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RESUMO

Atualmente os nanotubos de carbono (CNT) representam um importante grupo
de nanomateriais com atrativas propriedades quimicas, eletrénicas e mecénicas. Os
nanotubos de carbono de paredes multiplas (MWCNT) podem ser combinados com
polimeros, de maneira a moldar as propriedades fisicas desses compostos (nanotubo-
polimero), aumentando sua condutividade elétrica, estabilidade quimica e resisténcia
mecanica. Dentre as classes de polimeros condutores, a polianilina (PANI) é um dos
mais estudados devido as suas caracteristicas, incluindo simplicidade no processo de
sintese, alta estabilidade e baixo custo. Compdsitos entre polimeros condutores e
MWNT tém apresentado efeitos sinérgicos favorecendo a fabricacdo de biossensores.
Portanto a imobilizacdo de biomoléculas nos eletrodos modificados com PCs e
MWCNT vg) tém demonstrado maior sensibilidade e seletividade para analitos.

O presente trabalho apresenta a fabricacdo de novos materiais compaositos a base
de polimeros condutores e nanoestruturas. Para tal, foi produzido um eletrodo
modificado através da polimerizacdo de polianilina (PAni) na presenca de agrupamentos
amina com MWCNT funcionalizados. O eletrodo modificado com o composto exibiu
uma reducdo na transferéncia de elétrons. Por fim, o eletrodo modificado com o
composito foi utilizado como suporte para imobilizacdo de citocromo c. Os resultados
mostraram que o eletrodo modificado com PAni, MWCNT e Cyt ¢ apresentam uma boa
sensibilidade para a deteccéo de H,O, 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 ¢ 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 ¢ and electrode used as a mechanism to verify the electron
transfer and electrocatalytic activity of H,O,. The results showed that the modified
electrode with PAni, MWCNT and Cyt ¢ present a good sensitivity for the detection of

dopamine and H;0..
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1 INTRODUCAO

1.1 Polimeros condutores

A classe de polimeros conhecida como polimeros intrinsecamente condutores
(PICs), ou polimeros conjugados, tem sido extensivamente estudada tendo em
vista suas interessantes propriedades elétricas e dpticas que vém a satisfazer
diversas necessidades de areas como a microeletronica [1, 2], quimica analitica
[3], biotecnologia [4], entre outras. Os polimeros 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 conducdo elétrica ocorre pelo fendbmeno de conjugacdo de
ligagOes duplas, resultando na sobreposigéo de seus orbitais moleculares parcialmente
preenchidos e permitindo o livre movimento dos elétrons entre as lacunas.

Os polimeros condutores sdo conhecidos em inumeras aplicacbes, como
inibidores de corrosdo [6], capacitores compactos, e m revestimento eletrostatico
[7], protecdo 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, propriedadesbiol6gicas inertes,
capacidade deexclusdode interferentes, alta velocidade de transferéncia de elétrons
e facilidade de sintese sobre inimeras superficies, independentemente da forma
desta superficie [9], os PIC’s tem sido intensamente utilizados para a confeccdo de
sensores e biossensores. Juntamente com a moderna instrumentacdo eletroquimica
disponivel atualmente, a associacdo 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 Opticas e elétricas e, neste sentido, o
mecanismo de oxidacdo e reducdo dos PICs tem deixado aparente a relevancia do
entendimento e controle do processo de dopagem e desdopagem do polimero.

Tratando-se de PIC's, o conceito de dopagem ¢é crucial para a observacdo de
que estes materiais eletrdnicos exibem uma propriedade bastante particular que € a

de variarem seu comportamento elétrico de isolante a supercondutor, dependendo da



modificacdo quimica aplicada em termos do seu agente dopante.

O termo “dopagem” significa a conversdo de um polimero neutro (ou seja, na
forma isolante) em um complexo i6nico condutor por uma transformacdo de
oxirreducao. O equilibrio de cargas comoum todo € conseguido pela incorporacédo
dos contra ions, ou seja, dos ions dopantes. Neste sentido, com o nivel de dopagem
é possivel controlar a condutividade elétrica do polimero, tal que quanto mais
facilmente os elétrons das cadeias polimeéricas puderem ser removidos ou
adicionados para formarem compostos i6nicos, mais o polimero é propenso a
dopagem.

Dois tipos de dopagem de PICs sdo conhecidos. A primeira é a dopagem
quimica com uso de agente oxidante e corresponde a dopagem tipo "p" em
semicondutores. O polimero forma um complexo catidnico, incorporando a forma
reduzida do agente oxidante como ion dopante. Por outro lado, a dopagem quimica
com agente redutor é denominada tipo "n", onde é formado um complexo
polimérico anibdnico, incorporando a forma oxidada do agente redutor. Como
resultado do processo de dopagem, os PICs sdo excelentes materiais condutores. O
primeiro polimero orgéanico condutor a apresentar condutividade foi o poli(acetileno)
(10 a 10° Scm™). Contudo, estudos de aplicacdo deste polimero no desenvolvimento
de baterias deixaram evidente que este polimero é instavel na presenca de oxigénio
ou mesmo umidade do ar. Consequentemente, inimeros polimeros condutores vém
sendo desenvolvidos e investigados com o proposito de buscar o estado da arte na
aplicacdo 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 (PAnNI)

Dentre as familias de polimeros condutores, a polianilina (PAni) é um dos mais
estudados devido as suas caracteristicas inerentes incluindo sua excelente estabilidade
quimica, processabilidade, facilidade de polimerizacdo e dopagem bem como baixo
custo [11-13]. A PAni foi descoberta em 1835 como um produto obtido através da

oxidacao quimica da amina aromética anilina [14], porém sua caracterizacdo foi relatada



somente cerca de 150 anos depois (1987), despertando um interesse devido as suas
propriedades particulares [15].

A polianilina representa uma classe de polimeros condutores cuja composi¢do
quimica na forma ndo dopada foi dada por MacDiarmid [16] em férmula geral
apresentada na Figura 1. A Pani pode ser sintetizada através de oxidagdo quimica ou
eletroquimica a partir da anilina em meio &cido. Sendo que o método de sintese
geralmente é escolhido em funcdo da aplicacdo a que o polimero se destina [17].
Independentemente do método de sintese, sua composi¢do quimica na forma de base
(ndo dopada) € representada por uma estrutura geral [18,19] formada por y e (1-y)

unidades repetitivas das espécies reduzida e oxidada, respectivamente.

/1y | n

[ _}NH{> Nl[—lll' [ N:<=>:N~\—¢7 ;
A Ot O
| \ TR
Figura 1 — Estrutura da polianilina em sua forma ndo dopada [20].

A principio, y pode variar de 0 até 1, apresentando duas formas extremas em
termos de estado de oxidacdo e uma forma intermediaria 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 formula geral mostra somente as
formas basicas do polimero. A PAni pode ser dopada por protonacao, isto é, sem que
ocorra alteracdo no numero de elétrons associados a cadeia polimérica. Logo, 0s
nitrogénios iminicos e aminicos destas espécies podem estar total ou parcialmente
protonados, dependendo do pH da solucéo ao qual o polimero foi exposto, obtendo-se o
polimero na forma de sal (forma dopada). O sal esmeraldina é a forma estrutural onde a
PAni alcanca os maiores valores de condutividade [22]. Através de reagdes de oxidagdo
e reducdo, bem como de tratamentos com &cidos e bases, € possivel converter
reversivelmente, a PAni em suas diferentes formas, o que confere a este polimero um
grande potencial para aplicagdes tecnologicas [23].

Durante a sintese da polianilina pode-se obter o polimero em diferentes estados

de oxidacgdo, dos quais a forma esmeraldina, ou seja, com a cadeia polimerica 50%
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oxidada, é a mais estavel forma da polianilina. A forma basica esmeraldina (isolante) do
polimero pode reagir com &cidos resultando na forma de sal esmeraldina que por sua

vez é condutora (Tabela 1).

Tabela 1 — Caracteristicas dos trés estados de oxidacdo mais importantes da polianilina:

leucoesmeraldina, esmeraldina (isolante e condutora) e pernigranilina.

Estado de —
- Estrutura Cor* Caracteristica
oxidagiio
H H]
) /e /e = /,\ Amarela Isolante
Leucoesmeraldina ) \ M) { N+ ; completamente
\\' < - </ s Z/ \ n 310 reduzida
Sal de S\ H A A £\ ! Verde Condutora
. ( =t=( =N=(( D=N=(( ))=N 320, 420, . ;
esmeraldina \‘ =+ N/ = oty " 200 parcialmente oxidada
Base esmeraldina . " r rH N Azul Isolante
5€ €5 "~ ¢ \\_ 1, \1/_ 320, 620 parcialmente oxidada
o Pirpura Isolante
e . . ! 5 o X
Pernigranilina {k// N _ ) u { } ( N 120,530 somplstamae

*QOs valores numéricos referem-se ao comprimento de onda (nm) onde a absor¢do é maxima.
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 tém
origem na sua sintese, pois, o crescimento ideal das cadeias seria através do
acoplamento nas posicbes “para” dos atomos de carbono do anel, para que as ligacdes
simples e duplas sejam maximizadas. Porém, além deste acoplamento ideal, também
sdo observados acoplamentos em atomos de carbonos na posicao “orto” do anel gerando
ramificagcOes, diminuindo assim a mobilidade dos portadores de carga e,
consequentemente, comprometendo a condutividade eletrénica do polimero [25].
Conforme pode ser observado na literatura, ha inimeros métodos de sintese de PAni,
com destaque para os métodos quimicos e os eletroquimicos. De forma geral, de acordo
com muitos autores, a primeira etapa na oxidagéo da anilina resulta na formacéo de um
cation-radical pela abstracdo de um elétron devido o potencial elétrico aplicado ao
sistema (Figura 2). Posteriormente, dois destes cations-radicais acoplam produzindo
como intermediario 0 p-amino-difenilamina cuja identificacdo foi comprovada por
espectroscopia no infravermelho. Como etapa final, a oxidacdo do intermediario
produzindo um cation-radical do mesmo e a subsequente entrada de mais uma molécula

do monbémero que se procede varias vezes leva a formacao do polimero.
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Figura 2 — Mecanismo de polimerizacdo da anilina [26].

Neste sentido, ao considerarmos os possiveis produtos gerados pela sintese da
PAni bem como os efeitos do estado de oxidacdo ou carater &cido/basico do meio
observa-se que as possiveis formas da PAni sdo interconversiveis conforme tem sido
relatado por inumeros autores (Figura 3). O mesmo efeito de dopagem pode ser obtido
eletroquimicamente submetendo o polimero neutro ao potencial correspondente de
oxidacdo ou reducdo (dopagem eletroquimica) [27]. Neste caso, 0s ions dopantes sdo
provenientes do eletrolito presente na solucdo eletrolitica, podendo-se assim trocar o
ion dopante do polimero. Outra possibilidade é a dopagem quimica da PAni devido a
protonag&o. Isto leva a uma reagédo redox interna conversora da forma semicondutoras
de PAni (base esmeraldina) para uma forma condutora salina (sal esmeraldina). As

reacOes entre as diferentes formas de PAni [28] sdo apresentadas a seguir:
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Figura 3 — Possiveis etapas para conversao entre diferentes estados de PAni promovidas

guimicamente e eletroquimicamente[29].

Embora a dopagem quimica seja eficaz, esta possui baixa reprodutibilidade
quantitativa. Alternativamente, a dopagem eletroquimica oferece ajuste fino do nivel de
dopagem, ajustando o potencial elétrico [29]. Adicionalmente, a polimerizacdo

eletroquimica apresenta as seguintes vantagens:

1. 0 polimero é depositado diretamente sobre o suporte que servira como
substrato;
2. a espessura do filme pode ser controlada pela quantidade de carga

elétrica consumida na reacdo de polimerizacao;

3. 0 polimero é dopado simultaneamente ao seu crescimento permitindo

uma maior eficiéncia da dopagem;

4. 0 método permite a utilizacdo de varios contra-ions, bastando para

isso mudar o sal do eletrolito.

Neste contexto, em consequéncia aos processos redox da PAni, mais
especificamente a oxidacdo do sistema 7 altamente deslocalizado da cadeia polimérica,
0 movimento de eletrolito (solvente e ion) séo induzidos a difundirem para dentro e fora
do polimero a fim de neutralizar ou compensar a carga catiénica da cadeia polimérica
produzida. Portanto, a difusdo de espécies através do filme de PICs é fundamental para
0 desempenho do mesmo em termos de suas propriedades dpticas e elétricas. Assim, um
aspecto adicional acerca dos processos de dopagem/desdopagem € que este se da

essencialmente através dos poros do material polimérico. Portanto, o controle de
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porosidade bem como dopagem de polimeros 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 hibridos
organicos-inorgéanicos uma vez que a combinacgdo das propriedades destas duas classes
de materiais pode fornecer materiais com propriedades sinérgicas e Unicas. Neste
sentido, materiais compositos de PICs e nanomateriais inorganicos tem se destacado em
inimeras areas incluindo aplicacdes de PICs em células fotovoltaicas, dispositivos
eletroluminescentes entre outras. Dentre 0s nanomateriais empregados na confecgéo de
compositos PICs-nanomateriais destacam-se 0s nanotubos de carbono uma vez que este
ultimo tem sido provado por melhorar o transporte e a geracao de portadores de carga

nos filmes compdsitos.

1.3 Nanotubos de Carbono: Estrutura e Propriedades

O éatomo de carbono pode formar ligagdes quimicas diferentes levando a
formagdo de estruturas com propriedades distintas, como por exemplo, grafita e
diamante. Fundamentalmente, a diferenca entre estes materiais esta na hibridizacao do
atomo de carbono, sp® do diamante para sp? da grafite.

Em 1991, ljima observou que na presenca de vapor de carbono a alta
temperatura e atmosfera de hélio, ocorriam formacéo 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 pentdgonos e hexagonos
[30]. A descoberta dos nanotubos de carbono estimulou um grande nimero de pesquisas
a respeito das propriedades e aplicacBes dessas estruturas cilindricas de carbono.

Originalmente, o material sintetizado por ljima foi o nanotubo de carbono de
paredes mdultiplas, (MWCNT, do inglés Multi-wall carbon nanotube) (Figura 4a) que é
um cilindro oco formado por uma folha de grafite enrolada - isto €, uma rede de atomos
de carbono sp?, dispostos em arranjos hexagonais. Em geral, os MWCNT apresentam
comprimentos da ordem de micrometros (um) e didmetros da ordem de poucos
nandmetros (nm). Fundamentalmente, duas classes de nanotubos de carbono tem sido

extensivamente exploradas, os nanotubos de carbono de paredes multiplas (MWCNT) e
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0s nanotubos de carbono de parede simples (SWNT, do inglés Single-wall carbon
nanotube). (Figura 5a). [31].

(b)

MWNT SWNT
Figura 4: (a) Nanotubo de carbono de parede multiplas, MWNT (b)Nanotubo de carbono de
parede simples, SWNT,.

Os nanotubos de carbono (CNT, do inglés Carbon nanotube) representam um
importante grupo de nanomateriais com atrativos quimicos, eletronicos e propriedades
mecanicas [32,33]. A elevada area superficial e geometria oca, combinado com
condutividade eletrdnica e propriedades mecanicas permitem que os CNTs promovam
reacOes de transferéncia de elétrons quando os mesmo sdo fabricados como eletrodos
para reacOes eletroquimicas [34]. Neste sentido, os eletrodos modificados com CNT
mostraram ter boa sensibilidade e seletividade para compostos, incluindo inumeras
espécies como citocromo ¢ [35], NADH [36], noradrenalina [37], os &cidos nucleicos
[38], compostos de hidrazina [39], peréxido de hidrogénio [40] entre outros. A alta
sensibilidade e estabilidade que tém sido demonstradas para CNT tém sido associadas a
inimeras propriedades destes nanomateriais incluindo o acumulo interfacial de analitos
em suas superficies, minimizacdo de incrustacdes da superficie bem como propriedades
cataliticas. Fundamentalmente, os CNT sdo constituidos de dois tipos de planos com
propriedades distintas, ou seja, o plano EDGE e o plano BASAL. Sendo que ao
primeiro séo atribuidas as propriedades eletrocataliticas do CNT.

Consequentemente, os CNT mostram grande potencial para a fabricacdo de
sensores e biosensores com alta sensibilidade [41-43]. Dessa forma, inlmeras enzimas e
proteinas redox tém sido conjugadas com nanotubos de carbono com fins de melhorar a

sensibilidade e seletividade de sensores para analitos [44]. Recentemente, os Nanotubos



de carbono de paredes multiplas (MWCNT) foram modificados com a citocromo ¢ (Cyt
c) e usado como eletrodo para elucidar o mecanismo de transferéncia de elétrons e
atividade eletrocatalitica do H,O, [45]. Contudo, a natureza hidrofobica da superficie
dos nanotubos de carbono limita a quantidade e a qualidade de imobilizacdo de enzimas.
Por outro lado, a natureza hidrofébica da superficie dos nanotubos de carbono pode ser
modificada por funcionalizagdo tornando-os mais versateis para imobilizacdo de
especies. Contudo, estudos sobre as utilidades dos nanotubos de carbono para a
imobilizacéo de Cyt ¢ sd0 escassos.

PCs surgiram como materiais promissores para a imobilizacdo de enzimas ou
proteinas [46,47]. Compositos de um PCs e CNT exibem componentes individuais com
efeitos sinérgicos [48,49]. Compdsitos de nanotubos de carbono e polimero foram
utilizados para varias aplicacdes [50,51]. Eletrodos amperométricos foram fabricados
dispersando nanotubos de carbono em matrizes de CPs [52,53]. Entre os CPs, a
polianilina (PAnNi) recebe maior atencdo devido as suas propriedades importantes
conforme discutido anteriormente bem como excelente compatibilidade com materiais
bioldgicos. Recentemente a modificacdo de eletrodo vem sendo realizado através do
revestimento com uma camada de Pani sobre a superficie dos nanotubos de carbono
para obter uma configuracdo de bicamada com CNT / PAni. Nesta configuracdo
bicamada, as capacidades funcionais do CNT (camada inferior) s&o reprimidas pela
camada superior (PANi). Assim, as atividades eletroquimicas de nanotubos de carbono
ndo poderiam ser plenamente utilizadas [54]. Neste sentido, no presente trabalho é
explorado uma rota de confec¢do eletroquimica de um compdsito Pani / MWCNT
visando a optimizacdo das propriedades da PAni como suporte para o0 desenvolvimento

de um biossensor para H,O, e compostos fendlicos em baixos potenciais.

1.4 Biossensores

Biossensores sdo dispositivos analiticos que quantificam uma substancia
presente de forma seletiva, convertendo a concentracdo desta em uma grandeza
capaz de ser medida pela combinacdo de um sistema de reconhecimento bioldgico
e um transdutor de sinal (quimico-fisico). A principio, é possivel construir um

biossensor para qualquer molécula organica capaz de interagir com uma espécie
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bioldgica. Das vérias defini¢cbes encontradas, a que parece mais completa, citada por
Lowe, define biossensores como: "uma ferramenta ou sistema analitico que consiste
em um material biolégico imobilizado em contato intimo com um dispositivo
adequado de transducdo o qual converte o sinal bioquimico em um sinal elétrico
quantificavel” [55].

No que diz respeito aos biossensores eletroquimicos, ou seja, 0s que
convertem o sinal biolégico em uma grandeza tal como corrente ou potencial elétrico,
a Unido Internacional de Quimica Pura e Aplicada (IUPAC) criou algumas definicdes,
classificagcBes e nomenclaturas, as quais definem biossensor eletroquimico como "um
dispositivo integrado auto-suficiente, capaz de fornecer informacao analitica especifica,
guantitativa ou semiquantitativa, utilizando um elemento de reconhecimento
bioldgico (receptor bioquimico), o qual € mantido em contato espacial direto com um
elemento de transducdo eletroquimica” [56, 57]. O receptor e o transdutor séo as
principais etapas do processo de deteccdo em biossensores [58], como mostra a Figura
5.

Receptor Transdutor
E g -
Aquisicao de
'\ Dados \ :
"" -
/j;n 1=
S
Saida (Output)

Figura 5 — Principais etapas do process de operagdo de um biossensor [59].

1.4.1 Biossensores amperométricos

Um biossensor amperométrico mede a corrente produzida durante a
oxidacdo ou reducdo de um produto ou reagente usualmente sob um potencial
constante aplicado [60]. A quantificacdo € estabelecida pela relacdo entre a
concentracdo da espécie eletroativa (analito) e a corrente produzida no potencial

aplicado. A escolha deste potencial € um meio de tornar este mecanismo mais
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seletivo, favorecendo a reacdo desejada ou até mesmo impedindo a ocorréncia de
reacOes paralelas.

O método amperométrico pode fornecer sensibilidade de até nanomolar

(10‘9M) em analises de espécies eletroativas presentes em amostras bioldgicas.
Muitas moléculas deste tipo, incluindo proteinas, ndo sdo intrinsecamente
eletroativas ou apresentam baixa eletroatividade e ndo podem ser detectadas
diretamente. O uso das enzimas que catalisam reacGes redox especificas facilita a
producdo de espécies eletroativas, possibilitando que estas possam ser determinadas
eletroquimicamente.

O fator mais importante que afeta o funcionamento deste tipo de biossensor
é a transferéncia de elétrons entre o receptor, geralmente uma enzima do tipo
oxidase ou peroxidase, e a superficie do eletrodo. Neste caso, uma estratégia
desenvolvida para otimizar o processo de transferéncia eletronica € o uso de
um mediador, que € uma substancia capaz de incrementar a sensibilidade do
biossensor [61], um polimero condutor ou ambos, quando o polimero desenvolve um
papel passivo no processo de mediacdo, 0 que depende da técnica utilizada para a
imobilizacdo [61].

Isto afeta significativamente a resposta do biossensor amperométrico, pois a
condutividade e a interacdo da matriz com a enzima (um mecanismo ainda ndo é
conhecido completamente) e fator chave na transferéncia eletrénica. Um modelo
0 qual mostra as etapas da difusdo eletrbnica em biossensores amperométricos €

mostrado na Figura 6.
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Figura 6 — Modelo das etapas do processo de deteccdo em biossensores amperomeétricos
descrito por Davis [62].

1.5. Citocromo C

A Citocromo ¢ (Cyt ¢), é uma heme proteina, que atrai o interesse de pesquisa na
bioeletroquimica devido ao seu importante papel na cadeia respiratoria das mitocondrias
[63]. Cyt ¢ existe no citoplasma entre as membranas interna e externa da mitocoéndria. E
uma proteina com alta solubilidade em agua, ao contrario de outras proteinas, bem
como é um componente essencial da cadeia transportadora de elétrons. E capaz de
realizar oxidagOes e reducBes, mas nao se liga ao oxigénio. Transfere elétrons entre o
complexo citocromo ¢ redutase e a citocromo c oxidase. Portanto, o estudo
eletroquimico do Cyt ¢ € muito importante. Porém, é usualmente dificil 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 blogueia um elevado percentual dos processos de
transferéncia eletronica desta proteina. .

Para remediar este problema, véarios promotores, como surfactantes,
biopolimeros, nanoparticulas, polieletrélitos, liquidos i6nicos, tem sido empregados
para promover a tranferéncia direta de elétrons entre o Cyt ¢ e o eletrodo, na figura 7
podemos observar o funcionamento de um biossenssor baseado na imobilizaca do Cit ¢
[64].

12



e M Cyt ¢ Adsorvido Volume

F
z

Figura 7 - Esquema de funcionamento do biossensor com citocromo ¢ imobilizado sobre um

eletrodo, onde C é o eletrodo de Carbono vitreo e M é a modificacao feita na superficie.

Pela figura acima, constatamos que o Cyt ¢ tem em seu centro ativo o ferro que é
reduzido e oxidado na superficie do eletrodo modificado. Este é o esquema de
funcionamento do biossensor [65]. Estudos sobre a reducéo de reacGes da oxidacédo e da
cinética da transferéncia eletronica de processos de Cyt ¢ sdo de grande importancia

devido a sua importancia na fabricacdo de biossensores [66].
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2. OBJETIVOS

2.1  Objetivo geral

O presente trabalho tem por objetivo o desenvolvimento de um material
composito a base de polianilina, nanotubos de carbono de paredes multiplas e citocromo

C que seja sensivel e seletivo para a deteccdo de H,O, e Dopamina.

2.2 Obijetivos especificos

» Modificar o nanotubo de carbono inserindo o gruo amino com a finalidade de
fabricar um eletrodo modificado com o compdsito PAni/MWCNT

» Fabricar um biossensor por imobilizacdo de Cyt ¢ em Pani-PEG-MWCNT
(Pani-PEG-MWCNT-Cyt c)

» Analisar propriedades do composito Pani-PEG-MWCNT pelas técnicas de
Impedéncia, Voltametria ciclica, Microscopia Eletronica de Varredura e
Espectroscopia de infravermelho.

» Verificar a aplicacdo do compdsito de Pani-PEG-MWCNT como plataforma
para biossensores amperométricos para peroxido de hidrogénio e dopamina

15
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3 PARTE EXPERIMENTAL

3.1  Reagentes e Solugdes

» Anilina, adquirida da Aldrich, foi destilada previamente e usada nos ensaios de
polimerizagéo.

» Nanotubos de carbono de paredes multiplas (MWNTS) (diametro 7-15 nm com

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

Perdxido de hidrogénio P.A. (30%) (H.0,) (Vetec);

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

Acido sulfurico concentrado (H.SO4) (Vetec);

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

Alumina liquida 0,3um (Fortel indUstria e LTDA);

Monohidrogenofosfato de sédio Anidro P.A. (Na;HPQ,) (Dindmica);

Acido nitrico concentrado (HNOs) (Merck);

Cloreto de tionila (Sigma-Aldrich);

Tetrahidrofurano (Aldrich);

Todas as solugbes foram preparadas previamente aos experimentos evitando-se

YV V.V V V VYV V V V VY

estocagem.

3.2  Eletrodos e Limpeza dos Materiais

Nos experimentos eletroquimicos foi utilizado uma cela eletroquimica com
capacidade para 10mL ou 5mL com trés eletrodos, sendo o eletrodo de referéncia
Ag/AgCl (NaCl 3 mol L), contra eletrodo de fio platina, e eletrodo de trabalho de Au
(0,071 cm?). O eletrodo de trabalho foi previamente polido com alumina 0,3pm.
Posteriormente a limpeza mecanica do eletrodo de trabalho, 0 mesmo foi submetido a
ciclagem de potencial elétrico entre -200 mV a 1500 mV visando a indugéo de formagéo
e reducdo de 6xidos na superficie metalica de forma a renovar a mesma. A ciclagem foi
conduzida em solucdo de 4cido sulfdrico 0,1 molL™. A limpeza dos materiais usados foi
realizada com 4gua e sabdo neutro seguido por enxague com solucdo 10% v/v de acido

nitrico e posterior lavagem com agua destilada.
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3.3  Equipamentos

3.3.1. Experimentos Eletroquimicos

Os experimentos de voltametria ciclica e amperometria foram realizados
utilizando um Potenciostato/Galvanostato Autolab PGSTAT 128N. Ja 0s experimentos
envolvendo a técnica de Espectroscopia de Impedancia Eletroguimica (EIS) foram
realizados em um Potenciostato da Gamry Instruments, Série G750. As medidas foram
realizadas a temperatura ambiente. As medidas de EIS tem sido largamente usadas para
caracterizar interfaces do eletrodo quimicamente modificado. O tipico espectro de
impedancia é apresentado na forma de impedancia imaginaria (Zim) versus impedancia
real (Zre) e é conhecido como diagrama de Nyquist (-Zim vs Zre). Um simples programa

baseado em ajuste por minimos 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 regido de 4000 a 400 cm™
utilizando-se um espectrofotdbmetro 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 Eletronica de Varredura e Espectroscopia
Dispersiva de Raios-X

As imagens de microscopia eletronica de varredura foram obtidas com um
microscopio eletrénico de varredura JEOL JSM 6360LV, operando em 20 kV. O
mapeamento da composicdo de superficie do material produzido foi realizado por
Espectroscopia de Energia dispersiva de Raios-X usando um Espectrémetro Noran

Vantage modelo 4110.
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3.4 Fabricacéo do eletrodo modificado com o compdsito PAni/MWNTSs

Com o proposito de funcionalizar os nanotubos de carbono de paredes maultiplas

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

: ! ! H /\ ‘.\':N:}':/L-\‘“ ic /\ (.\.}:(:/ (-/\ﬂ \9 /\(.\:':::'/Cl\w %
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Figura 8: Esquema do procedimento de funcionalizacdo dos nanotubos de carbono de paredes

maltiplas.

Inicialmente, 50 mg de MWCNT foi refluxado em 4 M HNO3 por 24 h e filtrado
através de papel de filtro de diametro de poro de 0,2 um. O residuo obtido foi o
MWCNT modificado com grupos carboxilicos (MWCNT-COOH), o qual foi lavado
com agua deionizada e seco em estufa a 60°C por 12 horas. Posteriormente, 0
MWCNT-COOH foi refluxado em 10 mL de cloreto de tionila a 65°C por 24 h para
obter MWCNT modificado com —-COCI (MWNT-COCI). O MWCNT-COCI foi
filtrado, lavado com tetrahidrofurano (THF), e seco a temperatura ambiente por 48
horas. Por fim, o MWCNT funcionalizados foram obtidos mediante o refluxo do
MWCNT-COCI com poli(etilenoglicol) bis(1,2-diamina) em THF a 60°C por 24 h. O
material foi filtrado apds a etapa de refluxo e 0 MWCNT funcionalizado com grupo
amino (MWNT-PEG-NH,) foi separado e deixado secar a temperatura ambiente.

Uma vez obtido o MWCNT-PEG-NH,, a deposi¢do do material compésito sobre
a superficie do eletrodo de trabalho foi conduzida por voltametria ciclica conforme
apresentado no esquema a seguir (Figura 9):

Conforme discutido previamente, a insercdo de MWCNT na PAni foi realizada
pela modificagdo da superficie do MWCNT com grupos funcionais amina e cadeias de
PANI foram acopladas através de grupos funcionais amina por polimerizagdo

eletroquimica de anilina. Neste sentido, 50 mg de MWCNT-PEG-NHj, foi disperso em
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solugdo 10 mmolL™ de anilina mediante sonicacio da dispersdo. A solucdo contendo
MWCNT-PEG-NH; e anilina foi submetida a polimerizacdo eletroquimica mediante a
realizacdo 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 superficie aurea
um deposito verde caracteristico da forma condutora &cida da Pani. Apds a etapa de
deposicao, o eletrodo modificado com o composito foi lavado com agua deionizada e
usado quando necessario.

Polimerizacao
Eletroquimica

v
H H
~O-~OH-O-!
NiH NIt g o
o, S, -
o S > o> - > ) \
SEAVEVEIELIVEL
XX > > o>
R T

PANI-g-MWNT-ME

(b)

Figura 9: Esquema da rota de fabricacdo do composito PAni-MWCNT.

3.5  Fabricacao do biossensor por imobilizacédo de Cyt c em Pani-MWCNT
(Pani-MWCNT-Cyt ¢)

A fabricagéo do filme de eletrodo de ouro modificado com Pani-MWCNT-Cyt ¢

foi composta de duas etapas (Figura 10). Na primeira etapa, um filme de Pani-MWCNT
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foi eletroquimicamente depositado sobre a superficie de ouro por voltametria ciclica.
Em seguida as unidades de PAni no compdsito PAni-MWCNT foram transformados em
sua forma mais oxidada, ou seja, o estado correspondente a pernigranilina por aplicacdo
de potencial de 0,80 V ao eletrodo modificado com o composito por 5 min em acido
sulfarico 0,1 molL™ . De acordo com Lee e cols. [44], a amina com carga positiva e as
unidades de imina da PAni aumentam ainda mais a atracdo aos grupos carboxilato do
Cyt c atraindo a proteina para 0 composito.

u
. Imobilizagéo do
PANI-gMWNT Potencial constante ': Cyt ¢ por
[ I .
- - . I
+0.8V - Interagao
3 Eletrostatica
n

@Au

' PANI-gMWNT

Ie) “ﬁ Citocromo C
25

Figura 10: Esquema referente a fabricacdo do eletrodo de compoésito modificado com
Cyt ¢ (PANi-MWCNT-Cyt c).

A imobilizacdo do Cyt ¢ em PAni-MWCNT foi feito por imersdo do filme do
eletrodo composito, apos oxidacdo do mesmo, em solucdo de Cyt ¢ 0,5 mM usando
tampédo fosfato 0,1 molL™, pH 7,0 como meio de dispersio da Cyt ¢ por 40 min. Para
comparacdo um eletrodo de ouro foi modificado apenas com PAni foi produzido nas
mesmas condig¢des. Os eletrodos modificados foram designados como PAni-Cyt ¢ e
PANi-MWCNT-Cyt ¢ para o eletrodo de ouro modificado apenas com polianilina e
eletrodo modificado com o composito PAni-MWCNT, respectivamente.
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3.6  Caracterizacao eletroquimica e deteccéo de H,O, e Dopamina

A resposta amperométrica do H,O, e Dopamina no eletrodo modificado com
PANi-MWCNT-Cyt ¢ foram realizadas em tampéo fosfato 0,1 molL™, pH 7,0 aplicando
um potencial constante de -0,5 V ao eletrodo de trabalho para deteccéo de perdxido e
-100 mV para deteccdo de Dopamina. A resposta de linha de fundo do eletrodo
modificado foi atenuada para um estado estacionario com agitacdo. Apos o sistema ter
entrado em estado estacionario, ou seja, passado o tempo do comportamento descrito
pela Equacdo de Cottrel para a relacdo corrente elétrica vs tempo (i vs 1/t? linear)
foram feitas sucessivas adices de 20 pL de H,O, em 0,1 mol L™ de tampé&o fosfato e
pH 7,0) a célula eletrolitica e a resposta foi mensurada. Para andlise da dopamina, as
mesmas condicdes estabelecidas para determinacdo de peréxido de hidrogénio foram
seguidas. Contudo, para a analise de dopamina, o H,O, foi previamente adicionado a
célula eletrolitica com o propdsito de induzir um mecanismo do tipo quimico-

eletroquimico para deteccdo da mesma em baixos potenciais.

3.7  Medidas de impedancia eletroquimica

As medidas de impedancia foram realizadas em quatro potenciais diferentes
(0,2, 0,6, 0,8 e 1,0V), em uma cela contendo solucéo de H,SO4 0,1 molL™, para os
eletrodos modificados com PAni e PAni-MWCNT.
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1. Caracterizagido do Nanotubo de carbono funcionalizados (MWCNT-PEG-
NH,).

Apo6s o processo de sintese do MWCNT-PEG-NH, o mesmo foi caracterizado
por Microscopia Eletronica de Varredura (MEV), Espectroscopia de Dispersdo de
Energia de Raios-X (EDX, do inglés Energy Dispersive X-ray spectroscopy) e
Infravermelho com Transformada de Fourrier (FT-IR do inglés Fourrier Transform
infrared spectroscopy).

As imagens de MEV para 0o MWCNT ndo modificado e para 0 MWCNT-PEG —
NH, deixam evidente que a funcionalizacdo dos nanotubos de carbono ndo provoca
extremas alteracdes morfoldgicas na superficie do material como a formacéo de grandes
agregados de nanotubos de carbono o que poderia prejudicar a aplicacdo dos mesmos
(Figura 11). Contudo, observa-se ao comparar as duas micrografias que 0 MWCNT-
PEG-NH; estdo visivelmente mais agregados que os MWCNT o que pode ser resultado
da interacdo entre grupos carboxilicos e amino introduzidos no processo de modificacdo

dos nanotubos de carbono.

23



18004 )]
18004 (c)
1500 4
15004

€ 12004 "
1200 4
900
500 4

s ]| 300 4 ‘- .
_ULLM‘“‘"“‘\ : 0 _U —

0 2 4 B 8 10 0 2 4 & 8 10

Figura 11: Imagens de Microscopia Eletronica de Varredura para (a) MWCNT e (b)
MWCNT-PEG-NH, e os correspondentes espectros de EDX para (c) MWCNT e (d)
MWCNT-PEG-NHs,.

Os estudos de espectroscopia de energia dispersiva de raios X para a superficie
dos MWCNT mostraram dois picos, um em 0,280 e outro em 0,527 keV,
correspondentes aos a&tomos de C e O (Figura 11c). Um pico em 6,37 keV atribuido ao
ferro também foi identificado, correspondente a impurezas devido ao processo de
sintese dos nanotubos de carbono (nanoparticulas de ferro sdo usadas na sintese dos
nanotubos de carbono). Em adicdo a estes picos, o espectro EDX para MWCNT-PEG-
NH, foi observado um pico em 0,38 que esta atribuido ao nitrogénio presente no grupo
amino do PEG-NH, (Figura 11d). Tal alteracdo no espectro EDX para 0 MWCNT-
PEG-NH; indica a presenga dos grupos amino do modificador.

Os espectros de infravermelho obtidos em pastilha de KBr para o nanotubo de
carbono de paredes mudltiplas ndo-modificado (MWCNT) e nanotubo de carbono

modificado com O,O-poli(etilenoglicol)-bis-amino (MWCNT-PEG-NH;) deixam
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evidente que apds a introducdo do PEG-NH, alteracbes no perfil do espectro de
infravermelho sdo observadas (figura 12). O espectro IR do MWCNT mostra duas
bandas tipicas para nanotubos de carbono, sendo a primeira entre 2850 cm™ a 3000 cm™
apresentando dois méaximos em 2920 cm™ e 2862 cm™ associada ao estiramento “C-H”
dos nanotubos de carbono bem como uma banda em 1632 cm™ que esta associada a
vibragdo do “esqueleto” dos nanotubos de carbono, ou seja, o estiramento da ligacao “—
C=C-". Em 3431 cm™ observamos uma banda atribuida a deformacdo axial de “O-H”
em ligacdo intramolecular. Adicionalmente a estas bandas, 0 MWCNT-PEG-NH,
apresentou um pico em 1100 cm™ referente ao estiramento “C-O-C” da cadeia do
polietileno glicol. As atribuicdes aos picos e bandas sdo apresentados na Tabela 2 a

sequir.

Tabela 2: Posicao dos picos e bandas de absor¢édo obtida por FT-IR referente ao MWCNT e ao
MWCNT-PEG e atribuicdes.

Posicéo da banda ou pico / Processo atribuido
cm™
3100 cm™-3600 cm™ deformacdo axial de “O-H”
em ligacao

intramolecular[67]
2850 cm™ - 3000 cm™ estiramento “C-H”

presentes nos nanotubos de

carbono[67]

1632 cm™ estiramento da ligacéo
“-C=C-"[68]

1100 cm™ estiramento “C-O-C” da

cadeia do  polietileno
glicol[67]
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Figura 12: Espectro de infravermelho (FT-IR) para (a) MWCNT e (b) MWCNT-PEG-
NH,.

4.2  Modificagdo do Eletrodo de trabalho com PAni e PAni-MWCNT e
caracterizacao eletroquimica.

A Figura 13 mostra os voltamogramas obtidos durante a polimerizacao
eletroquimica da Anilina a partir de uma solucdo contendo anilina (Fig. 13a) bem como
a partir da mistura de MWNT-PEG-NH; e anilina a uma velocidade de varredura de
50mVs™. Conforme pode ser observado, no primeiro ciclo de potencial, hd um aumento
acentuado na corrente elétrica na varredura anddica a partir do potencial elétrico de
800mV referente a oxidacdo do monémero e consequente inicio da formacéao do filme.
Nos ciclos subsequentes, sdo aparentes processos redox na regido de potencial entre -
100mV e 800mV referente aos processos redox do polimero. Adicionalmente, a medida
gue o numero de ciclos aumenta 0s processos referentes a oxidacao e reducdo da PAni e

PANi-MWCNT tornam-se mais aparentes.
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Figura - 13 Voltamogramas ciclicos referentes a polimerizagéo eletroquimica de anilina
a uma concentracdo 0,05mol L em H,SO, 0,1molL* (a) e polimerizacio
eletroquimica de anilina a uma concentracdo 0,05mol L* em H,SO, 0,1molL*
contendo MWCNT-PEG-NH, disperso a uma concentragdo de 3 mg/mL (b).

Velocidade de varredura: 50mVs™.

A Figura 14 mostra comparativamente os processos redox da PAni e PAni-
MWCNT obtido a uma velocidade de varredura de 50mVs™. No caso da polimerizagdo
eletroquimica de anilina (na auséncia de MWNT-NH,), sob uma condigdo similares a
mistura de MWNT-NH, e anilina, trés pares redox com potencial médio em 0,2, 0,7 e
0,9 V respectivamente foram observados.

O primeiro processo, referente a conversao entre as formas leucoesmeraudina e
esmeraldina ocorre entre OmV e 300 mV na direcdo anddica e entre 100mV e -200mV
na direcdo catddica. O segundo processo redox, a conversdo entre as formas
esmeraldina e pernigranilina, ocorre entre 600mV e 800mV (oxidacdo do polimero) e
entre 500mV a 600mV (reducdo do polimero). Os voltamogramas da PAni e PAni-
MWCNT apresentam um terceiro par de picos entre 300mV e 500mV que tem sido
atribuido a reticulacdo do polimero e ou degradacéo do polimero. Contudo, ensaios de
impedancia eletroquimica discutidos a seguir descartam a possivel degradacdo do
material tendo em vista que a resisténcia a transferéncia de carga da PAni-MWCNT ¢é

menor que na PAni. Assim, materiais degradados apresentam elevada resisténcia a
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transferéncia de carga, o que ndo é observado para PAni-MWCNT. De forma geral, o
pico em torno de 0,2V corresponde & formacdo de cations radicais, o pico intermediario
em 0,7V corresponde a formacdo de benzoquinona e o pico de 0,9V corresponde a

conversdo da estrutura de esmeraldina para pernigranilina [69,70].
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Figura 14. Voltamogramas ciclicos para o eletrodo de ouro modificado com polianilina (PAni) e
modificado com o compo6sito polianilina/nanotubo de carbono (PANi-PEG-MWCNT).
Velocidade de varredura 50 mVs™.

4.3. Espectroscopia de Impedancia Eletroquimica

A Espectroscopia de Impedancia Eletroquimica (EIS, do inglés Electrochemical
Impedance Spectroscopy) permite a obtencdo de informacgdes dos diferentes processos
eletroquimicos eletrddicos e suas constantes de tempo sendo possivel 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 aplicacédo
de uma perturbacdo senoidal de tensdo de pequena amplitude e frequéncia o tal que seja
possivel investigar o sistema em estado estacionario jA que sob tais condicBes de
perturbacdo do sistema é minima. De forma geral, a impedancia de um sistema é
representado por um vetor composto por uma parte real [Z.(w)] e por uma parte

imaginaria [Zin(®)], onde i=(-1)*?

. Desta forma a impedancia complexa € representada
por:
Z(®) = Zre(®) + 1Zim(®) 1)

ou
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Z(0) =2’(0) +iZ” (o) (2).
A representacdo de dados de EIS pode ser feita de varias formas sendo a mais
comum o Diagrama de Nyquist que sdo graficos de Z’ vs Z’’ e de Bode onde o modulo
da impedancia e o angulo de fase séo plotados contra a frequéncia do sinal aplicado (|Z]|,

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

7’ = |Z|cos(9) e Z>° = |Z|sen(¢) (3)
Onde,
0 = arctg (Z”/Z°) e |Z] = [(Z°)* + (Z*")]2 (4)

A aplicacdo da EIS a polimeros condutores se resume a faixas de frequéncias tipicas
(Figura 15) tal que:

a) Em frequéncias acima de 10* Hz sdo comuns semicirculos devido aos
componentes capacitivo e resistivo do eletrolito e da fase polimérica;

b) Em frequéncias entre 10> — 10* Hz sdo comuns semicirculos associados &
transferéncia de carga na interface eletrodo-solucéo;

c) Em frequéncias entre 10° — 102 Hz, regido de Warburg, devido & difusédo semi-
infinita das espécies no filme polimérico e tem como caracteristica uma linha
reta no grafico de Nyquist com inclinacéo de 45°;

d) Em frequéncias abaixo de 10° Hz o processo de transporte de matéria ¢é limitado
progressivamente devido ao acumulo de cargas no polimero tal que a
impedancia do sistema aproxima-se a uma resposta puramente capacitiva,

também denominada capacitancia limite do filme.
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Figura 15. Gréafico de Nyquist ideal para polimeros condutores.

A Figura 16 apresenta os diagramas de Nyquist para PAni e PAni-MWCNT em
varios potenciais aplicados. Conforme pode ser observado, o perfil dos diagramas de
Nyquist alteram significativamente para ambos os polimeros com o potencial aplicado
indicando que as propriedades eletroquimicas dos polimeros dependem do estado de

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

espectros foram obtidos de 10° Hz a 10° Hz.

Como proposito de interpretar o comportamento para ambos os polimeros 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 parametros obtidos sdo copilados na tabela 3. O elemento R
refere-se a resisténcia ao transporte de ions no eletrolito em direcdo a interface
eletrodo/solucdo. Para todas as medidas de EIS o valor de R, ndo variou
significativamente, o que esta associado ao fato de usarmos o mesmo eletrélito em

todos os experimentos de impedancia.

Tabela 3. Parametros obtidos por simulacdo aos dados de espectroscopia de impedancia
eletroquimica para PAni e PAni-MWCNT.

PAnNI Re/Q Rtc/Q
200 mV 60,5 146,2
600 mV 60,8 212,1
PANIi-MWCNT

200 mV 60,2 1245
600 mV 60,3 87,6

Por outro lado, o termo Rtc esta associado a resisténcia e a transferéncia de carga
na interface polimero/eletrélito e CPE representa um elemento de fase constante
representativo da capacitancia de dupla camada produzida pelo acumulo de cargas nesta
interface (Cgy do inglés double layer capacitance). De forma geral, CPE € menor que Cdl
e isto esta associado aos efeitos de rugosidade de superficie tal que CPE tende a Cdl em
condicGes ideais. Neste contexto, o termo Rtc indica a facilidade cinética com que o
processo de transferéncia eletronica ocorre. Ao compararmos o0s valores de Rtc obtidos

para cada um dos polimeros a diferentes potenciais observamos que a Rtc aumenta
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significativamente para ambos polimeros como resultado da mudanca na forma do
mesmo, ou seja, da forma isolante (leucoesmeraldina) ou totalmente oxidada
pernigranilina onde os valores de resisténcia a transferéncia de carga sdo elevados
passando pela forma intermediaria esmeraldina com os menores valores de Rtc.
Conforme pode ser verificado por EIS, o material compdsito apresenta menores
valores de resisténcia a transferéncia de carga em potenciais elétricos na regido de
estabilidade da forma condutora da anilina (esmeraldina) o que indica que a conjungéo
do nanotubo de carbono a polianilina favorece a dindmica de transporte de cargas no
polimero tornando-o um promissor material para modificagdo de eletrodo com fins

eletrocataliticos.

4.4. Aplicacao de PAni-MWCNT como plataforma para biossensores
amperomeétricos para perédxido de hidrogénio e dopamina

Nos ultimos anos, o interesse em sistemas bioeletroquimicos tem aumentado
significativamente bem como o avanco no desenvolvimento destes sistemas. Conforme
discutido anteriormente, a transferéncia eletrénica direta entre enzimas e proteinas
redox é dificultada uma vez que o sitio ativo destes sistemas estdo protegidos pela
camada proteica. Neste sentido, a enzima peroxidase de raiz forte (HRP, do inglés
horseradish peroxidase) e a proteina redox Citocromo ¢ sdo dois sistemas considerados
como modelos de estudo ja que dentre as metaloproteinas sdo as de maior estabilidade e
menor susceptibilidade as mudangas em parametros do sistema como pH, forca idnica,
etc.

Assim sendo, o uso de HRP e Cyt-c como modificadores de superficie para
desenvolvimento de biosensores tem sido muito intenso porque as mesmas catalisam
uma reacdo quimica redox, envolvendo uma etapa de transferéncia eletronica de seu
proprio ciclo natural. A HRP e o Cyt-c catalisam a oxidacdo de uma variedade de
compostos inorganicos e orgénicos na presenca de peroxido de hidrogénio através de

seu sitio ativo protoporfirinico [71] representado na Figura 18.
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Figura 18 — Estrutura de uma protoporfirina - sitio ativo de muitas peroxidases

Fundamentalmente, o ciclo catalitico das peroxidases pode ser descrito através

das seguintes equacdes (Neste caso usamos a HRP como modelo):
HRP (Fe®*) + H,0, — HRP-I + H,0 (5)
HRP-1 + AH, — HRP-II + -AH (6)
HRP-11 + AH, —HRP (Fe*) +-AH + H,0 (7)

onde HRP-I e HRP-I11 sdo intermediarios oxidados da enzima, AH, é o substrato redutor

e AH é um radical livre.

Na primeira etapa, a enzima reduz o peroxido diretamente formando um
composto oxidado intermediario (HRP-1). A forma oxidada da enzima é entdo, reduzida
a sua forma nativa em duas etapas, sendo que em cada etapa uma substancia orgénica e
oxidada, podendo este processo ocorrer de forma direta ou mediada.

Na transferéncia de elétrons direta as formas oxidadas da enzima séo reduzidas
por elétrons doados do préprio eletrodo. Ja na transferéncia mediada de elétrons, a
enzima recebe elétrons de substancias doadoras (AH,), que podem ser fendis, aminas

aromaticas, ou ferrocenos.
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Na presenca de uma substancia doadora de elétrons a enzima é regenerada e as
espécies AH formadas sdo reduzidas eletroquimicamente no eletrodo, resultando em
uma corrente de reducdo proporcional a concentracdo da substancia doadora.

Desta forma os fenois, tais como a dopamina pode atuar como doadores de
elétrons na reacdo da peroxidase com perdxidos (Figura 19), sendo este o principio da
utilizacdo de eletrodos modificados com peroxidase para a deteccdo de espécies
fenolicas em células eletroquimicas. Estudos demonstraram a possibilidade de utilizar
os eletrodos de grafite solido e de pasta de carbono modificados com HRP para a

determinacéo de fenois e compostos relacionados. [72]
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Figura 19 - Mecanismo de transferéncia de elétrons mediada por fenol em eletrodos
modificados com peroxidase. Mox e Mred sdo as formas oxidada e reduzida do mediador,

respectivamente. R+ = radical protoporfirina

A sensibilidade dos biossensores a base de peroxidase para a determinacdo de
fenol € limitada pela corrente produzida pela transferéncia de elétrons direta entre a
enzima e o eletrodo na presenca apenas de perdxido, portanto € fundamental a adequada
imobilizacdo da enzima/proteina redox para aumentar a sensibilidade do biossensor para
fenol.

Neste contexto, o material composito (PAni-PEG-MWCNT) foram modificados
com Cyt-c mediante aplicacdo de potencial constante de 800mV ao eletrodo em solugéo

contendo a Cyt-c pelo periodo de 5 minutos obtendo-se assim a PAni-MWCNT-Cyt c.
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Os eletrodos modificados com PAni-MWCNT-Cyt c¢ apresentaram reducéo
eletrocatalitica direta de H,O, superior aos eletrodos ndo-modificados com o
biomaterial. Um aumento significativo nas correntes de pico em potencial de reducédo de
H,0, foi notado para PAni-MWCNT-Cyt ¢ em relagcdo a PAni ou PAni-Cyt c. Portanto,
a presenga combinada de MWNT, PANI e Cyt ¢ fornece um melhor suporte para
reducdo de peroxido de hidrogénio que possivelmente esta relacionado & melhoria da
capacidade de transporte idnico e eletronico do material confeccionado. Sendo assim, a
presenca combinada de PANI e MWNT fornecem contribui¢cGes sinérgicas para a
reducdo catalitica de H,O,.

A Figura 20 mostra os amperogramas obtidos para os eletrodos modificados
PAnNI-Cyt ¢ e PAni-MWCNT-Cyt ¢ para sucessivas adi¢cdes de H,O, em tampéo fosfato
(PBS do inglés phosphate buffer solution) 0,1 molL™ (pH 7,0) a um potencial aplicado
de -0,5V. Conforme pode ser observado, o aumento da corrente catddica referente a
adicdo de H,0, é significativamente maior no filme de PAni-MWCNT-Cyt ¢ quando
comparado ao eletrodo modificado com PAnIi-Cyt c.

A partir dos amperogramas obtidos para adi¢des sucessivas de perdxido de
hidrogénio foram construidas e as curvas analiticas para o eletrodo modificado com
PAni-Cyt ¢ e PAni-MWCNT-Cyt c, cujas equagdes representativas s&o,

respectivamente:

Ai (uA) = 0,0788 (LA) + 0,0666 [H,0,] (mmolL™) (8)

Ai (uA) = 0,0590 (pA) + 0,5012 [H,0,] (mmolL™) 9)

35



0.8

= PAni-Cytc -
@ PANi-MWCNT-Cyt ¢ /n’

0.6

0.4 -7

Ai/ pA

0.2 4 P

130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 02 04 06 08 10 12

t/s [H,0,]/ mmol L*

(a) (b)

Figura 20 — (a) Amperograma e (b) curva analitica. As medidas foram obtidas para
sucessivas adi¢Oes de 20pL de H,0, 0,1mM (PBS 0,1M pH 7,0).

Conforme pode ser observado a partir das curvas analiticas, o ganho em
sensibilidade no biomaterial composito constituido de Pani e MWCNT foi cerca de sete
vezes maior quando comparado a Pani-Cyt c. Dentre os efeitos que favorecem cita-se a
reducdo na resisténcia a transferéncia de carga do composito Pani-MWCNT-Cyt ¢ em
relacdo a Pani-Cyt c.

Por fim com o propdsito de aplicar o conceito de transferéncia eletronica
mediada e verificar a capacidade do sensor na deteccdo de compostos fenolicos foram
realizadas adigdes consecutivas de dopamina ao eletrolito na presenca de peréxido de
hidrogénio. A Figura 21 apresenta 0 amperograma para reducdo de dopamina sob
aplicacdo de -100 mV sob o eletrodo modificado com o compdésito Pani-MWCNT-Cyt
C.
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Figura 21. (a) Amperograma e (b) curva analitica. As medidas foram obtidas para sucessivas
adicdes de 50pL de Dopamina em H,O, 0,2mM (PBS 0,1M pH 7,0).

Conforme pode ser observado na figura anterior, o eletrodo compdsito PANI-
MWCNT-Cyt ¢ apresenta-se como uma alternativa interessante para determinacdo de
dopamina em baixos potenciais 0 que minimiza a acdo de interferentes para

determinacéo deste composto fendlico.
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50 CONCLUSOES

Conforme observado, a combinacdo de nanotubos de carbono de paredes
maltiplas com polianilina é possivel de tal forma a produzir um material compdsito
organico-inorganico cujas propriedades eletroquimicas sdo superiores as da polianilina.
Neste sentido, a modificagdo prévia do MWCNT com O,0-bis (amino)-
poli(etilenoglicol) foi fundamental para o sucesso do processo de dopagem da
polianilina com o nanotubo de carbono. A caracterizagcdo por microscopia eletronica de
varredura do nanotubo de carbono de paredes multiplas modificado com o
poli(etilenoglicol) deixou evidente que ndo ocorre agregacdo do MWCNT-PEG-NH, de
forma a produzir um material de dificil dispersdo. Adicionalmente, o estudo de EDX
confirma que a rota escolhida de modificagho do MWCNT é adequada j& que o
nitrogénio foi identificado no material compdsito final obtido. Ap6s a obtencdo do
MWCNT-PEG-NHS,, os estudos de voltametria ciclica realizados para polimerizacdo da
PAnNi na presenca do mesmo deixaram evidente que a eficiéncia de polimerizacdo é
aumentada, o que pode ser atribuido a melhora do processo de dopagem do polimero. O
estudo comparativo da PAni e PAni-PEG-MWCNT por voltametria ciclica em meio
acido confirma a maior eficiéncia de producdo da forma condutora esmeraldina do
material compdsito quando comparado a PAni. Neste sentido, o0s estudos de
espectroscopia de impedancia eletroquimica confirmam a excelente melhora nas
propriedades eletroquimicas do composito PAni-PEG-MWCNT quando comparado as
da PAni. Pro fim, a imobilizacdo da proteina redox Citocromo ¢ na presenca de PAni-
PEG-MWCNT resultou no aumento significativo na reducdo de perdxido direta bem
como possibilidade de reducdo de dopamina em potenciais proximos a 0mV vs
Ag/AgCI.
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