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Procedure for simple amperometry

1. Apply potential to WE relative to RE

2. Measure current at WE (i.e.,
between WE and RE)
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Principios basicos de uma analise

por titulacao.

A estequiometria da reacao deve ser conhecida

A reacao deve ser virtualmente quantitativa, a
constante de equilibrio da reacao deve ser grande.

O equilibrio deve ser estabelecido rapidamente
Nenhuma reacao interferente ou paralela deve ocorrer

Erros na deteccao do ponto final devem ser mantidos
no patamar minimo atraves da escolha de um meéetodo
adequado indicador.

Automacao - diminui o custo da analise; mais rapida;
maior precisao; possibilidade de realizar analise sem

interferéncia ou supervisao de operador (analises de
rotina).



Titulacao amperometrica

 medida da corrente (ampéres) em um potencial
fixo durante a variacao da concentracio da
especie eletroativa.

 Uma das espécies envolvidas na reacao deve
ser eletroativa (isto € apresentar reacao de ox-
redox no potencial escolhido). Aplica-se um
potencial constante (corrente) entre o eletrodo
de trabalho e o eletrodo de referéncia e mede-
se a corrente (voltagem) em funcao do volume
do titulante aplicado.



Tipos de celula de analise
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Fig. 27,11 Typical Cels for Amperometric Titrations
Employing a Rotating Platinum Electrode.
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Metodologia para analise:

1- Determinar o potencial a ser aplicado

-> antes da titulacao procura-se saber a
especie a ser analisada e o valor do potencial
tabelado para esta espeécie

1- analise da literatura Handbooks

2- registra-se uma curva de corrente versus
potencial para localizar com precisao o valor

da analise.



A escolha do potencial

A corrente de difusao é
proporcional a concentracao
da espeécies Id = K[A]



Titulacoes amperometricas

Titulacao € uma tecnica precisa
com reprodutibilidade tipica ~ 1 %.

*Analises de alta precisao -
valores < 0,1 %.



3- Registro da curva de titulagao

Adicao do titulante - medir a corrente(ou
potencial no caso de titulacao voltameétrica)

Tracar o grafico de | versus volume de titulante.

A corrente medida deve ser corrigida para o
efeito da diluicao pelo fator: (V + v)/V

V = volume inicial da solucao v = volume de
titulante adicionado

Fator de diluicao é desprezivel quando o
titulante € 20 vezes mais concentrado que o
titulado.
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Aparelhagem comercial

First piston buret (Métrohm 1955) Microprocessor-controlled piston buret
PTFE piston in a calibrated glass tube. Highly Used for automatic titrators and as buret with
accurate volume resolution according to the mi- multiple dosing programs. ~ *

crometer principle.

Dosino . Titrino  «
The buret motor is directly placed onto the re- Complete automatic fitrator. The buret is part of
agent bottle. Used for automatic titrators. the titrator.
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Tipos de curva

(A) Titrand is reducible but titrant and product not (B) Titrant is reducible but titrand and product not
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Tipos de curvas amperometricas

 Para um sistema do tipo :
A+B—> AB

w

A

* A (titulado) eletroativo
B (titulante) eletro-inativo
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SO, >

Pb]| *2

f

Pb*2 2e - Pb°

Pb*2 - reduz E,, = - 0,6 V vs ECS em meio KCI ( L. Meites, polarographyc
techniques, 1967, John Wiley & Sons)

SO, > > redugao E >> - 2,0 V vs ECS (agua reduz primeiro)
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EfiXO — - 0,8 V VS ECS

Diffasion curm

Yolume of titrat imdded

v
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Explicando a curva de titulacao

Conforme chumbo vai reagindo com o sulfato a
concentracao de chumbo no meio da solucao diminui e

a corrente diminui.
Ild = K [Pb++]
Apos o PE todo o chumbo da solucao foi consumido e a

corrente cai para niveis da corrente residual e fica
constante porque o titulante nao ¢é eletroativo.

A curva experimental apresenta um arredondamento da
curva nas vizinhancgas do PE que surge devido a
solubilidade do sulfato de chumbo. Quanto maior o Kps
mais arredondada € a curva, portanto recomenda-se
fazer as medidas
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Caso 2:

A (titulado) eletro-inativo
B (titulante) eletroativo

Diffuslon current

o
)
-

2 P 1 1 1 1
g . Volume titront odded

~-10 i Type of amperometric titration curve when only titrant gives a diffusion
!; e.g., the titration of lead ions with dichromate ion performed at E =
0.0 vs SCE. in an acetate buffer of pH = 4.2. See also Fig. 26-5.
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. Current-voltage curves of dichromate and lead iorss shown schematically.
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« A figura acima apresenta os polarogramas
registrados para o chumbo e o dicromato e a curva

amperomeétrica obtida quando o potencial é fixo em
0,0 Vvs ECS.

* No inicio da titulacao até o PE a corrente fica
constante e muito pequena (i = iR) uma vez que no
potencial aplicado (E = 0,0 V vs ECS) o cgumbo ¢é
eletroinativo. A medida que B é adicionado reage
com A e nao contribui para o aumento da corrente.
Apos o PE ocorre excesso de B (dicromato/
eletroativo no potencial de 0,0 V vs ecs) portanto,
com aumento da concentracao de dicromato ocorre
um aumento da corrente.
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Caso 3- Titulante e titulado sao
eletro-ativos.

Diffusion current

O
1
o

Volume titront odded

Exemplo chumbo com dicromato em -1,0 V vs. ECS.
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BIAMPEROMETRIA

- dois eletrodos idénticos (ex. 2 fios de platina, 2 fios
de Au, 2 fios de prata)

Procedimento de trabalho:

Aplica-se uma pequena diferenca de potencial
fixa entre estes dois eletrodo - 50 a 100 mV

Mede-se a corrente gerada durante a titulacao

SO € aplicavel caso o reagente ou a produto
formado forme uma dupla redox reversivel
(exemplos mais comuns : Fe(ll)/Fe(lll); Ce(lll)/
Ce(IV); AgY/Ag*; I/ ).
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Aparelhagem

AMPEROMETRIC TITRATIONS
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Titulacao de uma solucao de

cloreto com nitrato de prata.
 Reacao no anodo : Ag° = Ag* + e
 Reacao no catodo: Ag"+ e = Ag°

Ag+

PF vV Ag*
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Titulacao de iodato (A) com
tiosulfato (B)

T -
I0; + 51" +5H" = 3h +3H.0 103 + 51" +5H" = 3k +3H,0
AE > 600mV
AE = 100mV 1 ; i
No dnodo:2/~ + —2e = | 202 +2H" +2e = H0
. 2 H" +e= H>

No Citodo:b + 2e = 2/
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Forma da curva e PF

« t=0-> tem a dupla redox

l,/I- portanto flui uma
corrente proporcional ao
valor da concentracao de
iodo.

t >0 - iodo passa a ser
consumido pelo S,0,%

ponto final dacurvai~0 >
todo o iodo é consumido e
passa a nao fluir corrente
uma vez que S,0,%/S,0*
nao é reversivel
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Titulacao da agua de Karl Fischer

Equipamento junta 2
técnicas

4

Polimeros, plasticos
Cosmeéticos e farmacos
Produtos alimenticios
Produtos petroquimicos
Amostras biologicas
Produtos petroquimicos
Polimeros, plasticos

Tintas, vernizes e solventes
Matérias-primas / produtos
quimicos de base
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Metodo para determinar agua residual

Drying tube

Generator electrode

Indicator electrode

Aspiration tip

Gas inlet

A.254.0104 sealina
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KF- reacao

CH,OH + SO, + RN =& [RNH]SO,CH,

H,O + |, + [RNH]SO,CH, + 2RN =
[RNH]SO,CH, + 2[RNH]|

(RN = Base)
1H,0=11,



KF coulomeétrico passo a passo

« Corrente é a bureta

* lodo € produzido aplicando
corrente constante

« A corrente € desligada assim
gue apresenta excesso de iodo

* lodo livre € determinado por par
de eletrodo platina
(biamperometria)




Célula KF

4 « Catodo- 2H*+2e =H,

« anodo: 21 =,+2¢

mmmmm CoulOmetro

] ) (bureta)

indicador
amperomeétrico



Deteccao do ponto final: biamperometria
(AE)

* Antes do PE todo |, gerado pelo eletrodo

€ consumido pela reacao com a agua
residual 2 1 =0

e aposoPFi>0
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Apos o PF comecga a sobrarl, eo
potencial muda

rega ael Coulometro Kr osi!

Ca
est

me
ac
mu
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1 L of air contains 12 mc¢

and a relative air humidity of 60%,

.
’



Basic Forms of KF Titration ‘

* Volumetric titration:

- with one- or two-component reagents Titrating agent ]

- water measured in: mg by

- water content: 0.01% (100 ppm) — 100% Solvent
Standard

» Coulometric titration:
- with cell with or without diaphragm
- water measured in: g
- water content: 0.001% (10 ppm) — ca. 5-10%

» KF titration with an oven:

- not a special titration technique B[ T
- indirect form of sample introduction il

- used in combination with volumetric or coulometric titration

Consider sample properties for choosing the method, not just the water content!
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Caso 2- Titulacao
Fe (I1)/Ce(IV)
1,0 mol L' de HCIO,

Ce(IV) + Fe (I1) > Ce(lll) + Fe (Ill)

T
R
Ce(lll)
Fe(ll)
-~

Sistema indicador

Indirect coulometry
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Ce(lll)

Fe(ll)

¥/

Ce(lll) + Fe (Il)

Aplica l cte 2
(+) Ce(lll) - e > Ce (IV)

Para manter 100 % eficiéncia quantidade de
precursor = Ce(lll) 100 vezes maior que o
titulado -Fe (1)

Ce (lll) - e - Ce(lV) -reacao eletroquimica-
oxidacao do Ce(lll)
Ce(lV) + Fe (ll) > Ce(lll) + Fe (lll) reacao Quimica
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Caso 2- Fe (Il)/Ce (IV)

40 mA >
t=0
t>0

Exemplos de CCC:
titulagdo de Fe™ Fe™ > Fe” +e
X mol 1(t=0)=40mA
X << 1(t>0)=40mA

[ferro II]-> ndo ¢ suficiente para manter a I = 40 mA.
E-> desloca-se para valores mais positivo e sera oxidado a agua do meio.

H,O 2> 4H +0, +4e

Caso a reacdo de oxidagcdo da agua comece a ocorrer havera perda de
eficiencia de corrente.

I<100 %



Titulacao de Fe (ll) com Ce(lV) em
1,0 mol L1 de HCIO.

S

Ce (Il +e Fe ()

J Fe (Il) Fe (lll) + e

(

H,O 20, +2H*+ 2e
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PF = amperometria

1o consmam-euran
CoMDMEY G PO’ e ] 557 S20INg TRAgANN,

wply W ground-gless sloppor

-4 J

50 | Meeroumvmier

Hsun 17-13  Apparnlus 1o#

Vatmaler .
coulometric titration ol cyclohexens
Y with Re, The solution contiins
Hk ) eyelahexene, 0,15 M KBy, and 3 mM
R mercuric scetate in a mixed solvent of
\ > J acelie acld, methanol, and water.
ARCITORE Armpamnmon e Mercune acelate Cﬂl‘)‘tfi the addition
arespri i OeRoKy of Brs 10 the olefin. [Adapted from
ot D H. Evans, J Chem, Ed. 1968, 45, 88,

gireng ha
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corrente

t=0 =>» Fe(ll) e Ce(lll) excesso
l=cte >t>0=> 72777

tempo/s
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Explicando a curva

Comeca fluir corrente entre os dois eletrodos da
célula e aumentando-se a concentragcao de Fe(lll)
aumenta a corrente. Esta etapa é definida pela regiao
AB da curva de titulacao.

No ponto B = valor maximo da corrente, equivale a
50 % da concentracao do titulado. Apos este valor a
corrente comeca a cair visto que a corrente que ira
fluir no anodo sera menor porque a concentracao de
Fe (II) sera menor pois este esta sendo consumido
durante a titulacao.

No ponto C a corrente é zero, poiso Fe (ll) =0

Acima deste ponto a corrente aumenta, pois surge
uma nova dupla redox neste potencial (ver
polarograma).
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Vantagens tit. amperometrica:

*1- solucao diluidas podem ser tituladas com elevado
grau de precisao( medidas de corrente sao feitas com
precisao na ordem de pA, nA)

«2- titulagcoes de precipitacao podem ser realizadas nas
condicoes onde potenciometria e outros métodos
falham. (Kps muito baixo levam a erros elevados pelo
uso de indicadores visuais e/ou potenciometria).

«3- eletrdlitos estranhos podem ser eliminados a

sua interferéncia escolhendo-se o potencial
adequado. Técnica é bastante seletiva.
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*4- aplicada a um elevado numero de substancias. Por

exemplo, substancias nao eletroativas podem ser
tituladas com reagente eletroativo e medir-se a variacao

do titulante.

5-titulacao rapida. a curva obtida é a interseccao de
duas partes lineares, portanto poucos pontos antes
do PE e apo6s sao necessarios para definir o ponto

final.
*6- Temperatura nao € um problema sério desde que nao

mude acentuadamente durante a analise

« 7-quando se usa o eletrodo gotejador de mercurio a
superficie é renovavel e o eletrodo é constantemente

limpo.
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LIMITAGCOES da técnica:

ERRO NA MEDIDA DE CORRENTE

*1- Para analises de sais pouco soluveis o Kps deve
ser atingido rapidamente caso contrario o erro é
acentuado.

«2- Medida de corrente utilizando o EGM deve ser
realizado com o eletrodo estacionario.

« 3- A presenca de interferentes eletroativos deve ser
eliminada.
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O,+2e +2H"=H,0, E~-03V
H,O,+2e +2H*"=H,O E~-10V

= toda analise onde o potencial aplicado é
maior que -0,3 V vs ECS. titulacao deve ser
feita sob atmosfera de N,. Em cada adig¢ao de
titulante deve ser eliminado o O, isso
aumenta o tempo de analise.

* O oxigénio interfere pois sofre reducao
nestes potenciais. O procedimento utilizado
para eliminar o oxigénio é a passagem de
gas inerte (nitrogénio ou argonio) na solucao
por aproximadamente 15-20 minutos antes
de iniciar a adigao do titulante. Durante a
analise deve-se continuar com o fluxo do gas
e esperar aproximadamente 1 minuto entre
cada adicao de novo volume do titulante. .



SENSOores

* Traducao eléetrica do sinal-> converter
reacao quimica em sinal elétrico - sinal
gerado proporcional a concentracao
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Simple

Complex

SENSOores

lons / small molecules
- O,, CO,, NH,, H*, Na*, K*, Ca?*, metal ions, others...
Bio-molecules
Alcohols (e.g. ethanol)
Acids (e.g. acetate, lactate, glutamate, pyruvate)
Sugars / carbohydrates (e.g. glucose)
Amino acids / peptides (“protein”)

Lipids, hormones, neurotransmitters, cholesterol, urea,
creatine / creatinine, choline / acetylcholine, others...

Non-biogenic bioactive molecules (e.g. drugs, pesticides)
Bio-macromolecules

+ Proteins, polysaccharides, antibodies, nucleic acids
Microorganisms (e.g. viruses, bacteria, biological warfare agents)

Physiological state (e.g. disease state (biomarkers), pregnancy,
metabolic activity (biological oxygen demand), etc.) A

Genes / gene expression / gene damage
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Enzyme-Based Glucose Sensor: From Invasive to Wearable Device

Invasive methods

Blood
Disposable strip

Noninvasive methods

b
Tear Soft contact lens

Chips & antenna
Glucose sensor

Saliva Wireless module

Saliva glucose
monitoring strip

Needle-type

__glucose sensor

Blood vessel

Enzyme-Based Glucose Sensor: From Invasive to Wearable Device, Volume: 7, Issue: 8, First published: 15 January 2018, DOI: (10.1002/adhm.201701150)




Sensor amperomeétrico

WE (sinal)

CE
D_d_c_:gmagam

Gas,1¥ Eletrsiito | .o
D ;Referéncia

- FE
Entrada Elstrodo Invilucro selado
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biosensores

P Emil Fisher, década 50

Modelo
chave-fechadura

Daniel Kosland, 1970

Modelo
Encaixe induzido
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Biossensor para glicose - Radiometer®

Platinum anode

Inner membrane

Enzyme layer

Outer membrane

Blood sample
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Sensor de glicose

Glucose biosensor test strips (~$0.40-0.80 ea.)

Dry coatmg of GO + Fc

-=-\

= electrodes

Output: I
amperometry

t

Principle of Electrochemical Biosensors

substrate

electrode

Apply voltage

Measure current prop.

to concentration of substrate

Patient adds drop of blood,
then inserts slide into meter

Patient reads glucose level on meter
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Sample application area

g/

1]

Meter connection points

/Goldelectrode

Spacer layer
ladium electrode
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(guooss)

E.A.H. Hall, p.221

Gluconic acid

Glucose oxidase
(oxidized)

Glucose oxidase
(reduced)

0O,

g

=

|:> Change in pH

1

pH electrode

Change in oxidation
state (electron transfer)
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Leland C. Clark Jr., recipi
of the 2005 Fritz J. and
Dolores H. Russ Prize in
Engineering, for
“bioengineering membrane-
based sensors in medical,
food, and environmental
applications."”

The Clark-type electrode consists of a Pt- (A) and

B a reference Ag/AgCl-electrode (B) covered by a

film of half-saturated KCI electrolyte (C) enclosed
within a Teflon membrane (D) which is held in
place by a rubber ring (E). The voltage supply (F)
and the electronic instrument for the measurements
of the current output is shown (G).

(Material adapted from
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Eletrodo de Clark

——____ To polarizer
—" and to readout

s 1

- Cap

_~ Qutter body

_- Electrolyte

O-nng and
- Silicona rubber
diaphragm

i T - Telion
_— membrane
e “\

Platinum )
Cn Ag | AgCl ancde

Catodo:

0, +4H" + 4¢ & 2H,0

Anodo:
2Ag + 2CT & 2AgCl + 2¢
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Sensor de O,

O eletrodo de Clark € utilizado medidas de
oxigénio em solugoes

* Possui uma membrana semipermeavel
de Teflon, que permite a

difusao do oxigénio em poucos segundos

* Este eletrodo é de tamanho variavel,
existindo eletrodos menores que 1.5 mm

Diametros inferiores utilizados em
aplicacoes clinicas

Y



Adam Heller — sensor de glicose
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Sensores de glicose

Glucose Gluconolactone Glucose Gluconolactone
substrate product substrate product

Glucose Gluconolactone
substrate product

XK

FAD ox FAD; red FAD ox Gox

$% §%

FADH, red u

Flecorode,
Gox NMs FADox  Gox NMs FADH red

>.<

2 Mred 2 Mox
-
.
Hectorade Flocorode Fiecoake
First generation Second generation Third generation

Fig. 3 The three generations of biosensors (glucose oxidase—GOx) used for the determination of glucose. First-generation is based on the measurement of

hydrogen peroxide concentration produced or oxygen concentration consumed, second-generation is based on the use of redox mediators (Mg, and Mgzn), and third-
neneratinn is hased on the dirert electrnn fransfer hehween a Gx-FANH.-nanamaterial enninnate and the electrnde
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GTECH

Glucose Sensor

GOD

Glucose + O, Gluconic acid + H,0,

\

H,O, produced and its anodic

decomposition measured
O, consumed and measured
with Clark electrode

Dependence on dissolved O, concentration

4

How to control O, concentration?
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Fig 8. Calibration curve of the GOD-CHIT/PT under optimal experimental conditions.
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Ang LF, Por LY, Yam MF (2015) Development of an Amperometric-Based Glucose Biosensor to Measure the Glucose Content of
Fruit. PLOS ONE 10(3): e01118589. https://doi.org/10.1371/journal.pone.0111859
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