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RESUMO

O presente trabalho tem como objetivo a abordagem eletroanalitica de
nanoparticulas de ouro sintetizadas pelo método bifasico, o qual é dividido em trés
partes: i) sintese e caracterizacdo de um nanocompasito entre nanoparticulas de ouro
(NPAu) e nanotubos de carbono (NTC) pelo método bifasico e a construcdo de um
sensor eletroquimico para a determinacdo de dopamina. Nesta parte, os NTCs foram
funcionalizados por oxidacao quimica por rota acida para promover melhor disperséao
das NPAu sobre os NTCs. A efetividade da funcionalizagéo quimica foi avaliada por
espectroscopia RAMAN e titulacbes potenciométricas, indicaram a introducédo de
grupos oxigenados na estrutura dos NTCs. Apoés isso, o NTC funcionalizado foi
utilizado como suporte para o crescimento de NPAu, utilizando uma rota inédita para
a sua obtencdo. Apoés caracterizacdo, o material foi utilizado como sensor
eletroquimico para a determinacdo de dopamina na presenca de acido ascérbico e
acido arico por meio da voltametria de onda quadrada. Posterior a otimizacdo dos
parametros analiticos, a faixa linear encontrada foi de 0,48 a 5,7 umol L™ de
dopamina, com limite de deteccdo e quantificacdo de 0,071 a 0,24 pmol L™
respectivamente; ii) aplicacdo do nanocompdésito NTC-NPAu na construcdo de um
biossensor: Eletrodos impressos modificados com NTC-NPAu foram utilizados como
suporte para a imobilizacdo da enzima tirosinase e este biossensor foi acoplado a um
sistema microfluidico de baixo custo constituidos de fios de algodao como microcanais
de fluxo de solucédo. O sistema foi aplicado para a determinacdo de fenol e, apos a
otimizacdo dos parametros analiticos, o limite de deteccéo e quantificacdo foram de
2,91 nmol L e 8,92 nmol L™ respectivamente. O sistema foi aplicado no estudo de
adicdo e recuperacdo de fenol em agua potavel, obtendo recuperacdes entre 89 e
110%,; iii) desenvolvimento de tintas a base de NPAu passivadas por dodecanotiol e
construcdo de eletrodos impressos. Neste estudo, as NPAu foram utilizadas na
formulacéo de tintas para a producao de eletrodos utilizando a tecnologia jato de tinta
de impressao (JTI). A producdo de eletrodos foi avaliada na construgdo de um
dispositivo de multideteccdo onde os desvios padrdo elativos de repetibilidade e
reprodutibilidade encontrados foram de 2,7% e 10%, indicando a potencialidade
analitica do sistema.

Palavras-chave: Quimica eletroanalitica. Biossensores. Nanoparticulas de Ouro.
Inkjet.



ABSTRACT

This work aims to electroanalytical approach of gold nanoparticles synthesized
by biphasic method, which is divided into three parts: i) synthesis and characterization
of nanocomposite between gold nanoparticles (NPAu) and carbon nanotubes (NTC)
by biphasic method and construction of electrochemical sensor for dopamine
determination. In this section, NCTs were functionalized by adicic chemical oxidation
to promote better NPAu dispersion onto CNTs, the effectiveness of chemical
functionalization was evaluated by RAMAN spectroscopy and potentiometric titrations
indicating the introduction of oxygenated groups on the CNTs surface occurred.
Thereatter, the functionalized NTC was applied as support for NPAu growth by a new
synthetic route. After structural characterization, the material was used as
electrochemical sensor for the determination of dopamine in presence of ascorbic acid
and uric acid using a square wave voltammetry. Thereafter, optimization of analytical
parameters was carried out and the linear range was found from 0.48 x to 5.7 ymol
L=1 with limit of detection and quantification 0.07 and 0.24 ymol L%, respectively; ii)
application of the NTC-NPAu nanocomposite for biosensor construction. Screen
printed electrodes modified NTC-NPAu were used as support for immobilizing
tyrosinase enzyme, and the biosensor was coupled to microfluidic low-cost system
consisting of cotton thread as solution flow microchannels. The system was evaluated
for phenol quantification after optimized analytical parameters of limit of detection and
limit of quantification were found 2,9 nmol L=t and 8,9 nmol L™ respectively. The
system was applied on phenol addition and recovery studies in tap water, obtaining
recoveries rates between 89 and 110%; iii) development NPAu-dodecanethiol capped-
based inks and construction of printed electrodes. In this study, NPAu were used in ink
formulations for producing electrodes using inkjet printing technology. After
optimization of ink composition and printing parameters, the electrodes were
characterized by electrochemical techniques.The printing process was evaluated in a
multidetection device where repeatability and reproducibility standard deviation values
were found 2.7% and 10 %, indicating good analytical performance.

Keywords: Electroanalytical chemistry. Biosensors. Gold Nanopatrticles. Inkjet.
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1 INTRODUCAO

Por ser uma ciéncia que estuda os fendmenos de interface, o
desenvolvimento de métodos eletroanaliticos para a identificacao e quantificacéo
de uma determinada espécie passa pela busca de novos materiais que possam
proporcionar simplicidade operacional, sensibilidade, seletividade, robustez,
bem como baixos limites de detecc¢éo e quantificacdo, e quando possivel baixo
custo (Wang, J., 1994). Analisando a linha temporal de constru¢cdo do
conhecimento e desenvolvimento da quimica eletroanalitica, dois fatores
possuem relevancia: primeiramente o0 aprimoramento das técnicas
eletroquimicas, como por exemplo, a passagem da amostragem de corrente do
modo continuo para o pulsado (Zuman, 1992), e também pela estreita ligacao
com a sintese e caracterizacao de novos materiais.

Pode-se citar o ano de 1924 como o primeiro de grande relevancia nesta
linha do tempo, no qual o quimico Jaroslav Heyrovisky publicou o artigo em que
descreve a deposicdo de metais em um eletrodo de gota de mercurio. Tal linha
de pesquisa, além de datar o inicio das técnicas polarograficas, levara o cientista
tcheco a receber o prémio Nobel de Quimica posteriormente, em 1959. Nesta
mesma época, Adams e colaboradores (Adams, 1958) desenvolveram o eletrodo
de pasta de carbono (EPC), em um trabalho que inicialmente buscava a
preparacao de eletrodos gotejantes alternativos ao mercurio. Este estudo deu
inicio a uma gama de trabalhos envolvendo a modificagdo quimica de EPCs e
possibilitando a aplicacdo em diversos sistemas. Os anos seguintes, décadas de
60 e 70, foram marcados pelos estudos de eletrodos constituidos de metais
nobres como ouro e platina (Rosen e Schuldiner, 1973; Climent e Feliu, 2011),
bem como modificacdo superficial e formacdo de ligagcdes do tipo covalente
(Untereker et al., 1977). Ja os anos 80, sao lembrados pelos avan¢os na quimica
de coordenacdo, em que complexos inorganicos foram aplicados como
mediadores redox para diversas determinacdes analiticas, como a formacgéo e
emprego de filmes azul da Pruassia (Neff, 1978), por exemplo. O desenvolvimento
da quimica de polimeros também trouxe uma nova classe de eletrodos
guimicamente modificados e os materiais mais amplamente utilizados foram o

polipirrol e polianilina (Diaz et al., 1981; Macdiarmid, 1997), além de eletrodos



modificados com membranas trocadoras como o Nafion®, que permitiram maior
seletividade nas analises (Rubinstein e Bard, 1980).

O inicio dos anos 2000 consolidou a sintese e caracterizacdo de
nanomateriais, refletindo diretamente nas aplicacbes em eletroanalise. A alta
area superficial, possibilidade de funcionalizagdo quimica, relativo baixo custo,
aumento da sensibilidade e seletividade através de processos eletrocataliticos
(Welch e Compton, 2006; Campbell e Compton, 2010) sdo caracteristicas
relevantes justificadas para a aplicacdo desta classe de materiais emergentes.
Certamente os mais relevantes na construcdo de sensores eletroquimicos sao
0s NTCs (Gao et al., 2012), o grafeno (Ambrosi et al., 2014) e as nanoparticulas
metalicas (Kleijn et al., 2014), os quais compreendem maior tépico de pesquisa
no desenvolvimento e aprimoramento de métodos eletroanaliticos.

Nesta tese de doutorado, a sintese, caracterizacdo e aplicacdo de
nanomateriais no desenvolvimento de (bio)sensores eletroquimicos foram
investigados. O tema central dos estudos aqui descrito compreende a sintese de
nanoparticulas de ouro (NPAu) obtidas pela rota bifasica e a sua aplicacdo em
duas situacdes (i) obtencado de nanocompdsitos entre NTC e NPAu através da
rota bifasica, bem como a investigacao de sua potencialidade eletroanalitica na
deteccdo de dopamina e como suporte na construcdo de um biossensor
contendo tirosinase para a deteccao de fenol ii) desenvolvimento de tinta para a
impressao de eletrodos de ouro pela tecnologia de impresséo por jato de tinta
(13T).

1.1 NANOPARTICULAS DE OURO

O primeiro registro da sintese de ouro coloidal foi descrito por Faraday e
colaboradores (Faraday, 1857), onde foi descrita a reducao de um sal precursor
na presenca de fosforo. Praticamente cem anos mais tarde, a sintese de NPAu
voltou a ser objeto de estudo com o trabalho publicador por Turkevich e
colaboradores (Turkevich et al., 1951), em que NPAu séo geradas a partir de um
refluxo do precursor metalico em meio aquoso na presenca de ions citrato.
Posteriormente, tal trabalho teve um aprimoramento no quesito de distribuicéo
de tamanho médio de particulas, através da variagdo da relacdo Au/citrato

proposta por Frenz e colaboradores (Frenz, 1973). Na década de 90, Brust e



colaboradores (Brust et al., 1994) apresentaram a sintese de NPAu utilizando
uma rota bifasica, em que a reacao ocorre em um sistema contendo uma mistura
agua/tolueno, o precursor metalico, geralmente o acido tetracléroaurico, €
reduzido na presenca de borohidreto de soédio. O crescimento das
nanoparticulas € regulado pela adicdo de um agente passivante, que, por meio
de efeito estérico, o qual cessa a incorporacdo de novos nudcleos de ouro
metalico as nanoparticulas ja formadas, onde o reagente mais utilizado é o
dodecanotiol (DT, R12SH = Ci2H26S). Tal metodologia tornou-se amplamente
utilizada por apresentar diversas vantagens como a simplicidade na execugéo,
temperatura ambiente de sintese, nanoparticulas com estreita distribuicdo de
tamanho e alta estabilidade, podendo ser submetida a secagem e redispersao
sem coalescéncia. A rota bifasica pode ser considerada um grande
acontecimento na sintese de nanoparticulas, onde a producdo de clusters
passivados por monocamadas se tornou um tépico relevante dentro da
nanoquimica e suas aplicacbes (Liz-Marzan, 2013), inspirando a sintese de
outras nanoparticulas metélicas, como prata (Brust e Kiely, 2002; Oliveira, M. M.
et al., 2005) e platina (Castro et al., 2010).

O mecanismo de formacao pela rota bifasica ainda ndo é consenso
(Perala e Kumar, 2013) sendo composto por varias etapas. A primeira delas,
descrita na Equacéo (1), refere-se a transferéncia do precursor metalico, Au (l11),
da fase aquosa para a fase organica na presenca de um agente de transferéncia
de fase, normalmente brometo de tetraoctilamonio (BTOA, Rs = CsHi7). As
reacdes a seguir estdo simplificadas de modo a focar na sintese dos produtos

relevantes e levar a facil compreenséo:

[AuCly]™(aq) + (Rg)aNT (0rg) = (Rg)4N™ [AuCly]™ (org) 1)

Estudos indicam que uma porcdo de ions Au(lll) na presenca de
alcanotibis sdo reduzidos para Au(l) e formam uma espécie de polimero de
coordenacao, alcanotiolato de ouro (I) (Corbierre e Lennox, 2005). Também
ocorre 0 desproporcionamento de parte dos alcanotidis formando

dialquildissulfeto, como pode ser observado na Equacgéo (2):



(Rg)4N* [AuCl,]™ (org) + 3 R12SH - (AuSRy3)n (0rg) + Ri2S — SRy; (org) +
(Rg)4N* (org) + 4 CL™ (org) (2)
Nesse estagio, a fase organica é composta por uma mistura de Au (lll),
um polimero de coordenagdo contendo ions Au (l), BTOA e dialquildissulfeto
proveniente da reducdo de DT. No momento em que o borohidreto de sédio &
introduzido na mistura reacional, ocorre a reducéo das espécies de Au(lll) e Au(l)
para ouro metélico. Por muito tempo acreditou-se que a reacao de reducdo dos
precursores metalicos ocorresse na interface agua/tolueno. Porém, se a
afirmativa fosse verdadeira, o resultado final teria relacdo direta com os
parametros relevantes para reacdes interfaciais como velocidade de agitacao,
area de contato entre as fases, entre outros fatores. No entanto, a sintese de
NPAu pelo método bifasico mostra-se robusta e o tamanho/forma das particulas
ndo € alterada por esses fatores. Assim, 0 mecanismo deve envolver a
transferéncia de fase do borohidreto para a fase organica, como pode ser visto
nas equacdes (3 e 4). O produto final desta etapa é a reducdo das espécies que
gera nucleos de ouro-tiolato e serdo cruciais para a posterior passivacdo das
nanoparticulas geradas.

(AuSRy3),, (org) + BH; (org) + R,SH (org) + R;,S — SRy,(org) —
Au,SRy,(org) (3

(Rg)4N* [AuCl,]” (org) + BHy (org) + R,SH (org) + R3S — SRy, (org) -
Au, SRy, (org) 4)

Para a parcela de precursores que nao sofre reacdo com o DT, a
reducdo gera os nucleos de ouro metélico e o processo simplificado esta descrito
na Equacao (5).

[AuCl,]” (org) + 3e™ = Au(s) + 4 Cl™ (org) (5)
Apos a formacéo dos nucleos gerados pela reacao descrita na Equacéo

(5), os processos de crescimento e passivagao ocorrem de forma relativamente

rapida. A adicdo de particulas contendo dodecanotiol aos nucleos de ouro



blogueia a adicdo de outros ndcleos de ouro naquela regido por efeito de
impedimento estérico e, quando toda superficie esta recoberta de agentes
passivantes, o crescimento e a coalescéncia das particulas € evitado. Na
FIGURA 1 encontra-se ilustrada a rota resumida de sintese de NPAu pelo

método bifasico, indicando as etapas de formagéo.

FIGURA 1 - ESQUEMA DE FORMAGCAO DE NANOPARTICULAS DE OURO PELA ROTA
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FONTE: Adaptado de(Perala e Kumar, 2013)

Torna-se quase intuitivo imaginar que a quantidade de agente
passivante tem papel fundamental no tamanho e estabilidade destas
nanoparticulas. Deste modo, o controle da razdo Au/alcanotiol pode ser utilizado
como regulador do tamanho de particula. Altas razbes tendem a formar
particulas maiores e menos uniformes, enquanto menores valores levam a
formacdo de particulas menores e mais estaveis, devido a efetiva passivacao no
inicio do processo de nucleacado (Hostetler et al., 1998). A quantidade de agente
passivante na superficie da NPAu também influencia diretamente em suas
propriedades eletroquimicas (Hostetler et al., 1998; Gevaerd et al., 2015).

Além da simplicidade de preparacdo, a possibilidade de utilizagdo de
alcanotiéis com diferentes grupos terminais (Sardar e Shumaker-Parry, 2009)
apresenta uma alternativa para a sintese de NPAu direcionadas as mais diversas

aplicacbes como catélise (Corma e Garcia, 2008), fotoquimica (Kamat, 2007) e



bionanotecnologia principalmente na producdo de biossensores (Yeh et al.,
2012).

1.2 NANOTUBOS DE CARBONO

1.2.1 Conceitos e propriedades

A era do estudo, preparacao e aplicacdo de nanoestruturas de carbono
teve seu inicio em meados da década de 80, a qual foi marcada por descobertas
de novas formas de carbono. Com o intuito de entender o processo de formacao
de longas cadeias de carbono no espaco interestelar, cientistas da Universidade
de Houston sintetizaram formas alotrépicas de carbono com estruturas finitas
variando de 44 a 90 atomos, chamados fulerenos (Kroto et al., 1985). A
descoberta destes compostos gerou grande empolgacdo na comunidade
cientifica pelo “mundo” de aplicagdes e possibilidades que apresentavam em
diversas areas (Popov et al., 2013). Em 1991, o fisico japonés Sumio lijima
publicou o primeiro artigo relatando tubos de carbono, intitulado “Helicoidal
microtubules of graphitic carbon” no qual através da utilizacdo da mesma técnica
de sintese de fulerenos, lijima relatou a presenca de particulas de carbono
submicrométricas em formato de agulha (lijima, 1991) Desde entdo, a sintese,
caracterizacdo, modificacdo e aplicacdo de tais materiais vem sendo objeto de
estudo de diversos de grupos de pesquisa pelo mundo.

No que se refere a definicdo e classificacdo, os nanotubos de carbono
(NTC) séo formas alotrépicas do carbono com hibridizacédo sp? e dispostos em
arranjos hexagonais cilindricos, que podem ser concebidos como materiais
resultantes do enrolamento de uma ou mais folhas grafeno. A FIGURA 2 ilustra
as diferentes estruturas de carbono que foram isoladas nos ultimos 30 anos,

todas origindrias da mesma estrutura primitiva.



FIGURA 2 - ALOTROPOS DE CARBONO DE ESTRUTURA sp% A) FULERENO B)
NANOTUBO DE CARBONO C) GRAFENO

C

FONTE: (Geim e Novoselov, 2007)

Com relagdo ao numero de folhas concéntricas de grafeno, duas
configuracdes de NTCs séo possiveis: 0s hanotubos de carbono de Gnica parede
(doinglés, single walled carbon nanotubes, SWCNTSs) ou nanotubos de multiplas
paredes (do inglés, multi walled carbon nanotubes, MWCNTS), os quais estédo
ilustrados na FIGURA 3. Seu diametro pode variar de 5 a 100 nm enquanto seu
comprimento pode chegar a centena de micrébmetros (Thostenson et al., 2001)
e, por causa de tal comportamento, sdo classificados como materiais 1D devido

a sua alta razao de aspecto (relacdo comprimento/largura).

FIGURA 3 - NANOTUBOS DE CARBONO A) PAREDE UNICA E B) MULTIPLAS PAREDES

FONTE: (Prasek et al., 2011)

1.2.2 Sintese de nanotubos de carbono

A sintese dos NTCs pode ser realizada por diversas técnicas como
ablacao a laser, descarga por arco elétrico, sonoquimica, deposic¢ao catalitica de
hidrocarbonetos (do inglés chemical vapour deposition, CVD), hidrotermal



(Prasek et al., 2011). Todas as rotas de preparagcédo apresentam vantagens e
desvantagens que podem ser relacionadas a produgdo de impurezas, geracao
de subprodutos como fulerenos, grafite, carbono amorfo e 6xidos metélicos.
Dentre as metodologias existentes, a sintese por CVD é a mais amplamente
utilizada por apresentar algumas vantagens pela aplicacdo de temperaturas de
sintese relativamente baixas (na faixa de 700 °C em comparagdo com as
temperaturas superiores a 1700 °C no método de ablacéo a laser), baixo custo
de sintese, além de possibilitar o crescimento dos NTCs diretamente sobre um
substrato para aplicacdes especificas. Essencialmente, a sintese consiste na
decomposicdo de hidrocarbonetos (metano, benzeno, xileno, etc.) na presenca
de um catalisador metalico como ferro, niquel ou cobre em condic6es adequadas
de temperatura pela aplicacdo de uma rampa de aquecimento. Na FIGURA 4
encontra-se ilustrado o processo de crescimento de NTCs sobre uma NP
metélica genérica. Organometalicos como ferrocenos também podem ser
utilizados na preparacao de NTCs, os quais participam como fonte de carbono e
catalisadores metdlicos (Schnitzler e Zarbin, 2008).

FIGURA 4 - AS TRES ETAPAS DE CRESCIMENTO DE NANOTUBOS DE CARBONO

CATALISADAS POR UMA ESPECIE METALICA (I) FORMAGAO DE UMA FOLHA DE

GRAFENO SOBRE O CATALISADOR (Il) PARA MANTER O CRESCIMENTO DO NTC

SOBRE A PARTICULA, A ESTRUTURA SE DOBRA FORMANDO UM CILINDRO (ll1)
CRESCIMENTO CONTINUO DAS PAREDES CILINDRICAS.

FONTE: (Nessim, 2010)

1.2.3 Estrutura e propriedades dos nanotubos de carbono

Os NTCs possuem estrutura composta basicamente de ligacdes
quimicas C—C, onde a efetiva sobreposicao de orbitais sp? resulta em materiais
com propriedades mecanicas excepcionais como a altissima resisténcia

mecanica (Peng et al., 2008), resisténcia a fratura e elevado mddulo de



elasticidade (Demczyk et al., 2002). Além da hibridizacdo, a forma como as
extremidades do grafeno se ligam pode refletir diretamente nas caracteristicas
eletrbnicas dos NTCs, devido a simetria adotada por cada forma de enrolamento.
Essa variacdo na quiralidade dos NTCs resulta em nanotubos com
caracteristicas condutoras ou semicondutoras (Prasek et al., 2011). Em relagéo
as propriedades de transporte eletrénico, destaca-se a elevada condutividade e
a tolerancia altas densidades de corrente (4 x10° A cm™2), trés vezes maior que
o cobre por exemplo (Hong e Myung, 2007).

Os NTCs apresentam caracteristicas importantes na aplicacdo como
sensores eletroquimicos como elevada area superficial (Mosch et al., 2016),
amplo intervalo atil de potencial, inércia quimica com possibilidade de
modificacdo superficial (Merkogi et al., 2005). Outra caracteristica relevante na
utilizacdo destes materiais estd relacionada com a localizagdo dos sitios
reativos. Observa-se uma relacdo entre regides mais reativas como 0s planos
de borda e defeitos estruturais nas paredes grafiticas com o desempenho
eletroquimico, promovido por atomos de fronteira, os quais possuem maior
eletroatividade e muitas vezes, sdo assinalados como os responsaveis pela
melhora no desempenho eletroquimico de tais materiais. Para elucidar de melhor
forma tal afirmacéo, o trabalho de Banks e colaboradores (Banks et al., 2004)
pode ser utilizado como exemplo, em que o perfil redox de moléculas sonda
como ferricianeto de potassio e epinefrina foi avaliado na presenca de eletrodos
de grafite pirolitico basalmente orientados (EGPB, e EGPB modificados com
nanomateriais NTCs, fulereno Ceo e grafite pirolitico com planos de borda
verticalmente orientados). Na FIGURA 5 estdo indicados os voltamogramas
ciclicos obtidos a partir de diferentes eletrodos modificados, em que se verifica
um aumento na corrente e concomitante deslocamento de potenciais redox com
reducdo da separacdo de picos para os materiais contendo planos de borda
expostos. O fulereno Ceo que ndo apresenta planos de borda teve o mesmo
desempenho da estrutura grafitica com planos basais expostos. Em muitos
casos, um efeito eletrocatalitico extraordinario dos NTCs é atribuido a influéncia
do confinamento quéantico gerado por tais materiais, porém o resultado pratico é
que a presenca de defeitos de borda tem uma contribuicdo mais significativa na

resposta eletroquimica.
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FIGURA 5 - VOLTAMOGRAMAS CICLICOS COMPARATIVOS CONTENDO DIFERENTES
(NANO)ESTRUTURAS DE CARBONO B) ORIENTACAO DOS PLANOS NA ESTRUTURA
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FONTE: (Banks et al., 2004)

Além dos efeitos de borda, a presenca de grupos funcionais na superficie
dos NTCs pode apresentar influéncia significativa no perfil eletroquimico. Gong
e colaboradores (Gong et al., 2008) avaliaram o efeito de planos de borda e
grupos funcionais gerados a partir da oxidacao eletroquimica de NTCs. O
desempenho de tais materiais como sensores eletroquimicos foi avaliado para
diferentes espécies eletroativas e concluiu-se que a presenca de grupos
funcionais na superficie dos NTCs afeta de forma significativa o potencial redox
de algumas espécies, bem como a presenca de planos de borda mais expostos.
Porém, tais caracteristicas ndo sao definitivas na melhora do desempenho
eletroquimico, que leva em conta o mecanismo adotado pela molécula na
superficie eletrodica durante o processo de transferéncia de elétrons.

A relacéo entre interface e propriedade dos NTCs também foi verificada
através de estudos de ativacao superficial eletroquimica (Pumera et al., 2008)
onde o efeito da aplicacdo de potenciais entre 1,5 e 2,0 V foi verificado no
comportamento da constante de transferéncia heterogénea de transferéncia
eletronica (k2,). Esse parametro eletroquimico € definido como a velocidade de
transferéncia de elétrons de um eletrodo para uma espécie em solucao ou vice-

versa (De Hemptinne, 1968). O estudo foi realizado pela técnica de voltametria
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ciclica destes nanotubos na superficie de um ET na presenca de Ks[Fe(CN)s] e
os resultados obtidos foram cruzados com os de técnicas como espectroscopia
RAMAN, microscopia eletrbnica de alta resolucdo (HR-TEM), espectroscopia de
fotoelétrons excitados por raios-X (XPS). ApGs a aplicacédo de potencial (1,5 —
2,0 V) por um determinado tempo, que variou de 60 a 300 s, os valores de k2, .
variaram de 8,34 x 10°° cm st (NTC comercial) para 3,67 x 10~ cm s~ (NTC
eletroquimicamente ativado), ao mesmo tempo em que a capacitancia especifica
variou de 1,18 F g para 4,75 F g A variacdo destes parametros
eletroquimicos estd em concordancia com os valores obtidos pelas outras
técnicas de caracterizacdo, as quais indicam a presenca de maior numero de
defeitos estruturais e planos de borda. Tal paréametro foi avaliado pela
espectroscopia RAMAN, onde a diminuicdo da razéo entre as intensidades das
bandas G e D foi atribuida ao aumento do nimero de defeitos nas paredes dos
NTCs, e paralelamente a esses dados, a analise por XPS aponta para uma
porcdo maior de grupos oxigenados (carboxilas, carbonilas, hidréxidos, entre
outros) e diminuicdo da porcéo de grupos C—C. Com tais dados, pdde-se mais
uma vez aferir que a melhora nas propriedades eletroquimicas dos NTCs, em
muitos casos € causada pelo aumento da quantidade de defeitos e grupos
funcionais que proporcionam uma interface mais reativa, do que um efeito de

sua dimensao reduzida.

1.2.4 Funcionalizacdo dos nanotubos de carbono

Os NTCs sem modificagcbes estruturais, chamados NTC-pristine
apresentam algumas limitacBes para as aplicacfes quimicas, como a baixa
dispersdo em solventes polares, o que dificulta a aplicacdo em filmes finos e
desenvolvimento de dispositivos. As rotas de modificagdo dos NTCs podem ser
feitas por diferentes estratégias, incluindo métodos quimicos de oxidacéo
(Grujicic et al., 2003; Balasubramanian e Burghard, 2005; Rosca et al., 2005),
fotoquimicos (Grujicic et al., 2003) e ataque por plasma de oxigénio (Felten et
al., 2006). Na FIGURA 6 esta ilustrado o esquema da funcionalizacdo da
superficie dos NTCs, a qual gera grupos carboxilicos, carbonilicos, hidroxilicos,
entre outros. As vantagens dos tratamentos quimicos estdo relacionadas a

fatores como a pureza e uniformidade dos NTCs, onde em algumas rotas de
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sintese, como na deposi¢cdo quimica em fase vapor, ha a necessidade de
remocao, por meio de rea¢cdes de oxidacdo, de formas alotropicas de carbono e
oxidos metalicos que sao gerados durante a sintese (Datsyuk et al., 2008;
Moraes et al., 2011). A segunda consideracéo esta relacionada a remocao dos
“bandos” de NTCs, onde a inser¢gao de grupos carregados na superficie dos
NTCs favorecem os processos de dispersdo. Do ponto de vista sintético, a
oxidacdo da superficie promove a introducdo de grupos carboxilicos e
hidroxilicos, os quais sdo de extrema importancia na nucleacdo de particulas

sobre os nanotubos.

FIGURA 6 - DIAGRAMA ESQUEMATICO DA FUNCIONALIZACAO DE NTCS POR ROTA
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FONTE: (Lordi et al., 2001)

A funcionalizacdo dos NTCs possui um reflexo direto na aplicacdo de
métodos eletroanaliticos. Wei e colaboradores (Wei et al.,, 2011) avaliaram a
influéncia do tratamento quimico por plasma na deteccdo de cadmio e chumbo
por voltametria de redissolucdo anddica de onda quadrada. Os resultados
indicaram um aumento na intensidade de corrente de quatro vezes em relacao
aos NTC-pristine. Nesse caso ndo houve efeito eletrocatalitico dos grupos
oxigenados na deteccdo dos metais estudados, indicando que tais espécies

atuam como pré-concentradores mais efetivos que o CNTs-pristine.
1.2.5 Nanotubos de Carbono decorados com nanoparticulas metélicas

A preparagdo destes nanocompadsitos envolvendo NTCs e metais (Me)
pode ser realizada via processo quimico. Compreendem a reducdo de um sal do

precursor metalico na presenca de NTCs onde a adesédo das nanoparticulas
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metélicas a superficie grafitica pode ser aferida as interagcées de van der Waals
que, em muitos casos, € suficientemente forte para manter as particulas na
superficie dos NTCs. Xue e colaboradores descreveram a producao de diversos
nanocompositos entre NTCs e diferentes metais (prata, platina, ouro e paladio)
onde os precursores foram dispersos na presenca de NTCs e submetidos a um
fluxo de hidrogénio e refluxo. O tamanho das nanoparticulas pode ser ajustado
pela variacdo da concentracdo de ion precursor metalico em relacdo a
guantidade de NTCs. Assim, as particulas apresentaram tamanho médio entre 7
e 18 nm (Xue et al., 2001). Nanoparticulas de platina suportadas em NTC foram
sintetizadas por Lordi e colaboradores (Lordi et al., 2001) pelo método poliol, em
que o precursor metalico [PtCle]>~ é submetido a refluxo na presenca de
SWCNTs previamente oxidados e submetido a refluxo por oito horas. O
compoésito final apresentou 10% de platina incorporada e um tamanho médio de
particula de 2 nm.

Outra metodologia que pode ser empregada na construcdo de
nanocompositos entre NTC-Metais é a deposicao eletroquimica do precursor
metalico sobre os NTCs. O método consiste basicamente na aplicacdo de um
potencial suficientemente negativo para a reducdo dos ions metalicos na
superficie dos NTCs previamente imobilizados na superficie do eletrodo de
trabalho. As técnicas eletroquimicas mais utilizadas sao as potenciostaticas, ou
seja, a aplicacdo de um potencial constante ao ET (Quinn et al., 2005; Tsai, M.-
C. et al., 2006), ou voltamétricas (Afkhami et al., 2016). Na eletrodeposicao, o
ET atua como agente redutor, cedendo elétrons ao precursor metélico e
promovendo sua reducdo. Apos a reducao dos ions mais proximos ao eletrodo
e consequente formacao dos nucleos, o crescimento das particulas depende da
difusdo das espécies ao eletrodo. Além disso, parametros como o potencial,
tempo e concentracdo do precursor devem ser otimizados de modo a se obter
dispersao satisfatoria sobre os nanotubos.

A eletrodeposicdo € uma técnica rapida e simples de execucgdo. Suas
desvantagens sao a formacdo de nanoparticulas maiores, ou seja, menor
controle da monodispersdao e a impossibilidade de obtencdo de grandes

guantidades de material. J& 0 método quimico apresenta maior facilidade de
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controle de tamanho e altos rendimentos de sintese do material desejado. Em
contrapartida demanda maior tempo de preparo com Varias etapas.

1.2.6 Nanocompdsitos entre NTC e nanoparticulas metalicas como sensores

eletroquimicos

A versatilidade do emprego dos nanocompoésitos em quimica
eletroanalitica pode ser visto pelo amplo nimero de trabalhos disponiveis na
literatura. De forma ilustrativa, podem ser citados alguns deles como o trabalho
de Afkhami e colaboradores (Afkhami et al.,, 2016), que preparou um
nanocompoésito NTC-NPAu e o aplicou como sensor na deteccao do farmaco
diclofenaco utilizando a técnica de voltametria de onda quadrada (SWV) em
amostras de urina e formulacdes farmacéuticas. Rafiee e colaboradores (Rafiee
et al., 2015) desenvolveram um eletrodo impresso de carbono modificado com
um compoésito NTC-NPAu onde o eletrodo base modificado com NTCs
previamente funcionalizados pela rota 4cida foi modificado com NPAu atraves
da aplicacéo de potencial constante de -400 mV (vs. Ag/AgCI/CI7) por 30 s. As
NPAu apresentaram tamanho médio na faixa de 17 a 40 nm. O dispositivo foi
testado para a deteccao de metanfetamina utilizando as técnicas de impedéancia
e SWV. Hung e colaboradores (Hung e Kerman, 2011) desenvolveram um
nanocompoésito NTC-NPAu através da modificacdo de um eletrodo de pasta de
carbono modificada com NTCs e eletrodeposi¢cao de ouro por 200 s aplicando
um potencial fixo de —400 mV (vs. Ag/AgCI/CI7). O material foi testado frente a
oxidacdo de homocisteina.

1.3 DETECCAO DE DOPAMINA

Neste trabalho, o nanocompoésito NTC-NPAu sintetizado teve sua
potencialidade analitica avaliada frente a determinacdo de dopamina (DA) na
presenca de &acido ascoérbico (AA) e é&cido urico (AU). A DA, ou 2-(3,4-
diidroxifenil)etilamina é um importante neurotransmissor do grupo das
catecolaminas, e também € o precursor imediato da noradrenalina. Nos fluidos
bioldgicos se apresenta como um cation, e sua concentracdo esta diretamente
relacionada com problemas de saude como memobria, perda de atengcédo e

capacidade de aprendizado (Hefco et al., 2003; Denenberg et al., 2004). Baixos
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niveis de dopamina também estdo ligados diretamente com disturbios
neurologicos como a esquizofrenia, doenca de Parkinson, hiperatividade e falta
de atencdo (Swanson e Volkow, 2009). A partir de tais informacdes percebe-se
a importancia da deteccdo e monitoramento da DA em fluidos bioldgicos.

As estratégias analiticas para a deteccdo de DA incluem espectroscopia
UV-Vis (Nagaraja et al., 2001), fluorescéncia (Wu, H. P. et al.,, 2007),
cromatografia em fase liquida de alta eficiéncia (CLAE) (De Benedetto et al.,
2014). Tais metodologias apresentam bons parametros analiticos como limite de
deteccdo e faixa linear compativeis com as concentragfes esperadas em fluidos
biolégicos, porém ndo apresentam caracteristicas para aplicacdo in vivo e a
possibilidade de monitoramento em tempo real.

A determinacao via métodos eletroquimicos de DA normalmente ocorre
na presenca de altas concentracbes de AA. Em fluido cérebro-espinhal a
concentracdo de DA encontra-se na faixa de 0,01 a 1 pmol L™ enquanto a
concentracdo de AA coexiste na faixa de 0,1 a 1 mmol L™ (Jackowska e
Krysinski, 2013). O grande problema encontra-se na sobreposicédo dos picos de
oxidacao do AA e DA, dificultando a detecc¢édo eletroquimica (Salimi et al., 2006).
Salimi e colaboradores estudaram o comportamento eletroquimico da oxidacao
de DA na presenca de AA e AU em diferentes eletrodos de carbono. Os

resultados podem ser vistos na FIGURA 7.
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FIGURA 7 - VOLTAMOGRAMAS CIiCLICOS DE UMA SOLUGAO CONTENDO 1,0 mmol L2
DE DA, 1,0 mmol L=t DE AA E 2,0 mmol L=t DE AU. OS ELETRODOS DE TRABALHO
FORAM A) DIAMANTE DOPADO COM BORO B) GRAFITE PIROLITICO C) CARBONO

CERAMICO D) PASTA DE CARBONO E) CARBONO VITREO

-~ B C D o E
< A
1 18 s
v 40 e«
Q
i 30 1o <
s : DA 1
'g_ m 20
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b e AA
O
o o
E/V (vs SCE)

FONTE: (Salimi et al., 2006)

Percebe-se que, para diferentes superficies de carbono, o
comportamento eletroquimico para a detec¢do de DA na presenca de AA e AU
pode ser bastante distinto, levando a sistemas com diferentes seletividades, por
exemplo, o AA e 0 AU ndo apresentam picos de oxidacdo no eletrodo de
diamante dopado com boro, levando a detec¢do apenas de DA. Em outros
casos, como a deteccéo eletroquimica utilizando carbono pirolitico, os sinais dos
analitos obtidos em pasta de carbono e carbono vitreo sdo sobrepostos. No
eletrodo de carbono ceramico € possivel observar a separacdo dos trés
componentes, apresentando-se assim como o0 melhor sistema para a
identificacdo dos componentes. Tal fenbmeno esta ligado também a interface,
onde cada uma das estruturas alotropicas apresenta diferencas como tipo de
ligacdes carbono-carbono que pode levar a variagdes significativas estruturais e
eletroquimicas.

O trabalho desenvolvido por Swamy e colaboradores (Swamy e Venton,
2007) descreve a deteccdo de DA e serotonina em cérebro de camundongos
utilizando um microeletrodo de fibra de carbono recoberta com nanotubos de
carbono funcionalizados pela rota acida. A deteccdo foi acompanhada por
cronoamperometria e voltametria ciclica, em que foi possivel a deteccdo de

concentragées de 250 nmol L~ para dopamina e 130 nmol L~ para a serotonina.
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A deteccdo de dopamina na presenca de AA e AU em fluido cérebro-espinhal
sintético foram realizadas por Toledo e colaboradores (De Toledo et al., 2005)
utilizando um eletrodo compésito de grafite e poliuretano. Apds a otimizacdo do
meétodo e, utilizando a técnica de voltametria de onda quadrada, foi possivel a
determinacado de DA na faixa de 0,1 a 10 umol L~ com precisao satisfatoria.
Nos exemplos acima, € possivel observar que a separacao de espécies
em solucao pode dar-se em funcéo do potencial aplicado ao eletrodo de trabalho,
gue favorece a oxidacao ou reducédo de uma dada espécie em relacdo a outra.
Porém, outra forma de gerar sinal eletroquimico com seletividade é modificar um
eletrodo com material biologico, com reconhecimento especifico a uma
determinada espécie quimica. Esses eletrodos modificados com

biocomponentes sdo chamados de biossensores.

1.4 BIOSSENSORES

Nanoparticulas de ouro apresentam baixa toxicidade, ampla faixa util de
potencial eletroquimico, baixa reatividade e biocompatibilidade (Vidotti et al.,
2011). Por isso, é o material mais utilizado como plataforma de imobilizacdo de
biomoléculas. Neste trabalho, o nanocompdésito sintetizado foi avaliado como
base para a imobilizacdo da enzima tirosinase e criacdo de um biossensor para
deteccdo de fenol. A seguir sdo expostos alguns conceitos e exemplos que
envolvem os biossensores, com enfoque especial na detecgéo eletroquimica.

O desenvolvimento de biossensores é um tépico de interesse em
quimica eletroanalitica devido ao grande niamero de possibilidades de arranjos
para as mais variadas aplicacfes. Quanto ao conceito, uma definicdo coerente
e bastante utilizada para a descricdo de um biossensor é a de Lowe (Lowe,
1985), a qual define: “Biossensor € uma ferramenta ou sistema analitico que
consiste em um material biolégico imobilizado em contato intimo com um
dispositivo adequado de transducéo”. Do ponto de vista pratico, a incorporacao
de um componente biolégico tem como objetivo aumentar o grau de seletividade
para um determinado procedimento, levando em conta que as interacdes
bioldgicas séo altamente seletivas. Na FIGURA 8 encontram-se 0s principais
componentes de um biossensor, onde a ideia de construgéo parte inicialmente

de uma amostra, a qual possui um analito que se deseja monitorar. As classes
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de amostras a serem utilizadas podem ser muito distintas, desde cultura celular
até misturas complexas de processos industriais. A partir da (bio)molécula a ser
analisada, escolhe-se o0 biocomponente a ser imobilizado, como fragmentos de
DNA, enzimas, anticorpos, micro-organismos, etc. A deteccao da interacao pode
ser feita através de variacao de propriedades 6ticas (biossensor 6tico), elétricas
(biossensores elétricos), variagdo de massa (biossensor gravimétrico), variacao
de corrente ou potencial proveniente da natureza quimica das interacdes
(biossensores eletroquimicos). O fator de escolha da melhor forma de
transducédo de sinal depende da natureza da interagéo entre o biocomponente
imobilizado e a espécie a ser detectada.

FIGURA 8 - ITENS COMPONENTES DE UM BIOSSENSOR

Composicao de um biossensor
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e analito
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FONTE: Adaptado de (Grieshaber, Dorothee et al., 2008)

Com relacdo as classes de biomoléculas, cada uma gera um grupo
especifico de biossensores no que diz respeito ao mecanismo de
reconhecimento, podendo ser classificados da seguinte maneira:

Imunossensores: compreendem os biossensores que possuem antigeno

e/ou anticorpo como elemento de reconhecimento. Os anticorpos, ou
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imunogubulinas (Ig), séo proteinas produzidas nos animais como resposta do
sistema imunologico a presenca de moléculas estranhas ao organismo e sao
formadas por quatro cadeias de polipeptideos, duas leves e duas pesadas. As
cadeias pesadas compreendem a fracdo constante (Fc) ou também chamada
fracdo cristalizavel. As duas cadeias leves, chamadas fraces variaveis (Fab)
que sao responsaveis pelo reconhecimento do antigeno e formacdo do
imunocomplexo, que é a ligacdo antigeno-anticorpo (Ac-Ag). Como resultado
final, a estrutura primaria do anticorpo tem forma de Y. O esquema basico de
funcionamento de um imunossensor esta ilustrado na FIGURA 9, o qual pode
abranger a detecgcédo de antigenos tumorais (Diaconu et al., 2013), antigenos
bacterianos, hormoénios e enzimas (Bojorge Ramirez et al., 2009). Como
vantagens, usualmente apresentam a faixa de resposta entre 10=° e 1012 mol
L~ e seletividade altissima, proveniente da formacéo do imunocomplexo. Como
desvantagens, a orientacdo molecular apds a imobilizacao, a susceptibilidade a
desnaturacdo com perda de atividade e a dificuldade de reutilizacdo do

biossensor por causa da alta afinidade Ac — Ag.

FIGURA 9 - PRINCIPIO DE FUNCIONAMENTO DE UM IMUNOSSENSOR

Solucao contendo o

Antigeno antigeno de interesse

= N

Imunocomplexo

Substrato

Fonte: O autor.

Genossensores: sao sensores que utilizam um fragmento de acido
nucleico (AN) como elemento de reconhecimento (PaleCek e Bartosik, 2012).
Neste sistema, uma sequéncia de nucleotideos, suficientemente grande para
gerar a interacdo com a sequéncia complementar é imobilizada (probe) em uma
superficie responsavel pelo reconhecimento (substrato), tal mecanismo de

reconhecimento pode ser visto na FIGURA 10. Como vantagens podem ser
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citadas a altissima seletividade, baixos valores de limite de detec¢&o, em muitos
casos alcancando dezenas de fentomolar. Como desvantagens, tem-se a
preparacdo de amostras que necessitam da liberacdo do material genético do
ambiente intracelular e fragilidade dos probes que pode gerar modificacédo

estrutural (Drummond et al., 2003).

FIGURA 10 - PRINCIPIO DE RECONHECIMENTO DE UM GENOSSENSOR
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Fonte: O autor.

Biossensor_microbioldgico: consiste na utilizagdo de microorganismos

como elementos de reconhecimento. A principal vantagem € que um
microorganismo pode processar reacdes ou sequéncia de reacdes quimicas
complexas, que comparativamente, tornariam a producdo de um biossensor
constituido de biomoléculas inviavel. As principais desvantagens sdo a baixa
seletividade, tempo de resposta e faixa linear ndo atrativa (10=2 a 10~ mol L)
(Microbial sensors, 1993)

1.4.1 Biossensores enzimaticos

As enzimas sdo proteinas que participam de diversos processos
cataliticos nos seres vivos. Seu papel € diminuir a energia de ativacdo de
bioprocessos mantendo a alta seletividade. Podem ser classificadas em grupos,
levando em conta o tipo de reacao que catalisam como pode ser observado na
(TABELA 1).
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TABELA 1 - CLASSIFICACAO DAS ENZIMAS CONFORME O SUBSTRATO PREFERENCIAL

Grupo

Reacéo catalisada

Exemplo

Oxirredutases

Transferases

Hidrolases
Isomerases

Liases

Ligases

Transferéncia de
Hidrogénio, oxigénio ou
elétrons de um substrato a
outro.

Transferéncia de um grupo
funcional (metila, fosfato,
etc.) de um substrato a
outro.

Hidrélise de um substrato
Mudanca conformacional

Remocao nao hidrolitica ou
adicdo de um grupamento
a um substrato

Promovem reacdes de
sintese, transformando dois
reagentes em um produto.

Desidrogenases,
oxirredutases

Transaminases

Enzimas digestivas
Fumarase

Aldolase

Sintetase

FONTE: (Martinez cuesta et al., 2015)

Tal separacdo é amplamente utilizada na classificacdo E.C (do inglés,

enzyme comission), o qual tem como objetivo a padronizacdo numérica das

enzimas, sendo formado por quatro nimeros sequenciais separados por pontos.

O primeiro numero refere-se ao grupo de reacbes que a enzima catalisa, o

segundo esta ligado ao subgrupo, o terceiro ao grupo quimico e o quarto esta

relacionado com a ordem de descoberta de tal enzima dentro do sub-subgrupo.

A aplicacdo de tal sistematizacdo esta descrita na FIGURA 11 onde esta

exemplificada a classificacdo da enzima hexoquinase.

FIGURA 11 - EXEMPLO DE CLASSIFICACAO ENZIMATICA

Grupo hidroxil
como aceptor

E.C. 2.7.1.1

Grupo ‘_/ L \_7 Numero de ordem

transferase da enzima

Subgrupo
fosfotransferase

FONTE: (Nelson e Cox, 2015)

E.C. (Grupo).(Subgrupo).(Grupo quimico).(Ordem)

Por serem moléculas de extrema importancia biologica, as enzimas

foram os primeiros biocomponentes a serem imobilizados e utilizados com

biossensores. Os pioneiros (Clark e Lyons, 1962) utilizaram a enzima glicose
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oxidase (GOXx) incoporada em uma membrana de acrilamida para monitorar a
concentracdo de Oz dissolvido no sangue durante procedimentos cardiacos. A

reacao que foi monitorada é a que esta descrita na Equacéao (6), a seguir:
Glicose (aq) + H,0 (1) + 0,(g) GOx acido gluconico (aq) + H,0, (aq) (6)

A reacado de oxidacdo da glicose é catalisada por GOx na presenca de
O2 e se a concentragdo de glicose é proporcional a quantidade de oxigénio
dissolvido, a diminuicdo da porcdo de O: reduzido eletroquimicamente no
eletrodo também esta relacionado com o consumo de glicose biodisponivel no
sangue. Pode-se dizer que o monitoramento de glicose, amplamente conhecido
e utilizado em todo o mundo, nasceu deste trabalho. As razbes pelas quais o
biossensor enzimatico com deteccdo eletroquimica se consagrou estéo
relacionadas n&o somente a fatores comerciais como baixo custo de construcao,
miniaturizacao e facilidade de operacao, mas também com parametros analiticos
com limites de deteccdo e sensibilidade satisfatorios (Tonyushkina e Nichols,
2009).

1.4.2 Biossensores enziméticos com detecc¢do eletroquimica

A deteccdo eletroquimica pode ser divida em diversas modalidades
como por via potenciométrica, amperométrica, voltamétrica, ou impedimétrica
(Wang, J., 1994; Ahmet Koyun, 2012). Na FIGURA 12, encontram-se as
principais modalidades de deteccéo eletroquimica, onde podemos separar as
metodologias em trés categorias: a estética, onde ndo ha a passagem de
corrente e a medida elétrica de um determinado analito € feita através da
variacao de propriedades como condutancia ibnica e potencial em relacdo a um
eletrodo indicador. JA nos métodos dinamicos, o potencial do eletrodo de
trabalho é controlado e a corrente € amostrada, podendo ser aplicado um
potencial fixo ou uma rampa de potencial. E por ultimo tém-se as medidas em
um circuito contendo corrente alternada, onde as propriedades de impedancia

sdo medidas.
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FIGURA 12 - DIAGRAMA ESQUEMATI(;O DE CLASSIFICACAO DAS PRINCIPAIS FORMAS
DE DETECCAO ELETROQUIMICA APRESENTADAS BIOSSENSORES

C@7
; @
Biossensores com Nte a/tem a
deteccao eletroquimica \d;
Biossensores
120 M= [ impedimétricos
Métodos dinamicos Métodos estaticos
Biossensores Biossensores Biossensores Biossensores
voltamétricos amperométricos potenciométricos condutométricos

FONTE: O autor.

Em seguida tem-se o conceito dessas formas de transducdo destes

biossensores, a definir:

Potenciometria: A variacdo de potencial entre o eletrodo indicador (Eind)

e a solucéo contendo espécie de interesse em relacéo ao eletrodo de referéncia
(Eref) € 0 mecanismo utilizado neste tipo de biossensor. Normalmente é
constituido de enzimas imobilizadas em uma membrana ion seletiva, a qual
responde a presenca de um ion especifico em solucéo, que é produto da reacdo
enzimatica. A medida de potencial (Eceiuia), nunca é feita de maneira direta e leva
em conta os potenciais do biossensor que é chamado de eletrodo indicador, o
potencial do eletrodo de referéncia e o potencial de juncdo liquida (Ej) que é o
potencial que se desenvolve em uma interface com duas soluc@es eletroliticas

distintas, como pode ser visto na Equacéao (7).

Ecsuia = Eina — Eref + Ej (7)

A variacao de potencial do eletrodo indicador, em situacdo ideal, para

uma determinada espécie X** pode ser descrita através da Equacéo (8):

0,0592
z

Eing =L+ loga, (8)
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onde L é uma constante e ax € a atividade do cation. Levando em conta que Eres
e Ejpermanecem praticamente constantes durante as medidas potenciométricas
(Wang, J., 1994), agrupando todos esses valores em uma constante K,
transformando (—log X) em pX, tem-se a seguinte Equagéo (9) simplificada:
0,0592
Ecstuia = K ——pX 9)
No caso do potencial de anions (A#), o sinal da célula é invertido, como

mostrado na Equacdo, atravées do rearranjo da Equacéo de Nernst (10).

0,0592
Ecsiuia = K +

pA (10)

Possuem ampla faixa de trabalho, pois a variacao do potencial responde
a concentracdo logaritmica da espécie e boa sensibilidade e o monitoramento
do analito pode ser feito de forma direta ou indireta. Por exemplo, a quantificacao
de ureia em solucéo pode ser feita através da medida de varia¢do do pH, como
no trabalho de (Lakard et al., 2004). Em um eletrodo base de platina, um filme
de polietilenamina foi eletrodepositado juntamente com a enzima urease (E.C.
3.5.1.5.). Esse polimero possui grupos amina que podem ser protonados, e tem
faixa linear de trabalho entre pH 3 e 10. Assim, a decomposicédo da ureia pela
via enzimatica resulta na producédo de aménia, que em meio aquoso produz ions
amonio e hidroxila. Assim, a variacdo do pH do meio esta ligada a presenca de

ureia em solucao.

Condutometria: baseiam-se na medida de conduténcia de uma solugéo.

Sao pouco difundidos devido a baixa seletividade destes sistemas que
apresentam variacdo de condutancia para qualquer ion em solucdo (Ahmet
Koyun, 2012).

Voltametria: técnica eletrolitica na qual uma rampa de potencial &
aplicada e a corrente é medida. A aplicacdo de potencial pode ser feita de

maneira linear, ciclica que normalmente séo utilizadas na caracterizacdo do
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biossensor e as técnicas pulsadas sao aplicadas nos ensaios analiticos de modo
a obter menores limites de detec¢do e quantificacdo (Thévenot et al., 2001).

Amperometria: neste sistema, um valor de potencial € fixado no eletrodo

de trabalho, de modo a promover reacdes de oxidacdo ou redugéo do analito e
a corrente gerada é diretamente proporcional & quantidade de material que esta
reduzindo. Os biossensores enzimaticos combinados a deteccdo amperomeétrica
sdo muito empregados na deteccdo de espécies eletroativas. A relacdo de
corrente em funcdo do tempo € dada pela Equacao de Cottrell (11) (Wang, J.,
1994):

: neFACD/2
i) = 5oz (11)

em que i € a corrente (A), ne € 0 numero de elétrons transferidos, t € o tempo (s),
F € a constante de Faraday (96485 A/mol), C € a concentracdo da espécie (mol
cm=2) e D coeficiente de difusdo (cm? s1). Muitos trabalhos utilizam a deteccéo
amperomeétrica com a agitacdo da solucdo. Isso faz com que o componente
difusional seja minimizada e, por consequéncia, a queda de corrente por

limitacdo do transporte de massa também.

Impedancia: sdo métodos muito utilizados na caracterizacdo de
superficies. Nos Ultimos anos, a caracterizacao pelo uso da espectroscopia de
impedancia eletroquimica (EIE) vem crescendo consideravelmente. A técnica

consiste em medir a impedancia do sistema eletroguimico, quando um sinal

7

alternado, de corrente ou de potencial, é aplicado em um intervalo de
frequéncias. Através dessa técnica, € possivel aferir alguns parametros do
sistema como resisténcia de solucao (Rs, Q), resisténcia a transferéncia de carga
(Ric, Q), capacitancia da dupla camada (Cadc, F). A variagdo da R« em funcdo da
concentracdo de uma biomolécula pode ser utilizada no mecanismo de

funcionamento deste tipo de biossensor (Randviir e Banks, 2013).
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1.4.3 Formas de imobilizacdo enzimatica

Até aqui, foram abordados os tipos de biocomponentes e a forma de
deteccdo mais comuns dos biossensores, porém a imobilizacdo desses
materiais na superficie do eletrodo € extremamente importante para o
desempenho final do dispositivo (Datta et al., 2013; Mohamad et al., 2015).
Varias caracteristicas devem ser levadas em conta a fim de produzir um
biossensor estavel e reprodutivo. A FIGURA 13 mostra as principais formas de
imobilizacdo de biomateriais sobre um substrato de transducao eletroquimica
que podem ser aplicadas a qualquer classe de biomoléculas (Ahmet Koyun,
2012).

FIGURA 13 - FORMAS DE IMQBILIZACAO ENZIMATICA a) AD§ORC}AO b) IMOBILIZACAO
EM REDE POLIMERICA c) FORMACAO DE LIGAGCAO COVALENTE

a b C

FONTE: O autor.

Adsorcéo fisica: € o método mais simples de imobilizacdo e baseia-se

nas interacdes do tipo Van der Waals, ou ligacfes de hidrogénio entre enzima e
substrato. Compreende uma ampla gama de suportes como alumina, carvao,
grafite, resinas de troca ionica e zedlitas. A simplicidade e tempo de preparo
podem ser levados como vantagens deste método, porém o controle de
temperatura, pH, forca ibnica necesséario para que ndo ocorra a lixiviacdo da
enzima para a solugcédo sédo as desvantagens frequentemente apresentadas por

essa forma de imobilizagao.

Aprisionamento: consiste na imobilizacdo da enzima dentro de uma fibra

ou matriz polimérica, permanecendo em um espago limitado.

Eletropolimerizacdo e processos sol-gel podem ser utilizados para obter esse
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tipo de confinamento. Nesta situacdo, a perda de atividade e desnaturacéo é
baixa, pois a interagdo e inércia quimica do suporte mantém a atividade
enzimatica. Além disso, problemas de lixiviagdo do suporte para o substrato sdo
minimizados. Por outro lado, o aprisionamento pode apresentar-se como uma
barreira para a interagdo com o substrato e a polimerizacdo de sitios ativos, o
que configura um problema para biossensores onde a orientacdo do material

imobilizado é importante, como no caso dos imunossensores.

Ligacdo covalente: é o procedimento mais amplamente utilizado, o qual

consiste na criagdo de ligacbes covalentes entre o suporte e a enzima. Utiliza a
reacao entre grupos presentes na superficie do eletrodo, como hidroxilas,
carboxilas e aminas com porcfes reativas da enzima, que ndo afetam sua
atividade catalitica como os grupos amino, carboxilicos ou tidis. Os reagentes
mais utilizados nesse tipo de imobilizagdo sdo os aminoalcanotiois,
glutaraldeido, letil-3-[3-dimetilaminopropil]carbodiimida (EDC) e
N—hidroxisuccinimida (NHS). Apresentam bons resultados frente a lixiviacao,
variacéo do pH e forca idnica. O tempo de preparo, ocorréncia de diminuigao da
atividade enzimética em alguns casos sao vistos como desvantagens deste

método.

1.4.4 Classificagdo dos biossensores enzimaticos com  deteccdo
amperomeétrica ou voltamétrica

O principio de funcionamento dos biossensores com deteccéo
eletroquimica pode ser dividido em trés classes, dependendo do mecanismo
empregado. Na FIGURA 14 estéo indicados os trés mecanismos de geragao dos
biossensores eletroquimicos enzimaticos. Para fins ilustrativos, as imagens
indicam um processo de oxidagdo, mas o mesmo € valido para as reacdes de

reducdo do substrato.
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FIGURA 14 - MECANISMO DE FUNCIONAMENTO DE BIOSSENSORES ENZIMATICO§
COM DETECCAO ELETROQUIMICA DE a) PRIMEIRA GERACAO b) SEGUNDA GERACAO
E c) TERCEIRA GERACAO

a b C
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FONTE: O autor.

a) Biossensores de primeira geracdo: o sinal elétrico, neste caso, é

gerado pela promocao de reacfes redox de reagentes ou produtos da reacao
enziméatica. Ou seja, existe a dependéncia da presenca de moléculas
eletroativas como reagentes ou produtos. O primeiro biossensor proposto (Clark
e Lyons, 1962) é um exemplo desta classe de biossensores, em que 0
monitoramento do consumo de oxigénio ou a producdo de peréxido de
hidrogénio podem ser realizados. Porém, devido o controle rigoroso da
concentracdo de oxigénio e os altos sobrepotenciais de reducédo destas

espécies, podem ser vistos como desvantagens desta classe de biossensores.

b) Biossensores de segunda geracdo: para diminuir o potencial de

deteccdo do sistema, uma alternativa € o emprego de mediadores redox, 0s
quais podem sofrer reacdes com substratos ou produtos da reacao enzimatica,
e também podem interagir com a superficie do eletrodo em potenciais mais
negativos, quando comparados com a deteccao na sua auséncia. Normalmente
conseguem diminuir drasticamente o potencial de deteccdo em biossensores
enzimaticos. Em contrapartida, reacdes paralelas ndo desejaveis podem ocorrer.
Os mediadores mais empregados sédo os ions complexos ferricianeto e ferroceno
(Scheller et al., 1991).

c) Biossensores de terceira geracdo: A transferéncia eletrbnica ocorre

diretamente do centro ativo da enzima para o eletrodo. O processo ocorre em

baixos valores de potencial e ndo empregam mediadores redox. A orientacdo da
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enzima sobre o suporte e a localizagao do centro ativo da enzima, sendo 0s mais
proximos a superficie os mais suscetiveis a tal processo, sdo 0s pontos mais
relevantes na construcao deste tipo de biossensor (Freire et al., 2003; Taurino et
al., 2016).

1.5 TIROSINASE

As tirosinases, ou polifenol oxidases (TIR, PPO, EC 1.14.18.1), referem-
se a uma classe de enzimas monooxigenases que contém um sitio ativo
dinuclear de cobre. Em relagdo as reacdes, as quais podem ser vistas na
FIGURA 15, as tirosinases podem participar de dois processos cataliticos: (i)
insercdo de hidroxilas em um fenol formando orto-difendis, chamada de
cresolase ou monofenolase (ii) oxidacdo dos o-difendis a o-quinonas, chamada
de catecolase ou difenolase. Os substratos desta rea¢do podem ser fendis para-
substituidos (Grieshaber, D. et al., 2008).

FIGURA 15 - REACOES CATALISADAS PELA TIROSINASE
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Em relacdo a estrutura do centro ativo e do ciclo catalitico, que esta
apresentado na FIGURA 16, centros de cobre ligados a residuos de histidina,
que é a forma descrita como deoxy, constituem a forma inicial do ciclo catalitico.
Na presenca de oxigénio, ocorre a formagédo do complexo dinuclear de cobre,
gue é parte importantissima do processo, pois a eletronegatividade do oxigénio
coordenado torna o centro metalico mais eletrofilico, sendo mais susceptivel a
coordenacao do fenol no ciclo monofenolase e também a oxidacao da o-cresol

no ciclo difenolase levando, por fim, a formag&o de o-quinona.
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FIGURA 16 - CICLO CATALITICO DA TIROSINASE
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FONTE: Adaptado de (Kim e Uyama, 2005)

As tirosinases sao encontradas em Varios reinos, desde o fungi até o
animal, com distintas funcdes. Nos fungos e plantas é responséavel pelo
escurecimento apls alguma lesdo. Porém, essa atividade ainda ndo tem
funcionalidade totalmente esclarecida, podendo estar relacionada a um
mecanismo de defesa destes seres vivos (Yaropolov et al., 1996). Nos animais,
esta relacionada a oxidacgdao tirosina, de onde vem o nome Tirosinase, levando a
formacédo de melanina. Normalmente, as enzimas disponiveis comercialmente
sdo provenientes dos fungos Neurospora crassa e Agaricus bisporus (Kim e
Uyama, 2005).

1.5.1 Biossensores contendo tirosinase como elemento de reconhecimento.

O desenvolvimento de biossensores utilizando tirosinase e
nanoestruturas apresentam diversos trabalhos descritos. Kochana e
colaboradores (Kochana et al., 2015) desenvolveram um sistema contendo um

eletrodo de trabalho de grafite pirolitico modificado com NTC / nanoparticulas de
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oxido de titdnio onde a tirosinase foi imobilizada por adsor¢cdo. O biossensor
proposto foi testado frente a deteccéo de bisfenol-A em amostras de agua, onde
o LD do método foi de 0,06 umol L=1. Com o objetivo de comparar o desempenho
analitico de trés diferentes nanoestruturas para o desenvolvimento de
biossensores, (Alkasir et al., 2010) utilizando eletrodos impressos de carbono,
imobilizaram tirosinase sobre nanoparticulas de ouro, nanoparticulas de niquel
e nanoparticulas de ferro através da formacédo de ligacGes covalentes entre os
grupos amino dos agentes passivantes das nanoparticulas e glutaraldeido. Os
trés sistemas apresentaram resultados analiticos satisfatorios para a deteccao
de catecol, porém as nanoparticulas de ouro obtiveram maior intervalo de
resposta linear, menor tempo de resposta e maior reprodutibilidade de sinal apés
sucessivas adicBes. Vicentini e colaboradores (Vicentini et al.,, 2016)
imobilizaram tirosinase covalentemente sobre NPAu em um ECV e obtiveram
resposta linear entre 2,5 x 107 e 95,0 x 107® mol L™ por meio de medidas
amperomeétricas com 6tima estabilidade do biossensor que apresentou 93% do
sinal analitico apds 30 dias.

Percebe-se pelo exposto até aqui, que a imobilizacdo de tirosinase sobre
nanoparticulas de ouro pode trazer beneficios na detec¢céo de espécies fendlicas

através da construcao de biossensores.

1.6 COMPOSTOS FENOLICOS

Compreendem a classe de moléculas organicas formadas pela presenca
de uma, ou mais hidroxilas ligadas a um anel benzénico. O fenol, ou
hidroxibenzeno € um composto organico pouco sollvel em agua, sendo o mais
simples desta classe, o qual tem sua presenca no ambiente atribuido a atividade
industrial de petroquimica, farmacéutica e papeleira. E considerado um
composto altamente toxico, sendo que o seu descarte sem o devido tratamento,
traz riscos ao bem estar humano, animal e aos sistemas aquaticos (Mukherjee
et al., 2013). A concentracao nociva aos seres humanos e organismos aquaticos
encontra-se entre na faixa de 9,9 x 107> a 2,7 x 10~ mol L™ sendo os principais
sintomas associados a exposicdo prolongada: fraqueza muscular, tremor,
podendo levar ao coma e a morte. (Villegas et al., 2016). Por isso, € considerado

um poluente prioritario pela agéncia de protecdo ambiental americana (EPA)
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(Epa, 2016) que fixou sua concentragdo limite na agua potavel como 1,0 x 10~2
mol L=t. Em relacdo a terminologia, os compostos fendlicos podem gerar
enganos. Muitos artigos referem-se a compostos fendlicos para os antioxidantes
como acido galico, acido cafeico e catequinas. Ja outros tratam compostos
fendlicos o fenol, catecol e outros que ndo possuem semelhanca no
comportamento bioldgico.

Os meétodos de quantificacdo de compostos fendlicos sdo bastante
consolidados: cromatografia em fase gasosa acoplado a espectrometria de
massas (CG—EM) (Puig e Barceld, 1996; Cheung e Wells, 1997) e cromatografia
em fase liquida de alta eficiéncia (CLAE) com detec¢do espectrofotométrica na
regido do ultravioleta- visivel (UV-Vis) (Sun, J.-N. et al., 2014; Dolatto et al.,
2016). Apesar dos baixos limites de deteccdo (LD) e sensibilidade
proporcionados por tais metodologias, as mesmas requerem uma fase de pré-
concentragdo desses analitos, normalmente microextracdo em fase sdlida
(SPME) ou microextracdo em fase liquida (LPME), as quais requerem tempo e
gastos de solventes e materiais de microextracdo. Além disso, as separacdes
cromatograficas seguidas de detecc¢éo apresentam dificuldade de miniaturizacdo
dos sistemas e portabilidade.

O método padréo para a determinacao de fendis em aguas, o qual pode
ser aplicado em qualquer tipo de matriz aquosa, baseia-se na reacado entre 0s
compostos fendlicos e a 4-aminoantipirina, em meio basico, utilizando
Ks[Fe(CN)s] como agente oxidante e gerando um composto avermelhado com
absorcdo em 500 nm que pode ser monitorado por espectrofotometria UV-Vis,
levando 15 minutos para que a reacdo se complete, o que torna moroso o
emprego de tal metodologia para grandes quantidades de amostra (Rodrigues
et al., 2010)

Neste contexto, o desenvolvimento de novos biossensores para a
determinacdo de espécies fendlicas pode trazer algumas vantagens como a
rapida resposta, baixo custo, simplicidade de operacao, além de sensibilidade e
seletividade.
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1.7 MICROFLUIDICA

A miniaturizacdo dos sistemas analiticos teve seu inicio no final da
década de 70, quando Terry e colaboradores (Reyes et al., 2002) apresentaram
um cromatografo a gas portatil, o qual era capaz de fazer pequenas separacdes
de forma répida juntamente com um detector de condutividade térmica. Apesar
do avanco que o trabalho apresentava para a época, houve quase nenhuma
relevancia para a comunidade cientifica, que ndo deu a devida importancia para
o fato. Sendo assim, as pesquisas na década de 80 foram mais voltadas ao
desenvolvimento da parte mecéanica dos sistemas, como microbombas e
valvulas (Reyes et al., 2002). O retorno das pesquisas e ascensdo desta area
como ferramenta analitica se deu com o trabalho de Manz (Manz et al., 1990)
que desenvolveu um sistema de separacdo por cromatografia em fase liquida e
trataram de batizar o sistema com a sigla TAS (do inglés, Total Analysis chemical
System). Desde entéo, a ideia de miniaturizacdo de sistemas se consolidou e se
difundiu como uma subéarea do conhecimento e interesse da quimica analitica.
A reducdo das dimensbes dos aparatos de uma andlise quimica tem como
resultados o menor gasto de reagentes (injecdes da ordem de micro a picolitros),
maior frequéncia analitica, menor geracdo de residuos e baixo custo com o
emprego de substratos comercialmente viaveis em sua producdo como vidro
(Burns et al., 1998), polimeros (Neuzi et al., 2012) e papel (Parolo e Merkoci,
2013).

O desenvolvimento de dispositivos microfluidicos de baixo custo com
deteccao eletroquimica € um dos tépicos de interesse do grupo de pesquisa no
qual esta tese foi desenvolvida. Sendo assim, um dispositivo de baixo custo que
foi construido no grupo foi utilizado para a aplicacéo do biossensor desenvolvido
para a deteccdo de fenol, o qual é constituido de canais com fios de algodao,
proveniente de uma gaze utilizada para fins médicos, por onde ocorre o
transporte de eletrdlito suporte e da solucdo contendo os analitos. Neste mesmo
sistema, a determinacdo de acetoaminofeno e diclofenaco utilizando deteccéo
por amperometria de mdultiplos pulsos foi estudada (Agustini et al.,, 2016). O
sistema esta descrito na FIGURA 17, o qual € composto de um suporte de
laminas de vidro empilhadas com trés separacdes: dois reservatorios plasticos,

um de entrada e um de saida com aproximadamente 2 mL de capacidade. A
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parte central, chamada de regido de detecc¢éo, € constituida de trés eletrodos de
grafite comercial, os quais foram alinhados paralelamente.

FIGURA 17 - SISTEMA MICROFLUIDICO BASEADO EM CANAIS CONSTITUIDOS DE Fios
DE ALGODAO

Reservatorio
eletrélito suporte

.

Regiao de
deteccao

FONTE: Adaptado de (Agustini et al., 2016)

A injecdo de amostra é feita anteriormente a regido de detec¢cdo com o
auxilio de uma micropipeta, a qual utiliza 2,0 uL de solucdo em cada injecédo. O
fluxo de solucédo € promovido por efeito de capilaridade aliado a diferenca de
altura entre os dois reservatérios, ndo havendo a necessidade do emprego de
bombas ou qualquer outra forca externa para gerar o transporte de solu¢do. O
limite de deteccao encontrado foi de 1,4 x 10 mol L™ e 4,7 x 10~ mol L™ para
acetaminofeno e diclofenaco respectivamente. A frequéncia analitica de 45
injecbes por hora foi obtida para esse sistema e o custo de $0,39
(aproximadamente R$1,40) por dispositivo construido.

O sistema descrito mostrou-se potencialmente viavel para a construcao
de um dispositivo miniaturizado de baixo custo para andlise de fenol utilizando o
biossensor proposto. Como forma de miniaturizar e eliminar o sistema de trés
eletrodos separadamente, a construcdo do biossensor foi realizada em um

eletrodo impresso.

1.8 METODOS DE IMPRESSAO

Nas ultimas duas décadas, a producdo de componentes eletronicos,

sejam eles para circuitos ou sensores nas mais diversas aplicagbes vem
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passando por uma grande transformacdo no que tange as tecnologias de
producgdo. Dispositivos menores, com melhor desempenho e baixo custo para
producdo em grande escala sdo 0s principais pontos a serem obervados na
producdo. Além disso, os componentes flexiveis sdo extremamente importantes
na producdo desses dispositivos e se apresentam como um desafio a
substituicdo dos dispositivos a base de silicio. A seguir serdo apresentadas as

duas técnicas de impressao utilizadas nesta tese.
1.8.1 Eletrodos impressos por silk-screen

A incorporagdo do sistema convencional de trés eletrodos: eletrodo de
trabalho (ET), eletrodo de referéncia (ER) e eletrodo auxiliar (EA) (FIGURA 18),
utilizados em diversas medidas eletroquimicas em um Unico suporte, gerando
um dispositivo com diversas vantagens: compacto e com dimensdes reduzidas
(3,4 x 1,0 x 0,05 cm) portatil, de baixo custo e descartavel, o que evita problemas
de contaminacdo e envenenamento de superficie. Essas caracteristicas tornam
o uso de eletrodos impressos (El) bastante atraente para aplicacdes
eletroanaliticas (Barton et al., 2016; Tsai, J.-Z. et al., 2016).

FIGURA 18 - PARTES CONSTITUINTES DE UM ELETRODO IMPRESSO
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FONTE: (Dropsens, 2016)

Em relagcdo a producdo destes eletrodos, o método baseia-se na
tecnologia silk-screen, a mesma utilizada para a producdo de estampas em
camisetas. Uma tela contendo o desenho a ser impresso é colocada sobre um
substrato que pode ser um plastico como polietileno tereftalato (PET), cloreto de

polivinila (PVC), ceramica ou alumina (Nascimento e Angnes, 1998). Apés a cura
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da tinta condutora, uma camada de tinta isolante é adicionada para delimitar a
area dos eletrodos. A versatilidade de producdo desses eletrodos encontra-se
também na variedade de tintas que podem ser empregadas ha construcado sua
construcdo (ouro, prata, platina, cobre, nanoparticulas, polimeros condutores,
etc). Além disso, a superficie desses eletrodos pode ser modificada com
diferentes materiais como nanoparticulas (Caetano et al., 2012; Oliveira, P. R.
D. et al., 2012), polimeros (Bergamini et al., 2013), biomoléculas (Taleat et al.,
2014).

A modificagao de El com GOx e uma ftalocianina de cobalto foi utilizada
para monitorar 0o consumo de glicose por diferentes culturas celulares
(Pemberton et al., 2011). Cinco eletrodos impressos modificados com
GOx/ftalocianina de cobalto foram introduzidos em um meio de cultura e, através
do monitoramento cronoamperométrico da corrente gerada em processo de
oxidacao do perdxido de hidrogénio gerado eletrocatalisado pela ftalocianina de
cobre (E = 0,4 V), foi possivel fazer a correlagdo do consumo de glicose pelo
meio de cultura. O monitoramento foi feito por 24 horas e os resultados foram
comparados com métodos padréo de dosagem de glicose em meio de cultura,
sendo os resultados de ambas as técnicas concordantes.

1.8.2 Impresséo a jato de tinta

A tecnologia de impresséo por jato de tinta (IJT, inkjet) vem ganhando
atencdo nos ultimos anos devido as suas caracteristicas como: baixo custo de
producdo, baixo consumo de matéria prima, alta resolucdo, possibilidade
producao de tintas para variadas aplicacfes e operacdo em baixas temperaturas
(Aleeva e Pignataro, 2014). Em comparacao a técnica silk-screen, a IJT é um
método ndo contato entre substrato e o sistema de ejecédo de tinta, o que diminui
significativamente a contaminacgéo cruzada entre diferentes camadas aplicadas
no substrato.

O principio de funcionamento de tal técnica é semelhante as impressoras
comerciais de jato de tinta, no qual um reservatorio, chamado de cartucho,
contendo a tinta a ser depositada em um substrato € colocado na impressora e
através de um orificio, chamado de nozzle, é expelida verticalmente. Existem

duas formas de impressdo: o modo continuo e o Drop on Demand (DOD). O
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modo DOD, consiste na impressédo de “gotas por demanda” em uma tradug¢ao
livre do termo, enquanto o continuo, como préprio nome remete, produz um jato
continuo de tinta. A impressao DOD vem sendo mais utilizada porque apresenta
maior resolucdo dos padrdes impressos. A ejecdo da gota a partir do cartucho &
realizada através de uma deformacdo mecéanica de um transdutor, que pode ser
piezoelétrico ou termoelétrico (FIGURA 19) através da aplicagdo de um potencial
ou agquecimento.

Neste trabalho, a impressora utilizada apresenta o transdutor
piezoelétrico o qual é aplicado um pulso de potencial suficiente para modificar o
volume do cristal e, por consequéncia, variar o volume da camara onde a tinta
se encontra e dispensar a gota. O transdutor piezoelétrico apresenta a vantagem
de poder trabalhar com solventes menos volateis e mais viscosos, enquanto o
térmico necessita da formacdo de uma bolha de vapor do solvente em questédo
para que a pressao gerada promova a saida da gota (Phillips, 2010).

FIGURA 19 - TRANSDUTORES PARA IJT NA MODALIDADE DOD: A) TRANSDUTOR
TERMICO B) PIEZOELETRICO
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FONTE: o autor.

As etapas de formacéo da gota sdo de extrema importancia no resultado
final da impressédo. Na FIGURA 20 estdo descritas as trés etapas de formacéao e
a funcéo de onda utilizada (linha em azul). Inicialmente, o potencial é diminuido
pela retracdo do cristal, resultando no aumento da capacidade da camara com a
entrada de tinta (etapa € chamada de preenchimento). Em seguida, a etapa da
entrega ou impressao propriamente dita, acontece quando um potencial mais
alto que o inicial é aplicado ao piezelétrico que expande e expele a gota. Em
seguida ocorre a recuperacao, onde o potencial e o piezoelétrico retornam ao
estado inicial. A funcdo de onda aplicada depende de varios fatores como a

natureza da tinta, viscosidade e volatilidade (Aleeva e Pignataro, 2014). O
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volume da gota pode variar conforme o material e solvente, sendo 10 pL o
volume médio encontrado nos sistemas DOD de impresséo.

FIGURA 20 - REPRESENTACAO ESQUEMATICA DAS ETAPAS DE FORMAGAO DA GOTA
NA 1JT UTILIZANDO TRANSDUTOR PIEZOELETRICO
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FONTE: O autor.

A variedade de tintas que podem ser utilizadas para as mais diversas
aplicacdes tornam a tecnologia IJT bastante atraente para a aplicacdo em
diversos campos, sendo as tintas de metais de transicdo como ouro (Cui, W. et
al., 2010), prata (Kwi Jong et al., 2006), NTC (Qin et al., 2016), grafeno (Kahng
et al., 2014; Dodoo-Arhin et al., 2016), polimeros condutores (Yoon et al., 2016),
0s quais podem ser utilizados para as mais diversas aplicacdes como: producao
de eletrodos de ouro para eletromiografia (Scalisi et al., 2015), eletrodo de
pseudoreferéncia de prata descartaveis (Da Silva et al., 2014), eletrodos para
medida de pH (Qin et al.,, 2016), entre outras. Ap0s a impressao, a tinta
depositada precisa passar pelo processo de sinterizagcdo ou cura, que pode
envolver apenas a evaporacdo do solvente ou alguma etapa adicional de
ativacdo da superficie, como por exemplo, a remocéo de agentes passivantes
das NPs e formar um filme continuo com condutividade adequada.

As tintas de ouro constituem grande interesse para a producdo de
eletrodos, devido a potencialidade de aplicagbes na construcdo de sensores e
biossensores. Por isso a producdo de tintas que apresentem longa vida e
estabilidade sdo pontos importantes a serem considerados. As composi¢coes de

tintas que sdo normalmente encontradas sao a base de complexos inorganicos
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(Schoner et al.,, 2013), nanocompdsitos entre polimeros condutores-
nanoparticulas (PC-NPAu) e a base de nanopatrticulas (Singh et al., 2010; Aleeva
e Pignataro, 2014). A estabilidade dos complexos de ouro resulta em
temperaturas de cura mais elevadas, além do tempo de preparo mais longo.
Enquanto que a impressédo de nanocompasitos PC-NPAu é mais dificil devido a
viscosidade e solubilidade desses materiais. O preparo de tintas a base de NPAu
se mostra viavel para a producéo de eletrodos, pois possuem baixa temperatura
de sinterizacdo, alta estabilidade, possibilidade adequacao da solubilidade com
a troca do passivante, além de propiciar dispers6es com altas concentrages de
ouro. A desvantagem das nanoparticulas esta relacionada com a possibilidade
da agregacédo das mesmas e entupimento dos nozzles. Assim, a dispersao deve
apresentar estreita distribuicdo e tamanho médio 10 vezes menor que o orificio
de ejecdo, que normalmente tem 20 ym de diametro (Cummins e Desmulliez,
2012).

As NPAu produzidas pelo método bifasico se apresentam como um
material com propriedades adequadas para a producdo de sintese, seja pelo
tamanho reduzido e estreita distribuicdo de tamanho, além da alta estabilidade.
Alguns trabalhos relatam a utilizacdo de NPAu produzidos pelo método bifasico
para a geracdo de tintas, porém a utilizacdo de solventes volateis e pouco
viscosos para a formulacdo de tintas como tolueno e xileno para a impresséo
DOD, torna dificil a reprodutibilidade de impresséo e aplicacdo em microsistemas
(Zhao, N. et al., 2007; Jensen et al., 2011; Maattanen et al., 2012). Além disso,
a caracterizacao eletroquimica dos eletrodos e informacdes de estabilidade da
tinta sdo escassos na literatura.

Tendo em mente a importancia do método bifasico na quimica de
nanomateriais, esta tese de doutorado explora tal metodologia de trés maneiras
diferentes visando aplicacdes eletroanaliticas, as quais estdo separados em
diferentes capitulos:

[) Primeiramente a rota bifasica foi utilizada para a producdo de um
nanocomposito entre nanoparticulas de ouro e nanotubos de carbono. Esse
trabalho envolveu a funcionalizagdo de nanotubos de carbono, seguido de
determinacdo do numero de sitios acidos (carboxilatos) presentes na superficie.

Estes nanotubos entédo funcionalizados foram empregados como suporte para o
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crescimento de nanoparticulas de ouro e devidamente caracterizados.
Finalmente o material foi estudado como sensor eletroquimico para a
determinacao de DA na presenca de interferentes acido ascoérbico e acido urico.

II) O nanocompasito foi utilizado na construcdo de um biossensor através
da incorporagao da enzima tirosinase sobre as NPAu, seguida da determinagéo
de fenais utilizando um sistema microfluidico baseado em fios téxteis

[II) Utilizando a rota classica de obtencdo de nanoparticulas de ouro
passivadas por dodecanotiol para a producdo de eletrodos impressos pela
tecnologia jato de tinta. Os eletrodos foram caracterizados eletroquimicamente
e a estabilidade da tinta foi avaliada. Esta etapa foi realizada no estagio
sanduiche, no Instituto Cataldo de Nanociéncia e Nanotecnologia sob orientacéo
do Prof. Dr. Arben Merkogi.

Para facilitar a compreensao do trabalho, objetivo, parte experimental,
resultados e discussao e conclusdes parciais de cada etapa foram agrupadas
dentro de capitulos separados, seguido de uma conclusédo geral sobre o tema

abordado.
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2 SINTESE E CARACTERIZACAO DE NANOCOMPOSITOS ENTRE
NANOTUBOS DE CARBONO E NANOPARTICULAS DE OURO

2.1 OBJETIVOS
2.2 OBJETIVO GERAL

Explorar as potencialidades eletroanaliticas de nanoparticulas de ouro
sintetizadas pelo método bifasico na construcdo de (bio)sensores

eletroquimicos.

2.3 OBJETIVOS ESPECIFICOS

i) Caracterizar os NTCs comerciais e avaliar os tratamentos quimicos
utilizados para funcionalizagéo dos NTCs;

i) Sintetizar e caracterizar nanocompositos (NTC-NPAu) por diferentes
técnicas como Microscopia Eletronica de Transmissao MET, Difratometria de
Raios-X, Microscopia Eletrénica de Varredura MEV, Espectroscopia RAMAN,
titulacdo potenciométrica;

i) Desenvolver, procedimentos voltamétricos para a determinacdo e

quantificacdo de DA utilizando o nanocompdsito em questao.
2.4 MATERIAIS E METODOS

2.4.1 Reagentes

Os reagentes utilizados nos experimentos estdo especificados no
ANEXO 1. As solucdes foram preparadas em agua ultrapura (milli Q®) com

resistividade superior a 18 MQ cm

2.4.1.1 Funcionalizagao dos nanotubos de carbono

Para a modificacdo quimica dos NTCs de mudltiplas paredes com
diametro médio 10 — 40 nm foram utilizados. Patiu-se de 60 mg de nanotubos de
carbono que foram submetidos a refluxo em meio acido composto por uma
mistura de 30 mL de H2S04 3,0 mol L=t e 90 mL HNOs 3,0 mol L~ por diferentes
tempos (1, 3 e 6 horas). Na sequéncia, a mistura foi resfriada a temperatura

ambiente e a dispersdo de NTCs foi separada da solucdo por sucessivas
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centrifugacbes a 4000 RPM por 20 minutos, seguida de lavagens com agua
deionizada até atingir o pH 6,0 o qual foi aferido com auxilio de fita indicadora de
pH. Os nanotubos de carbono tratados foram mantidos em estufa a 50° C por 12
horas para secagem efetiva.

Para os NTCs tratados com peréxido de hidrogénio, 60 mg de NTCs
foram adicionados a 100 mL de H202 30%, e submetidos a refluxo por diferentes
tempos (1, 3 e 6 horas). Apds isso, a mistura foi resfriada a temperatura ambiente
e a dispersao de NTCs foi separada da solucéo por sucessivas centrifugacoes a
4000 RPM por 20 minutos, seguida de lavagens com agua deionizada até atingir
o pH 6,0 o qual foi aferido com auxilio de fita indicadora de pH. Os nanotubos de
carbono tratados foram submetidos a estufa a 50° C por 12 horas para secagem

efetiva.

2.4.1.2 Titulagdo dos nanotubos de carbono

O procedimento realizado em triplicata consistiu em pesar 15 mg de
NTCs previamente funcionalizados, os quais foram adicionados a 25 mL de uma
solucdo de NaOH 0,001 mol L™t por 10 minutos sob agitacdo. A mistura foi
filtrada, a solucéo resultante foi diluida até completar 25 mL de solucéo, a qual
foi titulada potenciometricamente, com o auxilio de um pHmetro utilizando uma
solucdo de HCI 0,001 mol L~ como titulante. O mesmo procedimento foi feito
para uma amostra de NTCs ndo submetidos ao tratamento. Na FIGURA 21
encontra-se o diagrama esquematico resumindo as caracterizacbes dos
nanotubos funcionalizados. As caracterizacbes estruturais encontram-se

descritas posteriormente.
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FIGURA 21 - DIAGRAMA ESQUEMATICO RESUMINDO AS ETAPAS DE CARACTERIZACAO
DOS NTCs FUNCIONALIZADOS POR TRATAMENTO ACIDO

——

ATG

Caracterizacoes| RAMAN

estruturais

Titulagdo
Potenciométrica

2.4.1.3 Sintese dos nanocompositos entre NTC-NPAu

Em um bal&do de fundo redondo contendo 1,0 mL de uma solucdo aquosa
de HAuCIs 3x10~2 mol L (3,0 x 10~°mol), adicionou-se 10 mL de uma solucéo
contendo 0,05 mol L~*de N(CsH17)4Br em tolueno (3,0x10~* mol) e 5 mg de NTCs
funcionalizados. Agitou-se a solucdo em banho de ultrassom por 10 minutos para
garantir uma boa dispersdo dos nanotubos em tolueno, antes da adicéo ao balédo
de reacdo. A mistura bifasica permaneceu sob agitacdo por 10 minutos e,
adicionou-se gota a gota 1,6 mL de uma solucdo aquosa 0,4 mol L~ ! de NaBH4
(6,3 x 10~ mol) com o auxilio de pipeta pasteur. Transcorrida uma hora de
reacdo, as fases foram separadas, sendo a parte organica reservada. A
suspensao foi centrifugada a 4000 RPM e separou-se o soélido, o qual foi trés
vezes lavado com etanol e submetido a centrifugacdo. Secou-se o sélido
resultante em estufa a 50° C por 12 horas.

O mesmo procedimento foi realizado utilizando concentracées de 6,0
x1072 mol L™t e 1,5x1072 mol L' de HAuCls, totalizando desta forma trés
compositos diferentes, que serdo chamados de NTC-NPAu01, NTC-NPAu02 e
NTC-NPAuU03, respectivamente. Na FIGURA 22 encontra-se o diagrama

esquematico resumindo as etapas de sintese dos nanocompdsitos NTC-NPAu.
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FIGURA 22 - DIAGRAMA ESQUEMATICO RESUMINDO AS ETAPAS DE SINTESE DOS
NANOCOMPOSITOS NTC-NPAu

NTC NTC NTC decorado
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H,S04 T HNO, H[AuC,], BTOA, .
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2.4.2 Caracterizacdes estruturais

2.4.2.1 Microscopia eletrbnica de transmissao

As imagens de microscopia eletrbnica de transmissdo (MET) foram
realizadas no microscépio JEOL, modelo JEM 1200, do Centro de Microscopia
Eletronica (CME) da UFPR. As amostras foram preparadas adicionando-se com
auxilio de uma micropipeta, uma gota da dispersao dos hanocompésitos (0,5 mg
em 2mL de 4gua destilada e sonicado por 5 minutos em banho de ultrassom),
sobre grades de cobre recobertas com filme fino de carbono e deixadas em
repouso por duas horas a 35° C em estufa. A voltagem do filamento de tungsténio
foi ajustada em 120 kV. Os tratamentos de imagens bem como a estimativa do

tamanho médio de particulas foi realizado com o auxilio do software GatanC®.

2.4.2.2 Microscopia eletronica de varredura

As imagens de microscopia eletrbnica de varredura (MEV) foram
realizadas no microscépio TESCAN, modelo MIRA llI, equipado com filamento

FEG e utilizando a voltagem de 10 kV, sem recobrimento com ouro.

2.4.2.3 Espectroscopia RAMAN

As analises de espectroscopia RAMAN foram feitas no Centro de
microscopia eletronica da UFPR, marca Witec® e modelo Alpha 300, utilizando
laser verde de comprimento de onda de 532 nm. Os espectros foram
normalizados em relacdo a banda D dos NTCs funcionalizados centrada em
1342 cm™.
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2.4.2.4 Andlise termogravimétrica

Os dados de analise termogravimétrica (ATG) foram obtidos em um
equipamento SDT Q600 (TA Instruments®) sob uma atmosfera de ar sintético
(White Martins), fluxo de100 mL min ~, com uma taxa de aquecimento de 5° C

min—1,

2.4.2.5 Difratometria de raios-x

As caracterizagdes por DRX foram realizadas utilizando Difratdmetro
Shimadzu®, modelo XRD-3A selecionando a radiacdo Cu Ka em voltagem e

corrente de 40 KV e 40 mA respectivamente e resolugao de 0.02 6.

2.4.3 Medidas eletroquimicas

As medidas eletroquimicas foram realizadas por um potenciostato pAutolab®
Type lll, a coleta de dados foi obtida com auxilio do software NOVA verséo 1.10.
Foram utilizados eletrodos de Ag/AgCI/KCI sat.) como eletrodo de referéncia,
eletrodo de platina como eletrodo auxiliar e eletrodos de carbono vitreo (ECV)
modificados com o compdsito em questao como eletrodo de trabalho. Os dados
coletados foram tratados com o software Origin PRO8®.

2.4.3.1 Preparacédo dos ECV modificados com o nanocompésito NTC-NPAu

O eletrodo de carbono vitreo (ECV, ® = 1,5 mm) foi submetido a
procedimento de limpeza e ativagdo, onde foi cuidadosamente polido com
suspensdes de microparticulas de alumina de 0,3 e 0,05 um, respectivamente.
Em seguida, o mesmo foi lavado abundantemente com agua Milli-Q. e submetido
a voltametria ciclica no intervalo de —1,0 a +1,0 V (vs. Ag/AgCI/KCI sat) utilizando
H2S04 0,1 mol L~* como eletrdlito suporte, v = 50 mV s, por 20 ciclos. Ap6s
enxague e secagem, os eletrodos foram modificados utilizando uma micropipeta
e 3,0 uL de uma disperséo do nanocompdésito 1,0 mg mL~* em Nafion® 0,05 %
em isopropanol e aguardado a total secura da superficie do eletrodo.
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2.4.3.2 Deteccao de dopamina em presenca de acido ascoérbico e 4cido Urico

As solugées estoque de dopamina (1,0 x 102 mol L) e acido ascorbico
(1,0 x 102 mol L) foram feitas em meio de tampé&o acetato (pH 4,5) 0,1 mol
L=, A solugédo estoque de acido Urico (1,0 x 1072 mol L™?) foi dissolvida em NaOH
0,01 mol L' e todas preparadas imediatamente antes do uso para evitar a

degradacédo quimica.

2.5 RESULTADOS E DISCUSSAO

2.5.1 Sintese e caracterizacdo de nanocompasitos entre nanotubos de carbono
e nanoparticulas de ouro

2.5.1.1 Funcionaliza¢do dos nanotubos de carbono

Os tratamentos quimicos dos NTCs sé&o aplicados devido a necessidade
de modificacdo das caracteristicas quimicas superficiais (aumento da polaridade
da superficie e melhor solubilizacdo em solventes polares, aumento do nimero
de imperfeicBes e maior reatividade) para diferentes aplicacoes.

Neste trabalho, foram utlizadas duas metodologias para a
funcionalizacdo da superficie: o tratamento oxidativo dos NTCs utilizando refluxo
acido (HNOs3/H2S04) e peroxido de hidrogénio (H202). Nesse caso, a estimativa
da quantidade de grupos carboxilicos foi realizada por retrotitulagéo acido-base
ou titulacdo indireta, ja que os grupos carboxilicos normalmente apresentam-se
como &cidos fracos com constantes de acidez da ordem de 10~ a 10~% (Skoog
et al., 2006) portanto a retrotitulacdo € indicada principalmente quando a
velocidade da reacdo direta ndo é compativel com a titulacdo ou quando a
amostra ndo é solivel em agua, mas é sollvel no reagente da titulacdo direta ou
ainda quando nao se tem indicador adequado a titulacdo. No caso dos NTCs e
materiais carbonaceos em geral, a reacéo de neutraliza¢do dos grupos &cidos é
lenta, havendo a necessidade de uma etapa de neutralizacdo que pode levar de
8 a 12 horas (Oickle et al., 2010). O indicador utilizado nestas medidas foi um
eletrodo de pH (titulacdo potenciométrica), que apresenta menores desvios
quando comparado com a utilizacao de indicadores colorimétricos, ja que o ponto

final da titulagdo depende da visualizagdo do analista. Adicionalmente, neste



47

caso, é inviavel na presenca dos NTCs que tornam impossivel a verificacdo do
ponto de viragem.

Uma massa conhecida de NTCs foi suspensa em um volume de NaOH,
previamente padronizado, a qual pode reagir quantitativamente com os ions H*
provenientes dos carboxilatos (pKa ~ 4), lacténicos (pKa ~ 6) e fendlicos (pKa
~10). Para fins de simplificacdo, nas equagbes (12 e 14) estdo descritas as
reacoes envolvendo as espécies oxigenadas que sdo neutralizadas, onde R
refere-se a todo radical que néo envolve o oxigénio acido que sofre reacdo. Com
a adicao de base em excesso todos 0s grupos acidos sao neutralizados, como
pode se visto na Equacado (12). A amostra entdo é submetida a titulacdo com
HCI e, em um primeiro momento, toda hidroxila ndo reagente € neutralizada,
gerando o primeiro ponto de equivaléncia da curva (PEq 1) e esta etapa €
representada pela Equacdo (13). Em seguida, a adicdo de &cido gera a
protonacdo dos grupos acidos e ao final de tal processo, a variacdo brusca do
pH da solucéo indica o segundo ponto de equivaléncia (PEq 2) e a reacdo esta

descrita na Equacéo (14).

R — OH (s) + OH-(aq) » RO~(s) + H,0 (D) (12)
H*(aq) + 0H™ (aq) » H,0 () (13)
R—0"(s)+H*(aq) > R—OH (s) (14)

O volume de acido (Vnrown)) € a quantidade de matéria em mol (n)
utilizado na protonacdo dos grupos acidos pode ser encontrado através da
diferenca entre os dois pontos de equivaléncia. Levando em consideracdo que a

estequiometria de neutralizacdo &cido-base é de 1:1 em ambas as protonagdes:

Vn(ROH) = Veq2 - Veql (15)

Vnrony X Cnaon = nNaOH = nHCl = nROH (16)

Na FIGURA 23 encontram-se as curvas de titulacdo para NTCs tratados

pelo tratamento com H20:2 e a curva do branco, somente com NaOH, onde pode-
se perceber os dois pontos de equivaléncia, bem como a curva da primeira

derivada do pH em funcdo do volume de &cido adicionado. E possivel inferior
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com maior precisdo o ponto de equivaléncia e assim quantificar os grupos
acidos.

FIGURA 23 - CURVA DE TITULLAC,‘AO DE UMA SUSPEN§AO DE NTCs UTILIZANDO HCI
COMO TITULANTE ( () SOLUCAO DE NaOH, (w) SOLUCAO DE NaOH E SUSPENSAO DE
NTCs), (W) PRIMEIRA DERIVADA DO pH EM FUNCAO DO VOLUME DE NaOH
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Visando determinar o melhor procedimento de funcionalizacdo e tempo de
reacdo, as amostras de NTCs foram tituladas antes (NTC-pristine) e apds o
procedimento de oxidagdo. Na FIGURA 24 encontram-se apresentados o0s
teores de grupamentos acidos em funcao do tempo de reacédo. Pode-se concluir
qgue apos trés horas de reacdo, a funcionalizacdo da superficie ndo apresenta
um crescimento significativo, ndo diferindo em relacdo a 6 horas de reacao.

FIGURA 24 - TEOR DE GRUPOS CARBOXILICOS EM FUNGCAO DO TEMPO E TIPO DE

TRATAMENTO OXIDATIVO ADOTADO PARA OS NTCs EM MEIO ACIDO (NTC H*) EEM
PEROXIDO DE HIDROGENIO (NTC Hz0z2)

—u— H+
- Hzoz

N
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Desta forma, no que tange os teores de acidez, o tratamento acido
apresentou valores superiores ao tratamento com peréxido de hidrogénio. Para
trés horas de reacédo o tratamento acido apresentou valores de 1,5 (= 0,2) mmol
g~ (milimol de H* por grama de NTC) para os NTCs funcionalizados, 0,9 (+ 0,3)
mmol gt e 0,3 £+ 0,2 mmol g~ para NTC-pristine. Esses valores estdo em
concordancia com os encontrados em outros trabalhos, onde a quantidade de
H* encontra-se na faixa entre 1,0 e 3,0 mmol g~ (Gonzalez-Guerrero et al., 2008;
Saleh, 2011). Com os resultados apresentados nesse estudo, os NTCs
submetidos ao tratamento &cido (HNOs e H2S0Oa4) por trés horas de refluxo, daqui
em diante chamados NTC H*, foram escolhidos como método de funcionalizagédo

superficial para estudos posteriores.

2.5.1.2 Microscopia eletrénica de varredura dos NTCs

Imagens de MEV dos NTCs antes e apés o tratamento quimico de 3 horas
foram obtidas (FIGURA 25). E possivel observar que a grande diferenca
morfologica entre os dois nanomateriais € de que, apés o tratamento quimico por
trés horas, os NTCs adquirem um aspecto menos compacto, diminuindo a
presenca de aglomerados e bandos e aumentando a homogeneidade das
dispersbes em solventes polares. Outra caracteristica adquirida apdés o
tratamento quimico € a facilidade e estabilidade de dispersdo em agua que a
introducéo de grupos polares na superficie dos NTCs proporciona. As imagens
referentes as amostras de 6 horas de tratamento ndo apresentam diferencas
significativas em relacdo a morfologia apresentada pelas submetidas a trés

horas de tratamento.
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FIGURA 25 - IMAGENS DE MEV DOS NTCs ANTES E APOS O TRATAMENTO QUIMICO
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2.5.1.3 Espectroscopia RAMAN dos nanotubos de carbono e analise
termogravimétrica

Por meio da andlise por espectroscopia vibracional RAMAN foi possivel
observar a presenca de bandas caracteristicas dos NTCs e atribuir algumas
variacdes estruturais ocorridas em funcdo do tratamento acido. Pelos dados
obtidos nos espectros RAMAN que se encontram na FIGURA 26, nota-se em
ambos os materiais a presenc¢a das bandas D e G em aproximadamente 1340 e
1570 cm™ respectivamente. A banda G é atribuida as vibracdes de estiramento
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simétrico da ligacdo C—C no plano (Anton et al., 2008). J& a banda D € um modo
vibracional que se torna ativo no RAMAN devido a relaxacdo induzida por
defeitos estruturais como heteroatomos e vacancias. Ainda, encontra-se a banda
G’ em aproximadamente 2650 cm™! caracteristica de materiais grafiticos e

relacionada a organizacéo estrutural no plano bidimensional (grafeno) (Saito et
al., 2003).

FIGURA 26 - ESPECTRO RAMAN DOS NTCs ANTES E APOS A FUNCIONALIZAGAO EM
MEIO ACIDO
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Uma forma recorrente de acompanhar as variagdes estruturais em
materiais grafiticos é verificar a relacao de intensidade das bandas Ip/lc.Quanto

menor € a razao Io/lc, maior o grau de cristalinidade do material.

TABELA 2 - ATRIBUICAO DAS BANDAS CARACTERiSTICAS DE MATERIAIS
CARBONACEOS ANTES (NTC-PRISTINE) E APOS TRATAMENTO ACIDO (NTC HY)

o Banda D Banda G
Nanocompdsito In/ls
(cm™) (cm™)
NTC H* 1338 1579 1,13
NTC-pristine 1342 1575 1,09

Acompanhado dos dados resumidos na TABELA 2 percebeu-se que,
apos o tratamento quimico, o material apresenta um menor grau de cristalinidade
visto o aumento da razdo entre as intensidades das bandas D e G. A oxidacéo
do NTCs promove o aumento no numero de defeitos estruturais nas paredes

mais externas dos NTCs e como resultado final diminui o carater cristalino da
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amostra. Aumento da relacdo Io/lc normalmente € mais pronunciado em NTCs
sintetizados em laboratorio, onde h4 a presenca de outras formas alotrépicas,
como por exemplo, o carbono amorfo (Oickle et al., 2010; Moraes et al., 2011).

O comportamento de decomposicao térmica das amostras antes e apos
o tratamento quimico também foi avaliado por andlise termogravimétrica (ATG)
em atmosfera contendo ar sintético. Na FIGURA 27 estdo apresentadas as
curvas de ATG, Verificou-se que, apesar dos perfis semelhantes, o NTC H*
apresenta decaimento de massa mais acentuado nos primeiros duzentos graus
da rampa. Tal variagdo primeiramente deve-se a dessor¢cdo de moléculas de
agua na superficie do NTC H* que possui caracteristicas mais hidrofilicas que o
NTC-pristine e por isso tal processo ndo € evidenciado na amostra antes do
tratamento quimico. Entre 80° C e 350° C o decaimento refere-se ao processo de
oxidacao de grupos carboxilicos a CO:2 na superficie grafitica dos NTCs (Osorio
et al., 2008).

FIGURA 27 - CURVAS DE TGA/TGD PARA AS AMOSTRAS DE A) NTCs PRISTINE E B)
SUBMETIDA AO TRATAMENTO OXIDATIVO COM ACIDO
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Quanto a temperatura de decomposicdo dos nanotubos, os materiais
apresentaram maximo de termodecomposi¢cao em 609° C para o NTC-pristine e
616° C para NTC H* indicando que o tratamento quimico para tais amostras nao

afeta de forma significativa a estabilidade térmica do material.

2.5.2 Sintese dos nanocompadsitos NTC-NPAu

A sintese desses compoésitos foi inspirada em uma modificagdo no

meétodo bifasico ou método de Brust (Brust et al.,, 1994) A reagcdo consiste
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basicamente em promover a redugdo dos ions AuCls~ em fase organica pelo
borohidreto de sodio dissolvido em fase aquosa. De forma mais detalhada, a
primeira etapa da reacéo consiste na transferéncia dos ions tetracloroaurato da
fase aquosa para a fase organica através da extracdo do ion metalico pelo sal
quaternéario de amonio (TOA), essa transferéncia de fase pode ser verificada pela
perda da coloracdo amarelo-dourado da solucdo aquosa, seguida do
aparecimento de um alaranjado intenso na fase orgéanica. A Equacao (17),

descrita abaixo indica essa transicao de fase:

[AuCl,]™ (aq) + (Rg)4N*(tol) — [AuCl,]™ RgN*(tol) (17)

Na presenca dos NTCs funcionalizados, os grupos polares devem
interagir mais efetivamente com os pares ibnicos, de modo que a regido proxima
a esses grupos permanecam mais povoada das espécies metélicas devido a
atracdo eletrostatica. Durante a redug¢do com o ion borohidreto, a formacédo de
nanoparticulas ocorre preferencialmente nas regides contendo tais grupos
funcionais, como pode ser visto no esquema proposto na FIGURA 28. Além
disso, as primeiras tentativas de sintese do composito, utilizando NTCs néo
tratados, levaram a formacédo de precipitados de ouro visiveis a olho nu devido
a baixa quantidade de grupos polares capazes de nuclear as nanoparticulas de
forma homogénea na superficie carbonacea (Wu, B. et al., 2011).

A etapa de reducdo das nanoparticulas na superficie dos NTCs também

pode ser descrita pela Equagéao (18):

[AuCl,]” + 3me~ - Au (NTC) + 4 Cl™(tol) (18)

Levando em consideracdo a alta area superficial dos NTCs, a
necessidade de adicdo do agente passivante para o controle das particulas
torna-se desnecesséario devido ao grande numero de sitios para nucleacao
dessas nanoparticulas. Do ponto de vista das aplicagbes eletroquimicas, a
presenca de agentes passivantes com longas cadeias como o dodecanotiol
muitas vezes dificulta a interacdo entre uma espécie em solucao e a superficie

da nanoparticula (Gevaerd et al., 2015).
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FIGURA 28 - DIAGRAMA ESQUEMATICO DA SINTESE DO NANOCOMPOSITO NTC-NPAu

| lenTcrune ||| NTC-NPAu

Fonte: O autor

ApoOs a sintese, o material foi caracterizado por microscopia eletrénica
de transmissao (MET). Na FIGURA 29 sao apresentadas imagens obtidas para
os diferentes materiais sintetizados, em que o NTC-pristine refere-se aos
nanotubos de carbono antes de qualquer reagcéo ou funcionalizacdo. Percebeu-
se que esse material é bastante homogéneo e ndo apresenta henhum tipo de
particula em sua superficie. ApGs a reacdo, ha a formacdo de nanoparticulas
aderidas a superficie carbonacea, onde sdo apresentadas as imagens referentes
aos nanocompasitos obtidos. O NTC-NPAuOl, o qual apresentou uma boa
dispersédo de tamanho de particulas, através da contagem de 750 particulas para
cada compdsito, obtendo-se assim, o valor de 10 £7 nm como tamanho médio.

Com o objetivo de averiguar a influéncia da concentragdo do precursor
de ouro na formacao das particulas, foi realizada a sintese do nanocompdésito,
NTC-NPAu02, utilizando o dobro da concentracédo do acido tetraclorodurico em
relacdo a rota de obtencdo do nanocompdsito NTC-NPAuUO1. Apesar da maior
quantidade de metal disponivel, pode se observar maior tamanho médio com
grande dispersédo (32 £ 27 nm), o que indica que a concentracao de ouro utilizada
inicialmente prové a ocupacao todos os sitios de nucleacgéo possiveis.

Para a sintese de um compdésito com particulas mais uniformes, utilizou-
se uma concentracdo de ion precursor metalico sendo a metade da
concentragéo da sintese do NTC-NPAu0O1. Como resultado, houve a formagéo

de particulas menores, com distribuicdo de tamanho mais estreita (7 = 4 nm).
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Como conclusao desse estudo, as imagens indicam que a menor concentracao

de ouro estudada leva a formacao de compdsitos mais uniformes.

FIGURA 29 - IMAGENS DE MET PARA OS TRES COMPOSITOS SINTETIZADOS E O
TAMANHO MEDIO PARA CADA COMPOSITO

a) NTC pristine ~ b) NTC-NPAuO1

NTC-NPAuO3

£ . - < ‘,<- ' ‘*

»

As imagens de MET sédo formadas pela interacdo do feixe de elétrons com a
amostra. Grande parte do feixe ndo sofre desvios, € chamado de feixe
transmitido e é responsavel pela formacao da imagem em campo claro. Porém,
uma fracdo de elétrons que passa pela amostra sofre desvios. A imagem
formada em campo escuro refere-se a porcdo de elétrons que passou pela
amostra e foi refratada por um (ou mais de um) planos especificos e pode
fornecer informacOes a respeito da cristalinidade do material (Heimendahl,
1980). No caso deste material, € possivel observar que em campo escuro, 0S

pontos de claros correspondem as nanoparticulas de ouro atribuidas na imagem
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de campo claro. Sugerindo o caréter cristalino dessas nanoparticulas (FIGURA
30).

FIGURA 30 - IMAGEM DE CAMPO CLARO E CAMPO ESCURO DO NANOCOMPOSITO
NTC-NPAu 03

2.5.2.1 Comportamento eletroquimico

Um eletrodo de carbono vitreo foi modificado com 3 uL suspenséo dos
respectivos nanocompadsitos em Nafion® 0,05%, que consiste de um polimero
perfluorado e sulfonado com alta estabilidade quimica e eletroguimica
(Rubinstein e Bard, 1980), conferindo aderéncia dos nanomateriais estudados a
superficie do ECV. Os comportamentos eletroquimicos frente ao ferricianeto de
potassio dos diferentes materiais foram avaliados. Na FIGURA 31 séo
apresentados o0s voltamogramas dos ECV modificados, onde se percebe
claramente uma variacdo na intensidade das correntes de pico anddica e
catddica. O nanocompodsito NTC-NPAu 03 apresentou maior intensidade de

corrente.
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FIGURA 31 - VOLTAMQGRAMAS CiCLICOS COMPARATIVOS DOS’ DIFERENTES ECV
MODIFICADOS. SOLUGCAO DE [KsFe(CN)e] 1,0 x 102 mol L, ELETROLITO: NANO3 0,1 mol
L1, v=50mV s

2001 —— NTC-NPAuU03
—— NTC-NPAu01
—— NTC-NPAu02
—— NTC-pristine

100 -

02 00 02 04 06
E/V (vs Ag/AgCl KCI sat.)

Percebeu-se que além do incremento de corrente observado para os
nanocompositos contendo NPAu em relacdo ao NTC-pristine, as correntes de
pico catodica, aumentam consideravelmente e as mesmas podem se vistas ha
TABELA 3.

TABELA 3 - COMPARACAO DOS VALORES DE CORRENTE DE PICO OBTIDOS NA
VOLTAMETRIA CICLICA DOS DIFERENTES NANOMATERIAIS EM PRESENCA DE

K3[Fe(CN)g]
Nanomaterial ipa/ipc
NTC-pristine 0,91
NTC-NPAuO1 0,82
NTC-NPAu02 0,61
NTC-NPAu03 0,62

Uma possivel explicacdo para o aumento da corrente catédica para os
nanocompoésitos contendo NPAu pode estar relacionado com a propriedade de
eletrocatalise da reducéo de oxigénio pelas nanoparticulas de ouro (El- Deab e
Ohsaka, 2002). A propriedade do ouro em diminui 0 sobrepotencial desta reagao
€ bastante conhecida, e normalmente os potenciais deste processo encontram-
se na mesma regido em que a reducdo de [Fe(CN)e]*. Para a elucidacdo desta
hipbtese, experimentos na auséncia de oxigénio S4o necessarios.

Dentre os materiais comparados, o NTC-NPAu03 apresenta a maior

corrente para o processo redox a sonda Ks[Fe(CN)es] indicando que tal
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nanomaterial deve ser o mais apropriado para as aplicacbes como sensor
eletroquimico. Tendo em vista todos os dados apresentados, 0s proximos
estudos de caracterizacfes adicionais e aplicacdes eletroanaliticas foram feitos
com o compésito NTC-NPAuO3, que apresentou o melhor desempenho
eletroquimico. Daqui em diante 0 nanocompoésito sera chamado apenas de NTC-
NPAu.

O comportamento eletroquimico do nanocompaésito foi investigado por
voltametria ciclica em meio acido. A FIGURA 32 apresenta o voltamograma de
um ECV modificado com o nanocompd@sito NTC-NPAu, onde nota-se a formacéao
de um pico anddico pouco definido em aproximadamente 1,3 V, o qual é atribuido
a formacao de 6xidos e hidréxidos de ouro. Ja na varredura catodica, hd um pico
bem definido na regido de 0,9 V que se atribui a reducéo dos 6xidos formados
na varredura anddica. A eletroquimica de formacdo de éxidos de ouro € bem
descrita na literatura (Oesch e Janata, 1983). Em relacdo a estabilidade do
material, nota-se que apOs sucessivas ciclagens o mesmo nao apresenta
nenhum processo de lixiviacdo ou inibicdo do sinal eletroquimico.

FIGURA 32 - VOLTAMETRIA CICLICA DO ECV MODIFICADO NTC-NPAu E COMPARAGCAO

COM ELETRODO CONVENCIONAL DE OURO. v =50 mV s, ELETROLITO SUPORTE:
H2S04 0,5 mol L1

—— NTC-NPAuU
20 —— Eletrodo de ouro
N
' 1 J
= 0
o
Eo =
2104
-20

04 08 12 1,6
E/V (vs. Ag/AgCl KCI sat.)

A comparacgdo entre o perfil voltamétrico do nanocompoésito e de um
eletrodo convencional de ouro foi realizada, onde se percebe que a densidade
de corrente para o ECV contendo o nanocompésito em questdo €
aproximadamente sete vezes maior. Essa diferenca pode ser explicada pela alta
area superficial das nanoparticulas sobre os NTCs que aumenta drasticamente
0 numero de atomos expostos a superficie e consequentemente, os atomos

passiveis a processos eletroquimicos (Campbell e Compton, 2010).
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2.5.2.2 Caracterizacgéo por difracao de raios-X

Foram realizadas analises de difratometria de raios-X para amostras
NTC, NTC H* e NTC-NPAu. Os valores de intensidade de sinal foram
normalizados em relacdo ao pico localizado em 26 = 37,9°, que é referente a
difracéo do plano Au (1 1 1). Os difratogramas encontram-se na FIGURA 33.

Analisando os difratogramas foi possivel observar os picos localizados
em 20 = 26° e 43,8° referentes aos planos C (00 2) e C (1 1 1) das estruturas
grafiticas que compde os NTCs (Chew et al.). Através do perfil obtido para os
NTCs antes e apos a funcionalizacdo, observou-se que o tratamento quimico
nao afeta a estrutura cristalina de forma significativa. O padréo de difracdo dos
demais picos (26 = 37,9°, 44,2°, 64,4° e 77,5°) séo atribuidos a difracédo do ouro
com estrutura cubica de face centrada, em concordancia com perfil JCPDS 04 —
0784 (Sun, Y. G. e Xia, 2002; Oliveira, M. M. e Zarbin, 2008).

FIGURA 33 - DIFRATOGRAMAS DE RAIOS-X PARA AS DIFERENTES AMOSTRAS

—— NTC-NPAu
PN

—— NTCH"

——NTC pristine

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90
20 (graus)

2.5.2.3 Andlise termogravimétrica do nanocompaésito NTC-NPAu

O comportamento de decomposicdo comparativa entre NTC H* e o
nanocomposito NTC-NPAu foi acompanhado por analise termogravimétrica em
atmosfera de ar sintético e rampa de aguecimento de 5°C min~!. Na FIGURA 34

encontram se os graficos de ATG para os materiais em estudo.

FIGURA 34 - ANALISE COMPARATIVA ENTRE OS NTCS H* E O COMPOSITO
NTC-NPAu: a) CURVA TERMOGRAVIMETRICA b) CURVA TERMOGRAVIMETRICA
DIFERENCIAL
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Observou-se que apoés a introducdo das NPAu sobre os NTCs a
temperatura de decomposicéo decai drasticamente, de 615° C para 433° C. Este
resultado encontra-se em concordancia com outros estudos de
termodecomposicdo dessa classe de nanocompdsitos. Lourencon e
colaboradores (Lorencon et al., 2011) investigaram a variacdo da temperatura
de decomposicdo de NTC-pristine na auséncia e presenca de NPAu e
perceberam variagdes similares. Através do célculo da energia (Ea) de ativacdo
envolvendo a termodecomposicdo dos NTCs, foram encontrados valores
menores de Ea para os compositos decorados com ouro. Tais resultados podem
ser explicados pela capacidade de decomposicao catalitica da molécula de O2
em oxigénio atdmico na presenca das NPAu e subsequente transferéncia para
o NTC, iniciando o processo de oxidagao dos nanotubos de maneira mais efetiva
e em temperaturas mais baixas. Esse processo é conhecido como spillover.

A porcentagem em massa de ouro no hanocompasito foi calculada com
base na diferenca entre a massa residual do NTC-NPAu e NTC H*. O valor
encontrado foi de 21%, o qual se encontra em concordancia com os valores
encontrados para outros nanocompoésitos entre NTC e NPAu descritos na

literatura (Lorencon et al., 2015).
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2.5.3 Desenvolvimento de um sensor eletroquimico para deteccao de dopamina
utilizando o nanocompaosito NTC-NPAu

2.5.3.1 Deteccao de Dopamina na presenca de acido urico e acido ascorbico

O comportamento eletroquimico da dopamina na presenca do
nanocompoésito NTC-NPAu foi avaliado pela técnica de voltametria ciclica. Na
FIGURA 35 é apresentado o voltamograma ciclico de dopamina onde iniciando
a varredura de potencial em 0,0 V no sentido anddico, foram encontrados dois
pares de picos.

FIGURA 35 - VOLTAMOGRAMA CICLICO DE ECV MODIFICADO COM NTC-NPAu

CONTENDO SOLUCAO DE DOPAMINA, Cpa = 1,0 x10~23 mol L2, ELETROLITO: TAMPAO
FOSFATO 0,1 mol L=t pH 7,0, v =50 mV s~1 E AS RESPECTIVAS REACOES

(19)
30

(21) —=

06 -04 02 00 02 04
E/V (vs. Ag/AgCl KCI sat.)
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O potencial formal para o primeiro par, (Epa + Epc)/2, que é de 0,165V,
refere-se a oxidacdo de DA para dopamina-ortoquinona (0-DAQ) com a perda
de dois elétrons (Equacdao 19). No sentido inverso de varredura, a 0-DAQ
produzida pode ser eletroquimicamente reduzida a dopamina ou pode sofrer
uma reacao quimica de fechamento de anel (Equacéo 20) levando a formacao
de leucodopaminacromo (LDAC). A LDAC, por fim, pode ser novamente oxidada
frente a aplicacao de um potencial e produzir a dopaminocromo (DAC) (Zhao, Y.
et al., 2005) e este apresenta o potencial formal do segundo par redox (Equacéo
21) de -0,23 V.

Um indicio da ocorréncia do mecanismo proposto pode ser evidenciado
pela VC com varredura em sentido contrario ao utilizado na FIGURA 35, onde
partindo do potencial inicial de 0,0 V em sentido negativo ndo ha a ocorréncia do
par redox da Equacédo (21). Esse fato é concordante com a auséncia de 0-DAQ
gerada eletroquimicamente, que é a responsavel pela formacéo do intermediéario
LDAC pela oxidacao de DA.

2.5.3.2 Estudo do efeito do pH no comportamento voltamétrico da dopamina

O comportamento voltameétrico da dopamina foi avaliado utilizando dois
eletrdlitos suporte tamponados. Na FIGURA 36 encontram-se 0s voltamogramas

ciclicos da dopamina na mesma concentragao.
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FIGURA 36 - VOLTAMOGRAMAS CICLICOS DE UM ECV MODIFICADO COM NTC-NPAu
DOPAMINA (—) TAMPAO ACETATO 0,1 mol L=t pH 4,5 (—) TAMPAO FOSFATO mol L= pH
7,0,Coa=1,0x103molLtv=50mV s

0,35V
401 41 pA
20
<
3.
=
0
=20

-0,4 0,0 0,4
E/V (vs. Ag/AgCl KCI sat.)

O comportamento eletroquimico da DA apresentou comportamento
distinto para os dois tampdes testados. Para o tampao acetato, 0os potenciais
redox foram deslocados para potenciais mais positivos, (AE = 0,16 V) com
aumento de corrente (Ai = 10 pA) em relagao ao tampéao fosfato. Além do
consideravel aumento de corrente de pico, nota-se a diminuicdo da corrente de
pico para o par LDAC /DAC na presenca de tampéao acetato. ISso ocorre porque
a reacdo de ciclizagédo do substituinte alquilamino da cadeia lateral € dependente
da desprotonacao do grupamento amino. Em alguns casos, a detec¢édo de DA
por VC em meio alcalino torna-se dificil devido a extenséo da ocorréncia da etapa
qguimica, onde a intensidade de pico do par LDAC /DAC torna-se maior que o par
DA/0-DAQ (Muguruma et al., 2016). Assim, em tamp&o acetato, a parcela o-DAQ
com grupo amino desprotonado € menor em comparacdo ao tampao fosfato,
levando a menor formacao de LDAC. Para efeitos de comparacéo, a comparacao
entre sinais em diferentes valores de pH sao realizadas no mesmo eletrdlito
suporte. Porém o tampao fosfato apresenta baixa capacidade tamponante em
pH 4,5.

A presenca do par LDAC/DAC mostra-se como um obstaculo na
determinacao eletroquimica de DA, pois a LDAC € o precursor da poli-dopamina
(FIGURA 37). Quando esse polimero € formado na superficie do eletrodo, ocorre
a inativacdo dos processos eletroquimicos, o qual pode ser usado para
revestimento de superficies com biocompatibilidade. Wang e colaboradores

descrevem a formacdo de poli-dopamina através da VC em pH 7,4 e
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demonstram que a partir de 15 ciclos consecutivos, a corrente de pico para a
oxidacéo de DA cai em 95% (Wang, J.-L. et al., 2014).

FIGURA 37 - ESTRUTURA DA POLI-DOPAMINA
7 Swu

HO OH

Fonte: O autor.

Devido a maior intensidade de corrente, que indica maior sinal analitico
e minimizagao da formacgao do par LDAC /DAC, o tampao acetato foi escolhido
como eletrdlito para as demais andlises.

A variacdo do comportamento eletroquimico da dopamina foi avaliada
na faixa de pH de 3,0 a 5,0 utilizando voltametria linear e tampé&o acetato 0,1 mol
L~ como eletrélito. Na FIGURA 38 encontram-se 0s voltamogramas para o0s
diferentes valores de pH verificados.

FIGURA 38 - VOLTAMOGRAMAS LINEARES DE UM ECV MODIFICADO COM NTC-NPAu

NA PRESENCA DE DOPAMINA EM DIFERENTES VALORES DE pH UTILIZANDO TAMPAO
ACETATO 0,1 mol L1, Cpa=1,0x 103 mol Lt v=50 mV s!

12/ B
- pH 3,0 j 038
gl — pH 3,5 % 0:34
E —pH4,0 5 om
v— N pH 4,5 3 0w N
44 __pH5,0 R
0-

o1 02 03 04 05 06 07 08
E/V (vs. Ag/AgCl KCl sat.)

Ao analisar os voltamogramas da FIGURA 38 observa-se que os valores
de potenciais sdo deslocados para regides mais positivas com a diminuicdo do

pH. O comportamento do pH com ipa ndo apresentou relacdo direta.
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Normalmente, sdo esperadas duas classes de grupos carboxilas nas superficies
com estruturas semelhantes ao grafeno, como no caso dos NTCs: 0s primeiros
grupos carboxilicos, chamados de mais acidos com pKa ~ 4 e os menos acidos
com pKa ~ 6 (Orth et al., 2016). Essa variacdo pode acontecer devido aos efeitos
indutivos de vizinhanga. Assim, a protonacao/desprotonacéo desses grupos com
a variacdo do pH na superficie dos NTC-NPAu pode dificultar o comportamento
preditivo. A relacdo entre o potencial de pico de oxidacdo e pH da solucéo
apresentou variacdo linear e o coeficiente de 44 mV pH™. Para os demais
estudos, o pH 4,5 foi escolhido como o mais adequado pd apresentar maior
intensidade de corrente de pico.

2.5.3.3 Estudo da Velocidade de Varredura

Este estudo foi realizado com o objetivo de investigar o grau de
reversibilidade e o processo de transporte de massa do material eletroativo até
a superficie do eletrodo. Na FIGURA 39 encontram-se 0s voltamogramas ciclicos
de DA em tampdo acetato 0,1 mol L= pH 4,5 em diferentes velocidades de
varredura.

FIGURA 39 - VOLTAMOGRAMAS CICLICOS PARA AS DIFERENTES VELOCIDADES DE
VARREDURA (2, 5,10,15, 25, 50,75, 100, 150 E 200 mV s7%). Cpa = 1,0 x 10 =3 mol L,

ELETROLITO: TAMPAO ACETATO 0,1 mol L™, pH 4,5, ET: ECV MODIFICADO COM NTC-
NPAu

300

200 -

100 -

I/pA

-100 -

-200 -

.04 -02 00 02 04 06 08
E/V (vs. Ag/AgCl KClI sat.)

Através da equacao de Randles-Sevcik, descrita na Equacao (22), a qual
relaciona a corrente de pico (ip, A) de um determinado processo eletroquimico

como proporcional, dentre outros fatores, a area ativa do eletrodo (A, cm™?) e a
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raiz quadrada da velocidade de varredura (v, V s™), coeficiente de difusdo (D,
cm? s71) e a concentracdo da espécie em solucdo (Co, mol cm=3). Se em uma
medida eletroquimica todos os parametros envolvidos na equacao sdo mantidos
constantes e a velocidade de varredura € variada, é possivel inferir algumas
caracteristicas relacionadas ao transporte de massa de tal processo

eletroquimico.
ip = 2,69%10°n3/2 A DYV2y1/2Co (22)

O potencial formal de oxidacdo do primeiro par redox da dopamina,
inicialmente citado como 0,165 V tem um deslocamento com o aumento da
velocidade de varredura, para valores mais positivos para a oxidacdo e mais
negativos para a reducéo. Pelo critério de variacdo de potencial de pico, Equacédo
(23), as velocidades de varredura intermediarias apresentaram valores de n
proximos de dois. A relacdo entre corrente de pico catddica e anddica, a qual
segue a relagdo Ipa/lpc = 1 para um sistema reversivel simples, apresentou
valores superiores a um indicando que outros processos como fatores cinéticos
e/ou reacdes homogéneas acopladas ao processo de transferéncia entre a
espécie redox e o eletrodo podem ser os responsaveis por tal comportamento
(Wang, J., 1994).

PP — 59 my (23)

Os processos de transferéncia de massa entre a espécie redox e a
superficie do eletrodo foi avaliado por graficos de log ip vs log v obtidos através
do estudo da influéncia da velocidade de varredura, cujos resultados estéo
apresentados na FIGURA 40.
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FIGURA 40 - RELAGAO ENTRE log ip vs log v (w) REFERE-SE AO PROCESSO ANODICO E
(e) REFERE-SE AO PROCESSO CATODICO DA DOPAMINA
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A variacado linear da corrente de pico em funcédo da raiz quadrada da
velocidade de varredura indica que o processo de transferéncia de massa da
solucdo para a superficie do eletrodo ocorre através de processo misto
apresentando inclinacéo da reta () de 0,64 e 1 para o processo anodico e
catddico respectivamente. Valores de 6 entre 0,5 e 1 indicam processo misto, ou
seja, existe a contribuicdo de componentes difusionais e adsortivos no processo.
Tal fenébmeno pdde ser facilmente observado experimentalmente através da
voltametria ciclica de uma solugcédo branco contendo apenas eletrélito suporte,
onde apds a varredura na presenca de dopamina, do pico caracteristico da

oxidacdo de DA é perceptivel por aproximadamente 10 ciclos.

2.5.3.4 Estudo da reversibilidade da oxidacdo da dopamina por voltametria de
onda quadrada

Uma das formas de verificacdo da reversibilidade de uma dada reacao
eletroquimica sobre um eletrodo € utilizar a voltametria de onda quadrada
(Wang, J., 1994). A SWYV consiste na aplicacao de pulsos de potencial em forma

de onda quadrada a uma rampa de potencial (FIGURA 41).
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FIGURA 41 - PRINCIPIO DE FUNCIONAMENTO DA SWV

Sinal
resultante

"I'embu_ae
aplicagao

Pulsos de
potencial com
amplitude definida
X s s
E ] o’
comrente
1 sentido inverso

ﬂ— E

I T

FONTE: (Souza et al., 2003)

Degrau de potencial

! L= 1) - 1)

comente
\\senuda dweto

Nesta técnica eletroguimica, a corrente resultante (i) € dada como o
somatorio das correntes: direta (ia ) e a corrente reversa (ir), descrita pela
Equacéo (24):

ip— ig=1i (24)

Os voltamogramas de onda quadrada obtidos para os diferentes modos
de varredura estdo apresentados na FIGURA 42. Para o sistema contendo uma
solucdo de dopamina na concentracdo 1,0 x 10~ mol L~ em tamp&o acetato foi
possivel observar que a corrente resultante € formada pela corrente direta,
porém apresenta grande contribuicdo da corrente reversa, indicando assim um
sistema reversivel. Assim, a técnica de SWV pode ser utilizada para resultados
mais satisfatorios no desenvolvimento de metodologia analitica para
determinacao de DA.

FIGURA 42 - VOLTAMOGRAMA DE ONDA QUADRADA DE UM ECV MODIFICADO COM

NTC-NPAuU EM SOLUS}AO DE DOPAMINA 1,0 x 105 mol L. ELETROLITO SUPORTE:
TAMPAO ACETATO pH 4,5 a: 40 mV, Estep: 5 mV f: 12 Hz.

15+

Corrente Resultante
Corrente direta
Corrente reversa

020 025 030 0,35 0,40
E/V (vs. Ag/AgCl KCI sat.)
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2.5.3.5 Determinacdo eletroquimica de dopamina na presenca de &cido
ascorbico e acido urico utilizando a técnica de voltametria de onda
guadrada

Foi avaliada a potencialidade eletroanalitica do uso do compdésito NTC-
NPAu para a deteccdo de Dopamina na presenca de acido ascorbico e acido
arico. A deteccdo de dopamina (pKa 9,9) em amostras biolégicas costuma
apresentar alguns entraves como a presenca de acido ascoérbico (pKa4,2 € 11,6),
geralmente em concentracdes de cem a mil vezes maior que a concentracdo de
dopamina. O &cido urico (pKa 5,4 e 10) & outra espécie eletroativa presente em
fluidos bioldgicos, pois é resultantes da degradacdo de guanina e adenina
(Wightman et al., 1988; Venton e Wightman, 2003). Além disso, a sobreposicdo
dos sinais eletroquimicos pode ocorrer, levando a perda de seletividade (O'neill,
1994; Salimi et al.,, 2006). Na FIGURA 43 encontram-se 0s voltamogramas
obtidos para uma solugéo contendo DA na presencga de AA e AU.

FIGURA 43 - VOLTAMOGRAMA DE ONDA QUADRADA PARA SOLUGAO CONTENDO DA

1,0 x 108 mol L~ DA NA PRESENCA DE DE AA E AU 2,0 x 10~4 mol L~ EM TAMPAO
ACETATO pH 4,5a =20 mV, f =12 Hz, Estep = 5 mV
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Através dos voltamogramas apresentados na FIGURA 43 foi possivel
observar que na concentracdo adicionada, tanto a DA quanto o AA nao
apresentam sinais eletroquimicos relevantes quando a interface € o carbono
vitreo. O AU teve seu potencial deslocado para proximo de 0,6 V, indicando que

sua oxidacdo também € dificultada nesta superficie. Entre os eletrodos
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modificados com NTCs e seus derivados, percebeu-se um aumento substancial
de corrente para os processos estudados, e em todos os eletrodos modificados
o potencial de pico para as espécies foram: 0,11 V para o acido ascorbico, 0,31
V para DA e 0,48 V para o AU.

Segundo dados da literatura, os processos de oxidacdo das trés
espécies podem ser descritos pelas Equacdes (25, 26 e 27) (Li e Zhang, 2012),
onde pode-se concluir que geralmente a oxidacdo desses componentes €

acompanhada da perda de 2H*/2e™.

oA T L=, w22 (96

GHOH CH,0H
H—C—oH H—C—on
O o o
AA . O 4 2H" +2€ (26)
OH OH o O

9 o)

X — e e T

AU O)\h‘ll N\>=O b N\>=o 2wt +2¢  (27)
g H H

Para que haja uma compreensdao dos fendmenos de interface que
ocorrem em um sistema eletroquimico relativamente complexo, onde existem
trés moléculas eletroativas com diferentes comportamentos &cido/base em
solucdo, faz-se necessario tomar nota das formas quimicas presentes em
solucéo. A equacédo de Henderson Hasselback (Wang, J., 1994; Skoog et al.,
2006) pode ser empregada para predizer a distribuicdo das espécies acido-base
conjugadas em solucéo e esta descrita na Equacao (28), para um acido genérico
HA.

-
pH = pK, +log it (28)

Munidos dos valores de pKa das espécies DA, AA, AU pdde-se encontrar
a seguinte distribuicdo das espécies em pH 4,5 onde a medida eletroquimica foi
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realizada. Considerando o pKa referente a primeira protonacdo, tem-se 0s
resultados resumidos na TABELA 4, onde verificou-se que em relagédo a carga
liquida dessas moléculas em solucao, tem-se predominantemente uma espécie

cationica (DA), uma anibnica (AA) e outra neutra (AU).

TABELA 4 - ESPECIES PREDOMINANTES NA CELULA ELETROQUIMICA EM pH 4,5

Espécie pKa Relagéo Forma predominante
H NH3"
base] 2
DA 10 tcido] = 28sel
[4cido] 2 X106 H:’©Al
HO
b Ho-/ oo
AA 4,2 [acido] = © azse] J\q
‘0 OH

o]
;
. ..+ [base] HN)H/:N -
AU 5,4 [4cido] = 012 O%N | N%o
H H

O NTC-pristine em comparagao aos outros nanomateriais apresentou as
menores correntes, indicando que a funcionalizacao da superficie tem um papel
importante na melhora da deteccéo eletroquimica dessas espécies. Neste caso,
o AA apresentou valores de corrente negligencidveis para a concentracéo
estudada. No entanto, o sinal eletroquimico aparece na forma de um pico largo
tanto para o NTC H* como para o NTC-NPAu. Sabe-se que a oxidacdo do AA
ocorre efetivamente em valores de pH acima de 4,0, pois a forma eletroativa é o
ascorbato (Compton e Matysik, 1996) e, mesmo este possuindo carga negativa,
a oxidacao ocorre na superficie do NTC H*, provavelmente nas regides de borda
ou de defeitos da rede cristalina do NTC H*.

Vale ressaltar também que a funcionaliza¢éo quimica da superficie gera
0S grupos oxigenados, que leva a conceber uma superficie com cargas
negativas. Porém, o efeito retirador de elétrons provenientes dos oxigénios de
grupos carboxila, carbonila e alcodis ligados a estrutura de anéis com
ressonancia de elétrons ™ dos NTCs (Carey e Sundberg, 1990) precisa ser
compensando por regides de dipolo momentaneo positivo criado por efeito

indutivo (FIGURA 44) para haver a eletroneutralidade do sistema. Essas regifes
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de dipolos positivos podem ajudar a explicar o comportamento do ascorbato no
eletrodo modificado com NTC H".

FIGURA 44 - FORMAGAO DE DIPOLOS POR EFEITO INDUTIVO

5
DW'DH
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Fonte: O autor

Na deteccdo de DA, a corrente de pico aumenta consideravelmente do
NTC-pristine para o NTC H*, onde a forma catidnica da DA é predominante na
solucéo. Assim, € provavel que a presenca de carga positiva na estrutura facilite
a chegada deste analito na superficie do eletrodo. Quando a superficie dos NTCs
apresenta as NPAu, existe a diminuicdo da corrente de pico, indicando que a
oxidacdo de DA ocorre de forma menos efetiva na presenca das nanoparticulas
de ouro. Porém durante as sucessivas adi¢cdes de DA das trés espécies no ECV
modificado com NTC H*, a corrente de pico para DA apresentou uma variacao
de mais de 10% durante as medidas. A curva analitica de DA para ambos os
eletrodos estd mostrada na FIGURA 45 onde percebeu-se que as variacdes de
corrente pro compdsito NTC H* sdo bastante significativas.

FIGURA 45 - CURVA ANALITICA DE DOPAMINA PARA OS DOIS ELETRODOS

MODIFICADOS NA PRESENCA DE AA E AU 2,0 x 10~* mol L. ELETROLITO: TAMPAO
ACETATO pH 4,5
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A variacao de corrente no nanocompaosito NTCH* pode ter relacao direta
com a adsorcado de acido urico no eletrodo, o que é relatado na literatura (Gao
et al., 2012). Apds a medida eletroquimica, o eletrodo de trabalho foi enxaguado
vigorosamente com agua deionizada e a medida eletroquimica foi repetida na
auséncia do analito e interferentes. Foi observada corrente de pico para o 4cido
arico, o qual teve a diminuig&o gradativa de sinal com as sucessivas varreduras,
indicando a adsorcdo do mesmo sobre os NTCs e interferindo de forma
significativa na deteccdo de DA. Na TABELA 5 encontram-se os valores de
corrente para oxidagao de DA na auséncia e presenca de AA e AU, que podem
ajudar a entender o efeito dos interferentes no sinal analitico da dopamina.

TABELA 5 - VARIACAO DA ipa DE DA (1,0 x 10~° mol L™*) NA AUSENCIA E PRESENCA DE
AAE AU 2,0 x 10* mol L~1. ELETROLITO: TAMPAO ACETATO pH 4,5

Nanocompasito AA AU
NTC H* —2,9% —9,8 %
NTC NPAu —2,4 % —3,1%

O ECV madificado com NTC H* apresentou corrente de pico maior que
a observada para o compésito NTC-NPAu, porém além da curva analitica com
variacOes de corrente relevantes, a adicdo de AU apresentou uma diminui¢ao de
aproximadamente 10% no sinal analitico da DA, enquanto o ECV modificado
com NTC-NPAu apresentou diminuicdo de 3%. Apds a medida eletroquimica, o
ET foi enxaguado vigorosamente com 4gua deionizada e a medida eletroquimica
foi repetida em uma solugcdo contendo somente o eletrélito suporte. Foi
observado corrente de pico para AU, o qual teve a diminuicdo gradativa de sinal
com as sucessivas varreduras, indicando mais uma vez, a adsor¢cdo do mesmo
sobre os NTC H* e interferindo de forma significativa na detecgéo de DA.

Por isso, o0 ECV modificado com NTC-NPAu se mostrou mais promissor
no desenvolvimento de um sensor eletroquimico para a detecgdo de DA, na
presenca do interferente dos interferentes estudados. Os demais estudos foram

feitos utilizando o nanocomposito NTC-NPAu.
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2.5.3.6 Otimizacdo dos parametros da técnica para determinacdo de DA por
voltametria de onda quadrada

A técnica de voltametria de onda quadrada, quando utilizada como
ferramenta analitica, necessita de um estudo de otimizacdo dos parametros que
influenciam o sinal obtido de forma quali e quantitativa.

Nos itens a seguir serdo discutidos os parametros analisados e
otimizados na deteccdo de dopamina por voltametria de onda quadrada. Todos
as medidas fora feitas utilizando ET modificados com 3 pL de nanocompdsito
NTC-NPAu, Cpa = 9,9 x 107° mol L™, eletrélito tampéo acetato 0,1 mol L= em
pH 4,5.

2.5.3.7 Amplitude de pulso de potencial

A amplitude de pulso de potencial (a) € um dos parametros importantes
a serem avaliados para o desenvolvimento de uma metodologia analitica
utilizando a SWV. Para um sistema reversivel controlado por difusdo, a amplitude
de pulso aplicado segue a equacao de Parry & Osteryoung (Gosser-Junior, 1993;
Christopher M.A. Brett, 1994), descrito na Equacéo (29), onde a corrente de pico

esta relacionada com a variacao de pulso aplicada.

. 2F24AC , D
ip =" Gp) /2 AE (29)

Em uma solucdo de DA foram feitas variagdes da amplitude de pulso
entre 5 mV e 80 mV. Os resultados estao descritos na FIGURA 46.
FIGURA 46 - A) VARIACAO DA AMPLITUDE DE PULSO DE PULSO B) COMPARAGAO

ENTRE A CORRENTE DE PICO E A LARGURA DO PICO A MEIA ALTURA PARA AS
DIFERENTES AMPLITUDES DE PULSO DE POTENCIAL APLICADAS f: 12 Hz, Estep 5 mV
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Observou-se que, conforme ha o aumento da amplitude de pulso, existe
um aumento substancial na corrente de pico de oxidacao da dopamina, e a forma
de avaliar o melhor valor de a para um sistema € observar a relacdo entre
corrente de pico e largura do pico a meia altura. Isso porque essa relacéo permite
escolher a melhor magnitude de corrente sem que haja distor¢éo ou alargamento
do pico. Neste caso, o valor escolhido foi de 40 mV, a qual foi fixada para os

demais estudos.

2.5.3.8 Estudo da variacéo de frequéncia

Outro parametro que se relaciona diretamente com a intensidade do
sinal obtido é a frequéncia (f). Na FIGURA 47 encontra-se a relacdo entre
corrente de pico e largura do pico a meia altura com a variacéo da frequéncia.

FIGURA 47 - COMPARAGCAO ENTRE A CORRENTE DE PICO E A LARGURA DO PICO A

MEIA ALTURA PARA AS DIFERENTES FREQUENCIAS APLICADAS.CONDIGCOES: a: 40 mV,
Estep: 5 mV

65
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A variagdo da frequéncia apresentou grande influéncia na intensidade
da corrente de pico da oxidacdo da dopamina e também na largura de pico a
meia altura. O valor que apresentou a melhor relagcéo entre corrente e largura de
pico foi a frequéncia de 25 Hz, que foi utilizada nos estudos posteriores.

A reversibilidade do sistema também pode ser conferida pela relacao
entre corrente e frequéncia. Na FIGURA 48 encontra-se a curva de corrente de

pico em fungéo da raiz quadrada da frequéncia.
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FIGURA 48 - RELAQAQ ENTRE CORRENTE DE PICO E FREQUENCIA NA OXIDACAO DE
DA. ELETROLITO: TAMPAO ACETATO pH 4,5. a: 40 mV, Estep: 5 mV
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A corrente de pico apresenta uma relagdo linear com a variagdo de
frequéncia se o processo € irreversivel (Equacao (30) onde a € o coeficiente de
transferéncia eletronica.

ip= af (30) ip= af’? (31)

Caso o processo seja reversivel, a corrente apresenta relacao linear com
a variacdo da raiz quadrada da frequéncia, Equacao (31) (Zachowski et al.,
1986). No gréafico acima, a relacdo entre Ip e f2 é linear, confirmando mais uma

vez a reversibilidade da reacdo da dopamina na superficie do eletrodo.

2.5.3.9 Incremento de potencial

A variagado de incremento de potencial (Estep) esta diretamente ligada a
velocidade de varredura como pode ser vista na Equacao (32). Neste sistema, o
incremento de potencial foi avaliado no intervalo de 1 a 10 mV e n&o apresentou
variacbes na corrente de pico de oxidacdo da dopamina. O que esta em
concordancia com um sistema reversivel, onde a corrente de pico ndo apresenta
modificacdes em fungéo do Estep. (Souza et al., 2003). O valor escolhido foi de 5
mV.

_ Estep
Uy (32)
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2.5.3.10 Resumo das condi¢des analiticas estudadas

As condicfes analiticas para a deteccao de dopamina utilizando o NTC-
NPAu como sensor eletroquimico estdo resumidas na TABELA 6 e esses

parametros otimizados foram utilizados na construcdo da curva analitica.

TABELA 6 - RESUMO DAS CONDIGCOES ANALITICAS OTIMIZADAS PARA A DETECGCAO

DE DOPAMINA
Parametro Valor Testado Valo'r
escolhido
pH 3,0-5,0 45

Amplitude de pulso 5-80 mv 40 mV
Frequéncia 5-30Hz 25 Hz

Incremento de potencial 1-5mV 5mV

2.5.3.11 Construcéo da curva analitica

ApOs a otimizacdo dos parametros da técnica de SWV, uma curva analitica
foi construida através da adicdo de concentracdes crescentes de DA. O intervalo
avaliado foi de 9,6 x 108 a 1,4 x 107> mol L~ de DA na presenca de AA e AU
2,0 x 107° mol L. Na FIGURA 49 encontram-se os voltamogramas para as
sucessivas adicdes de DA e a curva analitica (n = 3) obtida.

A equacao da reta encontrada para a curva analitica com coeficiente de
correlacao de 0,997 é dada pela Equacéo (33):

ip(ud) = —0,013 + 2,06 Cpp pmol L1 (33)

Os limites de deteccdo (LD) e quantificacdo (LQ) para tal sistema foi

calculado com base nas Equacdes (33) e (34):

LD = 3,35/6 (33) LQ = 1065/ (34)
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onde ¢ refere-se ao desvio padrdo da corrente no potencial de pico de
oxidacdo da dopamina (n=10), 0 refere-se a sensibilidade ou coeficiente angular
da curva analitica.

FIGURA 49 - a) VOLTAMOGRAMAS DE ONDA QUADRADA PARA SUCESSIVAS ADICOES
DE DA PRESENGA DE AA E AU 2,0x10-5 mol L~1. b) CURVA ANALITICA
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Os valores encontrados para o método proposto foram de 7,1 x10~® mol
L=t e 2,4 x10~"mol L~! para o LQ e LD respectivamente. A curva apresentou um
intervalo de resposta linear na faixa de concentracéo entre 4,8 x 10~" e 5,7 x 10~
mol L' e sensibilidade de 2,06 pA=' L pmol™l. Tais valores estdo em
concordancia com outros trabalhos utilizando o mesmo analito, que estéo
resumidos na TABELA 7.

TABELA 7 - COMPARATIVO DE DESEMPENHO ANALITICO DO MEDODO PROPOSTO
COM OUTROS DADOS DA LITERATURA

LD Faixa Linear Sens. ]
Eletrodo Técnica Ref*
(umol L) (umol L) (WA L pmol™)

Grafite/poliuretana 0,064 5,20 -50,6 22,0 SWV a
NTC/Celulose 48 0,3-4,0 0,021 SWvV b
ECV/Nafion/catequina 0,011 0,10 -100 0,016 Amp (o
ECVINTCILiq. l16nico 0,10 1,0—10 0,26 SWvV d
Este trabalho 0,07 0,48 - 5,70 2,06 SWV =

*a) (De Toledo et al., 2005) b)(Muguruma et al., 2016) c) (Salimi et al., 2006) d) (Zhao, Y. et al.,
2005)
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A repetibilidade da metodologia foi testada através da adi¢do de 1,0 x
107% mol L' de DA na presenca de 2,0 x 10> mol L™ de AA e AU e o desvio
padrao relativo (DPR) foi de 3,8% (n =10). Para o estudo de reprodutibilidade
(diferentes eletrodos), o DPR encontrado foi de 5,3% (n = 10), indicando o bom
desempenho analitico do método proposto. Os resultados obtidos até o presente
momento indicam uma aplicagdo promissora do sensor proposto em amostras

de interesse bioldgico.

2.6 CONCLUSOES PARCIAIS

A obtencdo de nanocompoésito entre nanotubos de carbono e
nanoparticulas de ouro inspirada na rota bifasica de sintese de nanoparticulas
de ouro foi realizada com sucesso. O controle de tamanho de particulas foi feito
sem a presenca de agentes passivantes pela variagcado da proporcao ouro/NTC.
Além disso, o tempo de preparo foi menor que o utilizado na rota bifasica.

A determinacao de dopamina na presenca dos acidos ascorbico e urico
utiizando o nanocompdsito sintetizado foi realizada com sucesso. O
nanocompasito apresentou magnitudes de corrente menores que o NTC tratado,
porém a interferéncia do AU foi menos pronunciada no material contendo as
NPAu. Os parametros de mérito analitico obtidos sdo comparaveis com outros
trabalhos descritos na literatura, com destaque para os baixos limites de

deteccao e faixa linear comparado a outros eletrodos.
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3 UTILIZACAO DO NANOCOMPOSITO NTC-NPAU PARA CONSTRUCAO
DE UM BIOSSENSOR PARA A DETERMINACAO DE FENOL

3.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Explorar as propriedades eletroanaliticas do nanocompdsito NTC-NPAu
na producédo de biossensor para a detec¢éo de fenol

3.2 MATERIAIS E METODOS

3.2.1 Preparagcdo dos eletrodos modificados com o0 nanocompdsitos e

tirosinase e caracterizacao eletroquimica

Os eletrodos impressos utilizados neste trabalho foram produzidos no
laboratorio do Professor Dr. Craig Banks na Universidade Metropolitana de
Manchester, Reino Unido. A impressao foi realizada utilizando as mascaras
apropriadas e uma impressora microdek®, modelol670RS e as etapas
consistiram na deposicao de tintas de carbono grafite (para impresséao de ET e
EA), Ag/AgCl (ER) e tinta dielétrica (Gwent, Liverpool, Reino Unido) sobre um
substrato de poliester. O ET possui area de 0.07 cm? (Rana et al., 2017).

Um frasco contendo 29,5 mg de solido liofilizado (tirosinase) dissolveu-
se em 5 mL de tampéo fosfato (0,05 mol L™1), pH 7,0. Ap6s a total solubilizacdo
do material, fracionou-se a solucdo em volumes de 100 pL. As amostras foram
acondicionadas em refrigerador a —4° C.

Foram preparados El modificados com nanocompdsito e tirosinase, no
qual adicionou-se 3,0 L de uma dispersédo do nanocompdésito 1,0 mg mL~tem
Nafion® 0,05 % ao eletrodo de trabalho (area = 7,06 mm?). Em seguida o
eletrodo foi imerso em uma solugéo de cistamina 0,05 mol L™* sob agitagcdo por
uma hora. O eletrodo foi enxaguado e seco a 35° C. Adicionou-se uma solucéo
de glutaraldeido 2% (v/v) a superficie do eletrodo por 1 hora e em seguida, lavou-
se em 4gua destilada e seco a 35° C. Na etapa de adi¢do de tirosinase utilizou-
se o0 volume de 5,0 pyL da solucéo preparada anteriormente por 8 horas. Apos
isso, o eletrodo foi enxaguado com uma solucdo de tampéao fosfato pH 7,0 por

10 minutos para remocéo de enzimas fracamente adsorvidas.
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A caracterizagcdo eletroquimica do biossensor foi realizada através da
voltametria ciclica utilizando tampéo fosfato 0,1 mol L=* em pH 6,5 no intervalo
de +0,2 a —0,4 V em volume de uma gota (~20 uL). Como substrato sonda,

utilizou-se o catecol para verificacdo da atividade enzimatica do biossensor.

3.2.2 Ensaios usando o microdispositivo

Todos os materiais utilizados na fabricacdo do uTED foram adquiridos no
mercado local (Curitiba, PR, Brasil). Os materiais incluem fita adesiva dupla face,
eletrodo impresso de carbono (ET e EA de carbono e ER de prata), placas de
vidro e reservatoérios poliméricos. Os fios de algodé&o hidrofilico foram obtidos a
partir do tecido das gazes hidrdfilas de algodéo.

A construcdo do dispositivo microfluidico eletroanalitico de baixo custo
baseado em fios de algodéo (UTED) foi realizado sobre placas de vidro 25 mm
de largura, 6,5 mm de espessura e com comprimentos de 30, 60 e 90 mm. A
montagem pode ser acompanhada pelo esquema da FIGURA 50, onde as partes

constituintes do dispositivo sao:

(1) Fixacao dos reservatorios de entrada e saida (ambos com capacidade de
4 mL) nas extremidades das placas de vidro;

(2) Colocacao de um pedaco de fita adesiva dupla face perto do reservatorio
de entrada e outro pedaco perto do reservatorio de saida para garantir
adesao;

(3) Acomodacéao do eletrodo impresso com a fixacao de fitas adesivas sobre
o eletrodo impresso;

(4) Fixacao do fio de algodéo hidrofilico ao longo de todo o dispositivo, desde
o reservatoério de entrada até o reservatorio de saida;

(5) Colocacgéao de dois pedacos de fita adesiva dupla face sobre o El para

delimitar a area
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FIGURA 50: ESQUEMA DE CONSTRUGAO DO uTED

Fita adesiva dupla face
Fio de algodao hidrofilico
Eletrodo impresso

Reservatério de entrada s .
Fita adesiva dupla face

bl comme
1 1Reservat6rio de saida

Placas de vidro

ApGs as etapas descritas anteriormente, com o dispositivo pronto para a
utilizacdo, o reservatério de entrada é preenchido com solugcdo do eletrélito
suporte, tampéo fosfato 0,1 mol L= em pH 6,5 e por efeito de capilaridade a
solucéo flui em direcdo ao reservatério de saida, passando pela regido de
deteccao eletroquimica.

Para as medidas eletroquimicas utilizou-se um potenciostato p-Autolab
modelo Type Il no modo de deteccdo cronoamperométrica, onde a corrente foi
amostra a partir da aplicacdo de um potencial fixado em —0,3 V e 0s sinais
transientes foram obtidos através da injecdo de 2 pL de solugdo contendo o
analito estudado em diferentes concentracdes na faixa de 108 a 10~* mol L=t de

fenol.
3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.3.1 Desenvolvimento de um biossensor baseado na imobilizagcdo de
tirosinase sobre o nanocompésito NTC-NPAu

3.3.1.1 Investigagéo da Imobilizagdo de tirosinase em eletrodo impresso

O EI contendo ET de carbono foi utilizado como suporte para o
biossensor e na FIGURA 50 encontra-se esquematizado o0 processo de
imobilizagéo enzimatica utilizado na construgdo do biossensor.

A metodologia da imobilizacdo enzimatica foi baseada na geracéo de
ligacbes covalentes entre as nanoparticulas de ouro e a tirosinase. Para tal

procedimento, o El foi modificado por dropcasting (FIGURA 51, etapa 1) onde
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nanocompaosito previamente dissolvido em isopropanol e Nafion® 0,05% (m/v)
foi utilizado para garantir adesdo dos NTCs ao eletrodo impresso. No
procedimento de imobilizacdo enzimatica foram utilizados agentes de ligacao
cistamina, que apresenta grupos tidis de alta afinidade por ouro e glutaraldeido,
um di-aldeido, capaz de formar ligacdes entre 0s grupos amina presente na
cistamina (FIGURA 51, etapa 2) e na outra extremidade € possivel ancorar uma
enzima pela formacao de ligagcdo amida provenientes da tirosinase (FIGURA 51,
Etapa 3), proporcionando estabilidade ao material imobilizado (Pauliukaite et al.,
2009). Tal procedimento permite direcionar a imobilizagdo enzimatica sobre as
nanoparticulas de ouro, devido a alta afinidade tiol — ouro (Brust et al., 1994).
Adicionalmente, 0 mesmo procedimento de construcédo do biossensor, utilizando
os agentes de ligacdo cistamina e glutaraldeido e a enzima tirosinase foi
realizado para o NTC H* (ha auséncia de NPAu) e a voltametria ciclica na
presenca de catecol ndo apresentou nenhum pico no mesmo intervalo estudo
dado para o biossensor NTCNPAu-Tir, indicando que a metodologia de

incorporacao enzimatica esta direcionada sobre as nanoparticulas de ouro.

FIGURA 51 - PROCEDIMENTO DE CONSTRUGAO DO BIOSSENSOR
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FONTE: O autor.

A respeito da configuracéo provavel que o biossensor adquire, levando
em conta o peso molecular de 63,9 kDa da tirosinase (Zhang et al., 1999) pode-
se fazer uma aproximacao utilizando dados da proteina albumina (BSA), a qual
possui peso molecular proximo ao da Tirosinase, de 66 KDa e dimensdes
comparaveis a uma NP de 8,4 x 8,4 x 3,1 nm (De et al., 2009). Admitindo que
as NPAu tem pelo menos duas dimensdes proximas a 7 nm, a relacédo entre

tirosinase e NPAu em termos de tamanho é bastante préxima, sendo pouco
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provavel que mais de uma macromolécula de tirosinase consiga se ligar a uma
nanoparticula de ouro devido ao impedimento estérico causado pela enzima.

Estas relacbes de dimensdes estao descritas na FIGURA 52.

FIGURA 52 - RELACAO DE DIMENSOES RELATIVAS ESPERADAS PARA O SISTEMA NTC-
NPAu- Tir

Fonte: O autor

Um dos grandes desafios na producédo de biossensores € a manutencéo
da atividade catalitica da enzima apés a imobilizacdo. Na FIGURA 53 encontram-
se 0s voltamogramas ciclicos para um eletrodo contendo o nanocompdsito antes
e apos a modificacdo com tirosinase na presenca de catecol.

Observou-se que, apos a incorporacao da enzima, ha um sinal intenso
com Epc = —168 mV, que é resultado da reducdo eletroquimica da o-quinona
formada pela acdo da tirosinase sobre o catecol. Através de tais dados é possivel

verificar a manutencao da atividade catalitica da enzima ap0s a imobilizacao.
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FIGURA 53 - VOLTAMOGRAMAS CICLICOS OBTIDOS PARA EI MODIFICADO COM NTC-
NPAuU ANTES E APOS A MODIFICAGAO COM Tir. Ceatecol = 1,0 x 10~ mol L™, ELETROLITO
TAMPAO FOSFATO pH 6,5 E AS REACOES ENVOLVIDAS. v=5mV st
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3.3.1.2 Estudo da influéncia do pH

Em um sistema contendo uma proteina imobilizada, o estudo e
manutenc¢ao do pH se mostra crucial para o desenvolvimento de um biossensor,
onde a enzima apresenta, como caracteristica quimica, a alta dependéncia da
atividade catalitica com pH. Além disso, ocorre a mudanca estrutural devido a
processos de protonacao e desprotonagdo dos grupos amino e carboxilicos das
estruturas primarias (Nelson e Cox, 2015). No caso das enzimas contendo sitio
ativo de cobre (chamadas de T1, T2, T3), adjacente ao centro metdlico existe um
grupamento histidinico livre (pKa ~ 6,5) que normalmente encontra-se mais
distante do centro ativo por conta das ligacdes de hidrogénio com as moléculas
de agua. Porém, apds a desprotonacdo esse grupo (his 287) se aproxima do
centro metalico e gera um “efeito tampa” na cavidade catalitica da proteina, como
pode ser visto na FIGURA 54. No caso exemplificado a seguir, 0 modelo &
utilizado para uma enzima T2, ou seja, uma enzima contendo o sitio ativo com
um atomo de cobre. Porém, a similaridade estrutural das vizinhancas entre as
enzimas do tipo T2 e T3 (tirosinase) faz com que seja viavel essas aproximacdes
(Yaropolov et al., 1996).
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FIGURA 54 - INTERAGAO DO GRUPAMENTO HISTIDINICO LIVRE COM O CENTRO
METALICO a) pH 6,0 b) pH 8,5
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O estudo do pH para o biossensor NTC-NPAu-Tir foi verificado na faixa
de 6,0 a 8,0 onde é possivel observar a influéncia do pH na corrente de pico
catddica da o-quinona (FIGURA 55). Corroborando com os dados apresentados
anteriormente, os valores de pH de 6,0 a 7,0 apresentaram as maiores correntes,
sendo que o pH 6,5 foi escolhido para os demais estudos.

FIGURA 55 - INTENSIDADE DE CORRENTE CATODICA DO BIOSSENSOR UTILIZADO

TAMPAO FOSTATO 0,1 mol L~ EM DIFERENTES VALORES DE pH. VALORES OBTIDOS
POR VOLTAMETRIA CICLICA, . Ccatecol = 1,0 x 10~* mol L7t, v =5 mV s71
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Tais dados estdo em consonéncia com os encontrados na literatura,
onde normalmente os valores otimizados de pH se encontram na faixa de 6,0 a
8,0 (Alkasir et al., 2010; Tan et al., 2011; Kochana et al., 2015; Vicentini et al.,

2016) para estes biossensores.
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3.3.1.3 Efeito da quantidade de modificador

A guantidade de modificador foi avaliada através da corrente de pico catédica
gerada através da reducdo da quinona e também através de medidas de
capacitancia dos eletrodos, ambas utilizando voltametria ciclica. No caso das
medidas de capacitancia, as mesmas foram realizadas na auséncia de
processos faradaicos, utilizando NaNO3z 0,1 mol L™ como eletrélito suporte em
um intervalo de potencial de 0,0 a 0,3 V com velocidade de varredura de 5 mV
s~L. Os resultados estdo descritos na TABELA 8, onde é possivel observar que
a capacitancia do El varia drasticamente apds as sucessivas modificacdes.

TABELA 8 - MEDIDAS DE CORRENTE DE PICO E CAPACITANCIA PARA DIFERENTES

ELETRODOS
i Capacitancia
Eletrodo Pe g »
(MA) (uF cm™)
El — 1,48
El-Nafion® — 25,3
EI-NTC NPAu — 74
Biossensor 1
2,4 114
(0,5 ug NTC-NPAuU)
Biossensor 2
3,5 195
(1 pg NTC-NPAU)
Biossensor 3
3,8 288

(2 pg NTC-NPAU)

A capacitancia é a medida de corrente resultante do acimulo e acomodacéo
das espécies carregadas na regido da dupla camada elétrica (Wang, J., 1994).
Para a aplicacdo de materiais como sensores voltamétricos, eletrodos com altos
valores de capacitancia ndo sao desejaveis pela perda de resolu¢do que
conferem ao perfil voltamétrico, sendo necesséaria a aplicacdo de técnicas
pulsadas para a minimizacéo desses efeitos. Comparando os dados obtidos para
o sistema estudado, o El apresenta baixa capacitancia, como o relatado
anteriormente na literatura (Cui, G. et al., 2001), apos a adicdo do polimero

perfluorado sulfénico-Nafion®, o qual é utilizado para imobilizar os
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nanocompoésitos na superficie do EI, h4& um aumento substancial da
capacitancia. Esse aumento € conferido pelos grupos sulfénicos presentes na
sua estrutura quimica como podem ser visto na FIGURA 56 (Rubinstein e Bard,
1980), e que também lhe da capacidade de troca idnica.

Apls a adicdo do NTC-NPAu, o aumento da capacitancia € aferido
principalmente aos NTCs que possuem conhecidas aplicagbes como capacitores
(Niu et al., 1997). E finalmente com a adicéo tirosinase, ocorre outro aumento de
capacitancia, desta vez atribuida aos grupamentos carregados desta
macromolécula, esses valores de capacitancia estdo de acordo com outros
trabalhos relatando a capacitancia de biossensores contendo tirosinase

(Elkaoutit et al., 2008).

FIGURA 56: ESTRUTURA QUIMICA DO NAFION®

Fonte: O autor.

Quando a massa de nanocompasito € variada, ocorre a novo aumento da
capacitancia, o que é esperado ja que uma maior quantidade de material esta
depositada sobre a mesma area, a capacitancia do eletrodo é modificada. Assim,
para escolha do melhor compdsito, a corrente de pico para reducao da o-quinona
foi avaliada, onde o ElI modificado com 1 uyg de NTC NPAu apresentou 0s
melhores resultados de corrente para a reducao de o-quinona e juntamente com
a capacitancia intermediaria entre o0s biossensores estudados, mostrou-se como

a melhor modificagao superficial.

3.3.1.4 Quantidade de enzima

A quantidade de enzima adicionada sobre o eletrodo contendo 1 pg de
nanocomposito foi estudada no intervalo de 25 a 250 U e os resultados estédo
indicados na FIGURA 57. E possivel observar que a partir de 100 U a quantidade
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de enzima adicionada ao eletrodo ndo varia a corrente catodica
significativamente, por conta de uma provavel saturacdo dos sitios capazes de
imobilizar a enzima. Desta forma, o valor de 100 U foi adotado como padrao para
as demais modificacdes, este valor corresponde a 20 pL da solucgéo tirosinase 5
KU mL™1

FIGURA 57 - QUANTIDADE DE ENZIMA ADICIONADA
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3.3.1.5 Resposta para diferentes substratos

Além dos substratos biolégicos classicos, a DOPA e a tirosina, a aplicacao
de tirosinase como elemento de reconhecimento de biossensores, pode levar a
sua utilizacdo em duas classes distintas de moléculas: espécies fendlicas de
importancia biolégica como os polifendis (Carralero Sanz et al., 2005; Cortina-
Puig et al., 2010) e as espécies de interesse ambiental (Alkasir et al., 2010;
Ozoner et al., 2010; Tan et al., 2011). Neste trabalho, as espécies bisfenol-A,
fenol e catecol tiveram suas respostas eletroquimicas avaliadas no biossensor e
suas estruturas encontram-se ilustradas na FIGURA 58.

FIGURA 58 - ESTRUTURA QUIMICA DAS ESPECIAS ANALISADAS: a) FENOL b) CATECOL
E c) BISFENOL-A

a b C
OH OH CH
OH 3
= oo
CHs

Fonte: O autor.
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Percebe-se que para a mesma concentracdo, o sinal analitico para o
catecol é mais intenso em relagédo ao fenol (FIGURA 59). Isso ocorre porque a
velocidade de reacdo no ciclo monofenolase € bem menor que no ciclo
difenolase (Kim e Uyama, 2005). Em relacdo ao bisfenol-A, sua corrente pouco
pronunciada pode estar relacionada com a estrutura quimica de maior volume,
0 que dificulta a sua chegada ao sitio ativo.
FIGURA 59 - VOLTAMOGRAMAS CICLICOS COMPARATIVOS PARA AS TRES ESPECIES

ESTUDADAS. Cespécies= 1,0 x 1074 mol L1, ELETROLITO: TAMPAO FOSTATO 0,1 mol L pH
6,5,v=5mVst
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Apesar dos valores de magnitude de corrente mais baixos que o catecol, o
apelo ambiental de monitoramento do fenol pela sua toxicidade acentuada
(Villegas et al., 2016), demandam métodos de monitoramento e controle mais
efetivos com alta sensibilidade e baixo custo. Por isso, o fenol foi utilizado no

desenvolvimento do método analitico.

3.3.2 Aplicacdo do biossensor em um dispositivo para analise por injecao de

fluxo

Apbs a otimizacdo do biossensor, 0 mesmo foi acoplado a um sistema
para medidas em fluxo utilizando fios de algodao como canais de solucdo. Na

FIGURA 60 encontram-se duas imagens do dispositivo utilizado nas medidas.
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FIGURA 60 - a) VISTA DO pTED DE UM PLANO SUPERIOR, ONDE O CIRCULO EM
VERMELHO INDICA A AREA DE INJECAO DA AMOSTRA b) VISTA LATERAL

Como pode ser observado a construcéo do dispositivo leva materiais de
baixo custo como vidro, reservatorios de plastico, fio de algodao e um eletrodo
impresso que tem um custo estimado de R$ 3,50. Com relag&o as propriedades
quimicas da gaze, esta é constituida de celulose, um biopolimero rico em
grupamentos hidroxila que confere hidrofilicidade aos fios (Mitchell et al., 2005;
Nilghaz et al., 2015). Nenhum tratamento quimico foi aplicado aos fios de
algodao. A vazao do sistema foi caracterizada no trabalho (Agustini et al., 2016),
onde encontrou-se o valor de 1,12 yL st através da medida da massa de agua
depositada no reservatorio de saida em funcéo do tempo.

A fim de avaliar o comportamento do biossensor, uma primeira medida
foi realizada com adicdes de 1,0 x 10~* mol L™* de fenol nos fios de algodédo
contendo o biossensor utilizando tampédo fosfato pH 6,5 como solugéo
transportadora. Os resultados obtidos para a triplicata encontram-se na FIGURA

61 onde cada seta indica 0 momento em que o analito foi adicionado.
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FIGURA 61 - COMPORTAMENTO ELETROQUIMICO DO uTED NA AUSENCIA E APOS
ADICAO DE FENOL.
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Apos a estabilizacao de corrente, foi feita a adicdo de fenol em potencial
de -0,3 V, onde foi possivel encontrar uma variagdo de corrente de
aproximadamente 300 nA, que retorna a linha base apdés 60 segundos,
correspondendo ao final da passagem de todo o gradiente de concentracao de
fenol que difunde pelo percurso analitico. Na FIGURA 62 estéo ilustradas as
etapas de obtencéo do sinal, segundo o funcionamento do dispositivo.

FIGURA 62 — DIAGRAMA ESQUEMATICO DO FUNCIONAMENTO DO WTED a) ADIGAO DE

FENOL b) OXIDACAO ENZIMATICA DO FENOL GERANDO O-QUINONA c) REDUCAO
ELETROQUIMICA DA O-QUINONA d) TODAS AS ESPECIES SEGUEM PARA O DESCARTE

oy
a) Q m“{} g

Fenol 0qu|nona Catecol Tirosinase

d)

Fonte: O autor.

Com o sistema em funcionamento com fluxo de eletrdlito suporte tampéao

fosfato pH 6,5 ocorre em a) a adicdo de 1 pL de solugéao contendo a solugéo de



93

fenol 1,0 x 10 mol L a cm do eletrodo de trabalho impresso. Em seguida, a
solugéo contendo o analito se move em direcéo ao biossensor. b) Ao passar pela
regido contendo o eletrodo impresso, o fenol € oxidado pela tirosinase levando
a formacéo de o-quinona, c) ocorre a reducao eletroquimica de o-quinona na
superficie do eletrodo gerando o sinal transiente. d) Ap6s a reagdo, 0S
componentes sao levados ao reservatério de saida e a corrente retorna a linha
base. A partir dos dados obtidos, foram feitas otimizacdes para determinacao

analitica de fenol, os dados sdo mostrados a seguir.

3.3.2.1 Potencial aplicado

A sensibilidade das medidas de cronoamperometria sdo dependentes do
potencial aplicado ao eletrodo de trabalho. Os potenciais de deteccao de fenol
foram testados nos potenciais de -100 a -500 mV utilizando uma solug&o 1,0 x
10® mol L™ de fenol em tampdo fosfato pH 6,5 e os resultados estdo
apresentados na FIGURA 63. Os valores de corrente e estdo apresentados em
maodulo IAil com o objetivo de facilitar a observacéo da variacdo dos valores.
FIGURA 63 — VARIACAO DA CORRENTE DE REDUGAO DA O-QUINONA EM DIFERENTES

POTENCIAIS APLICADOS. Crenot: 1,0 x 1076 mol L1, ELETROLITO: TAMPAO FOSFATO 0,1
mol L= EM pH 6,5.
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Percebe-se que com a variacédo do potencial aplicado, as correntes de
reducdo adquirem maior magnitude com maximo de corrente em -300 mV. Em
valores potencial abaixo de -300 mV a Aipc apresenta menores valores devido a

variacéo de corrente da linha base que em potenciais mais negativos tem uma
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contribuicdo capacitiva pronunciada. Pelos dados apresentados, o valor de
potencial de -300 mV foi o escolhido para os demais estudos.

No sistema de eletrodo impresso empregado, o ER utilizado é chamado
pseudo-eletrodo de referéncia (p-ER). Estes podem ser acoplados e
miniaturizados em diversos dispositivos, aumentando a praticidade e as
possibilidades de aplicagBes analiticas (Beati et al., 2012). A diferen¢a do p-ER
para um ER é que a variacdo de potencial para uma dada reacdo depende do
meio em que ela ocorre. Isso quer dizer que, comparativamente, enquanto em
um ER o sistema permanece em um compartimento separado da solugédo e com
0 potencial constante em relagdo ao meio externo, no p-ER, a interagao ocorre
diretamente com a solucédo a ser analisada. Isso faz com que o processo que
gera a diferenca de potencial em um ER seja bem estabelecida, enquanto no p-
ER a variacdo de potencial geralmente ndo € conhecida (Inzelt, 2013).
Normalmente, os potenciais de uma dada reac&do utilizando o p-RE séo
comparados com os valores do ER. Na deteccdo de fenol, a variacdo de
potencial apresentada foi de +180 mV em relacdo ao ER. Como resultado, a
reacao que ocorre em -300 mV em relagéo ao p-RE, se desloca para -120 mV
vs. Ag/AgCI/CI= 3,0 mol L™t Tal variagdo estd de acordo com os potenciais
descritos na literatura, onde a deteccao de fenol ocorre entre 100 a -100 mV vs.
Ag/AgCI/CI=, 3,0 mol L=(Tsai, Y.-C. e Chiu, 2007; Janegitz et al., 2012).

3.3.2.2 Resumo dos parametros otimizados

Com base nos estudos avaliados e discutidos anteriormente, 0s
parametros otimizados encontram-se na TABELA 9. Todos os estudos

posteriores adotaram tais parametros otimizados.
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TABELA 9 — RESUMO DOS PARAMETROS AVALIADOS E OTIMIZADOS NO
FUNCIONAMENTO DO BIOSSENSOR.

Parametro avaliado Intervalo avaliado Valor escolhido

Quantidade de

modificador (ug) 0,5=2.0 1.0
pH 5,0-8,0 6,5
Quantidade de
: 25 —-200 100
Enzima (U)
Potencial de
-100 a -500 -300

Deteccédo (mV)

3.3.2.3 Curva analitica

ApoOs a otimizacdo dos parametros que influenciam na resposta do
MTED, a curva analitica foi construida para avaliar a regido de reposta do
biossensor. Na FIGURA 64 encontram-se os resultados obtidos para adi¢cdes
crescentes de fenol desde 10 a 800 nmol L™

A regido linear encontrada para a detecc¢éo de fenol foi de 10 nmol L~ a
200 nmol L~ e tem como equacdo da curva lAipcl / nA= 1,63 + 0,131 Ctenol / pmol
L~ com LD de 2,91 nmol L™ e LQ de 8,92 nmol L™ através das equacdes (32)
e (33). A sensibilidade, que é a inclinacdo da curva analitica, tem o valor de de
131 nA L ymol~L. Os valores de desvio padrdo para repetibilidade de 7,3% (n =
5) e 12% (n = 5) para os testes de reprodutibilidade. A frequéncia analitica para

sucessivas adigées de 50 nmol L™ de fenol foi de 54 inje¢Ges por hora
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FIGURA 64 — a) SINAIS TRANSIENTES OBTIDOS PARA DIFERENTES CONCENTRAGOES

DE FENOL ENTRE 10 E 800 nmol L~L. AREA DESTACADA EM AZUL CORRESPONDE AOS
SINAIS OBTIDOS PARA AS CONCENTRACOES DE (a) 10; (b) 30; (c) 50; e (d) 120 nmol L2
E A RESPECTIVA CURVA ANALITICA. ELETROLITO: TAMPAO FOSFATO 0,1 mol L= EM

oH 6,5.
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Na TABELA 10 encontram-se alguns parametros analiticos na
determinacdo de fenol via eletroquimica utilizando biossensores descritos na
literatura e a comparagcdo com este trabalho. Os valores encontrados sao
bastante satisfatérios no que diz respeito aos limites de deteccéo e faixa linear,
apresentando comparativamente, uma sensibilidade intermediaria em relacdo
aos biossensores analisados.

O Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA) em sua resolucéo
357 de 2005 dispbe sobre a classificagdo dos corpos de agua e diretrizes
ambientais, estabelece as condicfes e padrées de lancamento de efluentes,
recomenda os seguintes valores de fendis totais (Conama, 2012):

a) 3 ppb para agua doce Classe | — que pode ser utilizada para consumo
e abastecimento para consumo humano apdés tratamento convencional,

b) 10 ppb para aguas de Classe Ill — Agricultura e abastecimento

humano apds tratamento avancado;
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c) 60 ppb para 4gua salgada Classe | — preservacdo dos ambientes
aquéticos em unidades de conservacao de protecdo integral;

Levando em consideracdo que a deteccdo de fendis pelo biossensor
encontra-se na faixa de 0,9 — 23 ppb com LD de 0,43 ppb, o sistema proposto
nesse trabalho, teoricamente (sem levar em consideracao interferentes e efeitos
de matriz) seria capaz de desenvolver tais determinagdes.

TABELA 10 - COMPARATIVO ENTRE BIOSSENSORES ELETROQUIMICOS NA
DETERMINACAO DE FENOL

LD Sens. Faixa
Eletrodo Técnica ] Ref.
(nM) (LA mM1) Linear (uM)
Grafite-EDC- FIA— (Ortega et al.,
NHS-Tir Amp 3 s21 0,01-50 1993)
i - FIA- _ (Campuzano et
Au -MPA—Tir Amp 0,8 1300 0,2 —200 al., 2003)
ECV-EDS- FIA- (Pefa et al.,
NHS-Tir Amp gl e U=l 2001)
A T B (Luetal,
Au—HA—quit—Tir Amp 10 1,77 0,07 -5,0 2010)
ECV—NTCs- (Tsai, Y.-C. e
nafion—Tir (A L0 <l = Ik Chiu, 2007)
BDD—AUNP—Tir  SWV 70 1800 010-11  (Janegitzetal,
2012)
ECV—Grafeno— (Quetal.,
Aminoac Tir Amp 0,35 4,08 0,001-21 2013)
Estetrabalho ~ MTED 291 131 0,01-0,2 -

Amp

3.3.2.4 Afinidade enzima-substrato

A constante cinética aparente de Michaelis-Menten (K,/?) fornece
informacdo importante sobre a atividade catalitica e afinidade entre enzima
imobilizada e o substrato. Esses valores podem ser obtidos pela Equacao (35)
de Lineweaver-Burk adaptada.

app
LIFE SR - (35)

ls Imax imax Crenol

Onde is refere-se a corrente no estado estacionario, imax € a corrente maxima

obtida pela saturacdo com o substrato. Podem ser obtidos experimentalmente
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pela curva de 1/ipc versus 1/Crenol. NO caso do biossensor estudado, a equacéo
de reta encontrada foi a descrita a seguir (36):

1

L — 0,001 + 0,00437x%

ls Crenol

(36)

Assim, K,"?pode ser obtida pela multiplicag&o entre coeficiente angular da
reta e imax. O valor encontrado para o biossensor esta descrito na TABELA 11 em

comparacao com outros valores descritos na literatura.

TABELA 11 — VALORES DE KZ;JP PARA DIFERENTES BIOSSENSORES

KPP
Biossensor M Ref
MM
Au—MPA—Tir 146 (Campuzano et al., 2003)
ECV—NTCs—- Nafion®-Tir 52 (Tsai, Y.-C. e Chiu, 2007)
BDD— NPAuU—Tir 13 (Janegitz et al., 2012)
Este trabalho 4.9 —
Au—HA—quit—Tir 1,3 (Lu et al., 2010)

O valor de K,? para o biossensor desenvolvido encontra-se dentro da
faixa reportada em outros trabalhos. Vale ressaltar que apesar do fenol ser um
substrato passivel de oxidag&o pela tirosinase, os valores de K,'? apresentado
para esta reacdo sdo bem inferiores aos apresentados para o catecol. Por
exemplo, para um sistema similar contendo NPAu e NTCs (Vicentini et al., 2016),
onde os valores de afinidade enzima e substrato chegam a ser mil vezes maior.
Isso esta de acordo com o fato da reacdo de oxidacdo ser energeticamente
desfavoravel, onde a energia desprendida para a insercéo de oxigénio em uma
molécula estabilizada por efeito de ressonancia € bem maior do que a oxidacao

do o-difenol. (Yaropolov et al., 1996; Kim e Uyama, 2005).
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3.3.2.5 Aplicacao do biossensor em amostra real

Apos investigar o potencial analitico do uTED, foram realizados testes de
adicao e recuperacdo em amostras de agua potavel, proveniente da Companhia
de Saneamento do Parand (SANEPAR), as quais foram coletadas no
Departamento de Quimica da Universidade Federal do Parand, Curitiba — PR-
Brasil, e enriquecidas com fenol. O procedimento consistiu em preparar uma
solucédo de tampaéo fosfato 0,1 mol L~em pH 6,5 em agua potavel e em seguida
diluir uma solucéo estoque de fenol 1,0 x 10~ mol L™ , também preparada em
agua potavel.

A FIGURA 65 encontra-se a curva de adicdo de diferentes concentracfes
de solucéo padrdo de fenol em tiplicata (a até f) e em seguida a adicdo de uma
amostra fortificada contendo 0,02 x 10~® mol L~* de fenol em agua potavel (S).
Em seguida, adicbes decrescentes de fenol foram feitas para avaliar o
comportamento do biossensor apés a introducédo da amostra real e uma possivel
desnaturacao enzimatica.

FIGURA 65 — ADICOES DE FENOL E INTERPOLAGCAO DE UMA AMOSTRA REAL.

CONCENTRACOES DE FENOL (nmol L-1): a) 10 b) 20 c) 40 d) 80 e) 100 f) 200 e S)
AMOSTRA DE AGUA ENRIQUECIDA COM 20 nmol L~ DE FENOL

0,01
<0.1-
o
-0,2
0. f f
0 1000 2000 3000 4000
Tempo /s

Foram obtidos sinais transientes para a amostra muito semelhantes aos
sinais das adi¢des padréo, indicando que adicdo da amostra real nédo interfere

significativamente na intensidade do sinal eletroquimico. Apdés a adicdo da
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amostra, a adicdo decrescente de fenol indica que n&o houve variagcéo
significativa do sinal analitico. Os estudos de adicdo e recuperacdo foram

realizados em 3 niveis e os valores encontram-se na TABELA 12.

TABELA 12 - VALORES DE RECUPERAGAO PARA AMOSTRAS DE AGUA FORTIFICADAS

COM FENOL.
Valor Adicionado Valor Recuperacdao
(nmol L) Recuperado (nmol L) (%)
20 22+6 110 + 30
60 58 +9 96 + 10
100 89 +13 89 + 13

Os resultados obtidos para a determinacdo de fenol em amostras
enriquecidas demonstraram que existe uma boa concordéancia entre os valores
adicionado e recuperado, com taxas entre 89 e 110%. Quanto aos valores de
DPR encontrados, os mesmos estdo em concordancia para valores na faixa de
analise de tracos no qual esse método configura, sendo aceitaveis erros na faixa
15 a 30%.

Segundo dados (Sanepar, 2016), os principais componentes encontrados na
agua de torneira sdo: fluoretos (0,7 ppm — 3,68 x 10~ mol L™, cloro residual
(1,2 ppm — 1,69 x 10~ mol L"), aluminio (0,08 ppm — 2,95 x 10~ mol L"), ferro
e manganés (0,05 ppm — 8,95x10~'mol) e microcistina (1 ppb) e pH 6,6.
Possivelmente, a variacdo de valores pode estar relacionada a presenca destes

componentes da matriz.

3.3.2.6 Efeito suicida

Em um biossensor, a determinacdo do tempo de vida util no qual o
sistema encontra-se analiticamente (til € de extrema importancia. Este talvez
tenha sido o maior desafio apresentado na construcdo deste biossensor.
Normalmente, no dia apdés as primeiras medidas o0 biossensor apresentou
valores de corrente muito inferiores em um periodo de 24 ou 48 horas, quando
acondicionados em solucédo tampéo fosfato 0,1 mol L=* em pH 6,5 a 4° C.

Esse comportamento de inativacdo pode ser explicado pelo chamado
“efeito suicida” que a tirosinase apresenta. Basicamente, se refere a uma
inativacao gerada pelo proprio substrato, mais pronunciado no catecol. Isso pode

ocorrer devido a diferentes caminhos reacionais durante o ciclo catalitico: a) O
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produto final se liga a algum sitio especifico vital para a atividade enzimética b)
um intermedidrio reativo pode atacar a estrutura da enzima e gerar inativacdo
por ataque a estrutura proteica c) a estrutura enzimatica ataca a si mesma e se
autodesnatura d) perda de estabilidade estrutural devido as condi¢des reacionais
aplicadas (Haghbeen et al., 2004).

No caso da tirosinase, a descoberta do mecanismo exato de inativacao
por substrato é complexo de se determinar, por tratar-se de uma enzima com
dupla atividade catalitica (Mufioz-Mufioz et al., 2010). Porém, estudos indicam
que a perda de atividade ocorre no ciclo difenolase, quando h& a transferéncia
de hidrogénio ao grupamento HO2~ (etapa destacada em vermelho) ao invés do
nitrogénio do grupo histidina (etapa destacada em verde). A formacéo de
peréxido resulta na formacédo de Cu® que é descoordenado do sitio ativo (azul e

roxo) e inativa a enzima.

FIGURA 66 — MECANISMO DE INATIVACAO POR SUBSTRATO PROPOSTO.
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Fonte: Adaptado de (Mufioz-Mufioz et al., 2010)

Em razéo de tal fenbmeno, a utilizacédo do biossensor limita-se a um dia.
Estudos foram feitos com eletrodos preparados 1, 3, 5 e 10 dias antes da

utilizacdo e mantidos em solucéo tampéo fosfato 0,1 mol L= em pH 6,5a—4°C
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e todos mostraram boa estabilidade com DPR menores que 10% para todos os

tempos de preparos testados.

3.4 CONCLUSOES PARCIAIS

A imobilizacdo de tirosinase na superficie do NTC-NPAu foi realizada
com sucesso. Os resultados eletroquimicos obtidos indicam a manutencgéo da
atividade enzimatica da tirosinase apdés a imobilizacdo. A caracterizacdo do
material foi feita de forma satisfatoria e os melhores parametros para a aplicacéo
analitica foram estudados.

O biossensor proposto foi acoplado a um dispositivo microfluidico
baseado em fios de algoddo, onde a deteccéo de fenol foi realizada com regidao
linear entre 10 e 100 nmol L. O sistema foi aplicado na analise de 4gua potavel
fortificada com fenol e apresentou 6timos valores de recuperacao.

O efeito suicida do substrato sobre a enzima limita sua reutilizacao,
tornando o dispositivo descartavel, ndo sendo recomendado seu uso em um dia

posterior ao inicio da utilizacao.
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4 DESENVOLVIMENTO DE ELETRODOS DE OURO PRODUZIDOS PELA
TECNOLOGIA INKJET DE IMPRESSAO.

4.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Desenvolvimento de uma tinta a base de nanoparticulas de ouro, bem

como a sua caracterizagao dos eletrodos impressos produzidos por IJT.

4.2 MATERIAIS E METODOS

Toda a parte experimental deste capitulo foi realizada no Instituto
Cataldo de Nanociéncia e Nanotecnologia, sob orienta¢ao do Dr. Arben Merkogi.

4.2.1 Sintese de Nanoparticulas de Ouro

As NPAu foram sintetizadas pelo metodo Brust, onde 864 mg H[AuUCl4]
(2,5 x 10~3 mol) foram dissolvidos em 20 mL de 4gua em um baldo de 500 mL
sob agitacdo. Em seguida, 3,0 g de TOAB (9,3 x 10~ mol) dissolvido em 160 mL
de tolueno foi adicionado ao baldo. A mistura foi mantida sob agitacdo por 10
minutos. Em seguida, 88 pL de 1—dodecanotiol (3,6 x 10~* mol) foi adicionado
ao sistema e mantido sob agitacdo por mais 10 minutos. A formagédo das NPAu
se deu com a adi¢édo rapida de 50 mL de solucdo de NaBH4 0,4 mol L™1. Com a
adicdo do agente redutor, a solucdo passa de laranja para roxo intenso o que
indica a formacao das NPAu. Em seguida o sistema foi mantido sob agitacédo por
3 horas, e decorrido esse tempo, a fase organica foi separada da fase aquosa e
lavada com 3 aliquotas de 10 mL de &gua destilada. A fase organica foi
evaporada a pressao reduzida para eliminar o solvente. Ao final, o sélido restante
no baldo foi adicionado 50 mL de etanol com as particulas suspensas. A mistura
foi filtrada utilizando membrana PTFE com 0,2 uym de diametro de poro. O sélido
foi lavado com aliquotas de etanol e 4gua e em seguida foi mantido em estufa a

50° C por 12 horas, raspado e acondicionado em frasco ambar.

4.2.2 Fabricacao da tinta.

A producado da tinta a base de nanoparticulas de ouro — (Au-ink) foi
realizada pesando 280 mg do solido NPAu e dissolvendo essa massa em 2 mL
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de terpineol. A mistura foi mantida sobre agitacdo a 100° C por 15 minutos para
facilitar a suspensao das NPAu no solvente. Em seguida, a disperséo foi filtrada
a quente em uma membrana de PTFE de tamanho de poro 0,2 ym e injetada em
um cartucho DMC-116110 com 16 nozzles piezoelétricos. A tinta foi mantida em

refrigeracdo a —4° C antes e ap0ds 0 uso.

4.2.3 Impressao

As impressoes realizadas neste trabalho foram feitas com a impressora
(marca: FujiFilm®, modelo: DIMATIX DMP-2800, ) a qual encontra-se ilustrada
na FIGURA 67. A voltagem de disparo utilizada nos nozzles foi de 21 + 3V e
uma funcdo de onda foi otimizada para esse processo, a qual sera detalhada
posteriormente. Foram utilizados 3 nozzles durante a impressédo. As gotas
utilizadas possuem volume de 10 pL. O dropspace, espaco entre duas gotas
consecutivas, utilizado foi 60 um. A temperatura aplicada nos cabecais de
impresséo foi de 50° C e 60° C no substrato de impressédo. A distancia entre o
substrato e os nozzles foi de 400 um. Os padrdes de impressao foram criados
utilizando o software livre inkscape® versao 0.91.

A poliimida Kapton® foi utilizada como substrato, a qual foi submetida a
limpeza com detergente e lavagem com agua destilada e isopropanol seguida
de secagem em fluxo de ar sintético. Os eletrodos impressos de ouro El-Au
foram submetidos a sinterizagdo a 190° C por 10 minutos para a formacéo do

filme de ouro utilizando uma placa de aguecimento.

FIGURA 67 — IMPRESSORA SIMILAR A UTILIZADA NESTE TRABALHO

Realizou-se a impressdo de um dispositivo multidetec¢cdo, contendo
guatro eletrodos de trabalho de ouro, um eletrodo auxiliar de ouro e o circuito
elétrico pseudo-referéncia de prata, que posteriormente foi quimicamente

oxidado a AgCl. Primeiramente foi realizada a impressao da tinta comercial de
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prata (especificada no ANEXO 2). Antes de iniciar o processo de impressao dos
eletrodos de prata, 1,5 mL da tinta condutora foram sonicados por 5 minutos,
filtrada através de um filtro de seringa de 0,2 um de poro, e entéo injetada dentro
do cartucho DMC-116110 com 16 nozzles piezoelétricos. A funcdo de onda
modelo “Dimatix Model Fluid 2 Waveform” foi utilizada com a voltagem de cada
nozzle piezoelétrico variando entre 20 £ 2 V. Apds a impressdo da prata, 0s
eletrodos de ouro foram impressos, segundo o protocolo descrito
anteriormente,gerando eletrodos de area 0,785 cm?.

O material impresso foi submetido a sinterizacdo a 190° C por 10
minutos. Apos o filme de ouro formado, a demilitagéo da area de trabalho foi feita
com a aplicacdo de uma camada de polimero poli-dimetilsiloxano (PDMS) sobre
o eletrodo. A preparacdo do PDMS consiste em misturar mondémero e catalisador
na proporcao 9:1 e agitar vigorosamente a mistura. Quando a mistura encontra-
se homogénea, faz-se a aplicacédo sobre os eletrodos. Em seguida, o material é
submetido a estufa a 60° C por uma hora. A regido a ser exposta € delimitada
pela remoc¢éao do PDMS formado com a ajuda de um bisturi apropriado.

A formacao do filme de AgCI sobre o eletrodo de prata foi realizado
segundo o procedimento proposto por (Da Silva et al., 2014), através da adicao
de agua sanitaria (NaClO 40 g L ~1) sobre o eletrodo de prata por 5 minutos.

Apos isso o dispositivo foi lavado com agua destilada e utilizado nas medidas.

4.2.4 Medidas eletroquimicas

As medidas eletroquimicas para os El-Au foram desenvolvidas com um
p-Autolab Type lll. As medidas de caracterizacao eletroquimica foram feitas em
meio de H2S04 0,5 mol L' em janela de potencial de 0.0 V até +1,8 V vs.
Ag/AgCI (3,0 mol L=t KCI), platina como EA e o EI-Au como ET. As medidas de
caracterizacdo foram realizadas em eletrodos de dimensdes 5,5 x 2,0 cm
(comprimento x largura). A area eletroativa foi delimitada com uma fita adesiva.
A Voltametria ciclica foi realizada em Kz[Fe(CN)s] em concentracédo 1,0 x 1073
mol L™ utilizando KNOz 0,1 mol L= como eletrélito suporte em intervalo de -0,2
a04V.
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4.2.5 Caracterizacdo por microscopia eletronica de transmissao e varredura

As medidas de MEV foram realizadas em um microscépio marca,
Quanta®, modelo 650. Onde os eletrodos foram afixados com uma fita dupla face
de carbono. As telas de cobre com filme de carbono foram utilizadas para
depositar 1 pL de dispersao de tinta. As medidas de MET foram efetuadas em
um microscoépio de alta resolugcdo marca Tecnai® e modelo G2 F20.

4.2.6 Analise de resistividade

Foi utilizado um equipamento JANDEL Universal Probe, com
espacamento de 1.0 mm entre as pontas. Uma pressao de 5g/ponta (10 mPa)
foi utilizada. A velocidade de descida das pontas foi estabelecida em 0,8 mm s™.
Os eletrodos foram impressos em dimensfes de 1,0 x 1,0 cm com espessura de
aproximadamente 120 nm (medido pela estimativa das imagens de MEV) A
resistividade foi obtida pela aplicacdo de uma corrente de 10 nA. As medidas
foram obtidas apos estabilizacdo da voltagem (5 minutos depois do contato com

as pontas) e realizadas em triplicata

4.2.7 Perfilometria

A espessura dos filmes de ouro foi realizada através de medidas de

perfilometria utilizando o equipamento de marca Ambios® e molelo XP.
4.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.3.1 Tinta de nanoparticulas de ouro

A producéo de tintas para producdo de eletrodos pela tecnologia de 1JT
€ um tépico com crescente interesse na comunidade cientifica devido ao nimero
de possibilidades e configuracdes para o desenvolvimento de dispositivos que a
metodologia deslumbra.

A escolha das NPAu pelo método bifasico é feita devido as

possibilidades que o método apresenta como sintese a temperatura ambiente,
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particula com estreita distribuicdo de tamanho e alta estabilidade (Brust et al.,
1994; Perala e Kumar, 2013). Os trabalhos relatando o uso de NPAu pelo método
bifasico nao trazem informacOes detalhadas sobre as formulacbes e
procedimentos utilizados, até mesmo porque muitos deles sdo patenteados.
Com relagéo ao solvente utilizado na preparagao das tintas, o0 mesmo
deve preencher alguns requisitos para a impreséo pelo método DoD.S&o eles:
baixa volatilidade, alta viscosidade, inércia quimica, baixa toxicidade e
proporcionar a solubilizacdo das particulas de interesse. Nesse contexto, 0 a-
terpineol foi utilizado como o solvente, pois apresenta todas as caracteristicas

necessarias. Na FIGURA 68 encontram-se a estrutura quimica dessa molécula.

FIGURA 68 — ESTRUTURA QUiMICA DO TERPINEOL.
CH3
HO
HsC CHg

A concentragdo da tinta foi otimizada aquecendo o solvente a 100° C e
dissolvendo uma quantidade de solido NPAu. A maior concentracdo (140 mg
mL~1) onde ndo houve formacdo de corpo de fundo foi considerada na
preparacao da tinta.

Para a impressao utilizando a tecnologia IJT algumas recomendacgdes
fisico-quimicas devem ser levadas em conta como: tamanho de particula deve
ser 10 vezes menor que o diametro do nozzle para evitar entupimento. Sendo o
diametro do orificio de saida do cartucho de 21, 5 ym, o maior tamanho de
particula suportado é de 2,15 um, a viscosidade da tinta deve estar entre 2 — 30
cP, onde valores superiores de viscosidade podem ser ajustados por aplicacao
de temperatura no cabecote de impresséao, diminuindo a resisténcia do fluido ao
fluxo.

Na FIGURA 69, encontra-se uma imagem de TEM para a nanoparticula
sintetizada, a qual apresentou tamanho médio de 7 + 3 nm apds a contagem de
500 nanoparticulas. Tal distribuicdo de tamanho é adequada para a impressao

sem que haja problemas de entupimento.
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FIGURA 69 — IMAGEM DE TEM DAS NPAu SINTETIZADAS PELO METODO BIFASICO. A
BARRA REFERE-SE A 50 nm.

4.3.2 Otimizagao da impressao

ApGs a preparacao da NPAu, a tinta foi produzida e injetada no cartucho
para a otimizacdo da impressdao. Na FIGURA 70 encontra se uma imagem do
cartucho pronto para o uso.

FIGURA 70 — CARTUCHO PREENCHIDO COM A TINTA DE NANOPARTICULAS DE OURO
PRODUZIDAS PELO METODO BIFASICO

Apbs a insercdo do cartucho de tinta, alguns parametros precisam ser
ajustados, como o a funcdo de onda aplicada, voltagem de disparo das gotas,
temperatura do cabecal e a temperatura do substrato. Todos esses parametros
sdo ajustados por método de tentativa e erro. Uma camera de alta frequéncia de
aquisicdo monitora as gotas exatamente na saida dos nozzles de impressao e a
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partir da forma, trajetoria da gota, as modificacées nos parametros sao feitas. Na
FIGURA 71 encontra-se a imagem da ejecao de gotas de tinta pela metodologia
IJT. A impresséao ideal deve gerar uma gota que néo apresente efeito de cauda
pronunciado (FIGURA 71 a) ou formacéo de gota adjacente ou também chamada
de satélite (FIGURA 71 c). Idealmente, a ejecao deve formar gotas uniformes e
sem adjacéncias em um curto espaco de tempo, geralmente menor que 300 us
como mostrado na FIGURA 71 b.

FIGURA 71 — GOTAS GERADAS DURANTE O PROCESSO DE IMPRESSAO: a) GOTA COM

EFEITO DE CAUDA PRONUNCIADO b) ~SEQUENCIA DE FQRMAQAO DE UMA GOTA IDEAL
c) FORMACAO DE GOTA SATELITE.

b-TTTTTT:---
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Fonte: Adaptado de (Matrtin et al., 2008)

Resumindo os parametros de impressao, serdo discutidos a seguir a sua
importancia no processo de impresséo e ao final um resumo da otimizagéo de

impressao:

Voltagem de disparo: Como discutido no item (1.8.2.) a impressdo depende da

voltagem aplicado ao cristal piezoelétrico nos estagios de preenchimento,
entrega e recuperacao. As voltagens sao testadas quanto a forma, intensidade
e estabilidade. Na FIGURA 72, encontra-se a comparacao entre a funcdo de
onda padréo ou inicial e a funcado de onda otimizada, que difere principalmente
na porcao de recuperacdo, a qual precisa da aplicacdo de pequenos pulsos

crescentes de potencial.
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FIGURA 72 — FUNGCAO DE ONDA INICIAL E OTIMIZADA PARA A IMPRESSAO DA TINTA DE
NPAuU

Funcao d? onda Funcao de onda
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Temperatura do cabecal: Aplicacdo de temperatura no cabecal de impresséo
diminui a viscosidade da tinta e contribui para a aplicagdo de menores voltagens

de disparo.

Temperatura no substrato: A aplicacdo de temperatura no substrato tem como

objetivo aumentar a fluidez da gota em contato com o substrato, mas também
visa diminuir os efeitos “Coffee-ring” na sinterizacéo. Esse efeito é definido como
a formacéo de um gradiente de concentracdo nas bordas quando em uma gota

se evapora o solvente. Tal efeito € um obstaculo na producdo de filmes por

evaporacao (Yunker et al., 2011).

Dropspace: E a distancia entre duas gotas consecutivas. A otimizacdo desse
parametro permite utilizar a distancia mais apropriada para a formagao de um
filme sem descontinuidades. Através da aplicacdo de valores relativamente altos
de separacao entre as gotas é possivel verificar o tamanho das gotas formadas
no substrato. A Imagem apresentada na FIGURA 73 mostra a impresséo de Au-
ink contendo 100 ym de espagcamento. A partir do software de imagem da
camera Fiducial, que registra a superficie do substrato, & possivel medir o

tamanho das gotas, que apresentou 90 um. O tamanho da gota depende da
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interagdo tinta-substrato, quanto maior a interacao, maior o raio da gota e melhor
o angulo de contato (Singh et al., 2010)

FIGURA 73 — IMAGEM DA CAMERA FIDUCIAL PARA Au-ink contendo 100 um DE
ESPACAMENTO ENTRE GOTAS CONSECUTIVAS.

COOPMNDOS

20D D

Tais parametros acima discutidos encontram-se resumidos na TABELA
13. Através da aplicacdo desses parametros, foi possivel a obtencdo de uma

impresséao estavel.
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TABELA 13 — PARAMETROS AVALIADOS E OS VALORES ESCOLHIDOS NA IJT.

Intervalo Valor
Parametro testado escolhido
T cabecal (° C) 25 -50 50
T substrato (° C) 25 - 60 50
Voltagem de 14 -30 21-23
Disparo (V)
Dropspace (um) 15-80 60

4.3.3 Sinterizacao

Definidas as condi¢cdes de impresséo, os eletrodos foram impressos,
utilizando como substrato a poli-imida Kapton® (FIGURA 74). Esse polimero é
indicado como substrato quando o0s processos de sinterizagdo passam por
temperaturas relativamente altas (até 400 C). Além disso, bastante flexivel e

possui inércia quimica (Dupont, 2016).

FIGURA 74 — ESTRUTURA QUIMICA DA POLIIMIDA

poxro-o]

Fonte: o autor.

ApoOs a impressdo os eletrodos foram submetidos ao processo de
sinterizacdo, onde a partir de aplicacdo de uma fonte de calor, as NPAu perdem
a camada passivante e coalescem, formando um filme continuo. Na FIGURA 75
encontram-se a imagem do processo de sinterizagdo. Em um primeiro momento,
eletrodos de dimensdes maiores foram preparados (5,5 x 2 cm) a fim de testar a
estabilidade de impressdo por longos periodos de tempo (verificar falhas e
possiveis entupimentos). E também para utiliza-los em caracterizacdes, onde a

quantidade de material utilizada é relativamente grande.
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FIGURA 75 — a) ELETRODOS ANTES DA SIN:I'ERIZAQAO b) APOS A SINTERIZACAO c)
MECANISMO DE FORMACAO DO FILME DE OURO.
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A formacédo do filme de ouro via aquecimento utilizando Au-ink ocorre
em temperaturas inferiores ao ponto de fuséo do ouro (190° C vs. 1063 ° C) (Lide,
2004), o que simplifica o processo de producédo dos eletrodos que pode ser feito

a baixas temperaturas e sem a necessidade de atmosfera controlada.

4.3.4 Estabilidade da tinta

A tinta formada por NPAu passivadas por dodecanotiol apresentaram
alta estabilidade e o tamanho de particula foi acompanhado pelo periodo de 6
meses para monitorar qualquer processo de coalescéncia das particulas e os
resultados estéo apresentados na FIGURA 76. O acompanhamento do tamanho
foi realizado por MET, onde 500 particulas foram contadas para cada més de

vida da tinta.

FIGURA 76 — DISTRIBUIGAO DE TAMANHO DAS NPAu COM A VARIAGAO DO TEMPO.
24
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O monitoramento do tamanho das particulas indica que a Au-ink possui
Otima estabilidade principalmente nos quatro primeiros meses, sendo que
estatisticamente possuem o mesmo tamanho médio. Apds quatro meses de
fabricacéo, as particulas apresentam aumento de tamanho médio de particula e
da distribuicdo de tamanhos. Porém, mesmo com tal variacdo, a utilizagdo da
tinta ainda € viavel, pois ndo apresenta tamanho suficiente para gerar

entupimento dos nozzles.

4.3.5 Caracterizacao dos eletrodos

4.3.5.1 Caracterizacdo morfolégica e espessura de filme

O material impresso foi analisado por MEV para obtencédo de morfologia
do filme de ouro (FIGURA 77), onde duas camadas de NPAu foram depositadas.
Na FIGURA 77a é possivel observar a presenca de um filme continuo de ouro
na superficie do substrato. A FIGURA 77b é composta por uma amostra do filme
e substrato cortados transversalmente com bisturi. Foi possivel estimar a
espessura do filme, através da medida de MEV, onde o filme apresentou duas
espessuras diferentes, uma entre 60 e 70 nm e outra entre 110 — 130 nm.
Supostamente, a menor espessura se refere a deposicdo de uma camada de
tinta e a segunda faixa de espessura esté ligada a impressdo de duas camadas

de tinta.

FIGURA 77 — IMAGENS DO FILME DE OURO IMPRESSO EM MAGNITUDES DE: a) 400 X e
b) 96.697 X
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Tais valores se confirmaram pelas medidas de perfilometria realizados
nos filmes, onde uma linha composta por uma Unica gota foi impressa, e também
linhas com contendo diferentes nimeros de camadas de impressdo foram
preparadas para comparacao. Os resultados estdo descritos na FIGURA 78.

FIGURA 78 — RESULTADOS DE PERFILOMETRIA: a) CURVA TOPOGRAFICA PARA

IMPRESSAO DE DUAS CAMADAS DE Au-ink b) VARIAGAO DA ESPESSURA EM FUNGAO
DO NUMERO DE CAMADAS.
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Os resultados de perfilometria indicam que a impressao de Au-ink gera
um filme de 56 nm por camada. Levando em conta o tamanho médio das NPAu
de 7 nm, a estimativa € de cada camada impressa deposita aproximadamente 8
nanoparticulas por camada. Filmes acima de trés camadas apresentam aumento
da espessura devido ao extravasamento de tinta para além da linha de

impressao.

4.3.5.2 Medidas de capacitancia e resistividade

A escolha do numero de camadas a ser utilizado na producédo de
eletrodos foi baseada em duas medidas elétricas fundamentais para o
desempenho eletroquimico do material: a capacitancia e a resistividade. Os
dados encontram-se na FIGURA 79.

A capacitancia foi medida através da obtencéo da carga gerada durante
a voltametria ciclica. Utilizou-se como eletrélito suporte KNO3z 0,1 mol L~ e janela
de potencial de 0,0 a 0,2 V (vs. Ag/AgCI/CI~ saturado) sem a presenca de

nenhum processo faradaico em velocidade de 10 mV s™. Foi possivel perceber
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que o aumento do numero de camadas, leva a um aumento da capacitancia.
Com o aumento de material sobre a mesma area, 0s processos capacitivos
tendem a se intensificar, pois esta propriedade varia proporcionalmente a area
do eletrodo (Christopher M.A. Brett, 1994; Wang, J., 1994).

A resistividade apresenta um decaimento com o aumento do numero de
camadas aplicadas sobre o substrato. Isso ocorre devido ao aumento da area
condutora. O ouro apresenta resistividade de 2,48 uyQ cm (Lide, 2004) e a
impressao de duas camadas apresentou o valor de resistividade de 5,1 uQ cm,
0 que é considerado satisfatério para a producdo de eletrodos por esta
tecnologia, que geralmente apresentam resistividade entre 4 — 50 yQ cm

(Cummins e Desmulliez, 2012; Aleeva e Pignataro, 2014).

FIGURA 79 - DADOS DE RESISTIVIDADE E CAPACITANCIA PARA DIFERENTES

CAMADAS.
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Neste caso, o valor que agrega as melhores condi¢bes de capacitancia
e resistividade encontra-se no material com duas camadas. Por isso, para 0s

demais estudos, os eletrodos foram impressos com duas camadas.

4.3.5.3. Comportamento eletroquimico

A caracterizacao eletroquimica de metais nobres utilizando a voltametria em
meio &cido é util em duas situacdes: a primeira delas, de carater mais técnico,
esta relacionada com a limpeza da superficie e melhora em alguns processos

eletrocataliticos (Wang, Y. et al., 2016). A segunda remete a presenca de
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defeitos na estrutura cristalina e a dinamica desta estrutura com a aplicacao do
potencial. Tais processos estéo relacionados com formagéo de 6xidos (AuxOy) e
hidroxidos de ouro (Au(OH)n). Sdo de carater complexo, onde existe a
combinacéo de processos de oxidacdo na formacéo de diferentes espécies em
potenciais préximos, acoplados com etapas quimicas. (Oesch e Janata, 1983).
O trabalho de (Schneeweiss et al., 1997) é bastante esclarecedor sobre
0s processos eletroquimicos na superficie dos eletrodos de ouro. Foi realizada
a oxidacao eletroquimica de um eletrodo de ouro monocristalino (1 1 1) em
H2S04 0,5 mol L™ e a superficie do eletrodo foi monitorada pela técnica de
microscopia de varredura por tunelamento quantico (STM), onde a resolucéo
chega a ordem de 0,1 nm. A aplicacéo de potencial sobre o eletrodo ocorreu em
duas situacdes distintas: logo antes e exatamente no potencial de “pico” anddico
referente a formacgdo dos 6xidos de ouro. Na FIGURA 80 encontram-se as
imagens de STM, onde o gradiente de intensidade das cores indicam os planos
espaciais da superficie (FIGURA 80a). Apds a aplicacao do potencial suficiente
para a oxidacdo da superficie (FIGURA 80b), percebe-se a presenca de pontos
mais claros, especificamente nas regides de borda. Esses pontos sdo atribuidos
a formacéao de 6xidos de ouro, 0s quais sao espécies ndao condutoras. Assim, 0s
autores concluiram que a presenca de defeitos na superficie dos cristais sdo os
pontos chave no inicio da oxidacdo da superficie e a formacdo de 6xidos em
regides planares possui um fator cinético atrelado.
FIGURA 80 — IMAGENS GERADAS POR STM PARA UM ELETRODO DE OURO (11 1): a)
ANTES DA OXIDAGAO b) DEPOIS DA OXIDAGAO

100 nm x 100 nm

(a) 1.04 V (b) 1.15V

Fonte: (Schneeweiss et al., 1997)

As magnitudes de corrente em eletrodos com o passar do tempo também

esta ligada diretamente a presenca de processos place-exchange (FIGURA 81),
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onde os &tomos de ouro da superficie tendem a inverter suas posicées com o
oxigénio para diminuir a energia superficial, levando também ao aumento de
rugosidade com o passar dos ciclos (Burke e Nugent, 1998).

FIGURA 81 — INVERSAO DE POSIGCOES ENTRE DIPOLOS DURANTE A VARREDURA
ANODICA.

8- 6- 6- 6' 8- 8__
5 & &t )ﬁ’ T

Fonte: O autor.

Munido de tais informac¢des, o comportamento eletroquimico do EI-Au foi
testado através de medidas de voltametria ciclica em meio acido (FIGURA 82 a
e b). A varredura em sentido positivo apresentou um pico largo em 1,6 V e um
pico de reducéo bem definido (0,96 V) na varredura em sentido negativo.
FIGURA 82 — COMPORTAMENTO ELETROQUIMICO DO EI-Au EM H2S04 0,5 mol L2, v =

100 mV s~* a) PRIMEIRO CICLO b) CICLOS CONSECUTIVOS c) VARIACAO DE CARGA DO
PROCESSO CATODICO EM RELACAO AO NUMERO DE CICLOS.
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O EI-Au apresentou uma corrente de pico anddica notéria no primeiro
ciclo, seguido de um decaimento acentuado e variagdo no pico anddico. A
atribuicdo desses resultados € dada aos fenébmenos discutidos anteriormente.
Apos a sinterizacao, a formacao do filme de ouro provavelmente ndo é continuo,
apresentando atomos com namero de coordenac¢do incompletos em uma grande
extensdo. O que € concordante com as imagens de MEV em alta resolugdo para
a superficie do eletrodo, a qual se encontra na FIGURA 83 onde é possivel

perceber que o eletrodo possui estrutura de alta rugosidade.

FIGURA 83 — IMAGEM DE MEV NO MODO BSE PARA O ELETRODO EI-Au

Com a aplicagéo de potenciais anddicos, essas espécies que possuem
maior energia devem ser prontamente oxidadas, seguida de processos place-
exchange, onde a acomodacdo dessa superficie gera um estado de menor

energia. Em seguida, as formas de 6xido que possuem cinética de formacgéo
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mais lenta, que sdo os atomos mais estabilizados da superficie continuam o
processo de oxidacdo. A variagcdo da carga do processo catddico em fungéo do
namero de ciclos também indica tais processos. Inicialmente a carga de reducao
€ relativamente grande, com decaimento nos primeiros ciclos e em seguida

retomando o crescimento ao longo da ciclagem (FIGURA 82 c).

4.3.6 Repetibilidade e reprodutibilidade

Com o objetivo de verificar a versatilidade da tecnologia IJT, dispositivos
para multideteccao foram produzidos. Para isso, 0s contatos elétricos, circuito e
o ER foram impressos utilizando uma tinta comercial de prata, a qual foi
otimizada no trabalho de (Da Silva et al., 2014). A tinta de nanoparticulas de
prata (Ag-ink) foi impressa primeiramente e em seguida o cartucho foi retirado e
a impressao dos eletrodos de ouro foi realizada. Apds a impresséao, o dispositivo
foi colocado em uma chapa de aquecimento a 190° C para a sinterizagdo. Ambas
as tintas necessitam do processo de sinterizagdo para a formagao do filme
metalico (120° C para Ag e 190° C para Au). Na FIGURA 84, esta ilustrado o
dispositivo utilizado.

FIGURA 84 — ESQUEMA REPRESENTATIVO DO ELETRODO IMPRESSO PARA
MULTIDETECCAO PROPOSTO.
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A formacao do filme de AgCI sobre o eletrodo de prata foi realizado

segundo o procedimento proposto por (Da Silva et al., 2014), através da adi¢ao
de agua sanitéria sobre o eletrodo de prata. A variagdo da coloracdo indicou a
formacéao do filme. A reacdo de formacao do p-ER de Ag/AgCl pode ser descrita

pela Equacéo (37), onde a prata metalica é oxidada pelo ion hipoclorito:
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Ag (s) + ClO™ + H,0 (1) » AgCl(s) + 20H™ (aq) (37)

Os eletrodos produzidos foram testados quanto a reproducdo dos
resultados em solucdo de KNOs 0,1 mol L™ utilizando Ks3[Fe(CN)s] como
molécula sonda. Na FIGURA 85 encontram-se os resultados para um mesmo
dispositivo.

FIGURA 85 — VOLTAMOGRAMAS CICLICLOS OBTIDOS PARA OS DIFERENTES
ELETRODOS NO MESMO DISPOSITIVO
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Com relacéo ao perfil voltamétrico, todos os eletrodos apresentaram um
perfil semelhante com ipa =110+ 8 mV e ipc=29 = 7 mV, indicando a estabilidade
da impressdo do p-ER e conexdo com os quatro eletrodos de trabalho. A
variagdo das magnitudes de corrente foi analisada pela Ipa em 110 mV os

resultados encontram-se na FIGURA 86.
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FIGURA 86 — VARIACAO DA CORRENTE DE PICO a) PARA UM MESMO DISPOSITIVO b)
DIFERENTES DISPOSITIVOS
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Com o objetivo de avaliar a reprodutibilidade de impresséo, foram
construidos 10 dispositivos. Em relacdo a variacdo de corrente para medidas
consecutivas em um mesmo eletrodo, estes apresentaram desvios menores que
3,0 % (n =4), indicando boa repetibilidade. A medida de corrente para um mesmo
analito em diferentes eletrodos (reprodutibilidade) nas mesmas condicfes foi
normalizada em relacdo a média dos valores obtidos para os 10 dispositivos (ipa
7,74 £ 0,78 pA) foi de 10% para o mesmo dispositivo. Ao analisar a
reprodutibilidade para um universo amostral maior, de 10 dispositivos que
implicam em 40 eletrodos (n = 40) a variagdo entre as médias de cada e
dispositivo encontrada foi de 10 % (FIGURA 86 b). Esse desvio pode ser
explicado pela presenca da etapa de delimitacdo da area, onde recobre-se a
superficie do eletrodo de trabalho com o polimero PDMS e apds a cura, 0 mesmo
€ delimitado e retirado, podendo lixiviar alguma quantidade de material da
superficie do El-Au. O ideal para esse sistema seria a introducao da tinta isolante
também por impressdo, sem que haja a necessidade de recobrimento dos

eletrodos.
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4.4 CONCLUSOES PARCIAIS

Neste trabalho, uma tinta a base de nanoparticulas de ouro foi produzida
utilizando um solvente ndo toxico. A otimizacao de impressao que leva em conta
vérios fatores, foi realizada e eletrodos de ouro foram produzidos através da
sinterizagdo das nanoparticulas de ouro. A caracterizagdo eletroquimica deste
material e a producdo de um dispositivo de multideteccéo foi realizada com
sucesso, fator que difere dos trabalhos existentes na literatura, onde
normalmente a impressao é seguida de aplicagdes sem maiores informacées do
material impresso. Os desvios de reprodutibilidade dos dispositivos podem ser
melhorados com a introducdo da tinta isolante via deposicdo por impressao,
criando um dispositivo 100% impresso. Tais resultados indicam a potencialidade
de aplicacdo analitica de tais eletrodos. A aplicacdo destes dispositivos na
producdo de biossensoes vem sendo desenvolvida em parceria com 0 grupo
NANO do Instituto Cataldo de Nanociéncia Nanotecnologia e foram
impossibilitados de serem divulgados nesta tese por motivos de protecdo

intelectual contratual.
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5. CONCLUSOES GERAIS E PERSPECTIVAS FUTURAS

Esta tese de doutorado chega ao fim com seus objetivos alcancados. A
abordagem eletroanalitica das nanoparticulas produzidas pelo método bifasico
foi realizada com sucesso. Primeiramente pela obtencdo de um nanocompaosito
por rota inédita, e também através da deteccdo de dopamina na presenca de
acido ascorbico e urico, onde foi possivel observar as potencialidades que o
material possui na construcédo de sensores eletroquimicos.

O desempenho deste nanocompdsito na construcdo de biossensores
mostrou-se bastante interessante do ponto de vista analitico e um novo
dispositivo de baixo custo baseado em fios de algod&o e o biossensor contendo
a enzima tirosinase foi construido e aplicado na deteccao de fenol. O biosensor
apresentou limites de deteccdo na escala ultratraco. E bons resultados na
deteccdo em amostras de agua potavel. Assim, esse sistema ilustra a
possibilidade de aplicagbes que o PTED apresenta, onde o arranjo de
biomoléculas/ formas de deteccao possiveis levam a inUmeras configuracdes.

A aplicacéo das NPAu passivadas por dodecanotiol pelo método bifasico
na producao de tintas foi realizado com sucesso. O ouro, material unanime na
producdo de biossensores, abre uma gama de aplicacbes em sistemas de

miltideteccéo, producao de eletrodos interdigitados, entre outros.
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ANEXO 1
TABELA 14 - ESPECIFICACAO DOS REAGENTES UTILIZADOS NOS EXPERIMENTOS.
Reagente Marca Pureza
HNO3 VETEC 65%
H2SO4 VETEC 98%
H[AuCl4] Sigma-Aldrich® 30%
Nanotubos de Carbono Dropsens® -
MWCNTs-(10 - 40 nm)
[K3Fe(CN)g] Sigma-Aldrich® 99%
NaBH, Sigma-Aldrich® >96%
N(CsH17)4Br Sigma-Aldrich® 98%
Tirosinase 25KU Sigma-Aldrich® >1000 unidades/mg
Glutaraldeido Sigma-Aldrich® 25%
Cloridrato de Cistamina Sigma-Aldrich® 98%
CHsCOOH Neon & 99,8%
(CHsCOO)Na VETEC® 99%
Nafion® Sigma-Aldrich® 5%
Etanol Synth® 96%
Na;HPO4 VETEC® 98%
NaH.PO, VETEC® 99%
Cloridrato de Dopamina Sigma-Aldrich® >99%
Acido Ascorbico Impex® 99%
Acido Urico Sigma-Aldrich® >99%
NaOH Sigma-Aldrich® 99%
Ag-ink Sigma Aldrich® 20% Ag
Terpineol Sigma-Aldrich® 98%
Poli-imida Dupont® 0,1 mm
PDMS kit Sigma - Aldrich 3160 cPs
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ANEXO 2

Disciplinas cursadas

Cdédigo/ Disciplina Créditos Periodo Conceito
CQ 820/ Eletroquimica 4 1/2012 B
Avancada
CQ 78'1 /Pratlca} d_e 1 1/2013 A
Docéncia em Quimica
CQ 794 /Seminéarios C 1 1/2013 A
CQ-823 Mét. Anal.
Aplicados a Det. de Tragos 4 172013 B
CQ 736 B Met. Cient. e
Redacado académico- 4 2/2015 B
cientifica
Q795A - Seminarios D 1 2/ 2015 A
CQ 736 B -Eletroquimica E 4 2/2012 B
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