A partir do eletrodo modificado, foram realizadas medidas cronoamperométricas para
deteccdo de H,0,. As andlises foram feitas em tampao fosfato (KH,PO4/K,HPO,) 0,05 mol.L™, sob
agitacao constante, num intervalo de 500 segundos, com potencial de trabalho igual a 0 volts (vs
Ag/AgCl). As concentracdes das solucdes de H,0, variaram de 5.10° mol.L™* a 4,5.10* mol.L™.

Realizou-se um estudo da influéncia do pH nas medidas, utilizando-se pHs nos valores
3,10; 4,18; 5,00; 6,10; 7,00 e 8,69.

Para as determinagcbes de H,O, na presenca de interferentes, medidas
cronoamperometricas foram realizadas. Essas medidas foram feitas sob agitacdo constante com
adi¢cOes sucessivas de 20uL de solugbes de H,O,, gerando concentracdes finais na ordem de 10°®
molL?, sobre tampéao fosfato 0,05 mol.L?, pH 7,00,contendo cada interferente na concentracao
5.10° molL™. O intervalo de tempo foi de 500 segundos, com potencial de trabalho igual a 0 V (vs
Ag/AgCl).Os interferentes utilizados foram a frutose, glucose, acido ascérbico, acido drico, &cido

glutamico e acido citrico.



6. RESULTADOS E DISCUSSOES
6.1.

Modificacdo e caracterizacdo dos eletrodos

O primeiro parametro avaliado na modificacdo dos eletrodos foi a saturacdo de formacéo

do AP sobre a pasta de NTCs. Para isso foram realizados primeiramente 500 ciclos voltamétricos

e medidas as correntes referentes ao pico de reducéo em 0,8V a cada 10 ciclos. Como observado

na figura 6, a intensidade de corrente é crescente até o Ultimo ciclo, mostrando que néo ocorre

saturacao na formacao de AP sobre o eletrodo até 500 ciclos. Realizaram-se entédo 700 ciclos, e 0

mesmo comportamento foi observado, ou seja, até 700 ciclagens, ndo houve saturacdo do

eletrodo. Os estudos posteriores foram realizados com eletrodos submetidos as 500 ciclagens,

uma vez que este se mostrou melhor nas determinacdes de H,O,, como mostrado posteriormente.
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A resposta dos eletrodos modificados com 500 ciclos frente a diferentes pHs também foi

verificada. Medidas de voltametria ciclica em tampéao fosfato nos pHs 3,10; 4,18; 5,00; 6,10; 7,00 e

8,69 foram realizadas, e calculou-se a porcentagem de sinal do 50° ciclo em relagdo ao primeiro,

referente ao pico catddico em 0,8V.
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Como a figura 8 (esquerda) mostra, a maior estabilidade é encontrada para medidas
realizadas em pH 5, apesar de, com excec¢do do pH 8,69, os outros valores também mostrarem
estabilidade consideravel. A estabilidade em pH 7,00 foi também avaliada no eletrélito de suporte
utilizado, KCI, pois este pH é mais interessante para aplicacdes do eletrodo como sensor. A
voltametria obtida em KCI é mostrada na figura 8 (direita), e pode-se perceber grande
estabilidade, com pouquissima perda de sinal entre os 50 ciclos realizados. Todos os outros
estudos realizados para o eletrodo e seu uso na determinagéo de H,O, foram feitos em pH 7,00.

As condi¢cdes de armazenamento do eletrodo também foram avaliadas. Eletrodos foram
mantidos em 4 meios diferentes, sendo eles: 1) H,O, 2) solucéo 0,1 mol.L™ de KCl e 0,1 mmol.L*
de Ks[Fe(CN)g], 3) solucdo de KCI 0,1 molL™ e 4) ar. Foram realizadas medidas periddicas de
voltametria ciclica em eletrélito de suporte para se verificar a mudanca da area referente ao pico
de reducdo em 0,12V. Os eletrodos mantidos nos 4 meios diferentes foram estudados num
periodo de 60 dias e as porcentagens de perda de sinal ao longo do tempo foram medidas em
relacdo ao sinal obtido no segundo dia, uma vez que é necessario um certo tempo para a
estabilizacdo do material e da pasta®. Observou-se melhor comportamento no eletrodo mantido
ao ar, onde ocorreu pequena perda de sinal nos primeiros dias e entdo uma estabiliza¢éo do sinal
gue durou até o fim dos 60 dias (Figura 9).
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Figura 9: Curva de perda de sinal dos eletrodos mantido em 4 meios diferentes, ao longo de 2

meses.



Esse mesmo estudo foi realizado frente as determinacdes de H,O,, comparando-se a
repetibilidade das medidas ao longo do tempo de cada um dos meios estudados, como sera
mostrado posteriormente.

Para confirmar a formagéo do AP nos eletrodos modificados, foram coletados espectros
Raman da superficie dos eletrodos, antes e apos a ciclagem na solucéo de ferricianeto. Na figura
10 observam-se os espectros obtidos para o eletrodo antes da modificagao (a), apds 500 ciclos (b)
e apbés 700 ciclos (c). Nos trés espectros aparecem as bandas caracteristicas dos NTCs,
conhecidas como banda D (1328 cm™), banda G (1580 cm™) e banda G’ (2663 cm™). A banda G
refere-se aos modos de estiramento C-C destas estruturas. O alargamento desta banda indica
uma maior heterogeneidade e desordem estrutural da amostra enquanto que quando deslocada
para maiores numeros de onda, ha uma diminui¢cdo do grau de grafitizacdo. A banda D é formada
por modos vibracionais que se tornam ativos por perda de simetria translacional quando na
presenca de defeitos na rede hexagonal do grafeno. A banda G’ é caracteristica de materiais

grafiticos e esta relacionada a organizacao estrutural no plano bidimensional (grafeno).
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Figura 10: Espectros Raman dos eletrodos sem modificacéo (a), modificado com 500

ciclos(b) e modificado com 700 ciclos (c)

Nos espectros obtidos dos eletrodos submetidos a voltametria ciclica, além das bandas
caracteristicas dos NTCs listadas anteriormente, aparecem mais trés bandas em 531, 2087 e
2152 cm™ (500 ciclos, Figura 10b) e 538, 2096 e 2152 cm™ (700 ciclos, Figura 10c), além de um
pequeno ombro em 2120 e 2133 cm™, respectivamente. Essas trés bandas sdo caracteristicas do
AP, sendo as duas primeiras referentes ao estiramento C=N e a terceira ao modo de vibragao Fe-
CN®Y, A banda observada na faixa de 2120-2133 cm™ pode ser atribuida & co-precipitacdo e

adsorcao de ions ferro ou ferricianeto.



Imagens de microscopia eletrénica de varredura (MEVs) também foram realizadas para se
verificar a formagdo do AP sobre os eletrodos, permitindo visualizar o arranjo do AP formado
sobre os NTCs. O AP se manifesta como cubos de arestas nanométricas, misturados a pasta e
aos NTCs. Como observada na figura 11, a quantidade de AP vai aumentando gradativamente
com o numero de ciclos. Em (a) temos a imagem da pasta sem a modificacdo e em (b), (c) e (d)
pastas modificadas com 300, 500 e 700 ciclos respectivamente.

?
& S

Figura 11: MEVs da pasta ndo modificada (a), modificada com 300 (b), 500 (c) e 700 (d) ciclos

voltamétricos.

Esse aumento de AP formado também pode ser calculado através dos voltamogramas em
eletrélito suporte (KCI 0,1mol.L™), podendo-se estimar a quantidade de AP superficial (I'y) formada
em cada eletrodo, a partir da equacéo 3:

't = Q/(nFA) 3)
onde Q é a carga (C) equivalente a area do pico de reducdo em 0,12 V, n é o nimero de elétrons
envolvido no processo, F é a constante de Faraday e A a area do eletrodo (cm?). Os valores
encontrados foram de 1,58x10° mol.cm™ e 4,12x10° mol.cm™ para os eletrodos preparados com

500 e 700 ciclos, respectivamente.

6.2 Uso dos eletrodos modificados como sensores para determinacao de H,O,

Ap6s submetidos a 500 e 700 ciclos em uma solu¢do 1.10° mol.L™* de K3[Fe(CN)¢] e 0,1
mol.L™" de KCI para formag&o de AP, os eletrodos modificados foram utilizados como sensores de
peroxido de hidrogénio (H,O,). As medidas cronoamperométricas realizadas foram feitas em 40,0

mL de tampéo fosfato (KH,PO4K,HPO,) 0,05 mol.L?, sob agitacdo constante, num intervalo de



500 segundos, com potencial de trabalho igual a 0 volts (vs Ag/AgCIl) e concentracbes das
solucdes estoques de H,0, variando de 5.10®° molL™ a 4,5.10™ molL™.

Os primeiro parametros analisados foram o intervalo linear e os limites de deteccéo e
guantificacéo, tanto para eletrodos submetidos a 500 quanto a 700 ciclos voltamétricos.

Curvas amperométricas foram obtidas para adicbes sucessivas de 2,0x107, 2,0x10° e
2,0x10™° mol de H,0, (o que corresponde a concentragdes de H,O, na solucdo variando de 5.10°
a 45.10° mol.L™"). O sinal amperométrico se estabilizou rapidamente ap6s cada adicdo de H,O,,
com um tempo de resposta médio de 5s. Na figura 12 observa-se (a esquerda) a curva analitica
obtida para o eletrodo modificado com 500 ciclos frente a determinacdo de H,O, e seu respectivo

intervalo linar (& direita), que vai de 5.10®% a 1,5.10®° mol.L™, com r?=0,99.
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Figura 12: Curva analitica (esquerda) e intervalo linear (direita) do eletrodo modificado com AP em
500 ciclos frente a determinacédo de H,0,. O intervalo linear vai de 5.10® a 1,5.10° mol.L™
(r’=0,99).

As mesmas medidas foram realizadas para eletrodos modificados com 700 ciclos
voltamétricos. Na figura 13 é mostrada a curva analitica obtida para esse eletrodo frente a
determinacgéo de H,O, e a curva referente ao seu respectivo intervalo linear, um pouco menor que

para o eletrodo modificado com 500 ciclos.
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De acordo com a literatura, o calculo dos limites de detec¢do (LD) e quantificacéo (LQ) de
um sensor eletroquimico deve ser realizado com as menores concentra¢des de H,O, uma vez que
se deve utilizar a matriz contendo o composto de interesse na faixa de concentracdo proxima ao
limite de detecc&o.” LD e LQ s&o parametros de desempenho analitico onde LD representa a
menor concentracdo da substancia em analise que pode ser detectada, mas ndo necessariamente
guantificada, e o valor de LQ, corresponde a menor concentracdo da substancia em exame que
pode ser medida utilizando um determinado procedimento experimental. Esses parametros podem
ser calculados através das equacdes (4) e (5), respectivamente:

LD = 3 SD / coeficiente angular da curva (4)

LQ = 10 SD / coeficiente angular da curva (5)

onde SD corresponde ao desvio padrdo dos valores de corrente referente a 10 medidas do
branco, determinado de acordo com as recomendacdes da IUPAC.!

O valores de LD e LQ encontrado para o eletrodo modificado com 500 ciclos foram de
4,74.10° mol.L™" e 1,58.10® mol.L™* sendo que ambos os valores se encontram entre os melhores
valores observados na literatura para eletrodos modificados com azul da Prissia™?,
principalmente no que diz respeito ao LD, na ordem de nM. Os valores para o eletrodo com 700
ciclos, apesar de também muito satisfatérios quando comparados com os presentes na literatura,
sao ligeiramente piores aos observados para o eletrodo de 500 ciclos, 5,12.10°mol.L* e 1,70.10°®
mol.L? para LD e LQ, respectivamente. A sensibilidade dos eletrodos também pbéde ser
determinada, através do coeficiente angular da curva. Para o eletrodo modificado com 500 ciclos,
obteve-se uma sensibilidade de 8674 mA/mol.L™, enquanto que para o eletrodos de 700 ciclos,
esta foi 7280 mA/mol.L™. Como nos outros parametros, esses valores representam um aumento
significativo se comparado aos encontrados na literatura para eletrodos modificados com AP.

O melhor desempenho dos eletrodos de 500 ciclos frente ao de 700 pode ser explicado
pela quantidade de AP formada. Com o excesso de ciclos, a quantidade de AP formada foi além
da adequada para manter o maximo da eficiéncia de interacdo entre as espécies (NTCs e AP),
fazendo com que o desempenho do sensor seja menos eficiente em 700 ciclos. Esse excesso de
guantidade de AP pode ser visualizado através das imagens de microscopia eletrbnica de
varredura, apresentadas na figura 11; percebe-se claramente uma quantidade muito superior de
AP formada sobre a pasta em 700 ciclos do que em 500.

Através dos resultados apresentados, pode-se dizer que existe uma relacao Gtima entre
NTCs e AP, com méaximo de eficiéncia na determinacéo de H,O,, sendo essa relacdo alcancada
proxima de 500 ciclos de deposicao. Devido a esse comportamento, 0os estudos posteriores,
apresentados a seguir, foram realizados apenas com eletrodos submetidos a 500 ciclos
voltamétricos.

Um estudo sobre os meios de armazenamento e sua influéncia na determinacéo de H,0O,

também foi realizado, como mencionado anteriormente. Os meios foram os mesmos dos estudos



prévios, sendo eles 1) H,0, 2) solucdo 0,1 mol.L™ de KCI e 0,1 mmol.L" de Ki[Fe(CN)g], 3)
solugéo de KCI 0,1 molL™ e 4) ar. Foram realizadas determinacdes de H,O, periddicas, ao longo
de dois meses, e verificado 0 meio que apresentou maior repetibilidade ao longo desse periodo. O
eletrodo mantido ao ar apresentou repetibilidade por um maior periodo de tempo, como mostrado
na figura 14, concordando com os resultados anteriores, que mostraram que esse meio de
armazenamento confere maior tempo de vida ao eletrodo.
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Figura 14. a) Curvas de determinacdo de H,O, ao longo de dois meses para um eletrodo mantido

ao ar. b) Aumento de sinal na presenca de 5.10° mol.L™ de H,0, em diferentes pHs.

O efeito do pH sobre as medidas de H,O, também foi verificado. Voltametrias ciclicas
foram realizadas em tampéo fosfato de diferentes pHs (3,10; 4,18; 5,00; 6,10; 7,00 e 8,69) na
presencga de H,O, na concentracao 5,0.10° mol.L. O aumento de sinal em cada pH foi calculado
em relagdo as voltametrias realizadas na auséncia do peroxido de hidrogénio. Como se percebe
na figura 14b, o maior aumento é obtido em pH 4,18, indicando maior sensibilidade do eletrodo
para esse analito. Apesar disso, tanto o pH 3,10 quanto 6,10 e 7,00 apresentaram boa
sensibilidade.

O aumento de estabilidade e sensibilidade, mesmo em pH neutro, pode estar relacionado a
uma maior interagdo do AP com o NTC, associada a metodologia utilizada na formagéo do AP,
gue ocorre pela utilizacdo das espécies de ferro contidas no interior dos NTCs, fazendo com que
haja um contato mais intimo entre os dois materiais. Apesar dos melhores resultados ndo serem
obtidos em pH 7, todos os estudos realizados, inclusive o de interferéncia, se realizaram neste pH
pelo maior potencial de aplicagdo em sensores e biosensores.

Foram realizadas medidas cronoamperométricas de interferentes comuns em
determinagcbes de H,0O,, sendo eles a frutose, glucose, &cido ascorbico, acido arico, acido
glutdmico e acido citrico. Primeiramente foram realizadas voltametrias ciclicas de solucdes de
1.10° mol.L™ em tampéo fosfato (pH 7,00) dos interferentes estudados, para se verificar a
resposta eletroquimica no potencial utilizado para as medidas de H,O,, a zero volt. Conforme a
figura 15a, ndo se observa, a 0 V, nenhuma resposta que possa causar sinal de interferéncia
sobre a determinacéo de H,0,.
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A partir de uma curva padrdo de resposta de intensidade de corrente frente a concentracao
de H,0,, foram entdo realizadas cronoamperometrias onde se adicionou sucessivamente
guantidades de uma solucdo de H,O, na ordem de 10° molL? em tamp&o fosfato 0,05 molL™
contendo cada interferente na concentracdo 5.10° molL™. As curvas obtidas para a resposta na
determinagédo de H,O, na presenca dos interferentes foram comparadas com a curva padréo,
sendo calculado o erro que cada interferente produziu na medida, determinado assim a
interferéncia de cada agente utilizado.

Como mostrado na Figura 15b e na Tabela 1, dos seis interferentes testados, apenas dois
geraram interferéncia significativa na determinacdo de H,O,, sendo eles o acido ascoérbico e o
acido urico, enquanto que os demais interferentes apresentaram uma média de erro menor que

1% nas determinacoes.

Tabela 1: Erros obtidos pela comparacdo de curvas de determinagdo de H,O, na presenca de

interferentes e a curva padréo.

Interferente Acido Acido Acido Acido | Frutose Glucose
ascorbico citrico glutamico arico
Erro médio/ % 10,59 0,22 0,65 11,57 0,25 0,45

7. CONCLUSOES
Através da rota de eletrodeposicdo de azul da Prussia sobre eletrodos de pasta de
nanotubos de carbono preenchidos com espécies de ferro, demonstrou-se que a quantidade de
AP eletrodepositada é aumentada com o aumento do numero de ciclos eletroquimicos, mas que

seu desempenho como sensor de H,O, ndo é diretamente proporcional a quantidade de AP. A



formacédo do AP nos eletrodos preparados apds 500 e 700 ciclos de deposicao foi comprovada por
espectroscopia Raman e MEV. A alta estabilidade eletroquimica do AP observada nestes
eletrodos, tanto em relagdo ao numero de ciclos quanto em relagdo ao pH neutro, vem sendo
justificada devido a interacdo efetiva do AP com os NTCs, que atuam como excelente
transportadores de carga, e estabilizam o AP. Esta alta interagdo se deve ao método inovador de
preparacdo destes materiais. Como um dos reagentes (a fonte de ions Fe**) para a formacédo do
AP se encontra encapsulada no interior dos NTCs, o AP necessariamente devera ser formado nos
locais onde este reagente estara disponibilizado, ou seja, nas paredes dos NTCs, resultando em
um contato intimo entre os NTCs e 0 AP.

O excelente desempenho destes eletrodos com relagcdo a deteccdo de baixissimas
concentracdes de H,O, (da ordem de nmol.L™) em solucdes aquosas com pH neutro, esta sendo
também atribuida ao sinergismo da interagcdo do AP com os NTCs. Os sensores se mostraram
muito eficientes na detecgdo do H,0O,, apresentando boa sensibilidade, rapida resposta e alta
linearidade em suas curvas. Pode-se destacar os excelentes limites de detec¢éo e quantificagdo
obtidos principalmente para sensores de 500 ciclos, com valores de 4,74.10° mol.L? e 1,58.10°%
mol.L™, respectivamente, valores os quais se encontram entre os mais baixos ja descritos na
literatura.

Além dos excelentes parametros obtidos, outras caracteristicas do compédsito NTC/AP sdo
a possibilidade de trabalho em larga faixa de pH, inclusive a de atuacdo das enzimas, alta
estabilidade, e a capacidade de trabalho em potenciais nulos em relacdo ao eletrodo de Ag/AgCl,
praticamente eliminando a possibilidade de resposta mascarada por interferentes, uma vez que o
estudo realizado mostrou erros menores que 1% para interferentes comuns. Apesar disso, acido
ascorbico e acido arico apresentaram erros relativamente grande, na faixa de 10%. Além disso, o
eletrodo constitui um material de baixa manutencao e consideravel durabilidade, uma vez que
pode ser guardado a temperatura ambiente e ao ar, e apresenta um tempo de vida médio de dois
meses. Todos esses fatores considerados fazem com que o eletrodo formado descrito neste

trabalho seja ideal para a utilizacdo como sensor de H,0..
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| CM422 GEOMETRIA ANALITICA E ALGEBRA LINEAR | 120 97,00 100,00 Aprovado
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A Ccaoar FISICO-QUIMICA 11 30 89,00 93,33 Aprovado
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11. APRECIACAO DO ORIENTADOR

O presente relatério apresenta as atividades desenvolvidas pela bolsista Samantha Husmann
durante o periodo de agosto/2010 a agosto/2011. O relatério esta muito bem escrito, os resultados
apresentados com clareza e discutidos a luz da literatura, com bastante profundidade.Como pode
ser facilmente observado, a bolsista trabalhou com muito afinco em seu projeto, o que resultou um
grande volume de resultados, bastante superior ao inicialmente previsto.

A bolsista apresenta um grande potencial de trabalho, demonstrando um incomum senso de
responsabilidade. Possui habilidades técnicas no laboratério, e se envolveu ndo somente com seu
projeto, mas com toda a dindmica do grupo de pesquisa. Além disso, possui uma facilidade e
enorme interesse no aprendizado, além de se mostrar constantemente motivada para a iniciacdo
cientifica. Todas estas caracteristicas se refletem na alta qualidade dos resultados obtidos, que
estdo apresentados neste relatério. E importante mencionar que o alto rendimento do trabalho de
iniciagdo cientifica foi também acompanhado por um excelente rendimento académico, como pode
ser comprovado no histérico escolar em anexo.

Além de apresentar os resultados em reunides cientificas importantes, foi agraciada com o prémio
de melhor trabalho na divisdo de eletroquimica e eletroanalitica da Sociedade Brasileira de
Quimica. Os resultados constantes neste relatério ja estdo sendo compilados para submissao de
um artigo cientifico em revista especializada.

z

Finalmente, minha apreciagdo é extremamente favoravel a todas as atividades da bolsista no
periodo. Considero o desempenho da bolsista muito superior ao esperado para um aluno de
graduacgdo neste nivel.
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Aldo José Gorgatti Zarbin

Samantha Husmann



