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Artigo

OPTIMIZATION OF THE CARBON PASTE ELECTRODE PREPARATION CONTAINING RIBOFLAVIN IMMOBILIZED
ON AN INORGANIC SUPPORT. The aim of this work was to optimize the preparation of electrodes with riboflavin (RF)
immobilized on a silica surface modified with niobium oxide and carbon paste. Electrode preparation was optimized employing

a factorial design consisting of two levels and three factors. The electrochemical properties of immobilized RF were investigated

by cyclic voltammetry. The factorial analysis was carried out analysing the current intensity (1) It was possible to optimize
the electrode to get the best reversibility in the redox process, i. e. the lowest separation between anodic and cathodic peak
potentials and a current ratio close to unity. The concentration of supporting electrolyte has a small effect. The proportion has
the highest effect and the interaction factor between proportion and mixture has also a significant effect on the current

intensity.

Keywords: carbon paste electrode; optimization of electrochemical properties; factorial design.

INTRODUCAO

A imobiliza¢@o de mediadores de elétrons sobre superficies para
produzir eletrodos quimicamente modificados para uso em eletro-
andlise vem sendo amplamente investigada durante as ultimas duas
décadas'*. Eletrodos modificados com quinonas, flavinas e outras
classes de compostos quindicos, tais como fenoxazina, estdo sendo
amplamente explorados para o desenvolvimento de sensores>*.

A importancia de flavinas em catdlises enzimaticas tem motiva-
do os estudos do comportamento eletroquimico de monocamadas
ou agregados contendo flavinas sintéticas’. A flavina nucleotideo tem
a habilidade para transferir um ou dois elétrons e promover a redu-
¢do de oxigénio molecular’. As flavinas também trabalham como
coenzimas redox em muitas transformagdes bioldgicas e, conseqiien-
temente, vém sendo empregadas como mediadores redox entre o ele-
trodo e vdrias enzimas''. Além disso, as flavinas sdo mediadores efi-
cientes para a oxidagdo bioeletroquimica da nicotinamida adenina
dinucleotideo (NADH)'. Portanto, hd um especial interesse no estu-
do da reac@o entre flavina com NADH'*'>. Entretanto, o maior obs-
taculo encontrado neste tipo de estudo € a baixa diferenca entre os
valores de E°"do NADH e da flavina livre, a qual resulta numa rea-
¢do cineticamente lenta e termodinamicamente pouco favordvel.

Através do desenvolvimento de novos eletrodos modificados,
vérios caminhos alternativos tém sido mostrados para mudar o E” de
uma reagdo/catédlise como resultado do processo de imobilizacao'®
1" Diferentes materiais de eletrodo estdo sendo empregados, tais como
diferentes materiais carbonéceos, ouro, platina, etc.'®*. O material
do eletrodo usualmente afeta o E°” das espécies eletroativas?, e a
estabilidade depende do procedimento de imobilizagdo®. Muitas ten-
tativas estdo sendo feitas para deslocar o E” dos compostos eletroativos
para inseri-los dentro do intervalo de potencial considerado ideal
(-100 a 0 mV), com o propésito de desenvolver biossensores®'* e
aumentar a atividade eletrocatalitica.

*e-mail: kubota@igm.unicamp.br

Os eletrodos de pasta de carbono sdo os mais utilizados, desde
que estas superficies sdo facilmente renovadas, apresentam baixa
corrente de fundo e um amplo intervalo de potencial de trabalho*.
Apesar disso, a incorporagdo de espécies em eletrodos de pasta de
carbono ainda necessita ser melhorada, principalmente do ponto de
vista dos aspectos de estabilidade e reprodutibilidade®.

Baseado neste contexto, materiais que permitam a imobilizagio
de mediadores e moléculas bioldgicas sdo de grande potencial para
o desenvolvimento de sensores e biossensores®. Vdrios trabalhos
foram publicados® %, utilizando zedlitas, argilas, fosfato de zirconio
e silica modificada como suportes para imobilizacao.

Atualmente, reagentes incorporados sobre a superficie de silica
gel e silica sol-gel t€ém se tornado um procedimento comum para
obten¢do de suportes para catalisadores™!, materiais para empaco-
tar colunas em cromatografia liquida de alta eficiéncia®, adsorventes
de fons metdlicos® e matrizes para imobilizagdo de vérias espécies,
tais como enzimas* e mediadores de elétron®. Esta performance faz
da silica uma excelente matriz a ser utilizada em eletrodos modifica-
dos. A silica apresenta algumas caracteristicas importantes, tais como
rigidez, porosidade e estabilidade quimica, tornando-a matrizes pro-
missoras para estes propdsitos®.

O uso de silica quimicamente modificada em uma interface ele-
trodo-solucdo tem atraido muita ateng@o, por explorar a versatilida-
de da silica gel na imobilizag@o de diferentes componentes, tais como
espécies eletroativas. Silica gel vem sendo modificada com 6xidos
metdlicos, especialmente Ti(IV), Zr(IV), V (V), e Nb(V), resultando
em materiais para imobilizagdes de mediadores de elétron®. As silicas
modificadas obtidas com 6xidos metdlicos ou fosfato sdo conheci-
das como bons trocadores idnicos por causa da forte acidez da su-
perficie do material.

Dentro deste contexto, este trabalho apresentard a preparagdo de
eletrodos modificados com silica gel modificada com 6xido de niébio
(V) e riboflavina (RF) imobilizada, onde um planejamento fatorial
foi aplicado visando otimizar este processo.

Deve-se mencionar que esta otimizac¢ao € extremamente impor-
tante, uma vez que o processo de preparacdo dos eletrodos de pasta
de carbono modificados com materiais inorganicos apresenta alguns
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problemas, tais como a dificuldade de obtenc¢do de uma pasta con-
sistente ¢ com propriedades condutoras. Desta forma, a quantidade
de 6leo mineral empregada e a propor¢do entre o grafite e a silica
modificada com o mediador sio dois aspectos fundamentais para tal,
além disso, a mistura entre os constituintes da pasta de carbono tam-
bém € um importante aspecto a se considerar.

Os planejamentos quimiométricos® so utilizados para maximizar
ou minimizar algum tipo de resposta. Dentre os planejamentos mais
utilizados estdo os fatoriais 2%, onde k corresponde ao nimero de fato-
res a serem estudados. Os planejamentos 2% permitem otimizar o siste-
ma, com um niimero menor de experimentos quando comparados com
os métodos univariados, além de tornarem possivel a verificacdo dos
efeitos de interac@o entre os fatores nos diferentes niveis desejados.

PARTE EXPERIMENTAL
Reagentes

Silica gel (Fluka) com didmetro médio dos poros de 6 nm, drea
superficial especifica de 520 m? g, e tamanho de particula de
0,05-0,2 nm, previamente ativada a 150 °C por 2 h, foi usada. Grafite
em p6 (99,9%, BDH), 6leo mineral (Aldrich), pentacloreto de niébio
(Aldrich) e riboflavina (Sigma) foram utilizados sem tratamento pré-
vio. Os demais reagentes empregados eram de grau analitico.

A preparacao da silica gel modificada com éxido de niébio (SN),
a adsorcio da riboflavina (RF) sobre a SN (SNRF) e a caracterizacio
deste material sdo apresentadas na literatura®3,

Otimizacao da preparacio do eletrodo de trabalho por
planejamento fatorial

Um planejamento fatorial 2° (estudo de 3 fatores em 2 niveis de
resposta) foi empregado, a fim de otimizar a preparagdo do eletrodo
de pasta de carbono contendo RF imobilizada.

Neste estudo, empregou-se a corrente de pico anddico (Ip ) como
resposta para o planejamento fatorial 2°, a qual foi obtida através de
voltametria ciclica (VC) no intervalo de potencial de -600 a 0 mV a
v =20 mV s em solugéo de NaNO, (pH 7,0).

Os fatores analiticos estudados foram propor¢ao (quantidade de
grafite e silica modificada no eletrodo de pasta de carbono), mistura
(ordem da mistura entre os constituintes da pasta de carbono) e con-
centracdo do eletrdlito de suporte.

Para o fator proporcao, os niveis estudados foram 50% de grafi-
te/S0% de SNRF (nivel -) e 40% de grafite/60% de SNRF (nivel +);
para o fator mistura, empregaram-se dois procedimentos distintos,
onde, no primeiro caso, misturou-se inicialmente grafite e SNRF,
com posterior adi¢ao do 6leo mineral (mistura 1, nivel -) e no segun-
do, preparou-se inicialmente uma pasta com grafite e 6leo mineral e,
posteriormente, adicionou-se a SNRF (mistura 2, nivel +). E impor-
tante mencionar que a quantidade de 6leo mineral empregada na pre-
paracd@o dos eletrodos era fixa e no valor de 30 uL*. Finalmente,
para o fator concentracdo, as respostas foram obtidas em solucdo de
NaNO, 0,1 mol L' (nivel -) e 0,5 mol L™ (nivel +).

A justificativa para a escolha destes fatores € que a propor¢ao
entre o grafite e a silica modificada contendo o mediador imobiliza-
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do, como mencionado anteriormente, ¢ importante na obtengdo de
uma pasta de carbono consistente e pouco resistiva.

Para o fator mistura, procurou-se verificar se a ordem de mistura
dos reagentes influenciaria a resposta dos eletrodos. Para a mistura 1
procurou-se preencher as cavidades da silica modificada (SNRF) com
o grafite antes da adicdo do 6leo mineral. Para a mistura 2, a prévia
preparacio de uma pasta entre o grafite e o 6leo mineral com poste-
rior adi¢do da SNREF teve por objetivo a obtengdo de uma pasta com
uma distribui¢do mais homogénea da SNRF na superficie desta, o
que poderia proporcionar maior intensidade de corrente.

O fator concentragio de eletrdlito foi escolhido, uma vez que
este parAmetro pode afetar a reversibilidade da transferéncia de elé-
trons. Além disso, como a resposta escolhida neste estudo foi a in-
tensidade de corrente anddica, esperava-se a obtengdo de uma inten-
sidade de corrente maior em solugdes mais concentradas.

Medidas eletroquimicas

As medidas eletroquimicas foram realizadas com um potencios-
tato modelo PGSTAT 30 da Autolab, usando uma célula eletroquimica
convencional de 3 eletrodos, com um eletrodo de calomelano
saturado, ECS (Corning, St. Louis, USA) como eletrodo de referén-
cia, um fio de platina em forma de espiral como eletrodo auxiliar e o
eletrodo de pasta de carbono modificado como eletrodo de trabalho.

RESULTADOS
Caracteristicas do material

A Tabela 1 apresenta as caracteristicas do material empregado,
onde a quantidade de RF adsorvida sobre a superficie da silica modi-
ficada, obtida por andlise elementar, apresenta um resultado proxi-
mo daqueles observados na literatura® para sistemas similares. Pro-
pde-se que a interagdo dcido-base deva ser a responsdvel pela imobi-
lizacdo da RF sobre a superficie do material.

Otimizacao da preparacao do eletrodo de pasta de carbono
por planejamento fatorial 23

O planejamento fatorial 2° a fim de otimizar a preparagdo do
eletrodo de pasta de carbono, foi realizado empregando a intensida-
de de corrente de pico anddico (Ipa), uma vez que, no desenvolvi-
mento de um sensor, o parimetro analitico comumente empregado
para a caracterizagdo deste € a corrente de pico anddico (corrente de
oxidac@o) em fun¢@o da concentracdo do analito, como por exem-
plo, o NADH, e desta forma, justifica-se tal escolha.

A Tabela 2 apresenta os coeficientes de contrastes para um fatorial
23, enquanto que a Tabela 3 mostra os resultados do planejamento
fatorial 2°, onde o nimero entre parénteses € a ordem de realizacdo
dos ensaios. Para evitar a ocorréncia de distor¢do estatistica nos re-
sultados, isto €, para impedir que erros atipicos sejam obrigatoria-
mente associados a determinadas combinagdes de niveis, 0s ensaios
devem ser realizados em ordem totalmente aleatdria®.

Conforme descrito na Parte Experimental, os fatores analiticos
estudados foram a relag@o entre as quantidades de grafite e silica

Tabela 1. Diametro médio dos poros, drea superficial e quantidades de nidbio e Riboflavina (RF) adsorvidos sobre SN.

Material Diametro médio dos poros (nm)

Area superficial (m2g")

umol de Nb / g de material ~ mmol de RF / g de material”

SN 6,0 496+7*

1400+20 27+1

* Os resultados apresentados nesta Tabela foram obtidos em triplicata e sdo estimativas do desvio padrdo
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Tabela 2. Coeficientes de contraste para um planejamento fatorial 23

(-) (+)
Fatores:  1: Propor¢@o (%) 50/50 40/60
2: Mistura (tipo) 1 2
3: Concentragdo (mol L) 0,1 0,5
Ensaio Fator 1 Fator 2 Fator 3
1 - - -
2 + - -
3 - + -
4 + + -
5 - - +
6 + - +
7 - + +
8 + + +

Tabela 3. Resultados do planejamento fatorial 2°

Ensaio  Resposta 1* Resposta 2*  Mé¢édia  Estimativa do
(Ipa /uUA) (Ipa /uA) (Ipa /UA)  desvio padrido
@, /nA)
1 04 09 0 0
2 1,72 (5) 2,10 (13) 1,91 0,27
3 0,64 (12) 0,66 (1) 0,65 0,01
4 1,15 (3) 1,17 (16) 1,16 0,01
5 0 (10) 0(2) 0 0
6 2,04 (6) 2,41 (11) 2,23 0,26
7 0,76 (7) 0,66 (15) 0,71 0,07
8 1,63 (8) 1,44 (14) 1,54 0,13

* Os experimentos foram realizados em duplicata

modificada contendo a RF imobilizada (denominado fator propor-
¢do), a forma de preparagdo dos eletrodos (fator mistura) e a concen-
trag@o do eletrdlito suporte (fator concentracao).

A Figura 1 ilustra que a melhor condic¢io para a obtencdo do sinal
(Ipa) estd nos niveis (+ - +), o que corresponde a propor¢do 40% de
grafite:60% de SNREF, tipo de mistura 1 (grafite + SNRF/6leo mine-
ral) e concentragdo de eletrdlito 0,5 mol L. Isto demonstra que a
resposta aumenta quando a RF estd em maior propor¢do na pasta, o
6leo mineral deve ser adicionado por tltimo na preparagio do eletro-
do de pasta de carbono e em solugdo de eletrdlito mais concentrada.

A d 7

st 2 _+'

M @ _@ 0,50
1 - - @/—. / o
50|:50 P %) 40I:60

Figura 1. Diagrama para interpretagdo dos efeitos propor¢do, mistura e
concentragdo do eletrélito no planejamento 2°. Os valores apresentados
neste diagrama representam a média das resposta de 1, para cada ensaio
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Caracterizacio eletroquimica

Os voltamogramas ciclicos obtidos durante esta etapa de
otimizac@o foram caracterizados eletroquimicamente através do es-
tudo de AEp e da relagdo Ipa/IPC, de onde se confirmou a discussdo
feita anteriormente, ou seja, o eletrodo preparado nas condi¢des Oti-
mas, apresentou AEp =55mVe Ip,d/Ipc = 0,98, enquanto que para um
outro eletrodo, preparado em condic@o experimental diferente, estes
valores foram AEp =60 mV e Ipa/Ipc = 6,33 (reversibilidade muito
baixa). Estes voltamogramas estdo ilustrados na Figura 2.

4+
2k
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E/Vvs ECS

Figura 2. Voltamogramas ciclicos correspondentes aos ensaios 6, onde as
condi¢oes foram propor¢do 60% de SNRF e 40% de grafite, mistura tipo 1
e concentragdo do eletrdlito 0,5 mol L' () e 7, onde as condi¢bes foram
propor¢do 50% de SNRF e 50% de grafite, mistura tipo 2 e concentragdo
do eletrolito 0,5 mol L' (—) para o planejamento fatorial 2°

Estes dados sdo importantes e demonstram que, embora o
pardmetro analitico utilizado como resposta durante esta etapa de
otimizacdo da preparagdo do eletrodo de trabalho tenha sido a Lo foi
possivel, otimizar também o pardmetro eletroquimico AE 0 qual é
evidente na discussdo realizada sobre a Figura 2.

A partir desta verifica¢@o, os eletrodos foram preparados nas
condig¢des experimentais do ensaio 6, a fim de se estudar as proprie-
dades eletroquimicas da RF imobilizada sobre diferentes matrizes®.

Tratamento estatistico das respostas

Cdlculo dos efeitos

A Tabela 2 contém todos os sinais necessarios para o calculo dos
efeitos principais e de interagdes (12; 13; 23 e 123). O divisor € 8
para a média, uma vez que se emprega apenas sinais positivos no
cdlculo deste parametro, e 4 para cada um dos efeitos. Empregando
os sinais apropriados como coeficientes das respostas médias obser-
vadas e em seguida aplicando os divisores, calculou-se os sete efei-
tos e a média global. Em todos os calculos foram utilizadas todas as
respostas.

Qualquer efeito, portanto, pode ser interpretado como a diferen-
ca entre duas médias, cada uma das quais contendo metade das ob-
servacdes. Através de uma matriz 8x8 (denominada matriz X) e com
os sinais algébricos dos coeficientes de contraste com elementos +1
e -1, os efeitos serdo dados, a menos dos divisores, pelo produto X'y,
onde X' € a matriz transposta de X e y, o vetor coluna contendo as
respostas médias dos ensaios.
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Foram calculados os erros padrio dos efeitos através das equa-
¢Oes apresentadas na literatura®, e o valor obtido foi de aproximada-
mente 0,072. O erro padrio da média serd a metade disso, 0,036,
porque os coeficientes da combinacdo linear nesse caso sdo todos
iguais a 1/8, ao invés de +1/4*. A Tabela 4 mostra os valores calcu-
lados para todos os efeitos e seus erros padrao.

Tabela 4. Efeitos calculados para o planejamento fatorial 2° e seus
erros padrio

Média: 1,024+0,036
Efeitos Principais:
1 (Propor¢ao) 1,367+0,072
2 (Mistura) -0,022+0,072
3 (Concentragdo) 0,187+0,072
Interacdo de 2 fatores
12 -0,702+0,072
13 0,157+0,072
23 0,027+0,072
Interacdo de 3 fatores
123 -0,002+0,072

A resposta deste sistema (Ipa) pode ser representada através de
um modelo que, em quimiometria, é chamado de modelo estatisti-
co®. Através deste modelo calcularam-se as estimativas dos coefici-
entes (b) através da equag@o :

b = (1/8)X'y

Para saber-se quais os valores, obtidos através desta equagio,
sdo significativamente diferentes de zero, empregou-se a distribui-
¢@o de Student® para testar a significAncia dos valores estimados. O
intervalo de confianga ¢ dado por:

b £t _(erro padrdo de b)

Neste caso, onde temos 8 ensaios (planejamento fatorial 2°) e
com um intervalo de confianca de 95%, o valor de t (Student
test) € igual a 2,306, sendo este um valor tabelado™®.

O erro padrio da estimativa € dado por:

8, (95%)

V(b) = (XX)'s?

Através das equagdes anteriores foram efetuados os cdlculos e a
equacdo que melhor descreve este modelo € a seguinte:

Y= 1,02 (x0,05) + 0,68 (£0,05) X, — 0,35 (£0,05) X X,

onde Y € aresposta, X, e X, s@o as varidveis codificadas correspon-
dentes a propor¢do e mistura, enquanto que os valores numéricos
indicam, respectivamente, a média das respostas, a estimativa do efeito
propor¢@o e a estimativa da interagdo propor¢ao/mistura. Os valores
entre parénteses sao os erros padriao das estimativas.

Portanto, através do tratamento estatistico dos dados obtidos du-
rante a otimizagdo da preparagio do EPC modificado, concluiu-se que
apenas o fator 1 (propor¢do) e a interacdo 12 (propor¢ao/mistura) sao
estatiscamente significativos, com intervalos de confianca de 95%.

Finalmente, através deste planejamento fatorial foi possivel obser-
var que um efeito de interacdo de 2 fatores € estatisticamente significa-
tivo, o qual ndo € possivel de ser observado em um estudo univariado.
Desta forma, este procedimento deveria ser recomendado para estu-
dos e otimizagdo de eletrodos quimicamente modificados.
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Além disso, embora a Figura 1 mostre que a resposta do eletrodo
@) seja melhor para solucdes de eletrdlito mais concentradas, este
fator ndo € estatisticamente significativo sendo permitido, desta for-
ma, se trabalhar em concentracdes menos concentradas.

CONCLUSOES

Através do planejamento fatorial realizado com o objetivo de
otimizar a preparag@o dos eletrodos de pasta de carbono contendo
SNREF, foi possivel concluir que o fator propor¢io e a intera¢do pro-
por¢do/mistura sio estatisticamente significativos. O efeito de
intera¢do observado aqui poderia ser indicativo de que efeitos de
interagdo sdo importantes para sistemas deste tipo.

A caracterizacdo eletroquimica destes eletrodos (Im/Ipc eAE), jun-

tamente com a interpretacdo estatistica dos resultados, mostrou que o
melhor procedimento de preparacdo destes € com propor¢io 60% de
SNRF e 40% de grafite e a mistura prévia dos constituintes sélidos
(SNREF e grafite em p6), com posterior adi¢ao de 6leo mineral.

Em geral, a repetibilidade obtida para estes sistemas otimizados
¢é excelente, apresentando valores de desvio padrdo médio relativo
(rds) em torno de 2% para n = 10.
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