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ELETROANALITICAS

TENDENCIAS EM MODIFICACAO DE ELETRODOS AMPEROMETRICOS PARA APLICACOES
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TRENDS IN AMPEROMETRIC ELECTRODES MODIFICATION FOR ELECTROANALYTICAL APPLICATIONS. The most
relevant advances on the analytical applications of chemically modified electrodes (CME) are presented. CME have received

great attention due to the possibility of electrode surface modification including chemisorption, composite generation and polymer

coating. In recent years, the interest in CME has increased overall to improve the sensitivity and selectivity of the electroanalytical
probes, considering the electron mediator incorporation and the new conducting polymers development. The general procedures
employed for the electrode modification and the operational characteristics of some electrochemical sensors are discussed.
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INTRODUCAO

A denominagdo eletrodo quimicamente modificado (EQM) foi
inicialmente utilizada na eletroquimica por Murray e colaboradores',
na década de 70, para designar eletrodos com espécies quimicamente
ativas convenientemente imobilizadas na superficie desses dispositi-
vos. O principal objetivo dessa modificac¢do é pré-estabelecer e con-
trolar a natureza fisico-quimica da interface eletrodo—solug¢do como
uma forma de alterar a reatividade e seletividade do sensor base,
favorecendo assim, o desenvolvimento de eletrodos para vérios fins
e aplicacgdes, desde a catdlise de reagdes organicas e inorganicas® até
a transferéncia de elétrons em moléculas de interesse®. Desta forma,
avancos tecnoldgicos na drea dos EQM’s encontram aplicagdes nas
mais variadas dreas de atuacdo, como por exemplo, na satide publi-
ca*, onde sensores in vivo podem ser usados na detec¢do de drogas
em situacdo de emergéncia; além disso, sensores com rapida detecgo,
alta sensibilidade e especificidade sdo requisitos importantes em
hospitais ou laboratdrios satélites>. Os sensores também encontram
vasta aplicac@o nas inddstrias de alimentos’ e bioprocessos, onde o
monitoramento em tempo real é muito valioso, ou ainda em aplica-
¢Oes ambientais® onde, tanto a inddstria quanto os 6rgdos de vigilan-
cia ambiental, necessitam de sensores para andlise quantitativa ou
diferencial de indmeros rejeitos industriais, tais como misturas ga-
sosas, 6leos, compostos organicos vol4tis, metais pesados, etc.

A maior parte das aplica¢des analiticas de EQM’s envolve técni-
cas voltamétricas ou amperométricas. Entretanto, € possivel encon-
trar na literatura alguns casos de utilizagdo de EQM’s como eletro-
dos fon-seletivos. Em termos analiticos, a sensibilidade ou
seletividade de uma determinagdo deve aumentar com a utilizacdo
de um EQM para que seu emprego seja justificado. Neste trabalho
sdo discutidos alguns métodos de preparagdo mais usuais de EQM,
bem como algumas determinagdes importantes de substratos de in-
teresse clinico®® e industrial'®!! além de uma visdo geral sobre os
avancos incorporados nesta drea ao longo do tempo.

ESTAGIOS DA EVOLUCAO DOS EQM’s

Um EQM consiste de duas partes, isto €, o eletrodo base e uma
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camada do modificador quimico. A forma de preparagio de um ele-
trodo quimicamente modificado é determinada pelas caracteristicas
analiticas desejadas do sensor. Os diversos estudos realizados com
estes dispositivos, buscando otimizar suas performances, levaram a
uma grande evolucio destes sensores, a qual estd sumarizada no Es-
quema 1.
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Esquema 1. Linhas gerais do desenvolvimento dos EQM’s
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A escolha do material para o eletrodo base, cuja superficie sofre-
rd a modificagdo, é um aspecto muito importante da preparacdo de
um EQM. Este substrato deve apresentar caracteristicas
eletroquimicas apropriadas e também ser adequado para o método
de imobilizacdo selecionado. Entre os materiais convencionais po-
demos citar ouro, platina, carbono vitreo, mercirio na forma de fil-
me, fibras de carbono e pasta de carbono. Carbono vitreo reticulado,
material plastico condutor e vidros condutores estio incluidos entre
0s substratos menos usuais.

Esta grande variedade de materiais e possibilidades de combind-
los proporciona um grande campo de atuacdo destes dispositivos,
sendo até mesmo utilizados em ambientes hostis, tais como o liqui-
do intra-celular, durante a aplicacdo de um ultramicroeletrodo em
medidas clinicas'>'.

Ao reduzirem o tamanho dos eletrodos a ultramicroeletrodos
(UME’s), os eletroquimicos ndo sé criaram um dispositivo adequa-
do para medidas na escala micro, mas também obtiveram algumas
vantagens'® préprias dos UME’s, tais como facilidade em alcangar o
estado estacionario, medidas em solventes de alta resisténcia hmica,
medidas em fase gasosa, medidas sem necessidade de eletrélito de
suporte, voltametria ultra-rdpida, miniaturizacéo, queda dhmica pe-
quena, reducio da corrente capacitiva e possibilidade de medidas in
vivo'$18,

Desta forma, a utilizagdo de EQM’s € uma drea em franca expan-
sdo, principalmente no aspecto do desenvolvimento de novos mate-
riais e novos métodos de modificagcdo de superficie de eletrodos,
como na utilizagdo de cerdmicas'®, filmes de metal-hexacianoferrato®
e macromoléculas, tais como DNA?, o que visa ampliar e poten-
cializar as aplica¢des destes dispositivos que, em muitos casos, ja
estdo disponiveis no mercado, como os sensores eletroquimicos,
conhecidos como “relégios” para monitorameto de glicose, muito
utilizados por diabéticos e atletas®, da mesma forma que os existen-
tes para uréia. Também, pode-se destacar o programa “Sensors 20007,
desenvolvido pela “National Aeronautical and Space Administration”
(NASA)%, visando o desenvolvimento tecnolégico de sensores € sis-
temas que possam operar sobre gravidade zero e em ambientes onde
a substituicdo ou reparo ¢ dificil. Desta forma, os EQM’s vém so-
frendo continuos avangos e encontrando inimeras aplica¢des, o que
poderd ser comprovado mais detalhadamente no decorrer deste tra-
balho.

METODOS DE MODIFICACAO DE SUPERFICIE DE
ELETRODO

Na histéria do EQM, o uso de camadas de agentes modificadores
sobre a superficie do eletrodo base tem sido a forma mais comum de
modificar a superficie de um eletrodo.

De forma geral, os métodos® mais importantes utilizados para a
introducdo de um agente modificador sobre o eletrodo base consis-
tem em adsorcio irreversivel direta, ligagdo covalente a sitios espe-
cificos da superficie do eletrodo, recobrimento com filmes
poliméricos ou ainda a preparacdo de eletrodos a base de pasta de
carbono, com um modificador pouco solivel em dgua para sua
adsorcdo neste tipo de substrato, como resumido na Tabela 1.

Adsorc¢ao

A adsor¢ido consiste na dissolu¢do do agente modificador em um
solvente apropriado e na exposi¢do, em geral por imersdo, do eletro-
do a esta solugdo®®. Inicialmente, os trabalhos envolveram adsor¢do
em eletrodos de platina porém, na maioria dos trabalhos subsequentes,
as adsorcdes foram realizadas em eletrodos de grafite e carbono vi-
treo?.
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Tabela 1. Métodos de modificagdo de superficie de eletrodos

Modificagdes Caracteristicas

Adsorgao Incorporagdo simples e rapida de com-
postos em uma ampla gama de eletrodos

base

Ligacdo covalente Incorporagdo de um vasto nimero de
substincias, de maneira estavel, através
da manipulagdo da reatividade dos
grupos funcionais existentes na super-

ficie do eletrodo

Filmes poliméricos Imobilizacio de policamadas da espécie
ativa na superficie do eletrodo — Am-

pliagdo da resposta eletroquimica

Materiais compdsitos Possibilidade de modificagdo interna do
material eletrédico. Exemplos: pasta de

carbono, resina epéxi, poliestireno, etc

A técnica de adsorgdo € bastante empregada, dada sua simplici-
dade e efici€éncia em muitos casos. No entanto, a mesma apresenta a
desvantagem de produzir EQM’s com no maximo uma monocamada
do modificador imobilizado, o que geralmente limita a faixa de res-
posta linear. Por outro lado, a adsor¢do ¢ um processo de equilibrio,
0 que pode levar a ocorréncia de dessor¢do do modificador para o
meio durante sua utilizacio, resultando na perda de reprodutibilidade
e redugdo da vida qtil do EQM preparado desta forma®.

Ligacao covalente

Outra forma de imobilizar o agente modificador € através da li-
gacdo covalente®?!, na qual o modificador é ligado covalentemente
ao substrato do eletrodo. Reagdes de silanizag¢do, envolvendo
organosilanos e 6xidos presentes a superficie do eletrodo, sdo bas-
tante exploradas. Eletrodos metalicos, quando oxidados em meio
acido, sdo recobertos com uma fina camada de 6xido. Desta forma,
um eletrodo metalico, apds ser oxidado, pode ser silanizado e poste-
riormente reagir com outra molécula, levando a incorporagao do grupo
funcional que se queira imobilizar, ligado covalentemente.

Como os eletrodos a base de carbono apresentam grupos funcio-
nais contendo oxigénio, tais como 4cidos carboxilicos, dlcoois
(fendis), anidridos e cetonas (quinonas) cuja concentragio pode va-
riar conforme reacio de oxigenagdo de dtomos de carbono presentes
no material do eletrodo, estes sio passiveis de modifica¢do. Portan-
to, a modificagdo de eletrodos a base de carbono baseia-se na mani-
pula¢do da reatividade de seus grupos funcionais oxigenados, frente
areagentes como aminas, cloreto de tionila, organosilanos e outros*.

O método de modificacdo via ligagdo covalente € bastante esta-
vel em relacdo aos demais métodos, contudo requer maior tempo
para a realizag@o, gera cobertura com no maximo uma monocamada
imobilizada, além de ser mais dificil de se executar. Seu emprego é
de especial interesse para a imobilizacdo de enzimas, sendo ampla-
mente empregado nesta drea”.

Filmes poliméricos

Esta técnica consiste no recobrimento da superficie do eletrodo
com filmes poliméricos condutores ou permedveis ao eletrdlito de
suporte e a espécie de interesse. Ao contrario das técnicas vistas an-
teriormente, a modificacdo com membranas poliméricas permite a
imobilizagdo de muitas monocamadas da espécie ativa na superficie
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modificada, ampliando consideravelmente a resposta eletroquimica.
Desta forma, filmes poliméricos tém sido empregados em eletrodos
quimicamente modificados e usados no desenvolvimento de sensores
para proteger a superficie dos eletrodos de impurezas®, bloquear
interferentes™, imobilizar biocomponentes®, incorporar mediadores*
e fornecer biocompatibilidade®.

Devido a grande variedade das caracteristicas dos polimeros,
pode-se explorar suas propriedades conforme o interesse. Dessa for-
ma, polimero eletroativo (eletrocatalise), quimicamente ativo (pro-
priedades ligantes ou de troca-idnica para pré-concentragdo) e inerte
(apenas exclusao de interferentes) sdo freqiientemente utilizados. No
geral, os filmes poliméricos sdo classificados em 4 classes: conduto-
res, de troca-i0nica, ndo-condutores ¢ de membranas compostas.

Filmes poliméricos condutores sdo amplamente usados devido a
caracteristica de aumentar a velocidade de transferéncia de elétrons.
Geralmente os filmes poliméricos de troca-idnica possuem um com-
ponente redox ativo, o qual € um contra-fon de um filme polidnico
como polivinilpiridina ou Nafion. Os polimeros ndo-condutores sdo
freqiientemente usados por sua caracteristica permesseletiva. Estes
tipos de filmes poliméricos sdo empregados em biossensores para
prevenir interferentes, impurezas sobre a superficie do eletrodo, imo-
bilizar biocomponentes e mediadores de tal forma que estes néo se-
jam lixiviados para a soluciio. A espessura tipica para estes filmes
formados por eletropolimerizagio é cerca de 10 nm.

Membranas compostas oferecem caracteristicas de se combinar
efetivamente com mais de um filme, embora exista a possibilidade
de se obter filmes com as mesmas propriedades utilizando-se outras
classes de filmes poliméricos. A literatura mostra um trabalho de-
senvolvido por Koopal et al.*®, onde este procedimento é empregado
na preparaciio de um biossensor para glicose.

Imobilizacdo por oclusao

Outro caminho muito utilizado para a imobilizacdo de agentes
modificadores ¢ através da oclusdo em gel **40, o qual é baseado
em acoplar os mais diversos componentes, em rede de uma matriz
polimérica ou inserindo-0os em membranas semipermedveis. Mate-
riais como enzimas, células complexas, organelas e outros
biocatalisadores sdo bastante apropriados para serem imobilizados
através desta metodologia. Este método apresenta a vantagem do
componente biolégico ndo se ligar a matriz, o que pode ser muito
importante para evitar possivel diminui¢do da atividade enzimética
devido ao processo de imobilizacdo. As desvantagens sdo a possibi-
lidade da enzima se lixiviar da rede polimérica (gel) e as proprieda-
des nio condutoras do gel.

Pasta de carbono

Os eletrodos preparados a base de pasta de carbono oferecem
versatilidade, baixa corrente de fundo, baixo ruido, baixo custo,
modificacdo conveniente e facilidade de renovagdo da superficie.
Devido a essas propriedades, os eletrodos a base de pasta de carbono
estdo em uso extensivo em eletroandlise*!.

Pasta de carbono é uma mistura de grafite em p6 e um liquido
organico que € imiscivel em contato com solucdes aquosas. A super-
ficie dos eletrodos de pasta de carbono € muito complexa, com mui-
tas possibilidades de interacdes. O liquido organico, denominado
aglutinante, serve para fixar a pasta ao eletrodo, preencher as cavida-
des entre as particulas de grafite e “isolar” o mesmo do contato com
solugdes aquosas.

Uma das principais vantagens de pasta de carbono para a cons-
trugdo de sensores € que esses eletrodos possibilitam a modificagido
interna do material eletrédico, diferentemente do que ocorre com os
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eletrodos sélidos convencionais, em que a modificagdo ocorre ape-
nas na superficie. Isto significa que € possivel a co-imobilizacdo de
enzimas, cofatores, mediadores, estabilizadores resultando numa
configuracdo de eletrodo sem a necessidade de adi¢@o de reagentes
durante a determinag@o.

Materias compésitos

Os materiais compdsitos como o préprio nome indica sdo for-
mados pela combinacio de duas ou mais fases de diferente natureza.
Cada fase mantém suas caracteristicas individuais, mas a mistura
pode apresentar novas caracteristicas fisicas, quimicas ou bioldgi-
cas. Compdsitos com caracteristicas condutoras sdo utilizados no
desenvolvimento de sensores eletroquimicos com excelentes resul-
tados*?, como por exemplo o0 emprego de compdsitos de grafite-epoxi
na determinagéo amperométrica de pesticidas®.

Os polimeros envolvidos nestes materiais fornecem uma certa
estabilidade, da mesma forma que os compdsitos gerados passam a
adquirir caracteristicas eletroquimicas particulares. Materiais a base
de carbono formam fases condutoras ideais na elabora¢do de mate-
riais compdsitos, 0 que os torna muito empregados em sensores
amperométricos*. Estes materiais sdo bastante inertes quimicamen-
te, apresentam grande intervalo de potencial de trabalho; baixa resis-
téncia (aproximadamente 10*#Q cm) e baixa corrente residual®.

Biossensores empregando enzimas imobilizadas vém sendo lar-
gamente utilizados em materiais a base de grafite-ep6xi, como no
desenvolvimento de biossensores empregando glicose oxidase. Es-
tas oxidases sdo compativeis com matrizes de grafite e varios mate-
riais poliméricos, tais como resinas epoxi, silicone, poliéster,
poliuretano, e Teflon®. Estes biocompésitos tém sido empregados
para medidas de glicose baseadas na oxidagdo direta do peréxido de
hidrogénio produzido na reacdo enzimética®. No entanto, a utiliza-
¢do desta classe de materiais vem sendo aplicada com sucesso na
determinagdo de diferentes analitos, tais como etanol®, lactato*,
acetilcolina®, dopamina®’ etc.

Materiais inorgénicos

Os eletrodos modificados com materiais inorganicos praticamente
formam uma nova categoria dos eletrodos quimicamente modifica-
dos. Vdrias matrizes inorganicas t€ém sido usadas como agentes
modificadores de eletrodos convencionais. Estas incluem silica-gel,
oxidos e fosfatos metalicos, y-alumina, zedlitas, entre outros tipos.

A variedade de materiais a base de silica, juntamente com a qui-
mica de sua superficie, implica num grande potencial para a aplica-
cdo dessas espécies em eletroquimica. Algumas das propriedades
deste material, tais como capacidade de adsor¢do, quimica dcido-
base, estabilidade térmica, podem ser vantajosamente exploradas,
por exemplo, no acimulo de espécies eletroativas antes da sua
deteccdo eletroquimica. Além disso, a silica pode ser enxertada com
uma variedade de grupos funcionais, levando a um consideravel en-
riquecimento de suas propriedades de superficie. A alta area superfi-
cial de silicas sintéticas, quando combinada a sua quimica de super-
ficie, torna esse material dtil como suporte para varios catalisadores.

Apesar da férmula simples do diéxido de silicio, SiO,, a silica
existe em diferentes formas. Cada uma destas é caracterizada por
uma estrutura (cristalina ou amorfa) e propriedades fisicas e quimi-
cas tanto da estrutura quanto de sua superficie. A quimica da silica
tem sido extensivamente revisada, estando disponiveis na literatura
na forma de livros, monografias e revisdes, tratando a respeito de
sua sintese, caracterizag¢do, modifica¢do quimica, reatividade de su-
perficie e usos praticos®#.

Kubota et al.**>' tém realizado trabalhos explorando a versatilida-
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de da silica-gel em imobilizar varios componentes, tais como filmes
de 6xidos ou espécies eletroativas. Muitos dos estudos foram basea-
dos na preparagdo de silica-gel modificada com 6xidos metdlicos e
utilizagdo dos materiais resultantes como suporte para imobilizagido
de vérios mediadores de transferéncia de elétrons, que se mostraram
interessantes quando integrados a biossensores amperométricos.

Outra matriz inorgénica bastante interessante, oriunda dos
silicatos, sdo os chamados 6xidos mistos, obtidos através do proces-
so sol-gel, que sdo sinteses do tipo SiO,/MO, (onde M € um metal de
transicdo) que permite introduzir altas concentra¢des do metal de
transi¢do nestes materiais, promovendo homogeneidade na matriz e
permitindo a obten¢@o de materiais com alta pureza e alta concentra-
¢do destes metais na sua superficie®. Este processo consiste em uma
técnica a baixa temperatura para producdo de materiais cerdmicos
por hidrélise e policondensagéo de alcéxidos. Estes materiais possu-
em algumas caracteristicas, tais como rigidez fisica, inércia quimica,
estabilidade térmica e baixa taxa de biodegradagdo. A porosidade
destes materiais € importante para o desenvolvimento de biossensores
e, no caso de utilizagdo de enzima, a mesma retém suas caracteristi-
cas funcionais por longo tempo®*3*.

Os 6xidos mistos t€m atraido considerdvel atengdo dos pesqui-
sadores como novos materias, catalisadores heterogéneos e suportes
de catalisadores. A adig@o de titanio ou zircOnio promove interacdes
nos 6xidos mistos SiO,/MO, a nivel molecular, que geram o apareci-
mento de sitios dcidos na superficie ndo encontrados sobre os 6xi-
dos puros. Assim, os sistemas bindrios sdo ativos para reagdes
catalisadas por 4cidos, além disso a alta concentracdo de titanio e
zircdnio nos 6xidos mistos pode promover o aparecimento de pro-
priedades trocadoras de fons e estruturais interessantes>*¢, podendo
desta forma serem facilmente modificados e utilizados em desenvol-
vimento de sensores.

Dentro desta classe também podemos destacar o emprego do
fosfato de zircdnio que € muito bem conhecido devido a sua alta
capacidade de troca-idnica e de suas propriedades de conduti-
vidade®. Tais caracteristicas sdo muito atrativas na utiliza¢@o des-
tes materiais como matrizes para a imobilizacdo de espécies
eletroativas. Alguns trabalhos vém demonstrando que estes materi-
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ais apresentam propriedades eletroquimicas importantes como o des-
locamento do potencial formal do mediador adsorvido, tais como
fenoxazinas, fenotiazinas, entre outros, para regides mais positivas®.
Outra classe a ser destacada envolve a utilizagdo de zedlitas® e
matrizes correlatas®', sendo que, assim como os fosfatos, incorpora as
espécies eletroativas por mecanismo de troca-idnica. Estas matrizes
sdo empregadas para o estudo do mecanismo de transferéncia de elé-
trons envolvidos em processos redox para espécies imobilizadas por
esta matriz inorganica. As matrizes a base de zedlitas possuem outras
propriedades importantes, tais como melhoria na seletividade baseada
no tamanho e forma dos reagentes juntamente com a estrutura
tridimensional da zedlita, o que pode proporcionar caracteristicas
eletrocataliticas importantes deste material. As zedlitas estdo sendo
empregadas em detec¢do amperométrica para alguns analitos, tais como
oxigénio gasoso®, fons metdlicos®*’, além de substincias orgénicas
como glicose®”, hidrazina”, fenol”, dopamina”, entre outras.

METAS DE EQM’s

Ha vérias possibilidades para as fungdes basicas e aplicacdes de
EQM’s, e entre estas destacam-se interagdes seletivas e pré-concen-
tragdo de um analito na camada modificadora, eletrocatélise de rea-
coes redox de um analito com transferéncia lenta de elétrons sobre o
eletrodo base, permesseletividade com uso de membranas para ini-
bir interferentes eletroativos, detec¢do eletroquimica de analitos
ionicos ndo-redox, incorporagdo de biomoléculas, particularmente
enzimas, no desenvolvimento de biossensores, incorporacido de
monocamadas em grupamentos pré-definidos em eletrodos auto ar-
ranjados™™, nas mais diversas fun¢des de EQM’s, bem como a in-
corporacdo de bicamadas lipidicas e monocamadas fosfolipidicas™,
explorando a permeabilidade destas membranas bioldgicas.

Em muitos casos estes conceitos e modificacdes estdo combina-
dos de tal forma que o sensor obtenha sensibilidade, seletividade,
estabilidade, reprodutibilidade e aplicabilidade superiores aquelas
de um eletrodo base sem prévia modificacdo. Isto pode ser melhor
visualizado no Esquema 2, o qual retrata os principais enfoques ana-
liticos e estratégias envolvidos no desenvolvimento de EQM’s.

PRINCIPAIS ENFOQUES ANALITICOS E ESTRATEGIAS NO DESENVOLVIMENTO DE EQM’s

l l
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SENSIBILIDADE

SELETIVIDADE

OUTROS ENFOQUES:
- TEMPO DE VIDA UTIL
- TEMPO DE RESPOSTA

- ESTABILIDADE

I
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!

Pré-concentracao
- Complexacao
- Troca-i6nica
Silica gel, membranas
complexantes

Membranas e filmes poliméricos
- Permeabilidade seletiva
acetato celulose, Nafion,

polianilina, poliporrol, polivinil
piridina etc

Materiais inorginicos
Silica gel, 6xidos metalicos,
zeoOlitas, fosfatos e fosfonatos,
ftalocianina, porfirinas metélicas
¢ aluminas, etc

l

Miniaturizacido
- Redugao da corrente capacitiva,
medidas in vivo, medidas sem
eletrdlito suporte

l

Grupos seletivos
Conformagao seletiva
Anticorpos, receptores

biolégicos, tecidos, organelas

Materiais biocompativeis
Eletrodos implantados
filmes poliméricos de

poliuretano e polivinilcloreto

Catalisadores inorginicos
- Amplifica¢do quimica de sinal
Ftalocianinas, porfirinas,
metalocianetos

Catalisadores organicos e
biolégicos
- Amplifica¢@o quimica de sinal
e especificidade
Mediadores, enzimas

Esquema 2.
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Pré-concentracio do analito

Nos EQM a pré-concentracdo? dar-se-a através da complexagao,
troca idnica ou pela ligac@io covalente entre a espécie de interesse e
um modificador imobilizado na superficie do eletrodo. Este agente
modificador apresenta particular afinidade pela espécie de interesse,
o que confere seletividade a medida voltamétrica. Atualmente, a uti-
lizagdo de silica-gel em processos de pré-concentracio vem desper-
tando grande interesse em aplicacdes analiticas. A adsor¢do sobre
esta matriz ou em uma de suas diversas formas modificadas, com
objetivo de pré-concentrar analitos, ¢ muito simples e ttil. A Tabela
2 ilustra alguns exemplos de EQM’s desenvolvidos para aplicacdo
em determinacdes voltamétricas que envolvem uma etapa de pré-
concentracao.

Eletrocatalise

A eletrocatdlise” consiste na reducdo da energia de ativa¢do de
transferéncia de elétrons numa célula eletroquimica. O processo redox
de um substrato que apresenta uma cinética de transferéncia de elé-
trons lenta na superficie do eletrodo, é mediada por um sistema que
leve a uma troca de elétrons mais rapida com o eletrodo e o substrato,
acarretando a redu¢do do sobrepotencial de ativagdo em processos
que podem ser eletroquimico-quimico ou na ordem inversa, quimi-
co-eletroquimico. O sobrepotencial de ativaciio consiste na aplica-
¢do de um potencial adicional a E° necessério para que o processo
redox do sistema possa acontecer, desta forma o sobrepotencial estd
diretamente relacionado com a energia livre de Gibbs do sistema,
tornando de grande importancia mudancas no eletrodo que possam
reduzir esta energia, aumentando a velocidade da reagdo. A redugio
do sobrepotencial aumenta a seletividade das medidas, uma vez que
reduz a possibilidade de que os potenciais de eletrélise de espécies
interferentes presentes sejam atingidos.

Dentre as espécies quimicas utilizadas com o objetivo de dimi-
nuir o sobrepotencial, podemos destacar os mediadores redox, os
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quais podem ser espécies tais como quinonas, tetratiofulvaleno,
tetracianoquinodimetano; compostos organometélicos (ferrocenos,
ftalocianinas, 6xidos de ruténio, metaloporfirinas, etc.) ou enzimas.
Estas espécies atuam em solug@o ou no caso de EQM’s, imobiliza-
das na superficie do eletrodo. A Tabela 3 ilustra alguns exemplos de
determinacdes voltamétricas e amperométricas, envolvendo EQM’s
com mediadores redox.

Membranas seletivas — minimizac¢ao de interferentes

A presenca de interferentes, os quais podem inibir ou mascarar a
resposta eletroquimica da espécie de interesse, pode ocorrer em ge-
ral, devido aos seguintes fendmenos:

- a passivagdo do eletrodo, ou seja, adsor¢do do interferente a
superficie do eletrodo, que impede o acesso da espécie de in-
teresse;

- competi¢do do interferente com a espécie de interesse pelos
sitios ligantes existentes a superficie do eletrodo;

- eletrélise do interferente, pré-concentrado a superficie do ele-
trodo ou em solugdo, em valor de potencial préximo ao poten-
cial de eletrélise da espécie de interesse.

O recobrimento da superficie do eletrodo com uma membrana
polimérica, que possa, com base na carga e/ou tamanho bloquear o
acesso do interferente, ser permedvel a espécie de interesse € a prin-
cipal maneira de diminuir o grau de interferéncia, por meios fisi-
cos?. Filmes, tais como acetato de celulose ou Nafion, sdo muito
utilizados para este fim. Nafion € um polieletrélito anidnico que é
capaz de repelir espécies anidnicas, enquanto permite a passagem de
cations. Por sua vez, os filmes de acetato de celulose atuam com
base no tamanho das espécies envolvidas. Outra maneira de excluir
interferentes com base nas interagdes eletrostdticas pode ser através
do recobrimento da superficie do eletrodo com monocamadas, como
no caso dos eletrodos com monocamadas auto-arranjadas. Por exem-
plo, a incorporagdo de uma monocamada de fosfolipideo a um ele-
trodo de merctrio conferindo-lhe aumento na permeabilidade devi-

Tabela 2. Determinagdes eletroquimicas com EQM’s envolvendo processo de acumulagio

Sensor Base Forma de Modificagdo Analito Tipo de Acumulacéo Ref.
Carbono vitreo Formac@o de filme de polipirrol Ag Complexacdo e deposi¢do 77
eletroquimica

Pasta de carbono Formac@o de compésito com C0,* Troca-i6nica 78
sais inorganicos (PbSO4)

Pasta de carbono Formagdo de compésito com silica Cu (II) Complexacdo 79
(3 aminopropiletoxissilano)

Grafite pirolitico Adsorgdo de violeta de pirocatecol Al (IID) Complexacdo 80

Carbono vitreo Recobrimento por rotagdo [solucdo Te (1II) Troca-ionica 81
contendo Tosflex/8-quinolinol (oxina)
com subsequente depdsito de Hg]

Carbono vitreo Incorporagdo de dimetilglioxima em Ni (I) Complexacdo 82
diferentes matrizes poliméricas, tais
como: cloreto de polivinila e polianilina

Pasta de carbono Mistura de p6 de grafite com éter coroa® Pb (II) Complexacio 83
e 6leo de parafina

Pasta de carbono Mistura de p6 de grafite com éter coroa® Cu (I) Complexacdo 84

e 6leo de parafina

a - Os éteres estudados neste caso foram: 18-coroa-6 e dibenzo-18-coroa-6
b - Os éteres estudados neste caso foram: 15-coroa-5; benzo-15-coroa-5 e dibenzo-18-coroa-6
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Tabela 3. Exemplos de determinagdes envolvendo EQM’s com mediadores de elétrons

Sensor Base Forma de Modificacdo Analito Ref.

Carbono vitreo Eletrodo modificado com poli(4-vinilpiridina) contendo Mo(CN), * Acido ascérbico 85

Pasta de carbono Eletrodo modificado com silica/fosfato de zircdnio contendo NADH 86
diferentes mediadores

Carbono vitreo Filme de polipirrol dopado com Fe(CN)* Acido ascérbico 87

Pasta de carbono Eletrodo modificado com silica/6xido de titanio/ ftalocianina de Hidrazina 88
niquel tetrassulfonatada

Pasta de carbono Eletrodo modificado com silica/6xido de O, 89
zirconio/[Ru(Na,H,EDTA)H, O]

Carbono vitreo Eletrodo modificado com acetato de celulose contendo S* 90
2,6-diclorofenolindofenol

Grafite espectroscépico Adsorcdo de Riboflavina sobre a superficie do eletrodo Hemoglobina 91

Grafite espectroscépico Adsorcdo de Riboflavina sobre a superficie do eletrodo O, 92

do a presenca dos grupos hidrofébicos na camada fosfolipidica. Por
outro lado, a incorporagdo de compostos bioldgicos ativos a esta
membrana pode levar a um aumento considerdvel na seletividade
deste sensor’. A Tabela 4 apresenta exemplos de EQM’s projetados
para promover a exclusdo de interferentes.

Detecciio de espécies sem processo redox

A determinacdo de analitos i0nicos € baseada no efeito causado
por estes no comportamento de polimeros condutores (por exemplo,
polipirrol e polianilina) ou filmes com par redox imobilizado [por
exemplo, hexacianoferrato (II)]. Polipirrol pode ser oxidado apenas
na presenga de dnions pequenos, os quais sio capazes de penetrar no
filme e compensar a carga positiva da forma oxidada deste polimero.
Na redug@o do polimero, estes anions sdo liberados. Tais processos
de dopagem—desdopagem tém sido empregados em sistemas em flu-
xo onde um transiente de corrente anddico serve como uma medida

da concentragdo de anions passando pelo eletrodo.

No caso de filmes com espécies negativamente incorporadas so-
bre a rede polimérica (por exemplo, cianocomplexos), o processo de
dopagem—desdopagem ¢é acompanhado pelo transporte de cations pe-
quenos da solugdo. A intercalagdo de cations afeta a microestrutura do
filme e, conseqiientemente, o potencial redox do mediador. Estes fe-
ndmenos sdo explorados para a determinagdo de metais alcalinos em
sistemas em fluxo. Um importante aspecto destas andlises € a possibi-
lidade do controle de seletividade através do potencial aplicado ao
sensor. A Tabela 5 apresenta exemplos de EQM’s utilizados para
detecc@o de espécies eletroinativas®, nos potenciais de trabalho.

Biossensores eletroquimicos
Biossensor € um dispositivo capaz de fornecer informagao anali-

tica quantitativa ou semiquantitativa, usando um elemento de reco-
nhecimento de origem bioldgica (receptor bioquimico), o qual estd

Tabela 4. Determinagdes analiticas envolvendo EQM’s para exclusdo de interferentes

Sensor Base Forma de Modificagio Analito Limite de deteccio Ref.
Carbono vitreo Filme de Nafion/politeofilina Dopamina 5 10® mol L 93
Filme de Hg Filme de Nafion TI () 0,01 ppb 94
Ouro Adsorgido de dcido m-mercapto carboxilico Dopamina 2 107 mol L™ 95
(monocamada auto-arranjada)
Platina Recobrimento com membrana de PVC Atividade de 0,1 UmL"! 96
Glucose-6-fosfato
desidrogenase/via
oxidacdo de NADH
Filme de Hg Filme de Nafion Pbe Cd n.d. 97
Ouro Camadas auto-arranjadas Atividade de n.d. 98
- Tratamento da superficie do eletrodo peroxidase
com uma mistura de 4cido
3-mercaptopropidnico com
3-mercaptopropanol
- Posterior imobilizagdo de citocromo-c
Carbono vitreo Filme de Nafion/pirocloro-6xido de ruténio Dopamina 0,1 10 mol L 99
Carbono vitreo Filme de Nafion/pirocloro-6xido de ruténio Serotonina 2 10° mol L 100

n.d. — ndo disponivel
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Tabela 5. Exemplos de deteccio eletroquimica de espécies sem processo redox

Sensor Base Forma de Modificacdo Analito Técnica Ref.
Cobre Ativa¢do em meio dcido (pH = 3) NO, e NO; Voltametria ciclica 101
Pasta de carbono Silica-gel Cu (II) Voltametria de onda 102
quadrada/redissolugao
anddica
Pasta de carbono Silica sol-gel/Dimetilglioxima Ni (I Voltametria de 103
pulso diferencial
Platina Filme de polianilina/Nafion Na*, K*, Mg*, Ca*, Sr**, Ba* FIA 104

Ouro em forma
de disco

Membranas de polidifenilamina-
dodecil sulfato

Determinagdo simultanea
de (SO, CI, NO;) e
(Na*, NH,* e K*)

Voltametria de 105
pulso diferencial

em contato espacial direto com um elemento de transdugdo. O ele-
mento transdutor deve ser capaz de converter a resposta quimica em
um sinal apropriado, podendo ser potenciométrico, amperométrico,
condutimétrico, dptico, entalpimétrico ou ainda piezelétrico'®. Os
elementos biolégicos mais comuns incluem enzimas, antigenos,
anticorpos, DNA, organelas, tecidos, entre outros.

Biossensores enzimadticos estdo se tornando muito dteis em apli-
cagOes analiticas, devido a possibilidade de se combinar a seletividade
e sensibilidade da enzima com a simplicidade dos transdutores
eletroquimicos. A etapa fundamental no desenvolvimento de um
biossensor € a imobilizacio e estabilizagido das enzimas ou proteinas
sobre a superficie da matriz, no intuito de melhorar a estabilidade
quimica destes materiais responsdveis pelo reconhecimento.

Desta forma, materiais que possam permitir a imobilizag¢do de
espécies mediadoras e moléculas bioldgicas sdo de grande potencial
para o desenvolvimento de sensores e biossensores. Como citado
anteriormente, dentre os materiais inorgnicos, a silica-gel apresen-
ta um grande potencial de aplicagdo em eletroquimica, entretanto
essa é uma area de pesquisa relativamente recente e que tende a cres-
cer, como descreve Walcarius® na sua recente revisio sobre o uso de
materiais a base de silica em estudos sobre eletrodos modificados
direcionados para aplica¢des eletroanaliticas. Particularmente no caso
de biossensores baseados em silica, nos quais esta € utilizada como
suporte para imobilizacdo de enzimas, é possivel incorporar outros
materiais para aumentar a estabilidade e a sensibilidade destes dis-
positivos. Podemos destacar alguns biossensores eletroquimicos
empregando eletrodos modificados a base de silica, utilizados na
determinag@o de analitos de interesse bioldgico, tais como etanol e
lactato'?’, frutose!'®, glicose'®'°, peréxido de hidrogénio'!!, penici-
lina'?, compostos fendlicos!*!'* ¢ salicilato!’.

Outra possibilidade, é a associa¢do das qualidades dos EQM’s
baseados em filmes poliméricos juntamente com a moderna
instrumentagdo eletroquimica disponivel atualmente, resultando em
sensores com maior seletividade e sensibilidade. A literatura mostra
que atualmente os filmes poliméricos tém sido muito empregados na
preparagdo de EQM’s, principalmente no desenvolvimento de
biossensores, na imobilizagdo de um grande nimero de enzimas,
tais como urease''® e penicilase''’, entre outras.

A Tabela 6 apresenta alguns exemplos de EQM’s utilizados na
determinacdo de importantes analitos, exercendo a funcdo de
biossensor.

Considerando-se que as enzimas desidrogenases catalisam rea-
¢oes de substratos de grande importancia em quimica analitica, e a
possibilidade de empregar o polipirrol para imobilizar enzimas, des-
tacamos o uso deste polimero na imobilizacdo de enzimas
desidrogenases, incluindo dlcool desidrogenase'?’, glicose

desidrogenase'?, frutose desidrogenase®, lactato desidrogenase'” e

glutamato desidrogenase'®. Estas enzimas sdo dependentes de um
cofator, nicotinamida adenina dinucleotideo, o qual pode existir na
forma oxidada (NAD(P)*) ou reduzida (NAD(P)H). Desde que a
oxidacdo de NAD(P)H diretamente sobre filmes de polipirrol € difi-
cil, estas enzimas dependem de uma reoxidagdo catalitica utilizan-
do-se um mediador ligado ao filme ou incorporado com algum ligante.
Dois exemplos de tais mediadores incluem ferricianeto'! e
naftoquinonassulfonato'*.

Dentre os trés tipos de biossensores eletroquimicos, os
condutimétricos sdo usualmente nio-especificos e tém uma pobre
razdo sinal/ruido'®, por isso as técnicas potenciométricas e, princi-
palmente, amperométricas t€ém sido as mais empregadas. O sensor
amperométrico € mais rapido, mais sensivel e preciso que o
potenciométrico, pois ndo € necessdrio esperar que o equilibrio
termodinamico seja obtido e a resposta € linear em uma faixa relati-
vamente ampla de concentragdo do analito sendo, portanto, o mais
empregado.

Os biossensores amperométricos sdo geralmente baseados em
enzimas oxidorredutases, as quais comumente utilizam oxigénio
(enzimas oxidases) ou coenzimas contendo anel piridinico [(-
NAD(P)*, nicotinamida adenina dinucleotideo] (enzimas desidro-
genases ou hidroxilases) como aceptores de elétrons, regenerando a
enzima apds a reagdo com o substrato'*.

A associag@o dos biossensores com os ultramicroeletrodos vém
se tornando importante ferramenta em aplicacdes in vivo. Grandes
avangos foram incorporados com o advento dos biossensores im-
plantados na deteccdo de substincias com importantes fungdes fisio-
16gicas, como o uso de sensores capazes de monitorar a concentra-
¢éo de glicose associado a bombas de insulina (pancreas artificiais)'*,
usando um biossensor a base da enzima glicose oxidase'.

O interesse no desenvolvimento de sensores e biossensores vem
desde os anos setenta, quando em 1972, o primeiro biossensor foi
comercializado pela Yellow Spring Instrument Co. Este fato ocorreu
posteriormente através da Leeds, da Northup e também pela Beckman
Instruments'®’, sendo todos para a detecgdo de glicose no corpo hu-
mano.

No entanto, o desenvolvimento de biossensores ndo se restringe
apenas a utilizacdo de enzimas purificadas. Também € possivel a
utilizacdo de tecidos de plantas ou animais, os quais contém uma
multiplicidade de enzimas, podendo nao ser tdo seletivos quanto a
enzima purificada. Contudo elas estdo em seus ambientes naturais,
sendo menos suscetiveis a degradacdo'®® e aumentando a estabilida-
de do biossensor.

Ha também o emprego de anticorpos, resultando em sensores
altamente seletivos, os quais sdo baseados nos principios de fase
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Tabela 6. Biossensores eletroquimicos empregando eletrodos modificados utilizados na determinagdo de analitos de interesse bioldgico

Analito Enzima Eletrodo Modificado Técnica Intervalo Linear (mol L)  Ref.
Glicose Glicose Oxidase Rh-grafite+enzima ocluida Amperometria 5,0x 10%-9,0 x 10? 118
em silica modificada com E =015V
metila
Peréxido de Horseradish EPC*+enzima/ silica Amperometria 1,0 x 10°-3,5x 10* 119
hidrogénio peroxidase sol-gel /TMOSP E,ynec=0:1V
Lactato Lactato oxidase GC¢/Os-polimero/enzima/ Amperometria 1,0x 10*-9,0x 10° 120
silica sol-gel/MTEOS? E,, AgC]=0,4V
Compostos Acetilcolines-terase  Grafite/epoxi+TCNQ+enzima Amperometria 2,5x 10°-1,0x 10 121
organofosforados imobilizada em APTES' E.., AgC]=0,3V
Peréxido de Horseradish Eletrodo de C vitreo/Nafion/ Amperometria n. d. 122
hidrogénio Peroxidase verde de metileno/silica n. d.
sol-gel/enzima
Hipoxantina Xantina oxidase Enzima imobilizada no Amperometria 1,0x 10°-1,0x 10° 123
interior da matriz grafite/ n.d.
ceramica
Isocitrato Isocitrato Imobiliza¢do sobre a superficie Amperometria 7,7 x 10°- 1,04 x 10* 124
desidrogenase de um microeletrodo de E.., =-0,05V
Pt-Ir da enzima, NADP* e
azul de Meldola através de
eletropolimerizagio de pirrol
Histamina Metilamina Imobilizagdo da enzima e Amperometria 2,5x10%-4x 10° 125
desidrogenase ferricianeto através da E.=024-033V
eletropolimerizagio de pirrol
sobre microeletrodo de ouro
Glicose Glicose Oxidase Imobilizagdo da enzima e Amperometria n.d. 126
Azul da Prussia através da E AgAZCL = 0,6 V

eletropolimerizacdo de pirrol

sobre eletrodo de Pt

“EPC - eletrodo de pasta de carbono; "TMOS - tetrametoxissilano; ‘GC — eletrodo de carbono vitreo; ‘"MTEOS — metil-trietoxissilicato;
*TCNQ - 7,7,8,8-tetracianoquinodimetano; APTES — 3-aminopropiltrietoxissilano; eTEATS — tetraetilamdnio tolueno-4-sulfonato; ECS =

eletrodo de calomelano saturado; n. d. — néo disponivel

solida de imunoensaios e nos eventos fisico-quimicos resultantes da
interagdo anticorpos (Ac) — antigenos (Ag)'*'*2, sendo detectadas
as concentragdes de Ac ou Ag, tanto por mudancas diretas no
transdutor, quanto por deslocamento no equilibrio de reacdes'* 4.
O uso deste tipo de sensor também alcanca grande desenvolvimento,
como no emprego de filmes poliméricos na confecciio de imunos-
sensores amperométricos'®, quando sdo utilizados marcadores
enzimaticos ou substancias redox.

Outra possibilidade € a utilizagdo de microorganismos que po-
dem assimilar compostos organicos resultando na mudanca da ativi-
dade respiratéria, além de poder produzir metabdlitos eletroativos,
como por exemplo o sensor para glicose contendo a bactéria
Pseudomonas fluorence'.

CONCLUSOES E PERSPECTIVAS FUTURAS

Este trabalho ilustra a utilidade dos EQM’s que podem ser pre-
parados de vérias maneiras, dependendo das caracteristicas analiti-
cas desejadas, e de suas aplicagdes. Os materiais mais utilizados na
preparagdo de EQM’s sdo os materiais inorganicos e filmes
poliméricos. EQM’s apresentam amplas condi¢des de aplicac@o, dada
a grande possibilidade de uso de novos materiais, as inimeras possi-
bilidades de imobilizagdo e ligacdo de compostos com propriedades

cataliticas, bem como uma tendéncia para a produc@o em escala de
sensores portateis descartaveis ou nao.

Est4 bem estabelecido que sensores e biossensores t&ém um papel
importante na determinag@o de varios analitos de interesse industri-
al, clinico, ambiental e farmacolégico. Neste sentido, eletrodos mo-
dificados sdo particularmente adequados néo s6 para determinacdes
analiticas, mas também para a investiga¢do de processos e mecanis-
mos fisico—quimicos tanto de espécies organicas como inorganicas.

Entre os vérios procedimentos de imobilizagido de biomoléculas,
a oclusdo destas em filmes eletropolimerizados constitui-se em uma
estratégia versatil e poderosa para fabricar biossensores. Este proce-
dimento ndo requer a adi¢do de reagentes quimicos, os quais podem
desnaturar as biomoléculas, j a prevencdo de interferentes e enve-
nenamento da superficie dos eletrodos sdo pontos que fazem aumen-
tar muito o uso desta classe de compostos.

Como perspectiva futura, um dos grandes desafios para a drea
eletroanalitica € o desenvolvimento de sensores eletroquimicos est-
veis e com alto grau de seletividade, possibilitando a construcio de
dispositivos portdteis de facil manipulacdo, que possam ser
comercializados, como por exemplo os sensores para glicose e uréia,
entre outros j4 disponiveis. Outra drea de interesse busca o desenvol-
vimento de sensores para aplicagdes in vivo, 0s mais estaveis possi-
veis, através do uso de materiais biocompativeis, pois o grau de re-
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jeicdo do organismo ao corpo estranho (eletrodo implantado) depen-
de fundamentalmente da forma e do material do eletrodo. Na drea
neuroldgica, surge a possibilidade do desenvolvimento de sensores
especificos para drogas que atuam no sistema nervoso central, o que
possibilitard estudos da interagdo destas drogas com os neuro-
transmissores, levando ao esclarecimento de dividas que persistem,
como por exemplo o quanto estas drogas afetam o comportamento e
0 metabolismo dos usudrios.
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