
i 

 

 

 

 

 

 

 ESTUDO DAS PROPRIEDADES DE FILMES FINOS ELETROATÍVOS A 

BASE DE POLINILINA E NANOTUBOS DE CARBONO COMO 

PLATAFORMA PARA O DESENVOLVIMENTO DE BIOSSENSORES 

 

 

 

 

JUSSARA VIEIRA DA SILVA 

 

 

Diamantina 

2010 

 

 

 

UNIVERSIDADE FEDERAL 

DOS VALES DO JEQUITINHONHA E MUCURI 

FACULDADE DE CIÊNCIAS EXATAS E TECNOLÓGICAS 

CURSO DE GRADUAÇÃO EM QUÍMICA-LICENCIATURA 

 

 



ii 

 

UNIVERSIDADE FEDERAL DOS VALES DO JEQUITINHONHA E MUCURI 

FACULDADE DE CIÊNCIAS EXATAS E TECNOLÓGICAS 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ESTUDO DAS PROPRIEDADES DE FILMES FINOS ELETROATÍVOS A 

BASE DE POLINILINA E NANOTUBOS DE CARBONO COMO 

PLATAFORMA PARA O DESENVOLVIMENTO DE BIOSSENSORES 

 

 

Jussara Vieira da Silva 

Orientador: Dr. Flávio Santos Damos 

 

 

Trabalho de Conclusão de Curso apresentado ao 

Curso de Graduação em Química-licenciatura, 

como parte dos requisitos exigidos para a 

conclusão do Curso. 

 

 

 

 

 

Diamantina-MG 

2010  



iii 

 

ESTUDO DAS PROPRIEDADES DE FILMES FINOS ELETROATÍVOS A 

BASE DE NANOMATERIAIS EMPREGANDO METÓDOS 

ELETROQUÍMICOS 

 

Jussara Vieira da Silva 

 

Orientador: Dr. Flávio Santos Damos 

 

 

 

 

 

Trabalho de Conclusão de Curso 

apresentado ao Curso de Graduação em 

Química-licenciatura, como parte dos 

requisitos exigidos para a conclusão do 

curso. 

 

 

APROVADO em ... / ... / ... 

 

 

___________________________________________________ 

Profª. Dra. Rita de Cássia Rita Luz DEQUI - UFVJM 

 

 

____________________________________________________ 

Prof. Drº Wallans Torres Pio dos Santos DEPF- UFVJM 

 

___________________________________________________ 

Prof
º
. Drº Flávio Santos Damos DEQUI– UFVJM 

 



iv 

 

AGRADECIMENTOS 

Em primeiro lugar agradeço a Deus pela oportunidade e pelo privilégio que me 

foi dado em compartilhar tamanha experiência e, ao frequentar este curso, perceber e 

atentar para a relevância de temas que não faziam parte, em profundidade, da minha 

vida, através de sua companhia, apoio e instrução e sempre presente, me fez uma 

vencedora. 

Aos meus pais Maria da Glória e José Esteves por proporcionarem a realização 

deste sonho, agradeço o amor e o esforço de cada dia. Devo tudo a vocês...  

Aos meus queridos irmãos pelos exemplos de determinação e disciplina. Apesar 

de estarmos tão longe, vocês estão sempre em meus pensamentos e moram no meu 

coração. 

Aos meus amigos e namorado Nilson pelo carinho, companheirismo, e que de 

muitas formas me incentivaram e ajudaram para que fosse possível a concretização 

deste trabalho. 

Ao meu orientador, Dr. Flávio Santos Damos pelo seu espírito inovador e 

empreendedor na tarefa de multiplicar seus conhecimentos, pela sua disciplina me 

ensinando a importância do trabalho em grupo, pela oportunidade de participação em 

eventos, e ainda pela dedicação, apoio, e, acima de tudo na confiança depositada em 

minha pessoa na execução deste trabalho. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



v 

 

 

 

 

 

 

 

 

“De tudo ficaram três coisas: 

a certeza de que estava sempre começando, 

a certeza de que era preciso continuar 

e a certeza de que seria interrompido antes de terminar. 

fazer da interrupção em caminho novo, 

fazer da queda um passo de dança, 

do medo, uma escada, 

do sonho, uma ponte, 

da procura, um encontro”. 

(Fernando Sabino) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



vi 

 

RESUMO 

 

Atualmente os nanotubos de carbono (CNT) representam um importante grupo 

de nanomateriais com atrativas propriedades químicas, eletrônicas e mecânicas. Os 

nanotubos de carbono de paredes múltiplas (MWCNT) podem ser combinados com 

polímeros, de maneira a moldar as propriedades físicas desses compostos (nanotubo-

polímero), aumentando sua condutividade elétrica, estabilidade química e resistência 

mecânica. Dentre as classes de polímeros condutores, a polianilina (PANI) é um dos 

mais estudados devido às suas características, incluindo simplicidade no processo de 

síntese, alta estabilidade e baixo custo. Compósitos entre polímeros condutores e 

MWNT têm apresentado efeitos sinérgicos favorecendo a fabricação de biossensores. 

Portanto a imobilização de biomoléculas nos eletrodos modificados com PCs e 

MWCNT(ME) têm demonstrado maior sensibilidade e seletividade para analitos. 

O presente trabalho apresenta a fabricação de novos materiais compósitos à base 

de polímeros condutores e nanoestruturas. Para tal, foi produzido um eletrodo 

modificado através da polimerização de polianilina (PAni) na presença de agrupamentos 

amina com MWCNT funcionalizados. O eletrodo modificado com o composto exibiu 

uma redução na transferência de elétrons. Por fim, o eletrodo modificado com o 

compósito foi utilizado como suporte para imobilização de citocromo c. Os resultados 

mostraram que o eletrodo modificado com PAni, MWCNT e Cyt c apresentam uma boa 

sensibilidade para a detecção de H2O2 e Dopamina. 
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ABSTRACT 

 

Currently, carbon nanotubes (CNT) represent an important group of 

nanomaterials with chemical, eletronic and mechanical properties attractive. Carbon 

nanotubes multi-walled (MWCNT) can be combined with polymers in order to shape 

the physical properties of these compounds (nanotube-polymer), increasing its electrical 

conductivity, chemical stability and mechanical strength. Among the family of 

conductive polymers, polyaniline (PAni) is one of the most studied due to their inherent 

characteristics of the synthesis process simple electronics, environmental stability and 

low cost. MWCNT composites with PC and have shown synergistic effects for the 

production of biosensors. Immobilization of cytochrome c on electrodes modified with 

CNTs have demonstrated greater sensitivity and selectivity for analytes. To this end, a 

modified electrode was produced through polymerization of polyaniline (PAni) coupled 

to amine groups on the functionalized MWCNT. This modified electrode exhibits an 

accelerated electron transfer with little buildup on the surface. Furthermore, MWCNT 

was immobilized with Cyt c and electrode used as a mechanism to verify the electron 

transfer and electrocatalytic activity of H2O2. The results showed that the modified 

electrode with PAni, MWCNT and Cyt c present a good sensitivity for the detection of 

dopamine and H2O2. 
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1 INTRODUÇÃO 

1.1 Polímeros condutores 

 

A classe de polímeros conhecida como polímeros intrinsecamente condutores 

(PICs), ou polímeros conjugados, tem sido extensivamente estudada tendo em 

vista suas interessantes propriedades elétricas e ópticas que vêm a satisfazer 

diversas necessidades de áreas como a microeletrônica [1, 2], química analítica 

[3], biotecnologia [4], entre outras. Os polímeros intrinsecamente condutores 

diferenciam-se dos outros semicondutores cristalinos por apresentarem estrutura 

molecular e comprimento de cadeias em pequena escala [5]. Nos PICs é bem 

estabelecido que a condução elétrica ocorre pelo fenômeno de conjugação de 

ligações duplas, resultando na sobreposição de seus orbitais moleculares parcialmente 

preenchidos e permitindo o livre movimento dos elétrons entre as lacunas. 

Os polímeros condutores são conhecidos em i n úm er as  aplicações, como 

inibidores de corrosão [6], capacitores compactos, e m  revestimento eletrostático 

[7], proteção eletromagnética de computadores, dispositivos de “janela inteligente” (a 

qual permite o controle da quantidade de luz que a mesma permite passar) [8], entre 

outras. Devido a algumas vantagens como baixo custo, propriedades  biológicas inertes, 

capacidade de exclusão de interferentes, alta velocidade de transferência de elétrons 

e facilidade de síntese sobre inúmeras superfícies, independentemente da forma 

desta superfície [9], os PIC’s tem sido intensamente utilizados para a confecção de 

sensores e biossensores. Juntamente com a moderna instrumentação eletroquímica 

disponível atualmente, a associação dos PIC’s aos eletrodos quimicamente 

modificados resulta em sensores com alta seletividade e sensibilidade [10]. 

Um dos aspectos fundamentalmente importante no desenvolvimento de filmes 

de PICs é o controle de suas propriedade ópticas e elétricas e, neste sentido, o 

mecanismo de oxidação e redução dos PICs tem deixado aparente a relevância do 

entendimento e controle do processo de dopagem e desdopagem do polímero.  

Tratando-se de PIC's, o conceito de dopagem é crucial para a observação de 

que estes materiais eletrônicos exibem uma propriedade bastante particular que é a 

de variarem seu comportamento elétrico de isolante a supercondutor, dependendo da 
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modificação química aplicada em termos do seu agente dopante. 

O termo “dopagem” significa a conversão de um polímero neutro (ou seja, na 

forma isolante) em um complexo iônico condutor por uma transformação de 

oxirredução. O equilíbrio de cargas como um todo é conseguido pela incorporação 

dos contra íons, ou seja, dos íons dopantes. Neste sentido, com o nível de dopagem 

é possível controlar a condutividade elétrica do polímero, tal que quanto mais 

facilmente os elétrons das cadeias poliméricas puderem ser removidos ou 

adicionados para formarem compostos iônicos, mais o polímero é propenso à 

dopagem. 

Dois tipos de dopagem de PICs são conhecidos. A primeira é a dopagem 

química com uso de agente oxidante e corresponde à dopagem tipo "p" em 

semicondutores. O polímero forma um complexo catiônico, incorporando a forma 

reduzida do agente oxidante como íon dopante. Por outro lado, a dopagem química 

com agente redutor é denominada tipo "n", onde é formado um complexo 

polimérico aniônico, incorporando a forma oxidada do agente redutor. Como 

resultado do processo de dopagem, os PICs são excelentes materiais condutores. O 

primeiro polímero orgânico condutor a apresentar condutividade foi o poli(acetileno) 

(10
-2

 a 10
5
 Scm

-1
). Contudo, estudos de aplicação deste polímero no desenvolvimento 

de baterias deixaram evidente que este polímero é instável na presença de oxigênio 

ou mesmo umidade do ar. Consequentemente, inúmeros polímeros condutores vêm 

sendo desenvolvidos e investigados com o propósito de buscar o estado da arte na 

aplicação destes materiais incluindo, polipirrol e seus derivados, politiofeno e seus 

derivados, poli-p-fenileno e seus derivados bem como polianilina e seus derivados.   

 

1.2 Polianilina (PAni) 

 

Dentre as famílias de polímeros condutores, a polianilina (PAni) é um dos mais 

estudados devido às suas características inerentes incluindo sua excelente estabilidade 

química, processabilidade, facilidade de polimerização e dopagem bem como baixo 

custo [11-13]. A PAni foi descoberta em 1835 como um produto obtido através da 

oxidação química da amina aromática anilina [14], porém sua caracterização foi relatada 
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somente cerca de 150 anos depois (1987), despertando um interesse devido às suas 

propriedades particulares [15].  

A polianilina representa uma classe de polímeros condutores cuja composição 

química na forma não dopada foi dada por MacDiarmid [16] em fórmula geral 

apresentada na Figura 1. A Pani pode ser sintetizada através de oxidação química ou 

eletroquímica a partir da anilina em meio ácido. Sendo que o método de síntese 

geralmente é escolhido em função da aplicação a que o polímero se destina [17]. 

Independentemente do método de síntese, sua composição química na forma de base 

(não dopada) é representada por uma estrutura geral [18,19] formada por y e (1-y) 

unidades repetitivas das espécies reduzida e oxidada, respectivamente. 

 

 

Figura 1 – Estrutura da polianilina em sua forma não dopada [20].  

 

A princípio, y pode variar de 0 até 1, apresentando duas formas extremas em 

termos de estado de oxidação e uma forma intermediária conforme diferenciadas na 

literatura [21]: a forma totalmente reduzida (y = 1), conhecida por leucoesmeraldina; a 

forma totalmente oxidada (y = 0), a pernigranilina, e a forma parcialmente oxidada (y = 

0,5), esmeraldina. Contudo, vale ressaltar que esta fórmula geral mostra somente as 

formas básicas do polímero. A PAni pode ser dopada por protonação, isto é, sem que 

ocorra alteração no número de elétrons  associados à cadeia polimérica. Logo, os 

nitrogênios imínicos e amínicos destas espécies podem estar total ou parcialmente 

protonados, dependendo do pH da solução ao qual o polímero foi exposto, obtendo-se o 

polímero na forma de sal (forma dopada). O sal esmeraldina é a forma estrutural onde a 

PAni alcança os maiores valores de condutividade [22]. Através de reações de oxidação 

e redução, bem como de tratamentos com ácidos e bases, é possível converter 

reversivelmente, a PAni em suas diferentes formas, o que confere a este polímero um 

grande potencial para aplicações tecnológicas [23].  

Durante a síntese da polianilina pode-se obter o polímero em diferentes estados 

de oxidação, dos quais a forma esmeraldina, ou seja, com a cadeia polimérica 50% 
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oxidada, é a mais estável forma da polianilina. A forma basica esmeraldina (isolante) do 

polímero pode reagir com ácidos resultando na forma de sal esmeraldina que por sua 

vez é condutora (Tabela 1).  

 

Tabela 1 – Características dos três estados de oxidação mais importantes da polianilina: 

leucoesmeraldina, esmeraldina (isolante e condutora) e pernigranilina.  

 

*Os valores numéricos referem-se ao comprimento de onda (nm) onde a absorção é máxima. 

Fonte: FAEZ et al. (2000, p.14) [24]  

 

Como se pode observar as propriedades da polianilina dependem 

fundamentalmente de sua estrutura. Os defeitos presentes nas cadeias poliméricas têm 

origem na sua síntese, pois, o crescimento ideal das cadeias seria através do 

acoplamento nas posições “para” dos átomos de carbono do anel, para que as ligações 

simples e duplas sejam maximizadas. Porém, além deste acoplamento ideal, também 

são observados acoplamentos em átomos de carbonos na posição “orto” do anel gerando 

ramificações, diminuindo assim a mobilidade dos portadores de carga e, 

consequentemente, comprometendo a condutividade eletrônica do polímero [25]. 

Conforme pode ser observado na literatura, há inúmeros métodos de síntese de PAni, 

com destaque para os métodos químicos e os eletroquímicos. De forma geral, de acordo 

com muitos autores, a primeira etapa na oxidação da anilina resulta na formação de um 

cátion-radical pela abstração de um elétron devido o potencial elétrico aplicado ao 

sistema (Figura 2). Posteriormente, dois destes cátions-radicais acoplam produzindo 

como intermediário o p-amino-difenilamina cuja identificação foi comprovada por 

espectroscopia no infravermelho. Como etapa final, a oxidação do intermediário 

produzindo um cátion-radical do mesmo e a subsequente entrada de mais uma molécula 

do monômero que se procede varias vezes leva à formação do polímero.  
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Figura 2 – Mecanismo de polimerização da anilina [26].  

 

Neste sentido, ao considerarmos os possíveis produtos gerados pela síntese da 

PAni bem como os efeitos do estado de oxidação ou caráter ácido/básico do meio 

observa-se que as possíveis formas da PAni são interconversíveis conforme tem sido 

relatado por inúmeros autores (Figura 3). O mesmo efeito de dopagem pode ser obtido 

eletroquimicamente submetendo o polímero neutro ao potencial correspondente de 

oxidação ou redução (dopagem eletroquímica) [27]. Neste caso, os íons dopantes são 

provenientes do eletrólito presente na solução eletrolítica, podendo-se assim trocar o 

íon dopante do polímero. Outra possibilidade é a dopagem química da PAni devido à 

protonação. Isto leva a uma reação redox interna conversora da forma semicondutoras 

de PAni (base esmeraldina) para uma forma condutora salina (sal esmeraldina). As 

reações entre as diferentes formas de PAni [28] são apresentadas a seguir:  
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Figura 3 – Possíveis etapas para conversão entre diferentes estados de PAni promovidas 

quimicamente e eletroquimicamente[29].  

 

Embora a dopagem química seja eficaz, esta possui baixa reprodutibilidade 

quantitativa. Alternativamente, a dopagem eletroquímica oferece ajuste fino do nível de 

dopagem, ajustando o potencial elétrico [29]. Adicionalmente, a polimerização 

eletroquímica apresenta as seguintes vantagens:  

1. o polímero é depositado diretamente sobre o suporte que servirá como 

substrato;  

2. a espessura do filme pode ser controlada pela quantidade de carga 

elétrica consumida na reação de polimerização; 

3. o polímero é dopado simultaneamente ao seu crescimento permitindo 

uma maior eficiência da dopagem; 

4. o método permite a utilização de vários contra-íons, bastando para 

isso mudar o sal do eletrólito.  

Neste contexto, em consequência aos processos redox da PAni, mais 

especificamente a oxidação do sistema  altamente deslocalizado da cadeia polimérica, 

o movimento de eletrólito (solvente e íon) são induzidos a difundirem para dentro e fora 

do polímero a fim de neutralizar ou compensar a carga catiônica da cadeia polimérica 

produzida. Portanto, a difusão de espécies através do filme de PICs é fundamental para 

o desempenho do mesmo em termos de suas propriedades ópticas e elétricas. Assim, um 

aspecto adicional acerca dos processos de dopagem/desdopagem é que este se dá 

essencialmente através dos poros do material polimérico. Portanto, o controle de 
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porosidade bem como dopagem de polímeros condutores e, no presente caso, a Pani é 

fundamental para o desenvolvimento de filmes com propriedade optimizadas. Dentre as 

estratégias que vem sendo desenvolvidas para melhorar as propriedades de filmes de 

PICs destaca-se aquelas fundamentadas no desenvolvimento de materiais híbridos 

orgânicos-inorgânicos uma vez que a combinação das propriedades destas duas classes 

de materiais pode fornecer materiais com propriedades sinérgicas e únicas. Neste 

sentido, materiais compósitos de PICs e nanomateriais inorgânicos tem se destacado em 

inúmeras áreas incluindo aplicações de PICs em células fotovoltaicas, dispositivos 

eletroluminescentes entre outras. Dentre os nanomateriais empregados na confecção de 

compósitos PICs-nanomateriais destacam-se os nanotubos de carbono uma vez que este 

último tem sido provado por melhorar o transporte e a geração de portadores de carga 

nos filmes compósitos.  

 

1.3 Nanotubos de Carbono: Estrutura e Propriedades 

 

O átomo de carbono pode formar ligações químicas diferentes levando à 

formação de estruturas com propriedades distintas, como por exemplo, grafita e 

diamante. Fundamentalmente, a diferença entre estes materiais está na hibridização do 

átomo de carbono, sp
3
 do diamante para sp

2
 da grafite.  

Em 1991, Ijima observou que na presença de vapor de carbono a alta 

temperatura e atmosfera de hélio, ocorriam formação de tubos de carbono, composto 

por folhas de grafites enroladas na forma de um cilindro cujas extremidades eram 

fechadas em suas extremidades por domos com estrutura de pentágonos e hexágonos 

[30]. A descoberta dos nanotubos de carbono estimulou um grande número de pesquisas 

a respeito das propriedades e aplicações dessas estruturas cilíndricas de carbono.  

Originalmente, o material sintetizado por Ijima foi o nanotubo de carbono de 

paredes múltiplas, (MWCNT, do inglês Multi-wall carbon nanotube) (Figura 4a) que é 

um cilindro oco formado por uma folha de grafite enrolada - isto é, uma rede de átomos 

de carbono sp
2
, dispostos em arranjos hexagonais. Em geral, os MWCNT apresentam 

comprimentos da ordem de micrometros ( m) e diâmetros da ordem de poucos 

nanômetros (nm). Fundamentalmente, duas classes de nanotubos de carbono tem sido 

extensivamente exploradas, os nanotubos de carbono de paredes múltiplas (MWCNT) e 
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os nanotubos de carbono de parede simples (SWNT, do inglês Single-wall carbon 

nanotube). (Figura 5a). [31].  

 

                      (a)                                                    (b) 

                                 

                                 MWNT                                                        SWNT                                                           

Figura 4: (a) Nanotubo de carbono de parede múltiplas, MWNT (b)Nanotubo de carbono de 

parede simples, SWNT,.   

 

Os nanotubos de carbono (CNT, do inglês Carbon nanotube) representam um 

importante grupo de nanomateriais com atrativos químicos, eletrônicos e propriedades 

mecânicas [32,33]. A elevada área superficial e geometria oca, combinado com 

condutividade eletrônica e propriedades mecânicas permitem que os CNTs promovam 

reações de transferência de elétrons quando os mesmo são fabricados como eletrodos 

para reações eletroquímicas [34]. Neste sentido, os eletrodos modificados com CNT 

mostraram ter boa sensibilidade e seletividade para compostos, incluindo inúmeras 

espécies como citocromo c [35], NADH [36], noradrenalina [37], os ácidos nucleicos 

[38], compostos de hidrazina [39], peróxido de hidrogênio [40] entre outros. A alta 

sensibilidade e estabilidade que têm sido demonstradas para CNT têm sido associadas a 

inúmeras propriedades destes nanomateriais incluindo o acúmulo interfacial de analitos 

em suas superfícies, minimização de incrustações da superfície bem como propriedades 

catalíticas. Fundamentalmente, os CNT são constituídos de dois tipos de planos com 

propriedades distintas, ou seja, o plano EDGE e o plano BASAL. Sendo que ao 

primeiro são atribuídas as propriedades eletrocatalíticas do CNT.   

Consequentemente, os CNT mostram grande potencial para a fabricação de 

sensores e biosensores com alta sensibilidade [41-43]. Dessa forma, inúmeras enzimas e 

proteínas redox têm sido conjugadas com nanotubos de carbono com fins de melhorar a 

sensibilidade e seletividade de sensores para analitos [44]. Recentemente, os Nanotubos 
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de carbono de paredes múltiplas (MWCNT) foram modificados com a citocromo c (Cyt 

c) e usado como eletrodo para elucidar o mecanismo de transferência de elétrons e 

atividade eletrocatalítica do H2O2 [45]. Contudo, a natureza hidrofóbica da superfície 

dos nanotubos de carbono limita a quantidade e a qualidade de imobilização de enzimas. 

Por outro lado, a natureza hidrofóbica da superfície dos nanotubos de carbono pode ser 

modificada por funcionalização tornando-os mais versáteis para imobilização de 

espécies. Contudo, estudos sobre as utilidades dos nanotubos de carbono para a 

imobilização de Cyt c são escassos. 

PCs surgiram como materiais promissores para a imobilização de enzimas ou 

proteínas [46,47]. Compósitos de um PCs e CNT exibem componentes individuais com 

efeitos sinérgicos [48,49]. Compósitos de nanotubos de carbono e polímero foram 

utilizados para várias aplicações [50,51]. Eletrodos amperométricos foram fabricados 

dispersando nanotubos de carbono em matrizes de CPs [52,53]. Entre os CPs, a 

polianilina (PAni) recebe maior atenção devido às suas propriedades importantes 

conforme discutido anteriormente bem como excelente compatibilidade com materiais 

biológicos. Recentemente a modificação de eletrodo vem sendo realizado através do 

revestimento com uma camada de Pani sobre a superfície dos nanotubos de carbono 

para obter uma configuração de bicamada com CNT / PAni. Nesta configuração 

bicamada, as capacidades funcionais do CNT (camada inferior) são reprimidas pela 

camada superior (PAni). Assim, as atividades eletroquímicas de nanotubos de carbono 

não poderiam ser plenamente utilizadas [54]. Neste sentido, no presente trabalho é 

explorado uma rota de confecção eletroquímica de um compósito Pani / MWCNT 

visando a optimização das propriedades da PAni como suporte para o desenvolvimento 

de um biossensor para H2O2 e compostos fenólicos em baixos potenciais.  

 

1.4 Biossensores 

 

Biossensores são dispositivos analíticos que quantificam uma substância 

presente de forma seletiva, convertendo a concentração desta em uma grandeza 

capaz de ser medida pela combinação de um sistema de reconhecimento biológico 

e um transdutor de sinal (químico-físico). A princípio, é possível construir um 

biossensor para qualquer molécula orgânica capaz de interagir com uma espécie 
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biológica. Das várias definições encontradas, a que parece mais completa, citada por 

Lowe, define biossensores como: "uma ferramenta ou sistema analítico que consiste 

em um material biológico imobilizado em contato íntimo com um dispositivo 

adequado de transdução o qual converte o sinal bioquímico em um sinal elétrico 

quantificável” [55]. 

 No que diz respeito aos biossensores eletroquímicos, ou seja, os que 

convertem o sinal biológico em uma grandeza tal como corrente ou potencial elétrico, 

a União Internacional de Química Pura e Aplicada (IUPAC) criou algumas definições, 

classificações e nomenclaturas, as quais definem biossensor eletroquímico como "um 

dispositivo integrado auto-suficiente, capaz de fornecer informação analítica específica, 

quantitativa ou semiquantitativa, utilizando um elemento de reconhecimento 

biológico (receptor bioquímico), o qual é mantido em contato espacial direto com um 

elemento de transdução eletroquímica" [56, 57]. O receptor e o transdutor são as 

principais etapas do processo de detecção em biossensores [58], como mostra a Figura 

5. 

 

Figura 5 – Principais etapas do process de operação de um biossensor [59]. 

 

1.4.1 Biossensores amperométricos 

 

Um biossensor amperométrico mede a corrente produzida durante a 

oxidação ou redução de um produto ou reagente usualmente sob um potencial 

constante aplicado [60]. A quantificação é estabelecida pela relação entre a 

concentração da espécie eletroativa (analito) e a corrente produzida no potencial 

aplicado. A escolha deste potencial é um meio de tornar este mecanismo mais 
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seletivo, favorecendo a reação desejada ou até mesmo impedindo a ocorrência de 

reações paralelas. 

O método amperométrico pode fornecer sensibilidade de até nanomolar 

(10
-9

M) em análises de espécies eletroativas presentes em amostras biológicas. 

Muitas moléculas deste tipo, incluindo proteínas, não são intrinsecamente 

eletroativas ou apresentam baixa eletroatividade e não podem ser detectadas 

diretamente. O uso das enzimas que catalisam reações redox específicas facilita a 

produção de espécies eletroativas, possibilitando que estas possam ser determinadas 

eletroquimicamente. 

O fator mais importante que afeta o funcionamento deste tipo de biossensor 

é  a transferência de elétrons entre o receptor, geralmente uma enzima do tipo 

oxidase ou peroxidase, e a superfície do eletrodo. Neste caso, uma estratégia 

desenvolvida para otimizar o processo de transferência eletrônica é o uso de 

um mediador, que é uma substância capaz de incrementar a sensibilidade do 

biossensor [61], um polímero condutor ou ambos, quando o polímero desenvolve um 

papel passivo no processo de mediação, o que depende da técnica utilizada para a 

imobilização [61]. 

Isto afeta significativamente a resposta do biossensor amperométrico, pois a 

condutividade e a interação da matriz com a enzima (um mecanismo ainda não é 

conhecido completamente) e fator chave na transferência eletrônica. Um modelo 

o qual mostra as etapas da difusão eletrônica em biossensores amperométricos é 

mostrado na Figura 6. 
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Figura 6 – Modelo das etapas do processo de detecção em biossensores amperométricos 

descrito por Davis [62]. 

 

1.5. Citocromo C 

 

A Citocromo c (Cyt c), é uma heme proteína, que atrai o interesse de pesquisa na 

bioeletroquímica devido ao seu importante papel na cadeia respiratória das mitocôndrias 

[63]. Cyt c existe no citoplasma entre as membranas interna e externa da mitocôndria. É 

uma proteína com alta solubilidade em água, ao contrário de outras proteínas, bem 

como é um componente essencial da cadeia transportadora de elétrons. É capaz de 

realizar oxidações e reduções, mas não se liga ao oxigênio. Transfere elétrons entre o 

complexo citocromo c redutase e a citocromo c oxidase. Portanto, o estudo 

eletroquímico do Cyt c é muito importante. Porém, é usualmente difícil para o Cyt c 

transferir elétron a um eletrodo convencional tendo em vista que a camada protéica ao 

redor do grupo Heme da Cyt c bloqueia um elevado percentual dos processos de 

transferência eletrônica desta proteína. . 

Para remediar este problema, vários promotores, como surfactantes, 

biopolímeros, nanopartículas, polieletrólitos, líquidos iônicos, tem sido empregados 

para promover a tranferência direta de elétrons entre o Cyt c e o eletrodo, na figura 7 

podemos observar o funcionamento de um biossenssor baseado na imobilizaçã do Cit c 

[64]. 
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Figura 7 - Esquema de funcionamento do biossensor com citocromo c imobilizado sobre um 

eletrodo, onde C é o eletrodo de Carbono vítreo e M é a modificação feita na superfície. 

 

Pela figura acima, constatamos que o Cyt c tem em seu centro ativo o ferro que é 

reduzido e oxidado na superfície do eletrodo modificado. Este é o esquema de 

funcionamento do biossensor [65]. Estudos sobre a redução de reações da oxidação e da 

cinética da transferência eletrônica de processos de Cyt c são de grande importância 

devido à sua importância na fabricação de biossensores [66].  
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2.  OBJETIVOS 

2.1 Objetivo geral 

 

 O presente trabalho tem por objetivo o desenvolvimento de um material 

compósito a base de polianilina, nanotubos de carbono de paredes múltiplas e citocromo 

c que seja sensível e seletivo para a detecção de H2O2 e Dopamina.  

 

2.2 Objetivos específicos 

 

 Modificar o nanotubo de carbono inserindo o gruo amino com a finalidade de 

fabricar um eletrodo modificado com o compósito PAni/MWCNT 

 Fabricar um biossensor por imobilização de Cyt c em Pani-PEG-MWCNT 

(Pani-PEG-MWCNT-Cyt c) 

 Analisar propriedades do compósito Pani-PEG-MWCNT pelas técnicas de 

Impedância, Voltametria cíclica, Microscopia Eletrônica de Varredura e 

Espectroscopia de infravermelho. 

 Verificar a aplicação do compósito de Pani-PEG-MWCNT como plataforma 

para biossensores amperométricos para peróxido de hidrogênio e dopamina 
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3  PARTE EXPERIMENTAL 

3.1 Reagentes e Soluções 

 

 Anilina, adquirida da Aldrich, foi destilada previamente e usada nos ensaios de 

polimerização.  

 Nanotubos de carbono de paredes múltiplas (MWNTs) (diâmetro 7-15 nm com 

posicionamento 0,5-10µm) (Sigma-Aldrich); 

 Peróxido de hidrogênio P.A. (30%) (H2O2) (Vetec); 

 Citocromo c de coração bovino com 95% de pureza (Sigma-Aldrich); 

 Ácido sulfúrico concentrado (H2SO4) (Vetec); 

 0,0
’ 
Bis(2-aminoetil)polietileno glicol 2’000 (Fluka); 

 Alumina líquida 0,3µm (Fortel indústria e LTDA); 

 Monohidrogenofosfato de sódio Anidro P.A. (Na2HPO4) (Dinâmica); 

 Ácido nítrico concentrado (HNO3) (Merck); 

 Cloreto de tionila (Sigma-Aldrich); 

 Tetrahidrofurano (Aldrich); 

 Todas as soluções foram preparadas previamente aos experimentos evitando-se 

estocagem.  

 

3.2 Eletrodos e Limpeza dos Materiais 

 

Nos experimentos eletroquímicos foi utilizado uma cela eletroquímica com 

capacidade para 10mL ou 5mL com três eletrodos, sendo o eletrodo de referência 

Ag/AgCl (NaCl 3 mol L
-1

), contra eletrodo de fio platina, e eletrodo de trabalho de Au 

(0,071 cm
2
). O eletrodo de trabalho foi previamente polido com alumina 0,3µm. 

Posteriormente à limpeza mecânica do eletrodo de trabalho, o mesmo foi submetido à 

ciclagem de potencial elétrico entre -200 mV a 1500 mV visando a indução de formação 

e redução de óxidos na superfície metálica de forma a renovar a mesma. A ciclagem foi 

conduzida em solução de ácido sulfúrico 0,1 molL
-1

. A limpeza dos materiais usados foi 

realizada com água e sabão neutro seguido por enxágue com solução 10% v/v de ácido 

nítrico e posterior lavagem com água destilada.  
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3.3 Equipamentos 

3.3.1. Experimentos Eletroquímicos 

 

Os experimentos de voltametria cíclica e amperometria foram realizados 

utilizando um Potenciostato/Galvanostato Autolab PGSTAT 128N. Já os experimentos 

envolvendo a técnica de Espectroscopia de Impedância Eletroquímica (EIS) foram 

realizados em um Potenciostato da Gamry Instruments, Série G750. As medidas foram 

realizadas à temperatura ambiente. As medidas de EIS tem sido largamente usadas para 

caracterizar interfaces do eletrodo quimicamente modificado. O típico espectro de 

impedância é apresentado na forma de impedância imaginária (Zim) versus impedância 

real (Zre) e é conhecido como diagrama de Nyquist (-Zim vs Zre). Um simples programa 

baseado em ajuste por mínimos quadrados foi usado para analisar os dados obtidos por EIS.  

 

3.3.2. Experimentos de Infravermelho com Transformada de Fourrier (FT-IR) 

  

Os espectros de infravermelho foram registrados na região de 4000 a 400 cm
-1

 

utilizando-se um espectrofotômetro FT-IR Bolmen Hartmann & Braum, modelo MB 

100 e o material a ser analisado foi prensado em pastilha de KBr a 1%.  

 

3.3.3. Experimentos de Microscopia Eletrônica de Varredura e Espectroscopia 

Dispersiva de Raios-X 

 

 As imagens de microscopia eletrônica de varredura foram obtidas com um 

microscópio eletrônico de varredura JEOL JSM 6360LV, operando em 20 kV. O 

mapeamento da composição de superfície do material produzido foi realizado por 

Espectroscopia de Energia dispersiva de Raios-X usando um Espectrômetro Noran 

Vantage modelo 4110.  
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3.4 Fabricação do eletrodo modificado com o compósito PAni/MWNTs 

 

 Com o propósito de funcionalizar os nanotubos de carbono de paredes múltiplas 

com grupo “amino”, o seguinte procedimento foi adotado (Figura 8): 

 

Figura 8: Esquema do procedimento de funcionalização dos nanotubos de carbono de paredes 

múltiplas.  

  

Inicialmente, 50 mg de MWCNT foi refluxado em 4 M HNO3 por 24 h e filtrado 

através de papel de filtro de diâmetro de poro de 0,2 μm. O resíduo obtido foi o 

MWCNT modificado com grupos carboxílicos (MWCNT-COOH), o qual foi lavado 

com água deionizada e seco em estufa a 60
o
C por 12 horas. Posteriormente, o 

MWCNT-COOH foi refluxado em 10 mL de cloreto de tionila a 65
o
C por 24 h para 

obter MWCNT modificado com –COCl (MWNT-COCl). O MWCNT-COCl foi 

filtrado, lavado com tetrahidrofurano (THF), e seco à temperatura ambiente por 48 

horas. Por fim, o MWCNT funcionalizados foram obtidos mediante o refluxo do 

MWCNT-COCl com poli(etilenoglicol) bis(1,2-diamina) em THF a 60°C por 24 h. O 

material foi filtrado após a etapa de refluxo e o MWCNT funcionalizado com grupo 

amino (MWNT-PEG-NH2) foi separado e deixado secar à temperatura ambiente.  

 Uma vez obtido o MWCNT-PEG-NH2, a deposição do material compósito sobre 

a superfície do eletrodo de trabalho foi conduzida por voltametria cíclica conforme 

apresentado no esquema a seguir (Figura 9):  

Conforme discutido previamente, a inserção de MWCNT na PAni foi realizada 

pela modificação da superfície do MWCNT com grupos funcionais amina e cadeias de 

PANI foram acopladas através de grupos funcionais amina por polimerização 

eletroquímica de anilina. Neste sentido, 50 mg de MWCNT-PEG-NH2 foi disperso em 
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solução 10 mmolL
-1

 de anilina mediante sonicação da dispersão. A solução contendo 

MWCNT-PEG-NH2 e anilina foi submetida à polimerização eletroquímica mediante a 

realização de 20 ciclos de potencial no intervalo de varredura de potencial de -100 mV a 

1100 mV. Conforme pode ser verificado visualmente, forma-se sobre a superfície áurea 

um depósito verde característico da forma condutora ácida da Pani. Após a etapa de 

deposição, o eletrodo modificado com o compósito foi lavado com água deionizada e 

usado quando necessário.  

 

Figura 9: Esquema da rota de fabricação do compósito PAni-MWCNT. 

 

3.5 Fabricação do biossensor por imobilização de Cyt c em Pani-MWCNT 

(Pani-MWCNT-Cyt c) 

 

A fabricação do filme de eletrodo de ouro modificado com Pani-MWCNT-Cyt c 

foi composta de duas etapas (Figura 10). Na primeira etapa, um filme de Pani-MWCNT 
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foi eletroquimicamente depositado sobre a superfície de ouro por voltametria cíclica. 

Em seguida as unidades de PAni no compósito PAni-MWCNT foram transformados em 

sua forma mais oxidada, ou seja, o estado correspondente à pernigranilina por aplicação 

de potencial de 0,80 V ao eletrodo modificado com o composito por 5 min em ácido 

sulfúrico 0,1 molL
-1

. De acordo com Lee e cols. [44], a amina com carga positiva e as 

unidades de imina da PAni aumentam ainda mais a atração aos grupos carboxilato do 

Cyt c atraindo a proteina para o compósito.  

 

 

Figura 10: Esquema referente à fabricação do eletrodo de compósito modificado com 

Cyt c (PAni-MWCNT-Cyt c).  

 

A imobilização do Cyt c em PAni-MWCNT foi feito por imersão do filme do 

eletrodo compósito, após oxidação do mesmo, em solução de Cyt c 0,5 mM usando 

tampão fosfato 0,1 molL
-1

, pH 7,0 como meio de dispersão da Cyt c por 40 min. Para 

comparação um eletrodo de ouro foi modificado apenas com PAni foi produzido nas 

mesmas condições. Os eletrodos modificados foram designados como PAni-Cyt c e 

PAni-MWCNT-Cyt c para o eletrodo de ouro modificado apenas com polianilina e 

eletrodo modificado com o compósito PAni-MWCNT, respectivamente.  
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3.6 Caracterização eletroquímica e detecção de H2O2 e Dopamina 

 

A resposta amperométrica do H2O2 e Dopamina no eletrodo modificado com 

PAni-MWCNT-Cyt c foram realizadas em tampão fosfato 0,1 molL
-1

, pH 7,0 aplicando 

um potencial constante de -0,5 V ao eletrodo de trabalho para detecção de peróxido e  

-100 mV para detecção de Dopamina. A resposta de linha de fundo do eletrodo 

modificado foi atenuada para um estado estacionário com agitação. Após o sistema ter 

entrado em estado estacionário, ou seja, passado o tempo do comportamento descrito 

pela Equação de Cottrel para a relação corrente elétrica vs tempo (i vs 1/t
1/2

 linear) 

foram feitas sucessivas adições de 20 µL de H2O2 em 0,1 mol L
-1

 de tampão fosfato  e 

pH 7,0) à célula eletrolítica e a resposta foi mensurada. Para análise da dopamina, as 

mesmas condições estabelecidas para determinação de peróxido de hidrogênio foram 

seguidas. Contudo, para a análise de dopamina, o H2O2 foi previamente adicionado à 

célula eletrolítica com o propósito de induzir um mecanismo do tipo químico-

eletroquímico para detecção da mesma em baixos potenciais.  

 

3.7 Medidas de impedância eletroquímica  

 

As medidas de impedância foram realizadas em quatro potenciais diferentes 

(0,2, 0,6, 0,8 e 1,0V), em uma cela contendo solução de H2SO4 0,1 molL
-1

, para os 

eletrodos modificados com PAni e PAni-MWCNT.  
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4 RESULTADOS E DISCUSSÕES 

4.1. Caracterização do Nanotubo de carbono funcionalizados (MWCNT-PEG-

NH2).  

  

Após o processo de síntese do MWCNT-PEG-NH2 o mesmo foi caracterizado 

por Microscopia Eletrônica de Varredura (MEV), Espectroscopia de Dispersão de 

Energia de Raios-X (EDX, do inglês Energy Dispersive X-ray spectroscopy) e 

Infravermelho com Transformada de Fourrier (FT-IR do inglês Fourrier Transform 

infrared spectroscopy).  

 As imagens de MEV para o MWCNT não modificado e para o MWCNT-PEG –

NH2 deixam evidente que a funcionalização dos nanotubos de carbono não provoca 

extremas alterações morfológicas na superfície do material como a formação de grandes 

agregados de nanotubos de carbono o que poderia prejudicar a aplicação dos mesmos 

(Figura 11). Contudo, observa-se ao comparar as duas micrografias que o MWCNT-

PEG-NH2 estão visivelmente mais agregados que os MWCNT o que pode ser resultado 

da interação entre grupos carboxílicos e amino introduzidos no processo de modificação 

dos nanotubos de carbono.  
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(a)                                                             (b) 

   

Figura 11: Imagens de Microscopia Eletrônica de Varredura para (a) MWCNT e (b) 

MWCNT-PEG-NH2 e os correspondentes espectros de EDX para (c) MWCNT e (d) 

MWCNT-PEG-NH2.  

 Os estudos de espectroscopia de energia dispersiva de raios X para a superfície 

dos MWCNT mostraram dois picos, um em 0,280 e outro em 0,527 keV, 

correspondentes aos átomos de C e O (Figura 11c). Um pico em 6,37 keV atribuído ao 

ferro também foi identificado, correspondente a impurezas devido ao processo de 

síntese dos nanotubos de carbono (nanoparticulas de ferro são usadas na síntese dos 

nanotubos de carbono). Em adição a estes picos, o espectro EDX para MWCNT-PEG-

NH2 foi observado um pico em 0,38 que está atribuído ao nitrogênio presente no grupo 

amino do PEG-NH2 (Figura 11d). Tal alteração no espectro EDX para o MWCNT-

PEG-NH2 indica a presença dos grupos amino do modificador.  

 Os espectros de infravermelho obtidos em pastilha de KBr para o nanotubo de 

carbono de paredes múltiplas não-modificado (MWCNT) e nanotubo de carbono 

modificado com O,O-poli(etilenoglicol)-bis-amino (MWCNT-PEG-NH2) deixam 
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evidente que após a introdução do PEG-NH2 alterações no perfil do espectro de 

infravermelho são observadas (figura 12). O espectro IR do MWCNT mostra duas 

bandas típicas para nanotubos de carbono, sendo a primeira entre 2850 cm
-1

 a 3000 cm
-1

 

apresentando dois máximos em 2920 cm
-1

 e 2862 cm
-1

 associada ao estiramento “C-H” 

dos nanotubos de carbono bem como uma banda em 1632 cm
-1

 que está associada à 

vibração do “esqueleto” dos nanotubos de carbono, ou seja, o estiramento da ligação “–

C=C-”. Em 3431 cm
-1

 observamos uma banda atribuída à deformação axial de “O-H” 

em ligação intramolecular. Adicionalmente a estas bandas, o MWCNT-PEG-NH2 

apresentou um pico em 1100 cm
-1

 referente ao estiramento “C-O-C” da cadeia do 

polietileno glicol. As atribuições aos picos e bandas são apresentados na Tabela 2 a 

seguir.  

 

Tabela 2: Posição dos picos e bandas de absorção obtida por FT-IR referente ao MWCNT e ao 

MWCNT-PEG e atribuições. 

Posição da banda ou pico / 

cm
-1

 

Processo atribuído  

3100 cm
-1

–3600 cm
-1

 deformação axial de “O-H” 

em ligação 

intramolecular[67] 

2850 cm
-1

 - 3000 cm
-1

 estiramento “C-H” 

presentes nos nanotubos de 

carbono[67] 

1632 cm
-1

 estiramento da ligação  

“–C=C-”[68] 

1100 cm
-1

 estiramento “C-O-C” da 

cadeia do polietileno 

glicol[67] 
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(a)                                                                                 (b) 

Figura 12: Espectro de infravermelho (FT-IR) para (a) MWCNT e (b) MWCNT-PEG-

NH2. 

4.2 Modificação do Eletrodo de trabalho com PAni e PAni-MWCNT e 

caracterização eletroquímica. 

 

A Figura 13 mostra os voltamogramas obtidos durante a polimerização 

eletroquímica da Anilina a partir de uma solução contendo anilina (Fig. 13a) bem como 

a partir da mistura de MWNT-PEG-NH2 e anilina a uma velocidade de varredura de 

50mVs
-1

. Conforme pode ser observado, no primeiro ciclo de potencial, há um aumento 

acentuado na corrente elétrica na varredura anódica a partir do potencial elétrico de 

800mV referente à oxidação do monômero e consequente inicio da formação do filme. 

Nos ciclos subsequentes, são aparentes processos redox na região de potencial entre -

100mV e 800mV referente aos processos redox do polímero. Adicionalmente, a medida 

que o número de ciclos aumenta os processos referentes à oxidação e redução da PAni e 

PAni-MWCNT tornam-se mais aparentes.  
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Figura - 13 Voltamogramas cíclicos referentes à polimerização eletroquímica de anilina 

a uma concentração 0,05mol L
-1

 em H2SO4 0,1molL
-1

 (a) e polimerização 

eletroquímica de anilina a uma concentração 0,05mol L
-1

 em H2SO4 0,1molL
-1

 

contendo MWCNT-PEG-NH2 disperso a uma concentração de 3 mg/mL (b). 

Velocidade de varredura: 50mVs
-1

.  

A Figura 14 mostra comparativamente os processos redox da PAni e PAni-

MWCNT obtido a uma velocidade de varredura de 50mVs
-1

. No caso da polimerização 

eletroquímica de anilina (na ausência de MWNT-NH2), sob uma condição similares à 

mistura de MWNT-NH2 e anilina, três pares redox com potencial médio em 0,2, 0,7 e 

0,9 V respectivamente foram observados.  

O primeiro processo, referente a conversão entre as formas leucoesmeraudina e 

esmeraldina ocorre entre 0mV e 300 mV na direção anódica e entre 100mV e -200mV 

na direção catódica. O segundo processo redox, a conversão entre as formas 

esmeraldina e pernigranilina, ocorre entre 600mV e 800mV (oxidação do polímero) e 

entre 500mV a 600mV (redução do polímero). Os voltamogramas da PAni e PAni-

MWCNT apresentam um terceiro par de picos entre 300mV e 500mV que tem sido 

atribuído à reticulação do polímero e ou degradação do polímero. Contudo, ensaios de 

impedância eletroquímica discutidos a seguir descartam a possível degradação do 

material tendo em vista que a resistência à transferência de carga da PAni-MWCNT é 

menor que na PAni. Assim, materiais degradados apresentam elevada resistência à 
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transferência de carga, o que não é observado para PAni-MWCNT. De forma geral, o 

pico em torno de 0,2V corresponde à formação de cátions radicais, o pico intermediário 

em 0,7V corresponde à formação de benzoquinona e o pico de 0,9V corresponde à 

conversão da estrutura de esmeraldina para pernigranilina [69,70]. 

0.0 0.4 0.8 1.2
-1.5

-1.0

-0.5

0.0

0.5

1.0

 PAni-MWCNT

 PAni

i 
/ 
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Figura 14. Voltamogramas cíclicos para o eletrodo de ouro modificado com polianilina (PAni) e 

modificado com o compósito polianilina/nanotubo de carbono (PAni-PEG-MWCNT). 

Velocidade de varredura 50 mVs
-1

.  

 

4.3. Espectroscopia de Impedância Eletroquímica 

 

 A Espectroscopia de Impedância Eletroquímica (EIS, do inglês Electrochemical 

Impedance Spectroscopy) permite a obtenção de informações dos diferentes processos 

eletroquímicos eletródicos e suas constantes de tempo sendo possível associar estes 

processos a componentes elétricos como resistores, capacitores ou indutores tal que o 

entendimento do sistema como um todo seja possibilitado. A EIS consiste na aplicação 

de uma perturbação senoidal de tensão de pequena amplitude e frequência  tal que seja 

possível investigar o sistema em estado estacionário já que sob tais condições de 

perturbação do sistema é mínima. De forma geral, a impedância de um sistema é 

representado por um vetor composto por uma parte real [Zre( )] e por uma parte 

imaginária [Zim( )], onde i=(-1)
1/2

. Desta forma a impedância complexa é representada 

por: 

Z( ) = Zre( ) + iZim( ) (1) 

ou  
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Z( ) = Z’( ) + iZ’’( ) (2). 

 A representação de dados de EIS pode ser feita de varias formas sendo a mais 

comum o Diagrama de Nyquist que são gráficos de Z’ vs Z’’ e de Bode onde o módulo 

da impedância e o ângulo de fase são plotados contra a frequência do sinal aplicado ( Z , 

 vs log( ). Portanto, em um sistema retangular temos que:  

 

Z’ = Z cos( ) e Z’’ = Z sen( ) (3) 

Onde, 

 = arctg (Z’’/Z’) e Z  = [(Z’)
2
 + (Z’’)

2
]
1/2

  (4) 

 

A aplicação da EIS a polímeros condutores se resume a faixas de frequências típicas 

(Figura 15) tal que:  

a) Em frequências acima de 10
4
 Hz são comuns semicírculos devido aos 

componentes capacitivo e resistivo do eletrólito e da fase polimérica;  

b) Em frequências entre 10
2
 – 10

4
 Hz são comuns semicírculos associados à 

transferência de carga na interface eletrodo-solução; 

c) Em frequências entre 10
0
 – 102 Hz, região de Warburg, devido à difusão semi-

infinita das espécies no filme polimérico e tem como característica uma linha 

reta no gráfico de Nyquist com inclinação de 45º; 

d) Em frequências abaixo de 10
0
 Hz o processo de transporte de matéria é limitado 

progressivamente devido ao acumulo de cargas no polímero tal que a 

impedância do sistema aproxima-se a uma resposta puramente capacitiva, 

também denominada capacitância limite do filme.   
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Figura 15. Gráfico de Nyquist ideal para polímeros condutores. 

 

 A Figura 16 apresenta os diagramas de Nyquist para PAni e PAni-MWCNT em 

vários potenciais aplicados. Conforme pode ser observado, o perfil dos diagramas de 

Nyquist alteram significativamente para ambos os polímeros com o potencial aplicado 

indicando que as propriedades eletroquímicas dos polímeros dependem do estado de 

oxidação do mesmo.  
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(a)                                                                               (b) 

Figura 16. Diagrama de Nyquist para PAni e PAni-MWCNT em (a) 200 mV e (b) 600mV. Os 

espectros foram obtidos de 10
5
 Hz a 10

-2
 Hz.  

 

Como propósito de interpretar o comportamento para ambos os polímeros foi 

usado o circuito de Randles apresentado a seguir:  
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Figura 17. Circuito equivalente de Randles empregado no diagrama de Nyquist da PAni e PAni-

MWCNT.  

 

 Os valores dos parâmetros obtidos são copilados na tabela 3. O elemento Re 

refere-se à resistência ao transporte de íons no eletrólito em direção à interface 

eletrodo/solução. Para todas as medidas de EIS o valor de Re não variou 

significativamente, o que está associado ao fato de usarmos o mesmo eletrólito em 

todos os experimentos de impedância.  

 

 Tabela 3. Parâmetros obtidos por simulação aos dados de espectroscopia de impedância 

eletroquímica para PAni e PAni-MWCNT. 

PAni Re/Ω Rtc/Ω 

200 mV 60,5 146,2 

600 mV 60,8 212,1 

PAni-MWCNT   

200 mV 60,2 124,5 

600 mV 60,3 87,6 

  

Por outro lado, o termo Rtc está associado à resistência e à transferência de carga 

na interface polímero/eletrólito e CPE representa um elemento de fase constante 

representativo da capacitância de dupla camada produzida pelo acumulo de cargas nesta 

interface (Cdl do inglês double layer capacitance). De forma geral, CPE é menor que Cdl 

e isto está associado aos efeitos de rugosidade de superfície tal que CPE tende a Cdl em 

condições ideais. Neste contexto, o termo Rtc indica a facilidade cinética com que o 

processo de transferência eletrônica ocorre. Ao compararmos os valores de Rtc obtidos 

para cada um dos polímeros a diferentes potenciais observamos que a Rtc aumenta 
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significativamente para ambos polímeros como resultado da mudança na forma do 

mesmo, ou seja, da forma isolante (leucoesmeraldina) ou totalmente oxidada 

pernigranilina onde os valores de resistência à transferência de carga são elevados 

passando pela forma intermediária esmeraldina com os menores valores de Rtc.   

 Conforme pode ser verificado por EIS, o material compósito apresenta menores 

valores de resistência à transferência de carga em potenciais elétricos na região de 

estabilidade da forma condutora da anilina (esmeraldina) o que indica que a conjunção 

do nanotubo de carbono à polianilina favorece a dinâmica de transporte de cargas no 

polímero tornando-o um promissor material para modificação de eletrodo com fins 

eletrocatalíticos.  

 

4.4. Aplicação de PAni-MWCNT como plataforma para biossensores 

amperométricos para peróxido de hidrogênio e dopamina 

 

Nos últimos anos, o interesse em sistemas bioeletroquímicos tem aumentado 

significativamente bem como o avanço no desenvolvimento destes sistemas. Conforme 

discutido anteriormente, a transferência eletrônica direta entre enzimas e proteínas 

redox é dificultada uma vez que o sítio ativo destes sistemas estão protegidos pela 

camada proteica. Neste sentido, a enzima peroxidase de raiz forte (HRP, do inglês 

horseradish peroxidase) e a proteína redox Citocromo c são dois sistemas considerados 

como modelos de estudo já que dentre as metaloproteínas são as de maior estabilidade e 

menor susceptibilidade às mudanças em parâmetros do sistema como pH, força iônica, 

etc. 

Assim sendo, o uso de HRP e Cyt-c como modificadores de superfície para 

desenvolvimento de biosensores tem sido muito intenso porque as mesmas catalisam 

uma reação química redox, envolvendo uma etapa de transferência eletrônica de seu 

próprio ciclo natural. A HRP e o Cyt-c catalisam a oxidação de uma variedade de 

compostos inorgânicos e orgânicos na presença de peróxido de hidrogênio através de 

seu sítio ativo protoporfirínico [71] representado na Figura 18.  
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Figura 18 – Estrutura de uma protoporfirina - sítio ativo de muitas peroxidases  

 Fundamentalmente, o ciclo catalítico das peroxidases pode ser descrito através 

das seguintes equações (Neste caso usamos a HRP como modelo): 

HRP (Fe
3+

) + H2O2     HRP-I + H2O            (5) 

HRP-I + AH2     HRP-II + ∙AH                     (6) 

HRP-II + AH2    HRP (Fe
3+

) + ∙AH + H2O    (7) 

onde HRP-I e HRP-II são intermediários oxidados da enzima, AH2 é o substrato redutor 

e AH é um radical livre.  

 Na primeira etapa, a enzima reduz o peróxido diretamente formando um 

composto oxidado intermediário (HRP-I). A forma oxidada da enzima é então, reduzida 

à sua forma nativa em duas etapas, sendo que em cada etapa uma substância orgânica é 

oxidada, podendo este processo ocorrer de forma direta ou mediada. 

 Na transferência de elétrons direta as formas oxidadas da enzima são reduzidas 

por elétrons doados do próprio eletrodo. Já na transferência mediada de elétrons, a 

enzima recebe elétrons de substâncias doadoras (AH2), que podem ser fenóis, aminas 

aromáticas, ou ferrocenos.  
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Na presença de uma substância doadora de elétrons a enzima é regenerada e as 

espécies AH formadas são reduzidas eletroquimicamente no eletrodo, resultando em 

uma corrente de redução proporcional à concentração da substância doadora. 

Desta forma os fenóis, tais como a dopamina pode atuar como doadores de 

elétrons na reação da peroxidase com peróxidos (Figura 19), sendo este o princípio da 

utilização de eletrodos modificados com peroxidase para a detecção de espécies 

fenólicas em células eletroquímicas. Estudos demonstraram a possibilidade de utilizar 

os eletrodos de grafite sólido e de pasta de carbono modificados com HRP para a 

determinação de fenóis e compostos relacionados. [72]
 
 

 

Figura 19 - Mecanismo de transferência de elétrons mediada por fenol em eletrodos 

modificados com peroxidase. Mox e Mred são as formas oxidada e reduzida do mediador, 

respectivamente. R+ = radical protoporfirina 

A sensibilidade dos biossensores a base de peroxidase para a determinação de 

fenol é limitada pela corrente produzida pela transferência de elétrons direta entre a 

enzima e o eletrodo na presença apenas de peróxido, portanto é fundamental a adequada 

imobilização da enzima/proteína redox para aumentar a sensibilidade do biossensor para 

fenol.  

 Neste contexto, o material compósito (PAni-PEG-MWCNT) foram modificados 

com Cyt-c mediante aplicação de potencial constante de 800mV ao eletrodo em solução 

contendo a Cyt-c pelo período de 5 minutos obtendo-se assim a PAni-MWCNT-Cyt c.  
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Os eletrodos modificados com PAni-MWCNT-Cyt c apresentaram redução 

eletrocatalítica direta de H2O2 superior aos eletrodos não-modificados com o 

biomaterial. Um aumento significativo nas correntes de pico em potencial de redução de 

H2O2 foi notado para PAni-MWCNT-Cyt c em relação a PAni ou PAni-Cyt c. Portanto, 

a presença combinada de MWNT, PANI e Cyt c fornece um melhor suporte para 

redução de peróxido de hidrogênio que possivelmente está relacionado à melhoria da 

capacidade de transporte iônico e eletrônico do material confeccionado. Sendo assim, a 

presença combinada de PANI e MWNT fornecem contribuições sinérgicas para a 

redução catalítica de H2O2. 

A Figura 20 mostra os amperogramas obtidos para os eletrodos modificados 

PAni-Cyt c e PAni-MWCNT-Cyt c para sucessivas adições de H2O2 em tampão fosfato 

(PBS do inglês phosphate buffer solution) 0,1 molL
-1

 (pH 7,0) a um potencial aplicado 

de -0,5V. Conforme pode ser observado, o aumento da corrente catódica referente à 

adição de H2O2 é significativamente maior no filme de PAni-MWCNT-Cyt c quando 

comparado ao eletrodo modificado com PAni-Cyt c. 

A partir dos amperogramas obtidos para adições sucessivas de peróxido de 

hidrogênio foram construídas e as curvas analíticas para o eletrodo modificado com 

PAni-Cyt c e PAni-MWCNT-Cyt c, cujas equações representativas são, 

respectivamente: 

i ( A) = 0,0788 ( A) + 0,0666 [H2O2] (mmolL
-1

)  (8) 

e 

i ( A) = 0,0590 ( A) + 0,5012 [H2O2] (mmolL
-1

)  (9) 
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Figura 20 – (a) Amperograma e (b) curva analítica. As medidas foram obtidas para 

sucessivas adições de 20µL de H2O2 0,1mM (PBS 0,1M pH 7,0). 

 

Conforme pode ser observado a partir das curvas analíticas, o ganho em 

sensibilidade no biomaterial compósito constituído de Pani e MWCNT foi cerca de sete 

vezes maior quando comparado à Pani-Cyt c. Dentre os efeitos que favorecem cita-se a 

redução na resistência à transferência de carga do compósito Pani-MWCNT-Cyt c em 

relação à Pani-Cyt c.  

Por fim com o propósito de aplicar o conceito de transferência eletrônica 

mediada e verificar a capacidade do sensor na detecção de compostos fenólicos foram 

realizadas adições consecutivas de dopamina ao eletrólito na presença de peróxido de 

hidrogênio. A Figura 21 apresenta o amperograma para redução de dopamina sob 

aplicação de -100 mV sob o eletrodo modificado com o compósito Pani-MWCNT-Cyt 

c.  
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Figura 21. (a) Amperograma e (b) curva analítica. As medidas foram obtidas para sucessivas 

adições de 50µL de Dopamina em H2O2 0,1mM (PBS 0,1M pH 7,0). 

 

 Conforme pode ser observado na figura anterior, o eletrodo compósito PANI-

MWCNT-Cyt c apresenta-se como uma alternativa interessante para determinação de 

dopamina em baixos potenciais o que minimiza a ação de interferentes para 

determinação deste composto fenólico.  
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5.0 CONCLUSÕES 

 

Conforme observado, a combinação de nanotubos de carbono de paredes 

múltiplas com polianilina é possível de tal forma a produzir um material compósito 

orgânico-inorgânico cujas propriedades eletroquímicas são superiores às da polianilina. 

Neste sentido, a modificação prévia do MWCNT com O,O-bis (amino)-

poli(etilenoglicol) foi fundamental para o sucesso do processo de dopagem da 

polianilina com o nanotubo de carbono. A caracterização por microscopia eletrônica de 

varredura do nanotubo de carbono de paredes múltiplas modificado com o 

poli(etilenoglicol) deixou evidente que não ocorre agregação do MWCNT-PEG-NH2 de 

forma a produzir um material de difícil dispersão. Adicionalmente, o estudo de EDX 

confirma que a rota escolhida de modificação do MWCNT é adequada já que o 

nitrogênio foi identificado no material compósito final obtido. Após a obtenção do 

MWCNT-PEG-NH2, os estudos de voltametria cíclica realizados para polimerização da 

PAni na presença do mesmo deixaram evidente que a eficiência de polimerização é 

aumentada, o que pode ser atribuído à melhora do processo de dopagem do polímero. O 

estudo comparativo da PAni e PAni-PEG-MWCNT por voltametria cíclica em meio 

ácido confirma a maior eficiência de produção da forma condutora esmeraldina do 

material compósito quando comparado à PAni. Neste sentido, os estudos de 

espectroscopia de impedância eletroquímica confirmam a excelente melhora nas 

propriedades eletroquímicas do compósito PAni-PEG-MWCNT quando comparado às 

da PAni. Pro fim, a imobilização da proteína redox Citocromo c na presença de PAni-

PEG-MWCNT resultou no aumento significativo na redução de peróxido direta bem 

como possibilidade de redução de dopamina em potenciais próximos a 0mV vs 

Ag/AgCl. 
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