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RESUMO

Gongales, V.R. Nanoestruturacio de filmes finos para utilizacio em eletrodos enzimaticos. 2011.
173p. Tese — Programa de Pos-Graduagdo em Quimica. Instituto de Quimica, Universidade de Sao
Paulo, Sao Paulo.

Os desafios atuais no desenvolvimento de biossensores abrangem diversos aspectos, tais como a
necessidade de se aperfeicoar a interface de contato entre o substrato e o material biologico, a
eficiéncia de transducdo do sinal quimico em um sinal mensurdvel, o tempo de resposta, a
compatibilidade dos biossensores com matrizes biologicas e a integracdo de diferentes elementos de
reconhecimento bioldgico em um unico dispositivo, visando a detecg¢do de distintos analitos. Nesse
contexto, o desenvolvimento da nanociéncia tem criado recursos bastante atraentes para otimizar os
aspectos descritos acima. O presente trabalho apresenta, portanto, estudos realizados para a
constru¢do de transdutores nanoestruturados que possam operar de maneira mais eficiente que os
correspondentes materiais macigos (sistemas nao-nanoestruturados).

Em uma das abordagens utilizadas, um transdutor hibrido de hexacianoferrato de cobre/polipirrol
(CuHCNFe/Ppy) teve suas propriedades eletroquimicas aliadas as propriedades morfologicas e
eletronicas de um feltro revestido com nanotubos de carbono do tipo “cup-stacked” (feltro/NTCCS)
para o desenvolvimento de um sensor de H,O,. O feltro/NTCCS ¢é uma malha hidrofilica condutora
que permite uma dispersdo bastante uniforme do transdutor hibrido. Essa caracteristica, aliada ao
aumento da area eletroativa e a interagdo eletronica existente entre o CuHCNFe/PPy e os nanotubos
de carbono criaram uma plataforma favoravel para a constru¢ao de um biossensor de glicose.

Em uma segunda estratégia, esferas de poliestireno com diametros de 300, 460, 600 ¢ 800 nm
foram utilizadas como molde para a formacdo de filmes de CuHCNFe/PPy macroporosos. Os
distintos transdutores foram aplicados na deteccdo de H,O, com o intuito de se correlacionar a
importancia do tamanho do poro com o desempenho analitico obtido. Diferentemente do esperado, os
transdutores macigos e porosos apresentaram desempenhos analiticos bastante similares, o que levou a
uma consideragdo das propriedades termodinamicas de superficies curvas, da molhabilidade de
materiais porosos e da influéncia da cinética eletroquimica na utilizagdo de sistemas porosos. Tais
plataformas também foram aplicadas com sucesso na constru¢do de biossensores de glicose e de
colina.

Por fim, foi possivel sintetizar transdutores nanoestruturados através da imobilizagdo de camadas
de azul da Prussia e de CuHCNFe dentro das cavidades de filmes de TiO, mesoporosos (13, 20 e 40
nm de diametro). Os resultados obtidos demonstraram a possibilidade de se modular o desempenho
dos sensores de H,O, em fung¢do do didmetro dos poros e da quantidade de transdutor imobilizado. A
unido dos resultados analiticos obtidos com os dados de microscopia eletronica de varredura
possibilitou observar a importancia do efeito de confinamento no desempenho dos transdutores. Além
disso, dados espectroscopicos na regido do visivel foram fundamentais para relacionar a presenga de
defeitos estruturais com a reatividade do material. No fim, tais plataformas foram utilizadas para a
formulacao de biossensores de colina.

Palavras-chave: nanotubos de carbono, sintese assistida por molde, sensor de perdxido de
hidrogénio, azul da Prussia, transdutor hibrido, biossensor de glicose e colina.



ABSTRACT

Gongales, V.R. Nanostructuration of thin films for applying in enzyme based biosensors. 2011.
173p. PhD Thesis — Graduate Program in Chemistry. Instituto de Quimica, Universidade de Sao
Paulo, Sao Paulo.

Nowadays, the challenges in the development of biosensors cover various aspects such as the
need to improve the interface between the substrate and the biological material, the efficiency of the
chemical signal transduction in a measurable one, the response time, the compatibility with biological
matrices and the integration of different biological recognition elements in a single device, in order to
perform detections of different analytes. In this context, the development of nanoscience has created
very attractive features to optimize the aspects described above. Consequently, the present work
studies the build up of nanostructured transducers that can operate more efficiently than the
corresponding bulk materials (systems non-nanostructured).

In one of the approaches wused, a hybrid transducer consisting of copper
hexacyanoferrate/polypyrrole (CuHCNFe/Ppy) had its electrochemical properties combined with the
morphological and electronic properties of a felt decorated with cup-stacked type carbon nanotubes
(felt/CSCNT) for development of a H,O, sensor. Felt/CSCNT is a hydrophilic conductive mesh that
allows a uniform dispersion of the hybrid transducer. This feature, coupled with the improvement of
electroactive surface and with the electronic interaction among the CuHCNFe/Ppy and carbon
nanotubes have created a favorable platform for the construction of a glucose biosensor.

In a second strategy, polystyrene spheres with diameters of 300, 460, 600 and 800 nm were used
as templates for the formation of macroporous CuHCNFe/Ppy films. The transducers were used to
detect H,O, in order to correlate the importance of pore size with the obtained analytical performance.
Unlike expected, porous and bulk transducers presented very similar analytical performances, which
led to a consideration of the thermodynamic properties of curved surfaces, the wettability of porous
materials and the influence of electrochemical kinetics during the use of porous systems. Such
platforms have also been successfully applied in the preparation of glucose and choline biosensors.

Finally, it was possible to synthesize nanostructured transducers through the immobilization of
Prussian blue layers and CuHCNFe inside the cavities of mesoporous TiO, films (pore diameters of
13, 20 and 40 nm). The obtained results demonstrated the possibility of modulating the performance
of H,0, sensors according to the pore diameter and the amount of immobilized transducer. The union
of the obtained analytical results with scanning electron microscopy data showed the importance of
confinement effect on the transducers performances. In addition, spectroscopic data in the visible
region were essential to correlate the presence of structural defects with the material reactivity. In the
end, these platforms were used for the formulation of choline biosensors.

Keywords: carbon nanotubes, template assisted synthesis, hydrogen peroxide sensor, Prussian blue,
hybrid transducer, glucose and choline biosensor.



GLOSSARIO

AP — azul da Priissia

BP — branco da Pruissia

Brij 98 - polioxietileno oleil éter de formula C,gH35(OCH,CH,),OH, com n ~ 20

BSA - albumina de soro bovino

CuHCNFe - hexacianoferrato de cobre

CuHCNFe/Ppy — hexacianoferrato de cobre/polipirrol

(CuHCNFe),/TiO;x.y) — “n” camadas de hexacianoferrato de cobre imobilizadas sobre um filme de
TiO, com poros de “x” nm de diametro e espessura de “y” nm

FAD - flavina adenina dinocleotideo

FADH, — forma reduzida da flavina adenina dinocleotideo

FeHCNFe — hexacianoferrato de ferro ou azul da Prissia

(FeHCNFe),/TiOyy) — “n” camadas de azul da Prussia imobilizadas sobre um filme de TiO, com
poros de “x” nm de didmetro ¢ espessura de “y” nm

Feltro/NTCCS - feltro com nanotubos de carbono do tipo “cup-stacked”
Feltro/NTCCS-CuHCNFe/Ppy - feltro com nanotubos de carbono do tipo “cup-stacked” modificado
com um filme de hexacianoferrato de cobre/polipirrol

Feltro/NTCCS-Fe(CN)s*/Ppy - feltro com nanotubos de carbono do tipo “cup-stacked” modificado
com um filme de polipirrol dopado com ions ferricianeto

GOx — glicose oxidase

ITO - 6xido de indio dopado com estanho

MECQ - microbalanga eletroquimica a cristal de quartzo

MECQ-D — microbalanga eletroquimica a cristal de quartzo com analise de dissipacdo

MEYV — microscopia eletronica de varredura

NiHCNFe — hexacianoferrato de niquel

NiHCNFe/Ppy — hexacianoferrato de niquel/polipirrol

NTCCS — nanotubos de carbono do tipo “cup-stacked”

NTCPM - nanotubos de carbono de parede multipla

NTCPS — nanotubos de carbono de parede simples

NTCs — nanotubos de carbono

PBS — solugdo tampao a base de fosfato

PDDA - cloreto de polidialildimetilaménio

Ppy — polipirrol

SDS — dodecilsulfato de sodio

[}

TiOsx.y) — filmes de TiO, com poros de “x” nm de didmetro e espessura de “y” nm.
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1. Introducio

1.1.Biossensores enzimaticos amperomeétricos

O interesse na pesquisa e¢ desenvolvimento de novos sensores quimicos pode ser
constatado pela quantidade de artigos que vém sendo publicados nas mais diversas areas, tais
como andlises clinicas, controle de qualidade, quimica ambiental, etc. Tal fendmeno pode ser
atribuido a uma necessidade de se obter processos de monitoramento sensiveis, precisos € que
permitam a determinacdo de substancias em matrizes complexas.

Um sensor quimico ¢ definido como um dispositivo que transforma informagdes quimicas
em um dado fisico. [1] O elemento responsavel por essa conversdo de sinal ¢ denominado
como transdutor fisico-quimico, podendo ser classificado como eletroquimico, optico,
piezoelétrico, termométrico ou mecanico. Tal classificacdo ¢ atribuida em fungdo do tipo de
sinal mensuravel durante o monitoramento das espécies quimicas de interesse. De maneira
geral, o processo de desenvolvimento de um transdutor deve buscar especificidade ao analito
de interesse, resposta em intervalos apropriados de concentracdo, baixos tempos de resposta
(poucos segundos), capacidade de suportar mudancas de temperatura e pH, bem como
facilidade de adaptagdo a dispositivos comerciais.

Dentro dessas consideracdes, as técnicas eletroquimicas aparecem como ferramentas
atraentes para o desenvolvimento de transdutores de elevada sensibilidade, custo moderado,
portabilidade e compatibilidade ambiental. [2] Os transdutores eletroquimicos sdo capazes de
converter o sinal produzido pela interagdo entre o sistema de reconhecimento e o analito em
um sinal elétrico, gerando informagdes quantitativas. Tais transdutores podem ser
subdivididos em duas categorias principais: amperométricos € potenciométricos. [3]

Sensores amperométricos sdo baseados na deteccdo de espécies eletroativas através do
controle do potencial do eletrodo de trabalho (em relagdo a um eletrodo de referéncia) e

monitoramento da corrente. O potencial aplicado serve como for¢ca motriz para a reacao de
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transferéncia de elétrons das espécies eletroativas. A corrente resultante ¢ uma medida direta
da velocidade da reacdo eletroquimica, sendo proporcional a concentracao do analito.

Nos sensores potenciométricos, a informagdo analitica ¢ obtida através de um sinal de
potencial proporcional a concentragdo de espécies geradas ou consumidas durante o processo
de sensoriamento. Tais eletrodos contam com uma membrana ion seletiva capaz de gerar um
sinal de potencial em condi¢des de corrente global nula. De maneira geral, sensores
potenciométricos sao muito atraentes por causa de sua alta seletividade, simplicidade e baixo
custo. Eles sdo, no entanto, menos sensiveis ¢ muitas vezes mais lentos do que os sensores
amperométricos.

Ja o termo biossensor ¢ utilizado para designar a unido entre um material bioloégico ¢ um
transdutor fisico-quimico. [4] Como material bioldgico, € possivel citar enzimas, anticorpos,
organelas e até organismos vivos, sendo sua escolha dependente das caracteristicas do
composto a ser analisado. Tais dispositivos estdo cada vez mais presentes no cotidiano da
sociedade, seja como um elemento para diagndsticos clinicos ou como um material para
deteccao de agentes bioldgicos no meio ambiente.

O presente trabalho estd baseado no desenvolvimento de biossensores enzimaticos
amperomeétricos, os quais foram abordados inicialmente por Clark Jr. e Lyons em 1962 e
patenteado em 1970. [5-7] Esse biossensor, comercializado pela “Yellow Springs Instrument
Company” a partir de 1975, foi denominado “Enzyme Electrode” e consistia em enzimas
glicose oxidase (GOx) imobilizadas sobre eletrodos de platina utilizados para reduzir
eletroquimicamente o O,. Tal processo foi possivel porque a GOx ¢ uma flavoproteina capaz
de catalisar a oxidagdo da B-D-glicose a d-gluconolactona em funcao da redugdo da flavina
adenina dinocleotideo (FAD) para FADH,. Durante o processo de regeneragao do cofator, o
O, trabalha como aceptor de elétrons e ¢ consumido no sistema para gerar H,O,, conforme

esquematizado na Figura 1. [8]
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GOx(FAD) + glicose - GOx(FADH,) + gluconolactona (catalise enzimatica)
GOx(FADH,) + 0, — GOx(FAD) + H,0, (regeneragio do cofator)

Figura 1 — Processos que ocorrem em um biossensor enzimatico de glicose.

Como a concentragdo de oxigénio diminui proporcionalmente ao consumo de glicose pela
reacdo enzimatica, foi possivel mensurar a quantidade de analito presente no meio através da
diferenca de corrente catddica obtida durante a reducdo do O, sobre um eletrodo de platina
livre e sobre outro eletrodo de platina modificado com a GOx. [9]

Em 1973, Guilbault e col. propuseram um biossensor de glicose onde a transdugdo do
sinal quimico em sinal elétrico ocorria através da oxidagao do H,O, na superficiec de um
eletrodo de platina, ao invés da reducdo do O,. [10] Essa abordagem alternativa simplificou o
funcionamento do biossensor, uma vez que a oxidacdo do H,O; exigia a utiliza¢do de apenas
um eletrodo de trabalho. Entretanto, a determinagdo amperométrica anddica do H,O,
necessita da aplicacdo de um potencial de +0,60 V vs Ag/AgCl/Cl ¢, 0 qual é um valor alto o
suficiente para oxidar tanto espécies enddgenas, tais como o acido ascorbico e o acido trico,
quanto alguns medicamentos como, por exemplo, o paracetamol. Consequentemente, a
corrente anddica proveniente da oxidacdo dessas espécies cria um sinal de interferéncia capaz
de comprometer a precisdo do sensor. Por causa disso, esforcos consideraveis comecaram a
ser realizados nos anos 80 com o intuito de minimizar o problema das espécies interferentes.

Uma alternativa util consistiu no uso de membranas permeseletivas capazes de minimizar
o acesso das moléculas indesejaveis a superficie do eletrodo. Para tal, foram utilizados
diferentes polimeros capazes de controlar o transporte em fun¢do da carga, tamanho ou
polaridade apresentada pelas espécies. Por exemplo, filmes eletropolimerizaveis a base de
polifelinenodiamina [11], 1,2-diaminobenzeno [12] e polipirrol super-oxidado [13] foram

aplicados com sucesso na constru¢do de biossensores de glicose trabalhando com a exclusao
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de espécies indesejaveis com base na dimensdo das moléculas interferentes. Esse principio
também foi utilizado para a constru¢cdo de biossensores de glicose modificados com filmes de
acetato de celulose. [14] Com base na exclusdo de interferentes em funcdo da carga
apresentada, ¢ possivel citar trabalhos onde biossensores de glicose foram construidos com
Nafion ou revestimentos perfluorados, ambos negativamente carregados. [15] Ja camadas
lipidicas ou filmes hidrofobicos de alcanotiol foram empregados para minimizar o problema
de interferéncia com base na polaridade. [16] Uma abordagem interessante consistiu na
combinagdo de filmes sobrepostos capazes de excluir interferentes com diferentes
propriedades. Por exemplo, o Nafion e o acetato de celulose foram empregados
concomitantemente para eliminar a interferéncia do acido ascorbico e acido urico

(negativamente carregados) e do paracetamol eletricamente neutro. [17] A utiliza¢do de

O~

filmes capazes de excluir interferentes com base em propriedades fisico-quimicas
interessante porque pode ser implementada em eletrodos com diferentes tamanhos e
geometrias. Entretanto, os filmes utilizados normalmente apresentam estabilidade limitada, o
que prejudica o funcionamento do biossensor.

Outra abordagem desenvolvida para minimizar o problema das espécies interferentes
consistiu na detecgdo eletrocatalitica preferencial do H,O, gerado durante o mecanismo de
atuacdo das enzimas oxidases. Para tal, os eletrodos foram modificados, previamente a
imobilizacdo da GOx, com um material capaz de detectar o H,O, entre -0,20 ¢ 0,10 V vs
Ag/AgCl/Clg, ao invés do potencial de +0,60 V vs Ag/AgCl/Cl’y, necessario para se
detectar o H,O, diretamente sobre um eletrodo. O novo valor de potencial utilizado durante a
aplicacdo dos biossensores ndo era capaz de oxidar eletroquimicamente as espécies
interferentes, o que aumentou a seletividade do sistema. Dentro dessa classe de materiais, o
KFe"[Fe"(CN)¢] (azul da Prussia) é capaz de eletrocatalisar a reducdo do H,O, unindo

seletividade com alta sensibilidade, tempo de resposta rapido e baixos limites de deteccao.
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[18,19] Esse transdutor foi empregado pela primeira vez em um biossensor de glicose por
Karyakin e col. em 1994 [20] e, desde entdo, tém sido bastante estudado com essa finalidade.
Eletrodos modificados com azul da Prussia apresentaram sensibilidades de 600 pA cm™
mmol™ L, limites de detec¢do na ordem de 10”7 mol L™ e constante de velocidade de 3000
mol' L s frente a redugdo do H,0,. [21,22] Considerando a aplicagdo em biossensores, 0
desempenho analitico desse transdutor em meios neutros ¢ mais eficiente do que o obtido

com platina [23] e ndo necessita da remog¢ao do O, presente no meio. [24]

1.2.Azul da Prussia e seus analogos

O azul da Prassia ¢ formado por uma célula unitaria cibica onde os atomos de Fe'" de
alto spin ocupam os vértices e os centros das faces do cubo, enquanto os atomos de Fe" de
baixo spin ocupam os centros das arestas, conforme esquematizado na Figura 2. Nessa
configuragdo, as moléculas de 4gua completam a esfera de coordenagdo dos 4tomos de Fe™
localizados no centro das faces, gerando vacancias que sdo distribuidas ao longo do
transdutor. Tais vacancias sdo ocasionadas pela incorporacdo de cations utilizados no
processo de sintese do KFe''[Fe'(CN)s]. Experimentos de difra¢do de raios-X demonstraram

que essa célula unitaria ctbica apresenta arestas de 10,2 A e canais de 3,2 A de didmetro [25],

0s quais sao necessarios para o0 movimento do solvente e dos ions pelo filme eletroativo. [26]

0,
) / ./C/.
py . ,) . FeHI
O Fel[

A\

i)
S

L
)

Figura 2 — Célula unitaria da estrutura cristalina do azul da Prussia.
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De fato, o azul da Prussia apresenta trés estados de oxidacao, os quais se diferenciam pela
sua coloragdo. Assim, o estado de oxidagdo mais reduzido é conhecido como Branco da
Prassia e é incolor — K,Fe'[Fe(CN)s]. O estado de oxidagio intermediério ¢ o proprio azul
da Prussia e o estado de maxima oxidacdo ¢é conhecido como Verde de Berlim —
Kis[Fe"(CN)6la3[Fe (CN)g] 3. [27]

A caracteristica que faz do azul da Prassia um composto interessante para a construgao de
biossensores ¢ que a sua forma reduzida, ou seja, o branco da Prussia apresenta uma alta
capacidade de catalisar a eletro-redu¢cdo do H,O,, possibilitando sua detec¢do seletiva a
baixos potenciais. Segundo Itaya e col., as vacincias apresentadas pelo K,Fe'[Fe"(CN)g]
estdo diretamente relacionadas com a atividade eletrocatalitica exibida pelo transdutor. [28]
Inicialmente, o fato dos canais apresentarem apenas 3,2 A de didmetro faz com que apenas
moléculas de baixo peso molecular (como o H,O, ou o O,) consigam acessar a estrutura
zeolitica do material. Uma vez que essas moléculas penetram pela estrutura do transdutor,
elas ficam localizadas no centro das vacancias e cercadas por uma média de quatro a&tomos de
Fe" de alto spin capazes de catalisar a redugio do H,O,, conforme esquematizado na Figura

3.

0,0V vs
Ag/AgCl/Cl

OH-
BP

glicose

gluconolactona

Figura 3 — Representacao esquematica de um biossensor de glicose utilizando o azul da

Prussia como transdutor fisico-quimico.
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Dentro dessa configuracio, o KoFe'[Fe''(CN)s] se oxida para KFe"'[Fe'(CN)q] ao reduzir
o H,O, para OH". Entretanto, como o eletrodo ¢ sempre mantido em um potencial de 0,00 V
vs Ag/AgCl/Cl gy, 0 KFeHI[FeH(CN)d volta para a forma de branco da Prussia, gerando uma
corrente catddica proporcional a concentracdo de glicose. Entretanto, apesar da vantagem de
se minimizar consideravelmente a interferéncia produzida por espécies redutoras, a utilizagdo
do azul da Prussia em biossensores apresenta uma severa limitacdo, uma vez que ele ¢ capaz
de mediar a eletro-reducdo do H,O, apenas em meios que contenham cations K", Rb", Cs' e
NH,", pois seus didmetros hidrodinAmicos s3o menores do que os canais de 3,2 A
apresentados pelo transdutor. Em meios contendo excesso de Na', cujo didmetro
hidrodindmico vale 3,66 A [26], o azul da Prussia perde a sua eletroatividade porque o cation
ndo ¢ capaz de realizar a compensacdo de carga entre a forma oxidada e reduzida do
transdutor. Tal fendmeno ¢ um obstaculo quando se considera a aplicagdo do azul da Prussia
em amostras biologicas. Esse comportamento também ¢ observado com Li", H e com todos
os cations de metais alcalinos terrosos. [29]

Uma alternativa para resolver esse problema consiste na substituicio do Fe™ do
KFe"'[Fe"(CN)g] por outro metal de transigdo, tal como o Ni ou o Cu. [30-33] Esses novos
transdutores sdo conhecidos como analogos do azul da Prissia e, ao contrario do
KFe""[Fe"(CN)¢], apresentam eletroatividade em meios contendo apenas cations cujos
didmetros hidrodinAmicos s3o maiores do que 3,2 A. Isso é possivel porque o
hexacianoferrato de niquel (NiHCNFe) e o hexacianoferrato de cobre (CuHCNFe)
apresentam estruturas suficientemente abertas para permitir o fluxo dos cations hidratados
que bloqueiam a atividade do azul da Prassia. [29] A Tabela 1 apresenta os valores de
sensibilidades obtidos quando o azul da Prassia, o NIHCNFe e o CuHCNFe sao empregados

como transdutor no sensoriamento do H,O».
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Tabela 1 — Sensibilidades obtidas com o azul da Prussia e seus analogos durante o

sensoriamento do H,O,. Valores retirados de Karyakin e col. [22] e Fiorito e col. [34]

Transdutor Sensibilidade / pA ¢cm™ mmol” L
azul da Prussia 600

NiHCNFe 9,61

CuHCNFe 0,140

Conforme ¢ possivel observar, os eletrodos modificados com NiHCNFe e CuHCNFe
apresentaram uma sensibilidade muito aquém da encontrada com o azul da Prussia.
Entretanto, esses valores sdo passiveis de serem otimizados através da introdugdo dos
transdutores andlogos na matriz de um polimero condutor, tal como o polipirrol (Ppy). Com
isso, foi possivel gerar materiais hibridos inorganicos-organicos denominados de
hexacianoferrato de niquel/polipirrol (NiHCNFe/Ppy) [35] e de hexacianoferrato de
cobre/polipirrol (CuHCNFe/Ppy). [34] As sensibilidades obtidas com os transdutores hibridos

durante experimentos de deteccao de H,O, estdo apresentadas na Tabela 2.

Tabela 2 — Sensibilidades obtidas com os transdutores hibridos durante o sensoriamento do

H,0,.
Transdutor Sensibilidade / pA cm™ mmol” L
NiHCNFe/Ppy 88,3
CuHCNFe/Ppy 198

Entre os eletrodos modificados com materiais hibridos, € possivel destacar a sensibilidade
alcancada pelo CuHCNFe/Ppy. Tal valor foi trés ordens de grandeza maior do que o obtido
com o CuHCNFe na auséncia do polimero condutor. Conforme discutido por Fiorito e col., as

razoes para essa diferenca de comportamento podem ser atribuidas ao fato do polipirrol atuar

18



como uma malha que conecta eletronicamente os centros redox do transdutor inorganico.
[34,35] Evidéncias experimentais obtidas recentemente por Limachi e col. em nosso
laboratério também indicam que a presenga do material organico faz com que o transdutor
inorganico seja sintetizado com uma estrutura cubica mais aberta do que a convencional, o
que favorece a eletroatividade em meios biologicos.

Consequentemente, o bom desempenho analitico do CuHCNFe/PPy durante a deteccio
do H,O, aliado a vantagem de ser eletroativo na presenca de cations que bloqueiam a
atividade do azul da Prussia, torna o CuHCNFe/Ppy o transdutor de principal interesse no

presente trabalho.

1.3.A nanociéncia e os biossensores

1.3.1. Nanotubos de carbono

Em fungdo da crescente importancia econdmica e social, muitos trabalhos tém sido
direcionados para o desenvolvimento de biossensores capazes de operar de maneira cada vez
mais eficaz. Os desafios abrangem diversos aspectos, tais como a necessidade de se
aperfeigoar: (a) a interface de contato entre o substrato e o material biologico; (b) a eficiéncia
de transdugdo do sinal quimico em um sinal mensuravel, do ponto de vista da sensibilidade;
(c) o tempo de resposta; (d) a compatibilidade dos biossensores com matrizes bioldgicas, com
o objetivo de aplicé-los in vivo; (e) a integracdo de diferentes elementos de reconhecimento
biologico em um Unico dispositivo, visando a deteccao de distintos analitos. [36]

Em especial, o emprego de nanotubos de carbono (NTCs) no desenvolvimento de
biossensores tem sido bastante difundido tanto com o intuito de se melhorar o desempenho
dos macro-dispositivos ja existentes, quanto com o objetivo de se avancar na miniaturizagao

dos biossensores [37,38] Tais avancos foram possiveis em funcdo das propriedades
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apresentadas pelos NTCs, tais como altas areas superficiais, estabilidade quimica e térmica e
condugao eletronica. [39]

Os NTCs s3o nanomateriais bem ordenados formados por cilindros de atomos de carbono
em hibridizacdo sp”. Os NTCs sdo agrupados em duas categorias principais, correspondentes
aos NTCs de parede simples (NTCPS) e aos NTCs de parede multipla (NTCPM). Conforme
apresentado na Figura 4, os NTCPS sao formados por folhas tinicas de grafeno enroladas em
tubo, enquanto os NTCPM sao constituidos por dois ou mais tubos de grafeno arranjados de

forma concéntrica. [40]

Figura 4 — Representacdo dos NTCs de (A) parede simples e (B) paredes multiplas. Imagens

retiradas de Hirsch [41] e lijima [42], respectivamente.

Os NTCs podem apresentar comprimentos desde centenas de nanOmetros até alguns
milimetros. Quanto ao diametro, os NTCPS apresentam valores entre 0,4 e 2,0 nm, enquanto
os NTCPM vao desde 2 at¢ 100 nm. Dependendo das condigdes empregadas durante a
sintese, os NTCs também podem aparecer com outras morfologias, tais como os NTCs
helicoidais [43], formados a partir da introducao periddica de anéis heptagonais e pentagonais
na rede hexagonal da folha de grafeno, e os NTCs do tipo “cup-stacked” (NTCCS), formados

pelo empilhamento de copos de grafeno. [44]
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Quanto a estrutura eletronica, os NTCPS podem ser tanto metalicos quanto
semicondutores, dependendo da direcdo em que a folha de grafeno foi enrolada. [45] Esse
fator ¢ importante porque influencia diretamente no alinhamento dos orbitais n. [46] Ja os
NTCPM sao geralmente classificados como metalico. Entretanto, essa descrigdo ¢ altamente
influenciada pela presenca de defeitos estruturais nas folhas de grafeno.

Um aspecto importante dos NTCs esta relacionado com a sua anisotropia local, uma vez
que as paredes dos tubos sdo bastante diferentes das pontas. De maneira geral, as paredes dos
NTCs sdo constituidas por carbonos com hibridizagdo sp”, enquanto as pontas apresentam
carbonos ligados a oxigénios. No que se refere a eletroquimica dos NTCs, muita discussdo
ainda estd em pauta para verificar se ela ¢ determinada pelas propriedades inerentes a essa
classe de materiais, pelos grupos contendo oxigénio presentes no NTCs, pelas regides de
borda e pontas ou pelas particulas metalicas remanescentes do processo de sintese e nao
eliminadas na purificacdo. [47-51] Por exemplo, Gong e col. mostraram que a cinética do
processo redox envolvendo os pares Fe(CN)g"/Fe(CN)s>™ ¢ mais favorecida nas pontas dos
NTCs, especialmente na presenga de grupos contendo oxigénio, enquanto a oxidagdo do
H,0; ocorre mais rapidamente nas paredes laterais. [52]

No campo dos sensores € biossensores, mesmo com as discussoes ainda em aberto sobre
os fundamentos da eletroquimica de NTCs, eletrodos modificados com essa classe de
nanomateriais t€ém sido aplicados com sucesso na detec¢ao de diversos analitos, tais como
dopamina, acido ascorbico, acido Urico e H,O,. Comparado a eletrodos convencionais, a
utilizacao dos NTCs promoveram ndo apenas o aumento da corrente observada, mas também
uma diminui¢do consideravel do sobrepotencial necessario para a deteccdo dos respectivos

analitos. [53]

21



A combinagdo dos NTCs com o azul da Prussia também tem criado plataformas eficientes
para a constru¢do de biossensores de glicose [54], criando transdutores com melhor

estabilidade eletroquimica e maior capacidade de transdugdo do H,O,. [55]

1.3.2. Sintese de materiais assistida por moldes

Outro aspecto que tem chamado bastante ateng@o estd relacionado com as propriedades e
aplicabilidades de materiais que apresentam mesoestruturas (2 a 50 nm) e macroestruturas
(acima de 50 nm) regulares geradas através da utilizagdo de sinteses assistidas por moldes.
Entre as diversas caracteristicas interessantes associadas a essa técnica, a principal é que ela
pode ser aplicada a uma gama muito grande de materiais. Muitos exemplos podem ser
constatados nos trabalhos de Martin e col.,, que fizeram uso de membranas porosas de
alumina e policarbonato para sintetizar metais [56], semicondutores [57], carbono [58] e
outros materiais. Esse processo envolve a sintese do material desejado dentro dos poros da
membrana. Como as membranas apresentam poros cilindricos de didmetros uniformes, um
cilindro do material desejado pode ser obtido em cada poro.

Do ponto de vista eletroquimico, a idéia de se eletrodepositar materiais fazendo uso de
moldes ndo ¢ nova. Em 1970, Possin apresentou trabalhos envolvendo a eletrodeposicao de
fios de Sn, In e Zn utilizando moldes de mica. [59] Entretanto, Martin foi o pioneiro a usar as
membranas porosas para eletrodepositar nanofios de polimeros condutores, tais como
polipirrol e polianilina. [60] Ele reconheceu que as membranas porosas poderiam ser
utilizadas para a eletrodeposicao de diversos compostos ao revestir um dos lados com uma
camada de ouro evaporado e, entdo, fazer uso desse sistema como um eletrodo para o
crescimento do material desejado dentro do poro. O diametro dos nanotubos resultantes pode

ser controlado de acordo com o tamanho dos poros. A Figura 5 ilustra uma micrografia
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eletronica de varredura de um tubo de poli(N-metilpirrol) resultante da utilizagdo de

membranas porosas como molde.

Figura 5 - Tubos de poli(N-metilpirrol) sintetizados com auxilio de uma membrana porosa.

Imagem retirada de Martin. [60]

Seguidamente aos trabalhos de Martin e col., outros grupos t€ém utilizado esse método e
desenvolvido novas membranas porosas para produzir uma grande variedade de nanofios. O
presente trabalho se difere dos de Martin e dos demais estudos com membranas porosas, uma
vez que utiliza a idéia do uso dos moldes para gerar, ao invés de nanofios ou nanotubos,
arranjos regulares de mesoporos e macroporos. Para tal, ao invés das membranas porosas,
foram utilizados dois tipos diferentes de moldes: as particulas esféricas coloidais de
poliestireno e os cristais liquidos liotropicos. [61,62] Os moldes coloidais sdo capazes de
produzir materiais com arranjos porosos esféricos com didmetros que podem variar de 20 nm
até cerca de alguns micrometros. Ja os cristais liquidos liotropicos produzem materiais com
arranjos de poros regulares com didmetros entre 2 e 50 nm. Esses filmes porosos apresentam

propriedades unicas devido a alta area superficial que possuem em relagdo ao volume de
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material e & capacidade de controle da espessura e dos tamanhos dos poros pelo formato e

dimensdo dos moldes utilizados.

1.3.2.1.Moldes de particulas esféricas coloidais

Particulas esféricas coloidais de silica e de poliestireno podem ser depositadas em
diversas superficies através de uma série de métodos, tais como centrifugagdo, evaporacao e
método de Langmuir-Blodgett. Devido aos efeitos da difracio de Bragg, as camadas de
esferas coloidais apresentam, apds a deposi¢ao, uma coloracdo que, dependendo do angulo de
visdo, vai do vermelho ao azul. Essa opalescéncia ¢ idéntica aquela vista em opalas naturais,
uma vez que elas sdo formadas por arranjos empacotados de esferas uniformes de silica.
Efeitos similares também sdo responsaveis pela coloracdo vista na plumagem de alguns
passaros e nas asas de uma variedade de borboletas. [63]

Muito do interesse na utilizagdo dos moldes de particulas coloidais na formacdo de
materiais, particularmente 6xidos e semicondutores, ¢ atribuido aos estudos de cristais
fotonicos. Materiais de estruturas porosas submicrométricas e distribuidas em arranjos
empacotados, tais como o Sb,Ss3, podem ser sintetizados através da infiltragdo dos respectivos
precursores nas vacancias intersticiais das esferas coloidais, seguido pela conversdo quimica
para o material desejado e pela subseqiiente remocao do molde. [64] Apds a sintese quimica
do material desejado, as particulas esféricas de poliestireno podem ser removidas, por
exemplo, pela dissolu¢do com tetrahidrofurano ou tolueno. No caso das particulas de silica,
elas podem ser removidas com uma solugdo diluida de HF. Entretanto, uma desvantagem dos
processos que empregam a sintese quimica estd relacionada com a dificuldade em se
preencher homogeneamente todas as vacancias localizadas entre as esferas do molde.
Consequentemente, durante a remoc¢ao do mesmo, existe uma redugcdo de volume

(tipicamente de 15% ou mais) que, além ocasionar rachaduras pelo material desejado, torna
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dificil predizer os tamanhos dos poros nas estruturas finais. Portanto, métodos quimicos nao
sd0 muito satisfatorios para a fabricacdo de filmes finos porosos. J4 os métodos
eletroquimicos podem resolver esse problema.

A primeira eletrodeposicao ao redor de moldes de particulas coloidais foi reportada nos
trabalhos de Braun e Wiltzius, durante a preparagdo de filmes macroporosos de CdS e CSe
para estudos fotdnicos. [65] Desde entdo, alguns grupos de pesquisa, como os de Bartlett e
col., Kuhn e col. e Yanagida e col., tém feito uso dessa técnica para eletrodepositar filmes
porosos bem ordenados de metais e ligas [66-68], de o6xidos [69-71] e de polimeros
condutores. [72,73] Em contraste com a deposi¢ao quimica, a eletrodeposi¢do assegura a
formacdo de depositos de alta densidade e de boa estabilidade mecanica, permitindo
reproduzir o molde com uma maior fidelidade. Além disso, a deposi¢do eletroquimica
apresenta a caracteristica unica de permitir o controle da espessura dos filmes através da
carga utilizada no processo. Uma vez que o processo de eletrodeposicdo ocorre a partir da
superficie do eletrodo, o controle da carga do depdsito permite manipular a espessura do

filme resultante. A Figura 6 ilustra o processo de eletrodeposi¢do de materiais macroporosos

utilizando moldes de esferas coloidais.
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molde de esferas do material molde de esferas

Figura 6 - Representagdo esquematica da eletrodeposi¢cao de um material sobre um eletrodo

modificado com um molde coloidal de particulas esféricas.
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Além da relagdo favoravel area superficial/volume, os materiais gerados através dessa
técnica apresentam superficies uniformes que podem ser aplicadas como espelhos fotonicos.
A sua refletividade optica depende do tipo de material, do didmetro do poro e da espessura do
filme. [74] Além dessa finalidade, tais materiais também apresentam aplicagdes no campo do
magnetismo [75-77], das células solares [78], da espectroscopia Raman [79] e da
supercondutividade. [80]

No campo dos sensores e biossensores, as esferas de poliestireno t€ém sido usadas para a
deposicao de filmes macroporosos de azul da Prussia aplicados na oxidagdo de hidrazina [81]
e na construcao de biossensores de glicose. [82] Nesse ultimo caso, os autores reportaram que
o tempo de resposta ¢ a sensibilidade do biossensor construido com o transdutor macroporoso
foram mais favoraveis do que os resultados obtidos com o biossensor construido sobre o azul
da Prassia convencional (maci¢o). Na ocasido, a sensibilidade exibida pelo biossensor
macroporoso foi de 34,8 pA cm™ mmol” L, um valor oito vezes superior ao obtido com o
biossensor macigo. Além da questdo da exposicdo de um maior nimero de sitios ativos
superficiais em relagdo ao volume, os autores atribuem o resultado obtido a maior

permeabilidade do eletrolito contendo o analito pela estrutura porosa.

1.3.2.2.Moldes de cristais liquidos liotropicos

Os cristais liquidos, ou mesofases, constituem uma classe de materiais no qual se
encontram arranjos ordenados de particulas que, entretanto, conservam propriedades
caracteristicas dos liquidos. [83] Ou seja, trata-se de um estado fisico intermediario ao solido
e ao liquido. Essa classe de compostos, que podem ser substancias puras ou misturas, toma a
forma dos recipientes que os contém e exibem propriedades singulares, especialmente opticas

e de orientacao por acdo de campos magnéticos.
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Esses arranjos ordenados liquido cristalinos podem se originar da fusdo de substancias
organicas, em geral constituidas por moléculas alongadas com geometria conveniente. O
calor age no sentido de quebrar o reticulo cristalino molecular de maneira gradativa,
permitindo passar por sistemas que exibam um determinado ordenamento até, finalmente,
alcangarem o estado liquido.

Os compostos que alcangam o estado liquido-cristalino por agdo da temperatura sio
denominados de cristais liquidos termotropicos. Além da temperatura, a acdo de solventes
sobre certas substancias organicas também ¢ capaz de gerar arranjos ordenados. Por exemplo,
solugdes aquosas concentradas de compostos anfifilicos, como sabdes e detergentes, exibem
propriedades liquido-cristalinas. Sistemas desse tipo sdo denominados de cristais liquidos
liotropicos ou liomesofases micelares.

Em concentragdes elevadas dos compostos anfifilicos, as micelas formadas (micelas
infinitas) se organizam em estruturas muito estaveis, cujas formas principais sdo lamelas ou
cilindros. Nas liomesofases lamelares infinitas, as moléculas se arranjam em bicamadas
separadas uma das outras pela agua e pelos contra-ions, formando sistemas bastante viscosos.
No outro tipo estrutural de liomesofase infinita, as micelas formam cilindros muito longos,
nos quais as cabecas i0nicas ou polares se distribuem na superficie dos cilindros, em contato
com a agua e os contra-ions. Os cilindros formam arranjos hexagonais [84,85], razdo pela
qual esse sistema ¢ chamado de liomesofase hexagonal infinita. A Figura 7 ilustra os dois

tipos de liomesofases micelares infinitos.
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Liomesofase lamelar Liomesofase hexagonal
infinita infinita

Figura 7 — Representacao esquematica das liomesofases micelares infinitas.

A liomesofase hexagonal infinita pode ser utilizada como um molde de cristais liquidos
liotropicos para a nanoestruturagdo de filmes com poros de dimensdes micelares. Esses poros
sda0 menores dos que os alcancados pelas particulas coloidais esféricas, o que torna o método
bastante atraente. Solugdes aquosas concentradas de polioxietilenos estdo entre os sistemas
liquido-cristalinos mais utilizados para essa finalidade. [86] Como exemplo, ¢ possivel citar
sistemas hexagonais formados com o octaetilenoglicol monohexadecil éter (C;cEOg). Tal
molécula anfifilica € um composto ndo-idnico com uma cadeia alquilica hidrofobica de
dezesseis carbonos e com cabecas hidrofilicas formadas por oito grupos de 6xidos de etileno.
Um diagrama de fase do C;4EQOg € apresentado na Figura 8, onde € possivel encontrar a faixa

de concentragdo e temperatura necessarias para a obtencao da liomesofase desejada.
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Figura 8 — Diagrama de fase do C;¢sEOs. Imagem extraida de Bartlett. [61]

A utilizagdo da liomesofase hexagonal ¢ interessante porque ela ¢ capaz de produzir
materiais com uma rede porosa continua e estabilidade mecanica adequada. [87] Para se
utilizar essas micelas como molde, dissolve-se os precursores do material desejado e o
eletrolito no dominio aquoso da mistura. E importante lembrar que a forga iénica do meio é
alterada ao se adicionar esses componentes, o que pode alterar o diagrama de fase
caracteristico do sistema surfactante/agua. [88] Nesse sentido, ¢ recomendavel que um
diagrama de fase do sistema surfactante/solugao aquosa contendo eletrélito e precursores seja
construido antes da deposi¢ao dos materiais.

Apos a escolha da composicdo e temperatura de trabalho desejadas, € possivel executar a
deposicao ou eletrodeposicdo do material de interesse ao redor das micelas do surfactante,
conforme exemplificado na Figura 9. Em seguida a sintese, o surfactante pode ser removido
por calcinagdo ou com um solvente adequado, formando um filme poroso com uma estrutura

que reflete o dominio aquoso da solugdo que continha o cristal liquido liotropico. [89]
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Figura 9 - Representacao esquematica da deposicdo de um material utilizando micelas de

surfactante em fase hexagonal como molde.

Esse método ¢ bastante versatil ¢ permite o controle sobre o tamanho e o formato dos
poros. Por exemplo, apesar da maioria dos trabalhos utilizarem as fases hexagonais, uma
eletrodeposi¢do que ocorra com um molde de cristal liquido na fase cubica produzira um
filme cuja estrutura ¢ diferente da ilustrada acima. [90,91] Além disso, o tamanho do poro
pode ser controlado pelo tamanho da cadeia carbonica do surfactante ou pela utilizagao de um
solvente apolar, como o n-heptano. No primeiro caso, a utilizagdo do surfactante C;,EOg ao
invés do C4EOg formara micelas com didmetros menores e, consequentemente, produzird um
filme com poros de menores dimensdes. Por outro lado, o n-heptano, em meio aquoso, ficara
preferencialmente dentro das micelas, o que aumentara o tamanho das mesmas e, por sua vez,
acarretara na formac¢do de um filme com poros maiores.

Dentro da eletroquimica, o método pode ser aplicado a diversos materiais que possam ser
eletrodepositados a partir de uma solugdo, como metais [92-96], semimetais [97], estruturas
bimetalicas [98,99] e polimeros. [100,101]

Filmes eletrodepositados a partir de moldes de cristais liquidos liotrépicos contém uma
alta area superficial, comparaveis as apresentadas por nanoparticulas de dimensdes similares
aos didmetros das cavidades. Entretanto, uma vantagem da utilizagdo das nanoestruturas

sobre as nanoparticulas ¢ que existe uma minimizagdo da resisténcia ao transporte de
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elétrons. Enquanto as nanoparticulas precisam ser relativamente aglomeradas para que ocorra
o transporte de particula para particula, as nanoestruturas sdo capazes de fazé-lo através das
paredes que separam os arranjos regulares de poros. Isso abre um leque de aplicagdes nas
mais diversas areas, tais como baterias e armazenamento de energia [87,102-104],
eletrocatalise [99,105,106] e sensores. [107-109] Os cristais liquidos liotrépicos também
foram utilizados como moldes para a eletrodeposicdo do azul da Prussia. Apesar de ndo
obterem um arranjo poroso hexagonal ordenado, Karyakin e col. mostraram que o molde de
surfactante foi capaz de gerar “ilhas” de azul da Prussia que se comportaram como um
arranjo de nanoeletrodos. Durante a detec¢dao de H,0O,, o sistema nanoestruturado apresentou
um aumento na sensibilidade de 600 para 700 pA cm™ mmol™ L e uma diminuicio do limite
de detecgdo de 1 x 107 mol L™ para 1 x 10™® mol L™ em relago a um filme de azul da Prussia

macico. [110,111]
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2. Objetivos

Conforme apresentado na se¢do introdutoria, a aproximagao entre nanociéncia e o azul da
Prussia possibilitou a obtengdo de transdutores de H,O, com propriedades analiticas
melhoradas em relagdo aos filmes macigos de azul da Prussia. De maneira andloga, o presente
trabalho busca observar e compreender como o comportamento do CuHCNFe/PPy pode ser
influenciado pela utilizagdo de NTCs e de técnicas de estruturagdo por moldes coloidais e
liquido-cristalinos, visando uma correlagdo entre morfologia e tamanho com a reatividade do
transdutor sintetizado. Por fim, o trabalho também tem como objetivo aplicar os transdutores

desenvolvidos na construgdo de biossensores amperométricos enzimaticos.
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3. Procedimentos experimentais

Todos os reagentes foram manuseados conforme recebidos, exceto o pirrol que foi
destilado antes da sua utilizagdo. As solucdes aquosas foram preparadas com agua ultra-pura
(Elga System UHQ, 18 MQ cm). Durante os experimentos, foi utilizado um
potenciostato/galvanostato PGSTAT30 dirigido pelos softwares GPS versao 4.9.005 e NOVA

versao 1.6.013.

3.1.Preparacio dos eletrodos
3.1.1. Preparacido dos eletrodos micro/nanoestruturados de feltro/NTCCS
utilizados na sintese do CuHCNFe/Ppy

Os celetrodos micro/nanoestruturados utilizados como substratos para a sintese do
CuHCNFe/Ppy foram preparados através do uso de um feltro formado por microfibras de
poliacrilonitrila. Inicialmente, o feltro foi cortado em dimensdes de 5 x 5 mm no plano xy e 1
mm de espessura no eixo z. Apds essa etapa, os feltros foram carbonizados a 1000 °C,
pesados e, posteriormente, submetidos a incorporacdao de Mn(CH3;COO), e Co(CH;CO0O),
(propor¢do 1:1), os quais atuam como precursores dos catalisadores metalicos necessarios
durante o processo de crescimento dos NTCCS. Por fim, os feltros foram colocados em um
reator de deposicdo quimica a vapor, onde a temperatura foi aumentada em uma rampa de 20
°C min™. Quando a temperatura estava entre 300 ¢ 400 °C, houve a decomposi¢io dos sais
dos metais de transicdo e a conseqiiente formacao de aglomerados de particulas metalicas.
Prosseguiu-se com o aumento da temperatura até que um valor de 600 °C fosse obtido dentro
do reator, quando uma mistura de metanol/etanol (1:1 v/v) foi introduzida como fonte de
carbono para o crescimento dos NTCCS. Nessa etapa, os NTCCS foram depositados a
pressao atmosférica durante 20 min, sendo o N, utilizado como gés de arraste a um fluxo de

150 sccm. Apos o crescimento dos NTCCS, os catalisadores metéalicos foram removidos
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através da imersdo do feltro decorado com nanotubos de carbono do tipo “cup-stacked”
(feltro/NTCCS) em HCI concentrado por 10 min. Esse procedimento foi repetido trés vezes e,
posteriormente, o feltro/NTC foi lavado através de sucessivas imersdes em agua deionizada.
Apos a extragdo dos catalisadores, o feltro/NTCCS foi seco a temperatura ambiente e, por
fim, pesado novamente para a obten¢do da massa de NTCCS depositada no processo. [112]
Os eletrodos feltro/NTCCS foram desenvolvidos pelo Prof. Dr. José Mauricio Rosolen e
produzidos em seu laboratério pela Dr’. Elaine Y. Matsubara, na Faculdade de Filosofia,

Ciéncias e Letras de Ribeirdo Preto (FFCLRP) da Universidade de S3o Paulo.

3.1.2. Preparacdo dos eletrodos de carbono vitreo utilizados na sintese do
CuHCNFe/PPy macico e macroporosos

3.1.2.1. Limpeza dos eletrodos de carbono vitreo

Os eletrodos de carbono vitreo apresentavam 3 mm de diametro e, antes de serem
empregados nos experimentos eletroquimicos, foram polidos com alumina em uma politriz.
Foram utilizadas, na sequéncia, suspensdes com particulas de 1,00, 0,30 e¢ 0,05 um. Apos o
polimento, os eletrodos foram colocados em um banho de ultra-som por 5 min em acetona e
por mais 5 min em agua deionizada. Por fim, os eletrodos foram imersos em uma solugdo de

NaOH 1,0 x 10" mol L' e polarizados a +1,80 V vs Ag/AgCl/Cl s por 10 s. [113]

3.1.2.2.Deposicio do molde de esferas de poliestireno sobre o carbono vitreo

Esferas de poliestireno com diametros de 300, 460, 600 e 800 nm foram utilizadas como
molde para a sintese dos transdutores hibridos macroporosos. As esferas foram adquiridas
comercialmente (Sigma-Aldrich) na forma de suspensdes coloidais aquosas 10 % m/m. No
laboratorio, as suspensdes foram diluidas para 0,5 % m/m e acrescidas do surfactante Triton

X-100. A adig¢do do surfactante foi importante para estabilizar o molde coloidal na superficie
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do carbono vitreo, sendo testadas concentragoes de 1,0 x 10>, 1,0 x 10° ¢ 1,0 x 107 mol L.
Antes de utilizada, as suspensdes foram colocadas em banho de ultra-som por 2 min.

O molde coloidal foi depositado sobre o carbono vitreo através da adicdo de 10 pL da
suspensdo aquosa das esferas de poliestireno. O eletrodo permaneceu em uma camara de
umidade saturada para evaporagdo lenta do solvente. Apds a primeira secagem, outros 10 pL
da mesma suspensdo foram adicionados sobre as esferas depositadas previamente e, mais
uma vez, o eletrodo foi colocado em uma camara de umidade saturada.

Apbs a deposi¢ao do molde coloidal, os eletrodos foram colocados em uma estufa a 100
°C por 4 h, com exce¢do feita aos eletrodos que continham esferas de poliestireno com 300

nm de didmetro. Nesse caso, o tempo de permanéncia na estufa foi de 1 h.

3.1.3. Preparacio dos eletrodos de ouro utilizados na sintese do CuHCNFe/Ppy
mesoporoso e dos eletrodos de ITO modificados com filmes de TiO;
mesoporosos para imobilizacdo do azul da Prussia e do CuHCNFe

3.1.3.1.Preparacio dos eletrodos de ouro a partir de CDs

Os eletrodos de ouro utilizados nessa se¢do foram fabricados segundo uma metodologia

proposta por Lowinsohn e col. [114] A inovacdo do procedimento proposto pelos autores
consistiu na utilizagdo de méscaras de toner para definir dreas reprodutiveis em superficies de
ouro obtidas a partir de discos de gravagdo (CD-R). Para tal, as dimensdes e geometria do
eletrodo foram desenhadas no software “Power Point”, impressas com uma impressora a
laser em um papel adequado (por exemplo o papel “glossy”) e transferidas para a superficie
do ouro utilizando uma prensa com controle de temperatura.

Os eletrodos foram fabricados no laboratorio do Prof. Dr. Lucio Angnes com auxilio do

aluno Fernando C. M. de Oliveira, no Instituto de Quimica da Universidade de Sao Paulo,

Sédo Paulo.
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3.1.3.2.Preparacido dos eletrodos de ITO modificados com filmes de TiO;

mesoporosos

Eletrodos de 6xido de indio dopado com estanho (ITO) foram utilizados para a deposi¢ao
de filmes de TiO, mesoporoso através de um processo sol-gel realizado ao redor de micelas
de surfactantes em fase hexagonal. O sol contendo o molde foi depositado na superficie do
ITO pelo método de “dip-coating”. Para tal, o ITO foi mergulhado em um sistema liquido-
cristalino em fase cubica contendo o surfactante Pluronic F127 € 4,0 x 10" mol de etanol
anidro. A solu¢do etandlica continha TiCls como precursor inorganico, sendo mantida uma
proporgdo de 5,0 x 10” mol de surfactante para cada 1,0 x 10 mol de TiCly. Posteriormente,
foram adicionados 1,0 x 10" mol de 4gua no sistema para causar a hidrolise do precursor
inorganico.

O ITO foi entdo imerso e retirado do sol descrito acima a uma velocidade de 1,5 mm s™,
sendo o processo conduzido dentro de uma camara com 30 % de umidade relativa. Em
seguida, o eletrodo foi envelhecido por 2 dias em outra camara com umidade ajustada entre
50 e 60 %. Posteriormente, o eletrodo foi mantido em uma estufa a 60, 100 e 130 °C, por 24
h em cada uma das temperaturas. O envelhecimento em cada uma das temperaturas, além de
ocasionar a transi¢do da fase cubica para a fase hexagonal em T = 40 °C, também ¢é
responsavel pela condensacdo do precursor hidrolisado. O controle da condensacdo ¢
importante para a organiza¢do do material resultante. [115] Apds o tltimo tratamento térmico
de 24 h, o filme ja esta estavel o suficiente para ser calcinado. Para tal, a temperatura foi
aumentada de 130 até 350 °C a uma velocidade de 1 °C min™, sendo mantido a 350 °C por 2
h. Durante a rampa de temperatura, houve a formagdo do TiO, mesoporoso € a remog¢ao
térmica do molde de surfactantes utilizado. [116] Esse procedimento foi capaz de gerar filmes
de TiO, com canais porosos de 13 nm de didmetro e 130 nm de espessura - TiOx2(13nm-130nm)-

No que se refere a espessura, também foi possivel sintetizar filmes de TiO, mesoporoso com
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200 e 260 nm de espessura - TiO2(13nm-200nm) € T1O02(13nm-260nm). Nesse sentido, o processo de
imersao/emersdo utilizado para a formagdo dos filmes de 130 nm pode ser feito duas vezes,
imobilizando-se um sistema liquido-cristalino sobre o molde de micelas fixado previamente.
Esse procedimento foi capaz de gerar filmes de TiO, mesoporosos com 260 nm de espessura.
Outra possibilidade consistiu na diminui¢do da velocidade de imersdo/emersdo utilizada na
primeira abordagem, o que alterou a quantidade de molde imobilizado e possibilitou a sintese
de filmes com 200 nm de espessura. Na ocasido, as espessuras foram determinadas por
técnicas de Refletividade por Difra¢ao de Raios-X e Elipsometria.

Além da espessura, o didmetro dos poros também pode ser modulado em fungdo de
algumas alteragdes no procedimento experimental, basicamente referentes a adigdo de
compostos capazes de aumentar as dimensdes das micelas utilizadas como molde. No caso, o
polipropilenoglicol e o tetrahidrofurano foram utilizados com a finalidade de produzir outras
duas plataformas mesoporosas de TiO,, sendo uma delas formada por canais com 20 nm de
diametro TiO20nm-130nm) € outra formada simultaneamente por canais de 13 ¢ 40 nm de
didmetro TiO240nm-130nm). Essas duas plataformas possuiam 130 nm de espessura e os detalhes
experimentais podem ser encontrados no trabalho de Malfatti e col. [117]

As plataformas foram produzidas na Unidad de Actividad Quimica do Centro Atdmico
Consituyentes, localizado em Buenos Aires e sob coordenacdo do Prof. Dr. Galo J. A. A.

Soler-Illia.

3.2.Sintese dos transdutores de H,O,

3.2.1. Deposiciao do CuHCNFe/Ppy sobre o feltro/NTCCS

Ap6s a preparacdo do feltro/NTCCS, o mesmo foi utilizado como eletrodo de trabalho
para a sintese do CuHCNFe/Ppy. Para tal, o contato elétrico foi realizado prendendo-se o

feltro/NTCCS em um gancho formado por um fio de Pt. Toda a parte exposta do fio de Pt foi
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pintada com esmalte para que apenas o feltro/NTCCS ficasse passivel de ser modificado com
o transdutor. A sintese do CuHCNFe/Ppy foi realizada em duas etapas eletroquimicas, sendo
que a primeira consistiu na formagio de um filme de Ppy dopado com ions Fe(CN)¢>". Para
tal, o feltro/NTCCS foi imerso em uma solugdo contendo K;Fe(CN)g 2,0 x 107 mol L pirrol
1,5x 102 mol L' ¢ KC1 1,0 x 10" mol L. Apos a imersdo, 10 ciclos voltamétricos foram
realizados entre -0,25 ¢ +0,95 V a uma velocidade de 50 mV s™'. Terminada a primeira etapa,
o feltro/NTCCS modificado com Fe(CN)s*/Ppy (feltro/NTCCS-Fe(CN)s*/Ppy) foi lavado
com agua deionizada e imerso em outra solu¢ao contendo CuCl; 2,0 x 10 mol L' e KCI1 1,0
x 10" mol L™ por 2 h, para que a solugdo contendo fons Cu** pudesse encharcar o filme de
Ppy. Apds esse periodo, a segunda etapa eletroquimica foi realizada através de 20 ciclos
voltamétricos utilizando-se a mesma solugcdo. A janela de potencial e a velocidade de
varredura foram as mesmas da primeira etapa eletroquimica. Ao final dessa etapa, foi
possivel sintetizar o CuHCNFe/Ppy sobre o feltro/NTCCS (feltro/NTCCS-CuHCNFe/Ppy).
A metodologia utilizada foi baseada no trabalho de Fiorito e col. [34]

Para estudar o papel dos NTCCS, o CuHCNFe/Ppy também foi sintetizado sobre um
feltro previamente carbonizado, mas que ndo foi submetido ao processo de crescimento dos
NTCs. Para tal, foram mantidas exatamente as mesmas condi¢des experimentais utilizadas
durante a lavagem com HCI concentrado e durante a realizacdo das duas etapas
eletroquimicas envolvidas na sintese do mediador. Ao fim desse processo, foi possivel obter
um feltro sem NTCs modificado com CuHCNFe/Ppy (feltro-CuHCNFe/Ppy).

Para estudar o papel dos NTCCS, o CuHCNFe/Ppy também foi sintetizado sobre um
feltro previamente carbonizado, mas que ndo foi submetido ao processo de crescimento dos
NTCs. Para tal, foram mantidas exatamente as mesmas condigdes experimentais utilizadas

durante a lavagem com HCI concentrado e durante a realizacdo das duas etapas
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eletroquimicas envolvidas na sintese do mediador. Ao fim desse processo, foi possivel obter

um feltro sem NTCs modificado com CuHCNFe/Ppy (feltro-CuHCNFe/Ppy).

3.2.2. Deposiciao do CuHCNFe/Ppy macico e macroporosos sobre o carbono vitreo

O CuHCNFe/PPy macig¢o foi depositado sobre o carbono vitreo através da mesma
metodologia descrita para o feltro/NTCCS. Entretanto, o nimero de ciclos voltamétricos foi
controlado em fungdo da carga de deposicao desejada.

No caso dos transdutores de CuHCNFe/PPy macroporosos, antes de se realizar a primeira
etapa eletroquimica, o eletrodo de carbono vitreo com as esferas de poliestireno permaneceu
imerso na solucao de K;Fe(CN)g, pirrol e KCI por 30 min. Esse tempo foi necessario para que
a solucdo penetrasse pelos intersticios das esferas e alcangasse a superficie do eletrodo de
trabalho. Outra diferenga foi que, ao fim da segunda etapa eletroquimica, os transdutores
CuHCNFe/Ppy-(300, 460, 600 ¢ 800)nm permaneceram em tolueno por 24 h sob agitagdo
magnética para dissolu¢do do molde de poliestireno. Apods esse periodo, os eletrodos
permaneceram por 12 h em um dessecador a vacuo para garantir que ndo houvesse tolueno

aprisionado dentro dos macroporos.

3.2.3. Deposicio do CuHCNFe/Ppy macroporoso sobre o ouro de CD

3.2.3.1.Construcio do diagrama de fase

Os cristais liquidos foram preparados através da mistura de um surfactante nao-idnico
com uma solu¢do aquosa que continha K3Fe(CN)g, pirrol e KCI. O surfactante utilizado foi o
Brij 98, de nome polioxietileno oleil éter e formula C;sH35(OCH,CH,),OH, com n ~20.

Uma vez que as fases micelares variam de acordo com a composi¢do da mistura e com a
temperatura, ¢ essencial a elaboragdo de um diagrama de fase para o reconhecimento da faixa

de trabalho onde se encontra a estrutura desejada para a sintese assistida por molde. No
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presente trabalho, os estudos foram voltados para a determinacdo da fase hexagonal.
Entretanto, diferentemente da utilizacdo das esferas de poliestireno, o molde micelar sé
esteve presente durante a formacdo do Ppy dopado com Fe(CN)s, ou seja, apenas na
primeira etapa eletroquimica. Portanto, o diagrama de fase foi formado através da analise por
microscopia sob luz polarizada com varredura de temperatura para diversas propor¢des m/m
de Brij 98/solucio aquosa contendo pirrol 1,5 x 102 mol L', K5Fe(CN)g 2,0 x 102 mol L' ¢
KCI 1,0 x 10" mol L.

Conforme mencionado na sec¢do introdutéria, a adicdo de um novo composto pode variar
a forca i6nica do meio e, conseqiientemente, alterar as fases micelares. Para acompanhar esse
efeito, criou-se, inicialmente, um diagrama de fase contendo apenas Brij 98 e dagua.
Posteriormente, adicionou-se o KC1 1,0 x 10 mol L e construiu-se um novo diagrama Brij
98/solucao aquosa contendo o sal. Em seguida, foi feito um terceiro diagrama de fase Brij
98/KCI 1,0 x 10" mol L™ + K3Fe(CN)s 2,0 x 107 mol L até que, por tiltimo, o pirrol foi
adicionado e chegou-se ao diagrama de fase final.

Para preparar os cristais liquidos, o surfactante foi aquecido em banho-Maria a 60°C até
que ele fosse liquefeito. Adiconou-se a massa desejada do surfactante em um “eppendorf” e,
em seguida, acrescentou-se a massa desejada de solucdo. O sistema foi “vortexeado”,
aquecido em banho-Maria a 60 °C, vortexeado novamente, misturado com um bastao de vidro
e, por fim, centrifugado por 10 min a 13.400 rpm. Esses passos foram repetidos até que se
formasse uma mistura homogénea.

Para construir o diagrama de fase, os cristais liquidos foram colocados em “microslides”
de 0,4 x 4 mm. Para estabilizacdo das fases micelares antes da varredura de temperatura sob
analise de um microscopio de luz polarizada, os cristais liquidos liotropicos foram mantidos

dentro dos “microslides” por, no minimo, 2 h.
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A construcao do diagrama de fase em questao foi auxiliada pela Profa. Dra. Maria Regina
Alcantara, coordenadora do Grupo de Reologia em Sistemas Organizados, no Instituto de

Quimica da Universidade de Sao Paulo, Sdo Paulo.

3.2.3.2.Deposicio do CuHCNFe/Ppy mesoporoso

O cristal liquido liotrépico preparado para a nanoestruturagdo do CuHCNFe/Ppy consistiu
em um sistema Brij 98 (65% m/m)/solug¢do aquosa (35% m/m). A solugdo aquosa continha
pirrol 1,5 x 10% mol L™ + K3Fe(CN)s 2,0 x 10> mol L™ + KCI 1,0 x 10™ mol L e o cristal
liquido foi preparado de maneira similar a descrita anteriormente para a elaboragdo do
diagrama de fase.

Diferentemente do caso das particulas coloidais, somente foi possivel utilizar o molde
micelar na etapa de formagdo do Ppy dopado com ions Fe(CN)¢”". Para tal, utilizou-se um
eletrodo de ouro como trabalho (d = 1 mm), uma chapa de Pt como contra-eletrodo ¢ um fio
de Ag/AgCl como referéncia. Foi realizada uma varredura de potencial entre -0,30 V e 0,85
V. Foram realizados 10 ciclos de voltametria ciclica com velocidade de 50 mV s”'. Como o
cristal liquido ¢ bastante viscoso, os experimentos foram conduzidos a 60 °C.

Apo6s a conclusdo da primeira etapa, o molde de cristal liquido foi removido com a
utilizacdo de alcool isopropilico. Para tal, o eletrodo permaneceu mergulhado por 24 hs no
solvente com agitagdo magnética.

Apo6s a remogdo do molde, a etapa de incorporagdo do Cu®" ocorreu de maneira similar a
descrita para o molde de particulas coloidais. Para tal, o eletrodo foi imerso em uma solugéo
de CuCl, 2,0 x 102 mol L' e KCI 1,0 x 10" mol L. Apo6s 2 h, o eletrodo foi ciclado na
mesma solugdo por 20 vezes, a 50 mV s™', em uma janela de potencial de -0,30 V a 0,85 V vs

Ag/AgCl/Cl g.
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3.2.4. Sintese do azul da Prussia e seus analogos sobre o TiO, mesoporoso

Os filmes de TiO, mesoporosos sintetizados sobre o ITO foram utilizados para a
imobilizacdo do azul da Prussia. Para tal, o eletrodo foi imerso inicialmente em uma solucao
etandlica do ligante 1,10-fenantrolina-5,6-diona 5,0 x 10" mol L' por 24 h. Apds a
imobilizagcdo do ligante, o eletrodo foi lavado com etanol. Posteriormente, o eletrodo
mesoporoso modificado com o ligante foi imerso em uma solugio aquosa de FeSO4 5,0 x 10™
mol L por 30 min, lavado com agua deionizada e seco com N,. Por fim, o eletrodo foi
imerso por mais 30 min em outra solugdo aquosa contendo K3;Fe(CN)s 5,0 x 10" mol L,
lavado com 4gua deionizada e seco com N,. Apds essa etapa, foi possivel formar uma
monocamada de azul da Prussia na superficie do eletrodo mesoporoso. O processo de imersao
nas solugdes de FeSOs e K;3Fe(CN)g pdde ser repetido diversas vezes, sendo que cada
repeticdo foi capaz de formar uma monocamada de azul da Prassia sobre a camada anterior.

O mesmo procedimento pode ser adaptado para a formagdo do CuHCNFe na superficie
dos filmes de TiO, mesoporosos. Para tal, apds a imobilizacao do ligante 1,10-fenantrolina-
5,6-diona, o eletrodo foi imerso em uma solu¢ao aquosa contendo CuCl, 5,0 x 107" mol L™
por 30 min, lavado com agua deionizada e seco com N,. Por fim, o eletrodo foi imerso por
mais 30 min em outra solugio aquosa contendo K5Fe(CN)s 5,0 x 10" mol L™, lavado com
agua deionizada e seco com Nj. Assim como no caso do azul da Prlssia, esse processo
formou uma monocamada de CuHCNFe na superficie do eletrodo mesoporoso.O processo de
imersao nas solugdes de CuCl, e KsFe(CN)g pode ser repetido diversas vezes, sendo que cada
repeti¢do foi capaz de formar uma monocamada de CuHCNFe sobre a camada anterior.

A metodologia para a imobilizacdo do azul da Prussia e de seus andlogos na superficie do
TiO, mesoporoso foi desenvolvida durante o doutorado de Martin H. Gaitan no laboratdrio
coordenado pelo Prof. Dr. Luis M. Baraldo, situado na Facultad de Ciencias Exactas y

Naturales da Universidad de Buenos Aires.
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3.3.Caracterizacio morfoldgica e composicional

Os transdutores foram caracterizados morfologicamente através do uso da Microscopia
Eletronica de Varredura (MEV) por emissao de campo (JEOL, modelo JSM-7401F). Um
detector SEI foi utilizado para a coleta e analise dos elétrons secundarios.

O feltro e o feltro/NTCCS foram caracterizados morfologicamente antes e apds a
modificagdo com o CuHCNFe/Ppy. No caso especifico do feltro/NTCCS-CuHCNFe/Ppy, o
MEV também foi utilizado para a analise da composi¢cdo do material, com o intuito de
estudar qual estrutura morfoldgica correspondia ao material inorganico (CuHCNFe) e qual
estrutura poderia ser atribuida a parte organica do transdutor hibrido (Ppy). Para tal, foram
gravadas imagens coletando-se os elétrons retro-espalhados no sistema. Nesse caso, as
imagens foram obtidas no Laboratério Nacional de Luz Sincroton (LNLS-Campinas-SP-
Brasil) utilizando-se um MEV operado por emissao de campo (JEOL, JISM-6330F).

Os filmes de CuHCNFe/Ppy macroporosos de 460, 600 e 800 nm tiveram suas espessuras
determinadas através da utilizagao do MEV. Para tal, placas de carbono vitreo foram pintadas
com esmalte até que ficassem descobertos apenas um circulo de 3 mm de didmetro para
deposi¢do do transdutor e uma area para o contato elétrico. O CuHCNFe/Ppy macroporoso
foi sintetizado da mesma maneira descrita anteriormente e, apds a imersdao em tolueno, foi
possivel eliminar o molde coloidal e o esmalte. A espessura do filme foi determinada através
do uso de um porta-amostra desenvolvido para posicionar a placa de carbono vitreo com o
transdutor a 85° dentro do MEV.

A caracterizacdo composicional também foi feita com auxilio do MEV. Apéds a
focalizacdo de uma regido de interesse, foi utilizada a técnica de Espectroscopia de Energia

Dispersiva de raios-X para monitoramento de C, O, Cu, Cl, K e Fe.
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3.4.Caracterizacio eletroquimica

O feltro e o feltro/NTCCS foram caracterizados por voltametria ciclica antes e apds a
modificagdo dos mesmos com o CuHCNFe/Ppy. Para tal, foi utilizada uma solu¢ao contendo
NaCl 1,0 x 10" mol L-1 + HCI 1,0 x 10" mol L™". A janela de potencial foi de -0,25 a +0,95
V vs Ag/AgCl/Cl g e a velocidade de varredura foi de 50 mV s1. O potencial inicial foi o de
circuito aberto.

Os transdutores de CuHCNFe/Ppy maci¢co e macroporosos sintetizados sobre o carbono
vitreo também foram caracterizados eletroquimicamente nas mesmas condi¢des. Entretanto,
experimentos de voltametria ciclica também foram conduzidos na presenca de dodecilsulfato
de sodio (SDS) 1,0 x 10 mol L.

Por fim, os filmes de TiO, modificados com azul da Prissia foram caracterizados por
voltametria ciclica em uma solugdo contendo KCI 1,0 x 10" mol LT +HC1 1,0 x 10" mol L.
A janela de potencial utilizada foi de 0,00 a +0,60V e a velocidade de varredura foi de 100

-1
mV s .

3.5.Caracterizacao pela microbalanca eletroquimica a cristal de quartzo (MECQ)

A sintese do CuHCNFe/Ppy maci¢o foi monitorada por uma MECQ, a qual era
constituida por um frequencimetro (Stanford Research Instruments, modelo SR60) e por uma
fonte de tensdo alternada (Dual, modelo GP322). Durante as medidas, foi utilizado um cristal
de quartzo (Maxtek) com freqiiéncia de ressonancia de 6 MHz, recoberto com ouro em uma
area piezoeletricamente ativa de 0,32 cm?.

Os experimentos também foram conduzidos em uma microbalanga a cristal de quartzo
com analise de dissipacdo (QSense, Modelo E4) acoplada a um potenciostato/galvanostato

PGSTAT30. Durante as medidas, foi utilizado um cristal de quartzo com freqiiéncia de
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AL s , ) -
ressonancia de 4,95 MHz, recoberto com ouro em uma area de 1,54 cm”. O software utilizado

durante os experimentos foi 0 QSoft401 versdo 2.5.9.532.

3.6.Caracterizacio espectroscopica

O estado de oxidagdo dos atomos de Cu e Fe presentes no CuHCNFe/Ppy em diferentes
potenciais foi monitorado por raios-x através da espectroscopia de alta resolu¢do da borda K
de absorcdo (XANES). Foram utilizados um monocromador sulcado de Si (111) e um
detector de estado so6lido de Ge. Um potenciostato PAR 362 foi utilizado para os
experimentos eletroquimicos in situ. Para esse experimento, foi utilizado um substrato de Au
como eletrodo de trabalho. Esses experimentos foram realizados Laboratério Nacional de Luz
Sincroton (LNLS-Campinas-SP-Brasil).

O feltro/NTCCS e o feltro/NTCCS-CuHCNFe/Ppy foram caracterizados por
espectroscopia Raman ressonante utilizando-se um instrumento Renishaw (System 3000)
combinado a um microscopio Optico Olympus e a um detector CCD (Wright, 600 x 400
pixels). Para as analises, foi empregado um laser de He/Ne com excitacdo em A = 632,8 nm.
Os experimentos foram realizados no Laboratério de Espectroscopia Molecular do Instituto
de Quimica da Universidade de Sao Paulo e o equipamento foi operado por Diego Pereira dos
Santos, aluno de doutorado da Prof®. Dr*. Marcia L. A. Temperini.

Os eletrodos de TiO2(13nm-130nm) modificados com as diferentes camadas de azul da Prussia

foram caracterizados por espectroscopia UV-Vis (Hewlett-Packard, modelo HP8453).

3.7.Caracterizacao por angulo de contato
Os experimentos de angulo de contato na auséncia dos surfactantes foram realizados em
um equipamento construido no laboratério coordenado pela Prof®. Dr". Denise Freitas

Siqueira Petri, no Instituto de Quimica da Universidade de Sao Paulo, Sdo Paulo. Nesse
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estudo, uma gota da solugd@o de interesse foi adicionada com uma micropipeta sobre os filmes
de CuHCNFe/Ppy macico e macroporosos sintetizados sobre os eletrodos de carbono vitreo.
O equipamento contém uma ladmpada fria, cuja luz foi incidida na interface liquido/sélido
através de uma fibra Optica. A sombra criada foi projetada em um papel fixado na parede e as
fotos foram adquiridas com uma camera digital. O angulo de contato entre as interfaces
liquido/solido e liquido/gés foi medido posteriormente com o auxilio do software “Corel
Draw”. Foram utilizados 6 pL. de uma solucao contendo NaCl 1,0 x 10" mol L' + HCI 1,0 x
10" mol L™ para a obtengdo do dngulo de contato. Esse procedimento também foi realizado
com o filme de TiO, mesoporoso modificado com azul da Prussia. Entretanto, nessa ocasido,
foram posicionados sobre o eletrodo 6 uL. de KCI 1,0 x 10" mol L'+ HC1 1,0 x 10" mol L.

Ja os experimentos de angulos de contato realizados na presenga do SDS foram feitos em
um equipamento GBX Instrumentation Scientifique acoplado a uma camera Nikon PixeLink.
As imagens obtidas pela camara s3o gerenciadas pelo software Visiondrop 1.02.01.01GB e
PixeLINK Capture OEM 7.12, onde foi possivel monitorar a variagao em funcao do tempo do
angulo de contato formado na interface liquido/gés e liquido/s6lido. As solucdes utilizadas
continhas NaCl 1,0 x 10" mol L'+ HCI 1,0x 10" mol L' e SDS com concentragdes de 1,0 x

101, 1,0x10%,1,0x 102 e 1,0 x 10* mol L.

3.8.Caracterizacao analitica

3.8.1. Deteccao de H,O,

Os sistemas feltro-CuHCNFe/Ppy e feltro/NTCCS-CuHCNFe/Ppy foram utilizados para
os experimentos de deteccao de H,O, por cronoamperometria. Para tal, foram utilizados 5
mL de uma solugdo contendo NaCl 1,0 x 10" mol L™ + HC1 1,0 x 10" mol L' na presenca de
agitacdo magnética. Inicialmente, os eletrodos foram polarizados a 0,00 V por 40 min, para

que houvesse estabilizagdo da corrente residual. Posteriormente, foram adicionadas
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sucessivas aliquotas de 10 uL de H,0O; 5,0 x 107" mol L. Nessas condig¢des, cada adi¢ao
correspondeu a um incremento de 1,0 x 10” mol L™ na concentragio de H,0s.

Ja os filmes de CuHCNFe/Ppy macigos € macroporosos foram aplicados na detecg¢do de
H,0, através da utilizacdo da cronoamperometria e da voltametria linear. As condigdes
empregadas na cronoamperometria foram as mesmas descritas no paragrafo anterior, com
excecdo feita as adi¢des de aliquotas de 5 pL de solugdo de H,0, 2,5 x 10™ mol L. Nessa
condicio, cada adicdo correspondeu a um incremento de 2,5 x 10 mol L na concentragio
de H,O,. Os experimentos também foram realizados adicionando-se SDS ao eletrdlito nas
concentracoes de 1,0 x 10'1, 1,0 x 10'2, 1,0 x 107 ¢ 1,0 x 10 mol L. Nos experimentos de
detec¢do de H,O, realizados por voltametria linear, o eletrodo foi inicialmente polarizado a
+0,95 V por 10 min em uma solu¢do contendo NaCl 1,0 x 10" mol L + HC1 1,0 x 10" mol
L'+ SDS 1,0 x 10* mol L. Apés a adi¢do 5 uL de H,0, 2,5 x 10™ mol L™, foi realizada
uma voltametria linear até -0,20 V a uma velocidade de 5 mV s™. A concentracdo de analito
presente no eletrélito foi de 2,5 x 10 mol L™

Os filmes de TiO; mesoporosos modificados com diferentes nimeros de camadas de azul
da Prussia ou CuHCNFe foram aplicados na detecgdo de H,O, através da utilizagdo da
cronoamperometria. Os cronoamperogramas foram obtidos em 5 mL de uma solugdo
contendo KCI 1,0 x 10" mol L™ + HCI 1,0 x 10™" mol L' sob agitacio magnética. Também
foram realizados experimentos em solugdes contendo 5 mL de NaCl 1,0 x 10™ mol L + HCI
1,0 x 10" mol L. Inicialmente, os eletrodos foram polarizados a 0,00 V até estabilizacao da
corrente residual (20 min) e, posteriormente, foram realizadas sucessivas adi¢des de aliquotas
de 5 pL de solucao de H,O; 1,0 x 10" mol L. Nessa condicdo, cada adicdo correspondeu a

um incremento de 1,0 x 10 mol L' na concentra¢io de H,0,.
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3.8.2. Imobilizacdo da GOx e da colina oxidase (COx)

O feltro/NTCCS-CuHCNFe/Ppy foi utilizado para a imobilizagdo da GOx (E.C. 1.1.3.4
Aspergillus Niger 198000 U g) através da técnica de camadas automontadas. Para tal, o
eletrodo modificado foi mergulhado inicialmente em uma solu¢do tamponada 1 % m/m de
cloreto de polidialildimetilamoénio (PDDA) por 30 min. Apds esse periodo, o eletrodo foi
imerso em uma solugdo tampao de lavagem por 15 min. Posteriormente, as enzimas foram
imobilizadas mergulhando-se o feltro/NTCCS-CuHCNFe/Ppy modificado com PDDA em
uma solucio tamponada de GOx 2 g L' por 30 min. Por fim, o eletrodo foi lavado novamente
imergindo o mesmo em uma solu¢do tamponada por 15 min. Esse processo formou 1
bicamada de PDDA/GOx na superficie do feltro/NTCCS-CuHCNFe/Ppy e o processo foi
repetido com o auxilio de um “LbL Robot” (Prosiga Informatica) para a formagao de sistemas
com 5, 10 ¢ 15 bicamadas de PDDA/GOx. Uma solugio tampdo PBS 1,0 x 10" mol L™ foi
preparada utilizando-se NaH,PO4.H,0O e Na,HPO,4.7H,0 ¢ o seu pH foi ajustado para 7 com
NaOH. Essa solucao foi utilizada para preparar as solu¢cdes de PDDA e GOx, bem como para
lavar os eletrodos.

Essa metodologia também foi utilizada para a imobilizagdo da GOx sobre o
CuHCNFe/PPy macroporoso. Entretanto, nessa ocasido, as etapas de lavagem em PBS 1,0 x
10" mol L' (pH = 7) foram feitas por 1 min sob agitagio magnética.

O CuHCNFe/Ppy-460nm também foi utilizado para a imobilizacio da COx (E.C. =
1.1.3.17 Alcaligenes sp. 10000 U g') pelo método das ligagdes cruzadas com glutaraldeido.
Para tal, preparou-se uma solugdo onde 16 mg de albumina de soro bovino (BSA) e 1 mg de
COx foram adicionados a 200 uL de PBS 1,0 x 10" mol L' (pH = 7). Posteriormente, 20 uL
dessa solugdo foram misturados com 2 pL. de uma solu¢ao aquosa de glutaraldeido 2,5 % v/v.
Dessa nova solugdo, 3 uL foram adicionados sobre o CuHCNFe/Ppy-460nm e o sistema foi

deixado em repouso para secagem em temperatura ambiente.
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A metodologia das ligagdes cruzadas também foi utilizada para a imobilizagdo da COx
sobre o filme de TiO20nm-130nm) Mmodificado com 5 camadas de azul da Prissia. As condigdes

experimentais foram exatamente as mesmas descritas no paragrafo anterior.

3.8.3. Deteccio de glicose e colina

Os sistemas feltro/NTCCS-CuHCNFe/Ppy modificados com 5, 10 e 15 bicamadas de
PDDA/GOx foram utilizados para os experimentos de detec¢do de glicose por
cronoamperometria. Para tal, foram utilizados 5 mL de uma solugdo PBS 1,0 x 10" mol L!
(pH = 7) contendo NaCl 1,0 x 10" mol L' na presenca de agitagdo magnética. Inicialmente,
os eletrodos foram polarizados a 0,00 V por 60 min, para que houvesse estabilizagdo da
corrente residual. Posteriormente, foram adicionadas sucessivas aliquotas de 4 uLL de glicose
2,5 x 10" mmol L. Nessas condigdes, cada adi¢do correspondeu a um incremento de 2,0 x
10* mol L na concentragio de H,O». A solucio estoque de glicose também foi preparada
com PBS 1,0 x 10” mol L' (pH = 7) e, antes de sua utilizacio, a mesma permaneceu por 12 h
a +4 °C para que ocorresse o equilibrio entre as formas o e B da D-glicose.

Esse procedimento também foi aplicado nos biossensores de glicose construidos com o
CuHCNFe/Ppy-460nm. Entretanto, foram realizadas sucessivas adi¢des de 2,5 pL de glicose
2,0 x 10" mol L. Cada adi¢io correspondeu a um incremento de 1,0 x 10 mol L na
concentracao da glicose.

A cronoamperometria também foi utilizada nos experimentos de detec¢cdo de colina. Para
tal o eletrodo de CuHCNFe/Ppy-460nm que continha a COx foi imerso em 5 mL de uma
solucio de NaCl 5,0 x 102 mol L™ preparada com PBS 1,0 x 10™ mol L' (pH = 7). A solucio
foi agitada magneticamente durante o experimento. Inicialmente, o sistema foi mantido a
0,00 V até a estabilizagdo da corrente residual (60 min). Apos esse periodo, o sistema

continuou mantido no mesmo potencial enquanto foram realizadas sucessivas adi¢des de 10
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uL de cloreto de colina 1,25 x 10 mol L. Cada adigdo correspondeu a um incremento de
2,5 x 10 mol L™ na concentragio de colina. Esse mesmo procedimento também foi aplicado
no biossensor de colina formado a partir do TiO220nm-130nm) modificado com 5 camadas de

azul da Prussia.
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4. Resultados e discussao

A sintese do mediador hibrido inorganico/organico de CuHCNFe/Ppy foi realizada
através de duas etapas eletroquimicas que envolveram o uso da voltametria ciclica. A
primeira etapa eletroquimica consistiu na forma¢do de um filme de Ppy dopado com ions
Fe(CN)g". A formagdo do filme polimérico foi acompanhada através do uso de uma MECQ,
capaz de monitorar variagdes de massa na interface eletrodo/solugdo. [118] A técnica faz uso
do efeito piezoelétrico reverso, onde um campo elétrico alternado com caracteristicas
adequadas de amplitude e freqiiéncia ¢ aplicado sobre um cristal de quartzo. Como
consequéncia desse efeito, o cristal de quartzo ¢ capaz de oscilar em seu modo de
cisalhamento (perpendicularmente ao campo elétrico). No presente caso, para induzir a
oscilacdo mecanica, um campo elétrico alternado foi aplicado entre dois depositos metalicos
de ouro que revestiam parte das duas faces do cristal de quartzo. Durante a deposi¢cdo do
Fe(CN)g /Ppy, um dos depésitos de ouro foi colocado em contato com a solugdo de
deposi¢do e atuou também como eletrodo de trabalho. Consequentemente, as variagdes de
massa produzidas pela reagdo redox puderam ser observadas através das variacdes de

freqiiéncia da oscilagdo do cristal, conforme descrito pela equagdo de Sauerbrey (Equagao 1).

_ (%
A= (A ucpc> am

Equacdo 1 — Equacdo de Sauerbrey, onde Af ¢ a variacdo da freqiiéncia de ressonancia (Hz),
A ¢ a 4rea geométrica piezoeletricamente ativa (cm?), f, éa frequéncia fundamental do cristal
de quartzo (Hz), pc ¢ 0 modulo de cisalhamento (g cm™ s™), p. ¢ a densidade do quartzo (g

cm™?) e Am é a variacdo de massa (g).

A Figura 10A apresenta o perfil j/E obtido durante a deposi¢io do Fe(CN)s>/Ppy, ou seja,

durante a realiza¢do da primeira etapa eletroquimica envolvida na sintese do mediador. Ja a
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Figura 10B traz o perfil Am/t calculado pela Equagdo 1 através dos experimentos in situ

realizados com a MECQ.
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Figura 10 — (A) Perfil j/E obtido durante a sintese do Fe(CN)63'/Ppy. Solucao de deposi¢ao
contém K3Fe(CN) 2,0 x 102 mol L™ + pirrol 1,5 x 10 mol I'' + KC1 1,0 x 10" mol L. v =
50 mV s™. (B) Perfil Am/t obtido durante a realizagio da primeira etapa eletroquimica de

deposicao do transdutor.

A Figura 10A apresenta um aumento da densidade de corrente conforme a ciclagem na
regido proxima a +0,60 V, uma vez que nesse potencial existe a polimerizagdo do pirrol. O
aumento da quantidade de polimero presente no eletrodo em fun¢do do aumento do numero
de ciclos ¢ ratificado pela variagdo de massa obtida na Figura 10B. Pelo comportamento
linear da curva, ¢ possivel afirmar que quantidades similares de Ppy sdo depositadas por
ciclo. Entretanto, também ¢ possivel observar na Figura 10A que existe um aumento no valor
de corrente de pico anddico (I,,) situado a +0,33V e no valor de corrente de pico catddico
(Ipc) localizado a +0,18V. A Figura 10B também mostra que o crescimento do PPy ndo ¢

continuo, sendo possivel visualizar patamares durante a ciclagem onde a variagdo de massa
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ndo ¢ significativa. Esse comportamento pode ser entendido em fun¢do do mecanismo de

polimerizacao do pirrol, conforme apresentado na Figura 11.

SENG

Figura 11 — Mecanismo de polimerizagao do pirrol, onde X" € o anion dopante. Mecanismo

extraido de De Paoli e col. [119]

Pelo mecanismo, ¢ possivel notar que cada acoplamento de mondmero a cadeia
polimérica envolve uma oxidagao e, portanto, o aumento de massa monitorado na Figura 10B
ocorre apenas quando a voltametria ciclica se encontra em regides de potencial onde a
estrutura polimérica ¢ passivel de oxidagdo. Além disso, a carga positiva apresentada pela
estrutura polimérica possibilita a inser¢do de ions negativos capazes de dopar o polimero e
realizar o balanco de carga. A solugdo de deposi¢do utilizada na primeira etapa eletroquimica
contém, além do pirrol, KsFe(CN)s e KCl, o que faz com que tanto os anions Cl” quanto os
Fe(CN)g>™ possam desempenhar esse papel. Portanto, o par redox localizado entre +0,10 ¢

+0,40V na Figura 10A ¢ atribuido ao sistema Fe"(CN)¢*/Fe"(CN)¢’ e, conforme se aumenta

53



a quantidade de Ppy depositado, mais contra-ions sdo necessarios para a dopagem do
polimero.

Antes de se avangar para a segunda etapa eletroquimica envolvida na formagdo do
CuHCNFe/Ppy, uma observagao importante deve ser feita a respeito da Figura 10B. Para se
empregar a Equacdo de Sauerbrey no calculo da variagdo de massa, o filme deve estar
rigidamente ligado ao sistema, de tal maneira que ndo ocorra perda de energia durante o
processo de oscilagdo do composto estudado sobre o eletrodo de ouro. Essa perda de energia
pode ser medida, durante a realizagdo do experimento, através do monitoramento do fator de
dissipacdo. Para tal, a MECQ com analise de dissipagdo (MECQ-D) ¢ capaz de aplicar um
pulso de potencial sobre o quartzo ¢ monitorar durante 2 ms, tanto para a freqliéncia de
ressonancia fundamental quanto para seus harmoénicos, como a onda de cisalhamento se
dissipa com o tempo. O calculo do fator de dissipagao ¢ apresentado na Equagdo 2. Uma vez
que filmes oscilando rigidamente junto ao eletrodo da MECQ-D ndo possuem valores
significativos de Egissipada durante o periodo de 2 ms, o valor do fator de dissipagdo tende a
zero para os sistemas passiveis de serem trabalhados de acordo com a Equagdo de Sauerbrey.

[120]

Ed' ,
issipada
D = £

2nEarmazerwlda

Equagdo 2 — Equagdo que descreve o fator de dissipacao D em fungdo das energias dissipadas
e armazenadas durante o periodo de 2 ms apds a aplicagdo do pulso de potencial que ocasiona

a oscilagao do sistema no modo de cisalhamento.

A Figura 12 apresenta os perfis Af/t e AD/t obtidos durante a polimerizacdo do pirrol,
onde duas informagdes importantes podem ser realcadas. A primeira delas, conforme ja

discutido, esta relacionada com a oscilagdo rigida da malha polimérica sobre o eletrodo e
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valida a constru¢do dos perfis Am/t utilizando a Equag¢do de Sauerbrey. A segunda
observacdo importante estd relacionada com o perfil similar observado para a freqiiéncia
fundamental e para todos os harmonicos monitorados, o que estd relacionado com a

homogeneidade do filme depositado por toda a area piezoeletricamente ativa.

-2000 -

-4000 -

Af / Hz

-6000 -

-8000

0 100 200 300 400 500
t/s
Figura 12 — Perfis Af/t e AD/t obtidos durante a formagao do Fe(CN)63'/Ppy. As curvas em
preto sdo referentes a freqiiéncia fundamental e a série de frequéncias harmonicas. J4 as
curvas em vermelho sdo referentes ao fator de dissipag@o para cada uma das freqiiéncias

monitoradas.

A segunda etapa eletroquimica consistiu na imersdo do eletrodo modificado com
Fe(CN)s>/Ppy em uma solugdo contendo CuCl, e KCl por 2 h. Esse tempo ¢ importante para
permitir que os fons Cu®" se difundam por toda a malha polimérica antes de se realizar a
deposicao eletroquimica. Apds esse periodo, uma voltametria ciclica foi realizada nessa
mesma solucdo e os perfis j/E e Am/t obtidos in situ com a MECQ sao apresentados na Figura

13.
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Figura 13 - (A) Perfil j/E obtido durante a segunda voltametria ciclica envolvida na sintese do
CuHCNFe/Ppy. Solucdo de deposi¢ao contém CuCl, 2,0 x 10% mol L™ ¢ KCI 1,0 x 10™ mol
L'.v=50mV s™. (B) Perfil Am/t obtido durante a realiza¢io da segunda etapa eletroquimica

de deposic¢ao do transdutor.

A Figura 13A apresenta um processo redox entre -0,10 e +0,30 V, cujos valores de I, e
I, diminuem lentamente conforme as primeiras ciclagens. Esse efeito ¢ acompanhado,
concomitantemente, pelo aumento dos valores de I, € I, do processo redox situado entre
+0,30 e +0,70 V e pelo aumento de massa monitorado pela MECQ entre 0 e 400 s. Apds esse
periodo, ¢ possivel observar na Figura 13B um aumento de massa mais pronunciado entre
400 e 600 s, acompanhado por uma queda mais acentuada do processo redox situado entre -
0,10 e +0,30 V e pelo favorecimento do processo localizado entre +0,30 e +0,70 V. De fato, o
processo redox situado nas regides mais baixas de potencial, a partir de 400 s, fica cada vez
mais desfavorecido e passa a apresentar valores de E,, — E,c maiores do que os obtidos até
esse tempo. Por fim, apos 600 s, € possivel notar na Figura 13B que existe uma tendéncia de
estabilizacdo da massa de transdutor depositado. Essa tendéncia € acompanhada pelo
completo desaparecimento do processo redox situado entre -0,10 e +0,30 V e pela

estabilizagdo dos valores de I, € I, do processo redox localizado entre +0,30 e +0,70 V.
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O processo redox entre -0,10 e +0,30 V corresponde ao par redox Fe'(CN)s*/Fe™(CN)*
que atua como dopante do Ppy. Ja o processo localizado entre +0,30 e +0,70 V ¢ atribuido
tanto a oxidacdo e reduc¢do do proprio polimero, o que ocasiona o alargamento dos picos,
quanto a oxida¢do e redug¢do do hexacianoferrato de cobre localizado na matriz polimérica.
Consequentemente, existe um desaparecimento do processo redox entre -0,10 e +0,30 V em
funcdo do consumo dos ions ferrocianeto/ferricianeto e um favorecimento do processo redox
entre +0,30 e +0,70 V por causa da formacao do CuHCNFe/Ppy. A sintese do mediador
hibrido termina por completo quando ndo existem mais ions Fe'(CN)s*/Fe"(CN)s> livres
dopando o polimero, o que ocasiona a estabilizagdo da massa na Figura 13B e a dos valores
de Ip, € I entre +0,30 e +0,70 V na Figura 13A. Na Figura 13B, também € possivel notar que
conforme se aumenta a quantidade de CuHCNFe/Ppy depositado, existe o aparecimento de
picos ocasionados pelo aumento e pela diminuicdo de massa dentro do mesmo ciclo
voltamétrico. Esses picos aparecem em funcdo da entrada e saida de contra-ions necessarios
para a compensacao de carga entre a forma reduzida e oxidada do CuHCNFe/Ppy.

Apo6s a sintese do CuHCNFe/Ppy, o transdutor teve sua eletroatividade monitorada em
meios contendo cations Na" e H', ambos capazes de bloquear a atividade do azul da Prussia.
Para tal, a Figura 14 A apresenta os perfis j/E obtidos por voltametrias ciclicas realizadas com
diferentes velocidades de varredura, onde ¢ possivel observar o processo redox referente a
oxidac¢do e reducao do composto hibrido. A Figura 14B apresenta a dependéncia linear entre
os valores de I, e I,c em funcdo da velocidade de varredura. Esse fendmeno difusional pode
estar relacionado tanto a compensagdes de carga que ocorrem apenas nas regides mais

superficiais do filme quanto ao comportamento caracteristico de filmes de camada muito fina.
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Figura 14 — (A) Perfis j/E obtidos com o CuHCNFe/Ppy a diferentes velocidades de
varredura em uma solugdo contendo NaCl 1,0 x 10 mol L™ + HCI 1,0 x 10™ mol L', (B)

Dependéncia de Ip, e I, em funcdo da velocidade de varredura.

Conforme discutido no processo de sintese, os picos de oxidacao e reducdo apresentam
influéncia tanto do componente inorganico quanto do organico que constituem o transdutor
hibrido. No caso do CuHCNFe, ¢ importante ressaltar que tanto os 4&tomos de Fe quanto os de
Cu podem trabalhar como sitios aceptores/doadores de elétrons. Para se obter informacdes a
respeito do estado eletronico dos 4tomos evidenciados [121,122], foram realizados
experimentos de espectroscopia de alta resolucdo da borda K de absor¢cao (XANES) tanto
para o CuHCNFe quanto para o hibrido CuHCNFe/Ppy. A Figura 15A e 15B apresentam o
espectro obtido in situ para o CuHCNFe em diferentes potenciais aplicados monitorando-se a
linha do Fe. Ja a Figura 15C e 15D apresentam os resultados obtidos através da utilizagdo da

linha do Cu.
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Figura 15 — (A) Espectros XANES obtidos na regido da borda K do Fe para o CuHCNFe na
auséncia do Ppy. (B) Espectro ampliado da Figura A. (C) Espectros XANES obtidos s na
regido da borda K do Cu para o CuHCNFe na auséncia do Ppy. (D) Espectro ampliado da

Figura C.

O monitoramento através dos espectros da alteragdo do estado de oxidagao do Fe e do Cu
em fun¢do do potencial aplicado pode ser realizado através da observagdo da energia onde a
maxima absorbancia ¢ alcangada. Essa energia pode ser obtida derivando-se os espectros
apresentados nas Figuras 15A e 15C, observando o valor onde a derivada vale zero. Os
resultados obtidos para a linha do Fe e do Cu estdo apresentados nas Figuras 16A e 16B,

respectivamente.
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Figura 16 — Variacdo da energia necessaria para a obten¢do do maximo de absorc¢do na regido
da borda K do (A) Fe e (B) Cu em fung¢do do potencial aplicado em um filme de CuHCNFe

na auséncia do Ppy. Erro do equipamento especificado como +0.2 eV.

Pela Figura 16A, ¢ possivel perceber que, no caso dos 4tomos de Fe, existe um aumento
da energia necessaria para se obter o maximo de absor¢cdo em fun¢do do aumento do
potencial aplicado, sendo que o valor de E+osov — E-o.10v = 2,1 eV. Ja a Figura 16B apresenta
um valor de E+sov — E-o10v = 0,3 €V e, ao se comparar as barras de erro, ¢ possivel afirmar
que, no caso do Cu, ndo existe diferenca significativa na energia de méxima absorc¢do dentro
dos diferentes potencias aplicados. Esse resultado permite inferir que, na auséncia do Ppy, a
espécie que apresenta variagdo mais significativa do estado de oxidacdo dentro da janela
eletroquimica considerada ¢ o Fe. Essa conclusdo ¢ coerente com o fato de que ¢ necessaria
uma energia maior para se remover um elétron da camada K dos atomos de Fe com maior
nimero de oxidagdo. No caso do Cu, como a energia ¢ similar para todos os potenciais, ¢
possivel inferir que o estado de oxidagdo permanece constante.

Entretanto, no presente caso, o mediador ¢ formado pela introdugdo do CuHCNFe dentro
da matriz polimérica do Ppy, criando um material hibrido cuja voltametria, apresentada na

Figura 14A ndo ¢ simplesmente a somatdria do perfil j/E dos dois componentes individuais.
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Portanto, para efeitos comparativos, a Figura 17 apresenta os espectros XANES obtidos nas

regides da borda K do Fe (Figura 17A e 17B) e do Cu (Figura 17C e 17D) para o

CuHCNFe/Ppy.
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Figura 17 - (A) Espectros XANES obtidos na regido da borda K do Fe para o CuHCNFe/Ppy.
(B) Espectro ampliado da Figura A. (C) Espectros XANES obtidos s na regido da borda K do

Cu para o CuHCNFe/Ppy. (D) Espectro ampliado da Figura C.

A comparacdo entre a variacdo da energia onde a absor¢ao foi méxima em fun¢do dos
potenciais aplicados também foi realizada para o CuHCNFe sintetizado na matriz do Ppy. Os
resultados obtidos para a linha do Fe e do Cu estdo apresentados nas Figuras 18A e 18B,

respectivamente.
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Figura 18 - Variacdo da energia necessaria para a obten¢do do maximo de absor¢ao na regiao
da borda K do (A) Fe e (B) Cu em fung¢ao do potencial aplicado em um filme de

CuHCNFe/Ppy. Erro do equipamento especificado como 0.2 eV.

Pela Figura 18A, ¢ possivel perceber que, no caso dos atomos de Fe, também existe um
aumento da energia necessaria para se obter o maximo de absor¢do em fun¢do do aumento do
potencial aplicado. Entretanto, o valor de E+osov — E.o10v = 0,4 eV ¢ bastante inferior ao valor
de 2,1 eV obtido para o CuHCNFe na auséncia do Ppy. Além disso, a Figura 18B apresenta
um valor de E+oz0v — E-0,10v = 1,0 eV, 0 qual ¢ consideravelmente superior ao valor de 0,3 eV
obtido para o Cu na auséncia do Ppy. Esse resultado ¢ interessante porque sugere a existéncia
de uma interacdo eletronica entre o CuHCNFe e o Ppy. Tal interagdo parece ser mais
acentuada com o Fe, uma vez que a presenca do polimero condutor diminui de maneira
consideravel a variagdo do numero de oxidagdo dessa espécie em fungdo do potencial
aplicado. Ja o Cu, na presenga do Ppy, apresenta uma variagdo do numero de oxidacdo mais
acentuada do que na auséncia do mesmo.

Ou seja, os estudos de XANES indicam que o Fe ¢ a espécie que sofre mudangas no
estado de oxidacdo quando uma voltametria ciclica ¢ realizada com o CuHNCFe na auséncia

do Ppy. J& na presenga do polimero condutor, tanto o Fe quanto o Cu apresentam mudangas

62



no estado de oxidagdo. Entretanto, os resultados indicam que essa mudancga passa a ser mais
acentuada nos atomos de Cu, o que ¢ um importante indicio de que o mediador hibrido
apresenta propriedades de um compdsito.

Apo6s a caracterizagdo do CuHCNFe/Ppy e a verificagdo de que o transdutor hibrido
apresentou atividade eletroquimica em meios contendo cations onde o azul da Prassia ndo ¢
capaz de operar, o material teve suas propriedades eletrocataliticas testadas frente a reducao
do H;0,. Para tal, o CuHCNFe/Ppy foi polarizado a +0,60 V durante 10 min e, apds esse
periodo, foi realizada uma voltametria linear at¢ -0,40 V na presenca de diferentes

concentracgdes de H,O,. O resultado ¢ apresentado na Figura 19.
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Figura 19 — Voltametria linear realizada com o CuHCNFe/Ppy em NaCl 1,0 x 10" mol L™ +
HCI 1,0 x 10" mol L' na presenca de diferentes concentracdes de H,O,. Velocidade de

varredura =200 mV s

Pela Figura 19, € possivel notar que existe um aumento mais acentuado na corrente
catodica em 0,00 V quando a voltametria ¢ realizada na presenca de diferentes concentragdes
de H,0,. Esse aumento existe porque, no potencial considerado, o transdutor se encontra em

sua forma reduzida e ¢ capaz de se oxidar reduzindo quimicamente o H,O, a ions OH". Apds
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essa interagdo, o transdutor se encontra na forma oxidada, mas como o sistema se encontra
polarizado a 0,00 V, a forma oxidada do CuHCNFe/Ppy ¢ reduzida eletroquimicamente na
superficie do eletrodo, aumentando a corrente catdédica em comparacdo a obtida na auséncia
do analito. Esse efeito passa a ser mais pronunciado conforme se aumenta a quantidade de

H,0, presente no meio. Um esquema ilustrativo ¢ apresentado na Figura 20.

0,0V vs
Ag/AgCl/Clgy

OH-
CuHCNFe/Ppy
(Red.)
.
N\ CuHCNFe/Ppy
(Oxi.) H,0,

Figura 20 — Ilustrag¢do esquematica do processo de reducao do H,O, por parte do

CuHCNFe/Ppy.

O experimento apresentado na Figura 19 foi importante para determinar qual seria o
melhor potencial para polarizar o eletrodo durante os experimentos de deteccao de H,O, por
cronoamperometria, cujo resultado estd apresentado na Figura 21A. J4 a Figura 21B traz a
curva analitica que relaciona os valores de j-j, obtidos em fun¢do da variacao da concentragao

de HzOz.
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Figura 21 — (A) Cronoamperograma obtido com o CuHCNFe/Ppy durante a adi¢do de
aliquotas de 5 uL de H,O, 2,5 x 10" mol L' em 5 mL de NaCl 1,0 x 10" mol L + HCI 1,0 x
10" mol L. E=10,00 V vs Ag/AgCl/Cl's,; (B) Curva analitica construida através da variagio

de corrente observada durante as adi¢des de aliquotas de 2,5 x 10* mol L' de H,0,.

O valor de sensibilidade obtido para o CuHCNFe/Ppy através da Figura 21B foi de 198 +
6 LA cm™ mmol” L, com limite de deteccdo de 1,9 + 0,1 x 10° mol L™ (3 vezes o desvio
padrdo da corrente residual sem analito), faixa linear até 4,00 = 0,25 x 107 mol L' e tempo
de resposta de 3,5 £ 0,7 s (90% da variacdo da corrente). Nimero de amostras = 3. Do ponto
de vista analitico, ¢ possivel encontrar trabalhos na literatura que reportam uma sensibilidade
de 600 = 100 pA cm” mmol™ L e um limite de detec¢do de 1,0 x 107 mol L para deteccdes
de H,O, com eletrodos modificados com azul da Prassia. [22] Tal fato ainda caracteriza o
azul da Prussia como o transdutor de melhor desempenho analitico para o sensoriamento de
H,O,. Entretanto, o presente sensor apresentou atividade eletroquimica em meios contendo
apenas cations Na" e H', o que torna o CuHCNFe/Ppy uma alternativa bastante interessante
para a utilizagdo de um eletrodo capaz de operar em meios contendo cations que bloqueiam a

atividade eletroquimica do azul da Prussia.
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Ainda no que se refere a trabalhos publicados na literatura envolvendo a modificagdo de
eletrodos com azul da Prussia, ¢ possivel encontrar a utilizagdo da miniaturizagdo desse
transdutor para a escala micro e nano com o intuito de se otimizar as propriedades analiticas
desse material. A utilizacdo de ultramicroeletrodos modificados com azul da Prissia tem
possibilitado a obtencdo de sensores de H,O, com sensibilidades de 4400 + 400 pA cm™
mmol” L e limites de deteccio de 1,0 x 10™® mol L. J4 a utilizacdo de micelas de surfactante
em fase hexagonal tem possibilitado a sintese de nanoestruturas de azul da Prussia capazes de
operar com uma sensibilidade de 700 pA cm™ mmol™ L e um limite de detecgio de 1,0 x 10
mol L' durante o sensoriamento do H,O,. [22]

Portanto, assim como a nanociéncia possibilitou a sintese de nanomateriais capazes de
melhorar a performance analitica do azul da Prussia, o presente trabalho tem como objetivo
sintetizar ¢ caracterizar nanoestruturas do CuHCNFe/Ppy, bem como comparar o
desempenho analitico desses nanomateriais frente ao comportamento do CuHCNFe/Ppy
maci¢o. Por fim, o trabalho apresenta o intuito de discutir quais sdo as caracteristicas dos
materiais nanoestruturados importantes para o desempenho do transdutor, visando uma
correlagdo entre morfologia e tamanho com a reatividade do mesmo.

Duas estratégias distintas surgem para a obten¢ao de nanoestruturas do CuHCNFe/Ppy, as
quais abrangem a nanoestruturacao do proprio mediador € a nanoestruturagao inicial de um
eletrodo para posterior modificacio com o CuHCNFe/Ppy. Essa ultima ¢ a estratégia
abordada inicialmente no presente trabalho através da utilizacdo de um feltro de microfibras
de carbono revestidas por nanotubos de carbono.

Os resultados apresentados nessa secdo tiveram a participacdo do aluno de Iniciacao
Cientifica Alann de Oliveira P. Bragatto. Além disso, esse trabalho foi desenvolvido em
colaboragdo com a Dr”. Tania Machado Benedetti e com o Prof. Dr. Roberto M. Torresi, do

Instituto de Quimica da Universidade de Sao Paulo, Sao Paulo.
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4.1.Feltro/NTCCS modificado com 0 CuHCNFe/Ppy

O substrato micro/nanoestruturado utilizado como eletrodo de trabalho para a sintese do
CuHCNFe/Ppy consiste em um feltro de microfibras de carbono revestidas por nanotubos de
carbono do tipo “cup-stacked” (feltro/NTCCS) com diametros entre 20 ¢ 60 nm. Essa matriz
tridimensional ¢ condutora eletronica, apresentando baixa impedancia, resisténcia mecanica e
estabilidade térmica. [123] A Figura 22A apresenta uma imagem obtida com uma camera
digital de um feltro/NTCCS com dimensdes de 5 x 5 mm e espessura de 1 mm. Ja a Figura
22B mostra uma imagem em baixa magnificagdo do feltro/NTCCS caracterizado por MEV,

onde ¢ possivel observar as microfibras de carbono que servem como base para o crescimento

dos NTCCS.

Figura 22 — (A) Imagem do feltro/NTC (5 x 5 mm no plano xy e | mm no eixo z) obtida com

uma camera digital. (B) Imagem de MEV em baixa magnifica¢ao do feltro/NTCCS.

A matriz tridimensional foi preparada através do uso de um feltro formado por
microfibras de poliacrilonitrila. Inicialmente, os feltros foram carbonizados a 1000 °C,
pesados e, posteriormente, submetidos a incorporacao de Mn(CH3COOQO), e Co(CH;CO0O),

(proporgdo 1:1), os quais atuam como precursores dos catalisadores metalicos necessarios
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durante o processo de crescimento dos NTCCS. Por fim, os feltros foram colocados em um
reator de deposi¢ao quimica a vapor, onde a temperatura foi aumentada em uma rampa de 20
°C min™. Quando a temperatura estava entre 300 ¢ 400 °C, houve a decomposi¢io dos sais
dos metais de transicdo e a conseqiiente formacdo de aglomerados de particulas metalicas.
Prosseguiu-se com o aumento da temperatura até que um valor de 600 °C fosse obtido dentro
do reator, quando uma mistura de metanol/etanol (1:1 v/v) foi introduzida como fonte de
carbono para o crescimento dos NTCCS. Nessa etapa, os NTCCS foram depositados a
pressdo atmosférica durante 20 min, sendo o N, utilizado como gas de arraste a um fluxo de
150 scem. Apds o crescimento dos NTCCS, os catalisadores metalicos foram removidos
através da imersao do feltro/NTCCS em HCI concentrado por 10 min. Esse procedimento foi
repetido trés vezes e, posteriormente, o feltro/NTCCS foi lavado através de sucessivas
imersdes em agua deionizada. Apds a extracao dos catalisadores, o feltro/NTCCS foi seco a
temperatura ambiente e, por fim, pesado novamente para a obtengdo da massa de NTCCS
depositada no processo. [112]

Apos a sintese dos NTCCS sobre as microfibras de carbono, o feltro/NTCCS foi
caracterizado por MEV e as imagens de uma das fibras com diferentes magnificacdes estao
apresentadas nas Figuras 23A e 23B. Para fins comparativos, as Figuras 23C e 23D

apresentam imagens obtidas com um feltro que nao foi revestido por NTCs.
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Figura 23 — (A) Imagem de MEV de uma das fibras do eletrodo feltro/NTCCS. (B) Imagem
de MEV dos NTCCS que estdo revestindo as microfibras de carbono. (C) Imagem de MEV
de uma fibra de carbono ndo revestida por NTCs. (D) Imagem de MEV em alta magnificacio

da fibra de carbono ndo revestida por NTCs.

A Figura 23 apresenta uma comparacdo direta entre as microfibras de carbono com e sem
o revestimento dos NTCs. A comparacao entre as Figuras 23A e 23C permite observar que o
revestimento € bastante uniforme por toda a microfibra. J4 a comparagdo entre as Figuras
23B e 23D, além de situar as dimensdes dos NTCCS, mostra que a microfibra de carbono que
serve de base para o crescimento dos NTCCS ¢ uma superficie lisa e livre de poros. Além
disso, ¢ possivel afirmar que ndo existe uma dire¢do preferencial para o crescimento dos

NTCCS, os quais crescem a partir da fibra e se espalham por todas as direcdes.
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Portanto, o feltro/NTCCS ¢ um eletrodo micro/nanoestruturado capaz de fornecer uma
area eletroativa Dbastante superior a apresentada pelos eletrodos convencionais
bidimensionais. [123] Além do aumento da area eletroativa, o tipo de NTC que reveste as
microfibras ¢ importante para o desempenho dos sensores resultantes. No presente caso, as
condi¢des experimentais empregadas no mecanismo de deposi¢do quimica a vapor permitem
o crescimento de NTCCS sobre as fibras, os quais consistem em folhas de grafeno em forma
de cones de pontas abertas. Cada cone ¢ empilhado sobre o outro e esta configuragcdo ¢
mantida por forgas de van der Waals. Consequentemente, os NTCCS apresentam sitios de

inser¢do no canal central e no espagamento interplanar entre os cones, conforme

esquematizado na Figura 24.

Figura 24 — Representacao esquematica dos NTCCS. Imagens retiradas de See e col. [124] e

Lee e col. [125]

Apesar dos NTCCS serem semicondutores [126], a utilizacdo dos mesmos ¢ interessante
em funcdo da quantidade de regides de borda disponiveis e do carater hidrofilico apresentado
por eles, conforme destacado nos experimentos de angulo de contato apresentados na Figura
25. A Figura 25A apresenta o comportamento obtido quando uma gota de dgua ¢ posicionada
sobre um feltro com NTCPM. Ja a Figura 25B apresenta o resultado obtido quando uma gota

de 4gua € posicionada sobre o feltro com NTCCS.
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Figura 25 — Experimentos de dngulo de contato realizados através do posicionamento de uma

gota de 4gua sobre um feltro com microfibras de carbono revestidas por (A) NTCPM e (B)

NTCCS. Imagem retirada de Matsubara. [112]

As medidas de angulo de contato na interface representada na Figura 25 dependem das
propriedades dos trés meios de contato, ou seja, dos NTCCS, da 4gua e do ar. A regido na

qual essas trés fases se encontram ¢ denominada “linha de contato”, a qual esta representada

na Figura 26.

Figura 26 — Angulo de contato 8 de um liquido sobre um sélido em meio gasoso.
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O angulo de contato 0 ¢ definido, a partir da linha de contato, como o angulo entre a
tangente da interface liquido-gas e a tangente da interface liquido-solido. Esse angulo ¢
determinado a partir de um balanco de forcas resultante das tensdes superficiais liquido-gas
(o19), liquido-sélido (ois) € solido-gas (osg) € pode ser expresso através da Equagdo de Young.

[127]

Osg — Og1
cosf = <g—>
O-lg

Equacdo 3 — Equacdo de Young

Consequentemente, o aumento do valor de 0 representa uma diminuicdo da area de
contato entre o liquido e o so6lido. Por outro lado, quando 6 — 0, o liquido se espalha pela
superficie do sélido. De maneira geral, quando uma gota de 4agua € posicionada sobre a
superficie de um material, ele pode ser caracterizado como hidrofilico se 6 < 90° ¢ como
hidrofébico se 6 > 90°. Pela Figura 25, é possivel perceber que o feltro/NTCCS apresenta
uma alta molhabilidade, o que ndo € caracteristico dos feltros recobertos com NTCPM. Essa
caracteristica ¢ bastante importante para se utilizar o feltro/NTCCS como eletrodo de trabalho
para a deposi¢do do CuHCNFe/PPy a partir de solugdes aquosas. Como a plataforma
tridimensional ¢ hidrofilica, ela pode permitir o acesso da solugdo aquosa utilizada na
primeira etapa de deposi¢do do mediador por toda a matriz de carbono, o que maximiza a
utilizagdo da sua area superficial.

As razdes para o comportamento hidrofilico do feltro/NTCCS ainda estdo sob
investigacdo no grupo de pesquisa do Prof. Dr. Jos¢é Mauricio Rosolén. Entretanto, alguns
resultados iniciais obtidos pela Dr”. Elaine Y. Matsubara mostraram, através de experimentos
de Espectroscopia no Infravermelho e de Analise Elementar, que o feltro/NTCCS apresentava

nitrogénio em sua composi¢ao substituindo alguns atomos de carbono nas folhas de grafeno
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dos NTCCS. O nitrogénio provém do gas de arraste utilizado durante o processo de
deposi¢do quimica a vapor e pode ocasionar a cria¢do tanto de grupos nitrogenados sp” nas
regides de borda quanto piridinicos no plano do grafeno.

A deposicdo do CuHCNFe/Ppy sobre o feltro/NTCCS ocorreu da mesma maneira descrita
para o CuHCNFe/Ppy sobre o carbono vitreo. Ou seja, o feltro/NTCCS foi inicialmente
modificado com uma matriz polimérica dopada com ions Fe(CN)s" e, posteriormente, fons
Cu*" foram inseridos em sua estrutura para formar o CuHCNFe/Ppy. O material
feltro/NTCCS-CuHCNFe/Ppy resultante foi caracterizado por MEV e as imagens obtidas sdo

apresentadas na Figura 27.

VvV  X50,000 WD 2.9mm

Figura 27 — Imagens de MEV de um
feltro/NTCCS recoberto com CuHCNFe/Ppy.
As imagens A, B e C foram obtidas em

diferentes regides do mesmo material.

3.0kV  X50,000
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As diferentes imagens apresentadas na Figura 27 correspondem ao mesmo feltro/NTCCS-
CuHCNFe/Ppy, sendo possivel identificar NTCCS levemente recobertos pelo transdutor
(Figura 27A), NTCCS recoberto por uma camada mais espessa de transdutor, mas ainda
sendo possivel identificar as estruturas tubulares (Figura 27B) e, por fim, NTCCS recobertos
totalmente pelo CuHCNFe/Ppy (Figura 27C). Também ¢ importante ressaltar que essas
estruturas foram encontradas tanto nas fibras externas quanto nas fibras internas do
feltro/NTCCS, o que ¢ um indicio da importancia do carater hidrofilico dos NTCCS para que
a deposi¢ao ocorra por toda a matriz.

A Figura 28 apresenta o resultado obtido por Espectrometria de Energia Dispersiva de
Raios-X (EDS) acoplado a um Microscopio Eletronico de Varredura. O Espectro foi obtido
na regido apresentada pela Figura 27C, uma vez que era possivel encontrar uma maior

quantidade de CuHCNFe/Ppy.
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Figura 28 — Espectro EDS obtido através da analise do feltro/NTCCS-CuHCNFe/Ppy.
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Pelo espectro, ¢ possivel notar que foram identificados os atomos metélicos que formam o
transdutor, no caso o Fe e o Cu. J4 o carbono aparece em forma majoritaria, uma vez que esta
presente na fibra, nos NTCCS, no Ppy e no préoprio CuHCNFe. Os atomos de K e Cl estdo,
provavelmente, presentes na estrutura como contra-ions do balango de carga entre a forma
oxidada e reduzida do CuHCNFe/Ppy. Vale ressaltar que KCI foi adicionado como eletrolito
nas duas solugdes de deposicao envolvendo a sintese do transdutor hibrido. Por fim, também
¢ possivel observar a presenca de atomos de O, uma vez que o tratamento acido empregado
para a remocao dos catalisadores utilizados no processo de crescimento dos NTCCS pode
acarretar na oxidacgao das estruturas de carbono.

O espectro EDS mostra que foi possivel encontrar &tomos constituintes do mediador ap6s
a modificacdo do feltro/NTCCS com CuHCNFe/Ppy. Entretanto, ainda observando a Figura
27C, ¢é possivel notar a presenca de pequenas estruturas espalhadas por todo o material.
Algumas dessas estruturas estdo apresentadas na Figura 29A, a qual corresponde a uma
imagem de MEV monitorando os elétrons secundarios. Ja a Figura 29B apresenta uma
imagem obtida exatamente na mesma regido, mas utilizando-se um detector de elétrons
retroespalhados. Esse modo de aquisicdo de imagens € interessante porque, apesar de
fornecer um menor numero de detalhes morfoldgicos, ele permite a obtencao de informagdes
relacionadas a composicdo do material. Ao se analisar uma imagem adquirida através do
monitoramento dos elétrons retroespalhados, quanto maior for o nimero atdmico do atomo

que compoe o material, mais brilhante ele aparecerd na imagem.
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Figura 29 — Imagens de MEV obtidas com um feltro/NTCCS-CuHCNFe/Ppy através do

monitoramento dos (A) elétrons secundarios e (B) elétrons retroespalhados.

Os atomos de maior nimero atdmico identificados pelo EDS foram o Fe e o Cu, os quais
estdo localizados nas estruturas que aparecem mais claras na Figura 29B. Ja a parte mais
escura corresponde aos atomos de menor niimero atomico que, pelo resultado do EDS, ¢
constituido predominantemente de carbono. Portanto, a plataforma utilizada ¢ formada por
estruturas pontuais de CUHCNFe espalhadas uniformemente por uma matriz de Ppy que esta
recobrindo os NTCCS sintetizados na superficie das microfibras de carbono.

Apoés a sintese e a caracterizacdo microscopica do feltro/NTCCS-CuHCNFe/Ppy, o
mesmo teve a sua eletroatividade monitorada em uma solugdo contendo cations Na™ e H'.
Para fins de compara¢do, o CuHCNFe/Ppy também foi sintetizado em um feltro nao
recoberto por NTCs (feltro-CuHCNFe/PPy) mantendo-se as mesmas condi¢des
experimentais. Os resultados obtidos estdo apresentados na Figura 30. Como a matriz ¢ uma
plataforma tridimensional, os valores de corrente foram normalizados pela massa do feltro, e

ndo pela area geométrica.
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Figura 30 — Perfis i/E obtidos em NaCl 1,0 x 10" mol L™ + HCI 1,0 x 10" mol L com um
feltro/NTCCS, com um feltro/NTCCS-CuHCNFe/PPy e com um feltro sem NTCs

modificado com o transdutor (feltro-CuHCNFe/Ppy).

Através dos voltamogramas, é possivel observar que quando a mesma quantidade de
feltro ¢ modificada com o CuHCNFe/PPy, a eletroatividade do mediador ¢ melhor na
presenca dos NTCCS. Tal fato ¢ evidenciado principalmente pela diferenca obtida no valor
de (AE, = Epa - Ejc) na presenca e na auséncia dos NTCs, uma vez que AEp =401 mV para o
feltro-CuHCNFe/PPy e AEp = 238 mV para o feltro/NTCCS-CuHCNFe/Ppy.

ApOs a caracterizagdo morfologica e eletroquimica, o feltro/NTCCS-CuHCNFe/PPy foi
aplicado em experimentos de deteccdo de H,0O,. Assim como nos experimentos de
voltametria ciclica, um feltro sem NTCs modificado com o transdutor hibrido foi utilizado
como modelo de comparagdo. Os cronoamperogramas € as curvas analiticas obtidas estdo

apresentados nas Figuras 31A e 31B, respectivamente.
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Figura 31 — (A) Cronoamperogramas obtidos com o feltro/NTCCS-CuHCNFe/Ppy e com o
feltro-CuHCNFe/PPy durante a adigdo de aliquotas de 10 pL de H,0, 5,0 x 10 mol L™ em 5
mL de NaC1 1,0 x 10" mol L + HC1 1,0 x 10" mol L. E=10,00 V vs Ag/AgCl/Cl g (B)
Curva analitica construida através da varia¢dao de corrente observada durante as adigdes de

aliquotas de 1,0 x 107 mol L de H,0,.

O valor de sensibilidade obtido para o feltro/NTC-CuHCNFe/Ppy através da Figura 31B
foi de 42 + 3 pA mg”' mmol™ L, com limite de detecgdo (3 vezes o desvio padrio da corrente
residual sem analito) de 9,0 + 0,7 x 10 mol L™, faixa linear até 8 + 1 x 10° mol L' e tempo
de resposta de 17 = 2 s (90% da variacdo da corrente). Nimero de amostras = 3. Ja para o
feltro-CuHCNFe/Ppy, ou seja, na auséncia dos NTCs, a sensibilidade obtida foi de 30 = 5 pA
mg" mmol™” L, com limite de detecgdo (3 vezes o desvio padrio da corrente residual sem
analito) de 4 + 2 x 10 mol L™, faixa linear até 12 + 2 x 10” mol L' e tempo de resposta de
25+ 4 5 (90% da variagao da corrente). Numero de amostras = 3.

Os resultados apresentados mostram que a presenca dos NTCCS desempenha um papel
importante no comportamento analitico do sensor de H,O,, principalmente no que se refere
ao aumento da sensibilidade e a diminui¢do do tempo de resposta do sensor. Uma das razdes

responsaveis pela otimizagdo do desempenho do transdutor sintetizado sobre os NTCCS esta
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relacionada com a presenca de um maior numero de sitios ativos com menor resisténcia a
. . . 4-
transferéncia de carga. Nesse sentido, a Figura 32 apresenta voltamogramas do par Fe(CN)g

/Fe(CN)s> obtidos com um feltro/NTCCS e com um feltro nio recoberto com NTCs.
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Figura 32 — Voltamogramas obtidos com o feltro/NTCCS e feltro em uma solug¢@o contendo
K3Fe(CN)s 1,0 x 102 mol L™ + K4Fe(CN)s 1.0 x 102 mol L' + KC11.0x 10" mol L. v =50

-1
mV s .

O primeiro aspecto importante a ser observado nos voltamogramas esta relacionado com
a diferenga observada no valor de AE, = (E,. — E;,c) na presencga e na auséncia dos NTCs. Para
o feltro, o valor registrado de AE, foi de 530 mV, enquanto que para o feltro/NTCCS, a
separacdo entre os picos foi de 130 mV. Além do favorecimento da reversibilidade da reacao
eletroquimica, também ¢ possivel notar que a presenga dos NTCCS acarreta no aumento nos
valores de I, e I registrados para o par Fe(CN)s " /Fe(CN)s”, em fungdo de uma maior area
eletroativa disponivel para a reagdo eletroquimica. Ambos os fatos sdo bastante importantes
no processo de sintese do CuHCNFe/Ppy, uma vez que cada NTCCS pode atuar como um

nanofio condutor de elétrons, favorecendo a formacgdo do transdutor. A Figura 33A apresenta
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uma imagem de uma microfibra de carbono com NTCCS totalmente recoberta com o
CuHCNFe/Ppy. A Figura 33B traz uma imagem da mesma microfibra em uma maior
magnifica¢do. Para fins comparativos, a Figura 33C mostra uma imagem de uma microfibra
de carbono (sem os NTCs) também recoberta em sua totalidade pelo transdutor. Por fim, a
Figura 33D apresenta uma imagem em maior magnificagdo do CuHCNFe/Ppy sintetizado na

auséncia dos NTCs.

USP7401F Sl 5.0kV X4,000 WD 4.4mm USP7401F Sl 50kV  X50,000 WD 4.4mm

¥4,000

Figura 33 — (A) Imagem de MEV de uma das fibras do feltro/NTCCS-CuHCNFe/Ppy. (B)
Imagem de MEV da dispersao do CuHCNFe sobre a matriz de Ppy sintetizada na presenga
dos NTCCS. (C) Imagem de MEV de uma das fibras do feltro-CuHCNFe/Ppy (D) Imagem
de MEV da dispersao do CuHCNFe sobra a matriz de Ppy sintetizada sobre o feltro que nao

contém NTCs.
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Uma comparacdo direta entre as Figuras 33A e 33C mostra que o revestimento da
microfibra de carbono foi favorecido pela presengca dos NTCCS, uma vez que o recobrimento
ocorreu de maneira mais robusta na presenca dos mesmos. Ja a comparagdo entre as Figuras
33B e 33D permite analisar a maneira como os cristais d¢ CuHCNFe foram sintetizados e
dispersos na matriz de Ppy, tanto na presenca quanto na auséncia dos NTCs. Apesar de ser
possivel observar os cristais d¢ CuHCNFe presentes sobre o polimero em ambas as amostras,
a dispersdo do material inorganico ¢ mais homogénea quando os NTCCS estdo presentes,
tanto no que se refere a dimensao quanto ao formato das estruturas.

Ou seja, antes da modificagdo, o feltro/NTCCS apresenta um maior numero de sitios
disponiveis para a formagdo do CuHCNFe/Ppy. Tais sitios favorecem a dispersdo do material
inorganico sobre a matriz polimérica, o que também contribui para a diferenga observada no
desempenho do feltro/NTCCS-CuHCNFe/Ppy e do feltro-CuHCNFe/PPy durante os
experimentos de detec¢do do H,O».

Por fim, outro aspecto importante consiste na investigacdo da interacdo eletrOnica
existente entre os NTCCS e o CuHCNFe/Ppy apds o recobrimento das nanoestruturas de
carbono com o material hibrido. Esse fendmeno pode facilitar o continuo processo de
oxidagdo e redugdo que ocorre quando o transdutor ¢ utilizado no sensoriamento do H,O,.
Vale lembrar que o transdutor reduzido se oxida na presenca do analito e volta a se reduzir
em funcao da constante polarizacao do eletrodo a 0,00 V.

Nesse sentido, a espectroscopia Raman ressonante ¢ uma técnica adequada para a
investigacao de processos de transferéncia de carga entre espécies quimicas e nanomateriais
de carbono, como no caso das interagdes entre o azul da Prussia e os NTCs. [128-130] A
Figura 34 apresenta os espectros Raman ressonante caracteristicos do feltro/NTCCS-
CuHCNFe/Ppy e do feltro/NTCCS (sem a presenga do transdutor) obtidos com Ej,ger = 1,96

eV (L = 632,8 nm).
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Figura 34 — Espectro Raman Ressonante obtido para o feltro/NTCCS-CuHCNFe/PPy e para o

feltro/NTCCS antes da deposi¢ao do mediador.

Os espectros das duas amostras investigadas apresentam uma banda na regido de 1590
cm’, associada ao modo de estiramento v(C=C) (banda-G tangencial), e outra banda em
1325-1331 cm™, a qual esta relacionada com o modo de desordem (banda-D). Nos espectros
de NTCs com alta quantidade de defeitos na rede de grafeno, muitas vezes € possivel se
observar um ombro na banda G, o qual também ¢ atribuido a um modo de desordem
conhecido como banda-D". Conforme detectado nas analises de MEV, h4a uma concentracao
consideravel de tubos sobre as fibras de carbono dos feltros empregados na preparagdao do
feltro/NTCCS-CuHCNFe/Ppy. Assim, acredita-se que as bandas G e D dos espectros na
Figura 34 sdo predominantemente associadas com NTCs que apresentam uma alta
concentracdo de defeitos. Além disso, no caso da espectroscopia Raman de NTCs, uma
variacdo do numero de onda atribuido a banda-G tem sido frequentemente associada a uma
modificagdo da densidade de elétrons e da condutividade elétrica das paredes dos NTCs
através de um processo de transferéncia de carga. No que diz respeito a posicao da banda-G,

os espectros Raman da Figura 34 sdao diferentes uns dos outros. A posi¢do da banda-G no
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espectro do feltro/NTCCS-CuHCNFe/Ppy esta deslocada para nimeros de onda maiores em
relagdo a banda-G do feltro/NTCCS. Esse deslocamento ¢ um indicio de que existe uma
interagdo eletronica entre o CuHCNFe/Ppy e os NTCCS. Essa interacdo pode ser similar a
que foi demonstrada para a polianilina, onde o seu anel quinoidal (o mesmo anel pode ser
encontrado no Ppy) foi estabilizado através de ligacdes com NTCs. Consequentemente,
compdsitos PANI/NTC tém apresentado melhores propriedades de conducdo eletronica.
[131,132] Este efeito também pode estar relacionado como uma das causas para o melhor
desempenho analitico do feltro/NTCCS-CuHCNFe/Ppy em relagdo ao sensor feltro-
CuHCNFe/Ppy. Outro aspecto interessante da Figura 34 ¢ a mudancga no perfil das bandas na
regido de 1500-1700 cm™. No caso do feltro/NTCCS, as bandas G ¢ D' aparecem em 1594 ¢
1615 cm™, respectivamente, enquanto a banda detectada no espectro do feltro/NTCCS-
CuHCNFe/Ppy ¢ descrita por uma curva Gaussiana centrada em 1598 cm™. A auséncia da
banda D" ¢ um indicio de que existe a modificacdo das propriedades dos NTCCS quando o
CuHCNFe/Ppy esta presente em sua superficie.

Portanto, como conclusdao desse trabalho, a plataforma micro/nanoestruturada de
feltro/NTCCS se mostrou uma matriz eficiente para a sintese do CuHCNFe/PPy. O
feltro/NTCCS-CuHCNFe/PPy foi aplicado na deteccdo de H,0O,, onde alcangou uma
sensibilidade de 42 + 3 pA mg' mmol’ L. Os resultados mostraram que a matriz
feltro/NTCCS aumentou a sensibilidade do CuHCNFe/PPy quando comparada a obtida em
um sistema onde o CuHCNFe/Ppy foi depositado em um feltro nao recoberto por NTCs (30 +
5 pA mg' mmol” L). Além do aumento da 4rea eletroativa ocasionado pela presenga dos
NTCCS, as causas da otimizagdo do desempenho do mediador feltro/NTCCS-CuHCNFe/Ppy
também podem ser atribuidas a uma interacdo eletronica existente entre os cristais de
CuHCNFe, o Ppy e os NTCCS. Em adi¢do, a presenca dos NTCCS também favoreceu a

dispersao do CuHCNFe na matriz do Ppy.
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A utilizagdo do feltro/NTCCS ¢ bastante promissora, pois 0 mesmo consiste em um rede
tridimensional compacta capaz de fornecer uma maior area eletroativa quando comparado aos
convencionais eletrodos bidimensionais. Essa caracteristica ¢ fundamental para a magnitude
das correntes registradas durante os experimentos analiticos. Por exemplo, um eletrodo de
carbono vitreo convencional (d = 3 mm) modificado com CuHCNFe/Ppy apresentou uma
sensibilidade média ndo normalizada de 14 pA mmol” L durante a detec¢do de H,O,,
enquanto o feltro/NTCCS-CuHCNFe/Ppy (medindo 5 x 5 mm, com uma espessura de 1 mm)
apresentou um valor de 209 pA mmol’ L. A sensibilidade obtida com o eletrodo
tridimensional foi uma ordem de grandeza maior do que a registrada com o eletrodo
bidimensional, fato que ¢ um relevante parametro para aplicagdes praticas.

Vale ressaltar que a utilizagdo do feltro/NTCCS ndo exige com que os NTCs sejam
dispersos em alguma pasta ou solvente antes de serem imobilizados sobre um eletrodo, o que
¢ uma importante vantagem experimental para a preparagdo dos sensores.

Os resultados apresentados nessa se¢do foram obtidos em colabora¢do com a Dr®. Elaine
Y. Matsubara e com o Prof. Dr. José Mauricio Rosolén, da FFCLRP da Universidade de Sao
Paulo, Ribeirdo Preto. Os espectros Raman foram realizados no Laboratorio de
Espectroscopia Molecular do Instituto de Quimica da Universidade de Sao Paulo e o
equipamento foi operado por Diego Pereira dos Santos, aluno de doutorado da Prof*. Dr’.

Marcia L. A. Temperini.
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4.2.Carbono vitreo modificado com 0 CuHCNFe/Ppy macroporoso

Até o presente momento, foram discutidos os resultados obtidos através da sintese do
CuHCNFe/PPy sobre uma plataforma nanoestruturada. Nessa secdo, sdo apresentados os
resultados alcancados através da estratégia de se miniaturizar o proprio CuUHCNFe/Ppy na
superficie de um eletrodo de carbono vitreo. A metodologia utilizada consistiu na utilizacdo
de particulas esféricas de poliestireno como molde para a eletrodeposi¢do do transdutor
hibrido. Conforme descrito na se¢do introdutdria, essa técnica ¢ capaz de produzir materiais
mecanicamente estaveis, uma vez que os compostos sao depositados eletroquimicamente nos
intersticios das particulas coloidais. Quando o molde ¢ removido, ndo ha encolhimento do
material e os poros dos filmes resultantes sdo bastante fidedignos ao didmetro das esferas
utilizadas como molde.

Esferas de poliestireno com didmetros de 300, 460, 600 ¢ 800 nm foram empregadas com
essa finalidade. A discussdo envolvendo a deposi¢do do molde coloidal sobre o carbono
vitreo pode ser encontrada no Apéndice da presente Tese. E importante ressaltar que moldes
coloidais com diferentes dimensdes foram escolhidos com o objetivo de se investigar a
influéncia do tamanho do poro no desempenho analitico obtido durante a deteccao de H,O..

Durante a sintese do CuHCNFe/Ppy, os substratos de carbono vitreo que continham os
moldes coloidais permaneceram inicialmente imersos por 30 min na solugdo que continha as
espécies necessarias para a formagdo do filme de Ppy dopado com ions Fe(CN)s . Esse
tempo prévio de 30 min, ndo utilizado nos casos anteriores, foi importante para permitir que a
solucdo penetrasse pelos intersticios do molde coloidal e alcancasse a superficie do eletrodo.
Terminados os 30 min, o eletrodo foi submetido a uma varredura de potencial entre -0,25 e
+0,95 V, a uma velocidade de 50 mV s™'. A carga de deposicdo foi monitorada durante os
experimentos para que a mesma fosse igual independentemente do didmetro do molde

utilizado.
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Com o término da primeira etapa eletroquimica, o eletrodo foi lavado e imerso em uma
~ , 2+ . .

solugdo contendo os ions Cu”'. Assim como nos casos anteriores, o eletrodo permaneceu
imerso por 2 h antes da realizacdo da segunda etapa eletroquimica. Apods esse periodo, o
eletrodo foi submetido a outra varredura de potencial dentro das mesmas condic¢des utilizadas
na primeira etapa eletroquimica. A carga de deposi¢dao foi novamente monitorada para que
uma quantidade similar de mediador estivesse presente em todos os sistemas testados. Os
voltamogramas obtidos durante a primeira e a segunda etapa eletroquimica estdo

apresentados nas Figuras 35A e 35B, respectivamente.

j/ mAcm

A

-4 T T T T T T T
-04 -0.2 0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0

E/Vvs Ag/AgCI/CI’Sat

—800nm
—600nm
2] ——460nm
300nm

j/ mAcm

B

-4 T T T T T T T
-04 -0.2 0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0

E/Vvs Ag/AgCI/CI'Sat

Figura 35 — Perfis j/E obtidos no ultimo ciclo de sintese do (A) Ppy dopado com ions
Fe(CN)6” e (B) CuHCNFe/PPy utilizando eletrodos de carbono vitreo com esferas de

poliestireno de 300, 460, 600 e 800 nm de diametro.
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Pelas imagens, ¢ possivel notar que os voltamogramas sdo mais similares entre si apds o
término da primeira etapa eletroquimica. J& ao final da sintese do CuHCNFe/Ppy, ¢ possivel
perceber que existe uma diferenca mais acentuada entre os perfis j/E obtidos, seja no que se
refere a magnitude das correntes de pico obtidas (principalmente as anddicas), ou nos picos
catddicos ainda observaveis em torno de 0,00 V para o eletrodo de 300 nm e em -0,10 V para
o transdutor sintetizado ao redor do molde de 800 nm. Esses picos catddicos remanescentes
podem estar relacionados com os fons Fe(CN)¢’™ ainda livres dentro da matriz polimérica,
isso €, que ndo foram utilizados para a formacdo do CuHCNFe/Ppy. Além disso, a maior
dificuldade de se controlar a carga durante a segunda etapa eletroquimica pode ser entendida
observando-se novamente as Figuras 10 e 13 (pag. 52 e 56). Enquanto a formacao da malha
polimérica dopada com Fe(CN)s> consiste em um crescimento linear do filme, o mesmo
comportamento nao ¢ obtido durante a precipitacdo do CuHCNFe na matriz do Ppy.

Apds a sintese do CuHCNFe/PPy ao redor das esferas de poliestireno, os eletrodos
modificados foram imersos em tolueno sob agitacdo magnética por 24 h, para a dissolucao do
molde coloidal. Passado esse periodo, os filmes de CuHCNFe/PPy macroporosos
permaneceram por 12 h em um dessecador para total evaporagdao do solvente organico.
Terminada essa etapa, os mediadores foram caracterizados por MEV e as imagens obtidas
estdo apresentadas nas Figuras 36 A (CuHCNFe/Ppy-300nm), 36B (CuHCNFe/Ppy-460nm),

36C (CuHCNFe/PPy-600nm) e 36D (CuHHCNFe/Ppy-800nm).
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Figura 36 — Imagens de MEV dos filmes de CuHCNFe/PPy sintetizados ao redor de esferas

de poliestireno com diametros de (A) 300, (B) 460, (C) 600 e (D) 800 nm.

As imagens apresentadas na Figura 36 possuem a mesma magnificagdo, o que facilita o
processo de comparacao entre os diferentes filmes porosos formados. J4 a Figura 37 traz uma
visdo mais paronamica do substrato modificado, onde é possivel notar que o transdutor

macroporoso se formou de maneira homogénea pelo eletrodo de trabalho.
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Figura 37 — Imagem de MEV do CuHCNFe/PPy-600nm.

Por fim, algumas observacdes importantes também podem ser realizadas através da
analise da Figura 38, a qual apresenta uma imagem mais detalhada do CuHCNFe/Ppy
macroporoso. Inicialmente, € possivel notar a presenca das estruturas de CuHCNFe
distribuidas pela matriz do PPy, conforme ja discutido anteriormente. No que se refere a
formagdo dos poros, pode-se notar a existéncia de concavidades conectando os poros
externos com 0s poros mais internos, o que ¢ um fator morfoldgico necessario para a
utilizagdo de todo o transdutor. Tais conexdes apresentam dimensdes entre 20 e 25% do
diametro da esfera de poliestireno utilizada como molde. [133] Outro fator morfolégico
interessante pode ser notado nos poros mais externos do CuHCNFe/Ppy macroporoso, uma
vez que existem espacos vazios entre os poros mais superficiais. Essas vacancias sao
conhecidas como “spandrels” e indicam que a deposicdo do CuHCNFe/Ppy ocorre
preferencialmente ao redor da esfera de poliestireno. E importante ressaltar que os
“spandrels” foram encontrados apenas nos poros externos, o que indica que os intersticios

internos entre as esferas foram totalmente preenchidos durante o crescimento do
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CuHCNFe/Ppy. Uma possivel razdo para a existéncia dos “spandrels” esta relacionada com a
presenca de grupos SO, nos estabilizadores da suspensdo comercial do molde coloidal. Uma
vez que durante a sintese do Ppy existe a formacao de cations oligoméricos e poliméricos, a
atracdo eletrostatica existente entre essas espécies e os grupos SO4> localizados na superficie

das esferas poderia direcionar a deposi¢ao inicial do filme ao redor do molde. [73]

|
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USP7401§ SEI 3.0kV  X40,000 WD 5.7mm

Figura 38 — Imagem de MEV do CuHCNFe/Ppy-460nm.

Apobs a caracterizagdo morfologica, os transdutores macroporosos foram aplicados na
deteccdo de H,O, com o intuito de se comparar a influéncia do tamanho do poro no
desempenho analitico dos sensores. Tais resultados também foram confrontados com os
obtidos com filmes de CuHCNFe/Ppy macigos (sem a presenca dos poros). Esse ultimo
também teve a carga de deposicdo controlada durante a sintese, para que os eletrodos
apresentassem quantidades similares de material. Os cronoamperogramas obtidos estdo

apresentados na Figura 39.
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Figura 39 - Cronoamperogramas obtidos com o CuHCNFe/Ppy macigo € macroporosos
durante a adico de aliquotas de 5 pL de H,0, 2,5 x 10" mol L' em 5 mL de NaCl 1,0 x 10!

mol L' +HC11,0x 10" mol L. E=0,00 V vs Ag/AgCl/Cl g

Os parametros analiticos obtidos a partir dos cronoamperogramas estdo resumidos na

Tabela 3.

Tabela 3 — Parametros analiticos obtidos com o0 CuHCNFe/Ppy macigo e macroporosos. Com
exce¢do do CuHCNFe/Ppy-300 nm, o nimero de amostras consideradas para a estatistica nos

demais casos foi igual a trés.

198 + 6 202 189 +26 196 + 20 163 £31

1,9+0,1 3,5  24+18 1,0£03 1,8+ 12

4,00 £ 0,25 3,25 3,0£0,5 2,25+0,25 2,25+0,25

3,5+0,7 2,4 4+1 5£2 5+£3
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Considerando apenas os melhores resultados obtidos, € possivel notar pela tabela que a
maior sensibilidade alcancada foi de 216 pA cm™ mmol' L (CuHCNFe/PPy-600nm), o
menor limite de detec¢do alcancado foi de 6,0 x 10° mol L' (CuHCNFe/PPy-460nm e
CuHCNFe/PPy-800nm), a maior faixa linear foi até 4,25 x 10° mol L' (CuHCNFe/PPy-
macico) ¢ o menor tempo de resposta foi de 2 s (CuHCNFe/PPy-800nm). Entretanto,
considerando os dados estatisticos, ¢ possivel afirmar que o desempenho analitico foi
bastante similar entre todos os transdutores. Diferentemente do esperado, ndo houve
variagdes considerdveis entre as performances dos transdutores macroporosos quando
comparadas entre si e, principalmente, também nao existiu um rendimento superior quando
essas performances foram comparadas ao desempenho do CuHCNFe/PPy macigo. Mais
ainda, pelos valores obtidos de desvio padrio, também ¢é possivel inferir que a
reprodutibilidade do CuHCNFe/PPy macico foi superior a obtida com os transdutores
macroporosos.

Os resultados apresentados na Tabela 3 representaram um desafio para a compreensao das
possiveis causas que pudessem estar relacionadas com o comportamento obtido. A primeira
possibilidade considerada consistiu em investigar se a detec¢do de H,O, por parte do
CuHCNFe/PPy era um fendmeno de superficie ou se dependia da quantidade de material
presente no eletrodo. Essa resposta ¢ importante porque todos os transdutores tiveram a carga
de deposicdo monitorada durante a sintese para que, no final, apresentassem quantidades
similares de material. Caso o filme seja bastante permeavel ao H,O,, a deteccdo poderia
ocorrer por todo o volume de transdutor depositado e, como todos os filmes apresentam a
mesma carga, isso poderia explicar os resultados analiticos obtidos. Nesse sentido, a Tabela 4
apresenta as sensibilidades obtidas quando quatro filmes macigos com diferentes quantidades

de CuHCNFe/Ppy foram utilizados para a deteccdo de H,0O,. Os voltamogramas dos
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CuHCNFe/Ppy sintetizados com diferentes cargas estdo apresentados na Figura 40A e 40B,

correspondendo a primeira e a segunda etapa eletroquimica.

Macigo 1 34 Macigo 1
6 - Macigo 2 Macico 2
Macico 3 24 Macigo 3

4 4 Macigo 4 1 Macigo 4 é
o~ f\‘l 45

j/ mAcm
j/ mAcm

4 A -3 B

04 02 00 02 04 06 08 10 04 02 00 02 04 06 08 10
E/Vvs Ag/AgCI/CI-Sat E/Vvs Ag/AgCI/CI‘Sar
Figura 40 — (A) Perfis j/E obtidos durante a sintese do Ppy dopado com ions Fe(CN)>". (B)
Perfis j/E obtidos durante a formagdo do CuHCNFe/Ppy. Foram utilizados quatro valores

distintos de carga para a sintese dos diferentes filmes de CuHCNFe/Ppy macigos.

Tabela 4 — Sensibilidades obtidas durante a detec¢do de H,O, com transdutores de
CuHCNFe/Ppy macicos sintetizados com diferentes cargas. As cargas especificadas na tabela

correspondem a segunda etapa eletroquimica.

Q. (mC) Q.(mC) Sensibilidade (A cm™ mmol™ L)

CuHCNFe/PPy macico 1 1,25 1,20 206
CuHCNFe/PPy macico 2 1,71 1,66 169
CuHCNFe/PPy macico 3 2,81 3,04 206
CuHCNFe/Ppy macico 4 7,11 6,54 195

Pela tabela, ¢ possivel perceber que os resultados de sensibilidade foram muito similares,

independentemente das diferentes cargas anddicas e catddicas monitoradas durante a segunda
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etapa da sintese voltamétrica do CuHCNFe/Ppy. Esses resultados sugerem que a deteccio de
H,0, por parte do CuHCNFe/Ppy ndo depende do volume do material e ocorre
principalmente na parte mais externa do transdutor. Esse mesmo tipo de comportamento
também foi observado quando diferentes polimeros condutores, tais como polianilina e Ppy,
foram utilizados para formar compostos hibridos com o azul da Prussia. A introducdo dos
polimeros condutores fez com que a reducdo eletrocatalitica do H,O, pelo azul da Prussia
ocorresse nas camadas mais superficiais do transdutor. J& na auséncia dos polimeros
condutores, o filme de Azul da Prussia se tornava mais permeavel ao H,O,, o que diminuia a
estabilidade operacional do mesmo. [21] Na ocasido, Borisova e col. explicaram esse
comportamento em termos do aumento da hidrofobicidade do transdutor ocasionado pela
incorporagdo dos polimeros condutores. [23]

Portanto, uma vez que a redugdo do H,O, é um fendmeno de superficie quando o
CuHCNFe/Ppy ¢ utilizado como transdutor, a determinagdo do aumento da area superficial
obtido com a utilizacdo dos filmes macroporosos descritos na Tabela 3 passa a ser outro
aspecto importante para a compreensao dos resultados analiticos alcangados. A estratégia
utilizada para a determinacdo do aumento da area consistiu, primeiramente, na obtencao das
espessuras dos transdutores macroporosos. Para tal, os filmes foram posicionados a 85° em
um porta amostra e observados por MEV. A Figura 41 apresenta uma imagem obtida atraveés

do monitoramento da espessura de um filme de CuHCNFe/Ppy-460nm.

94



0,94um
/ 1,03um
%'

1,05um

/ 1,31um

— ,45um

1um

&
P //,

LEI 5.0kV  X8,000 WD 8.8mm

Figura 41 - Imagem de MEV da espessura do filme de CuHCNFe/Ppy-460nm.

Os resultados obtidos com os filmes de 460, 600 e 800 nm estdo apresentados na Figura

42.
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Diametro do poro
Figura 42 — Espessuras obtidas com a metodologia apresentada na Figura 41 para os
transdutores de CuHCNFe/Ppy sintetizados ao redor das esferas de 460, 600 ¢ 800 nm de
diametro. O grafico também apresenta o valor “n” obtido para cada tamanho de poro, sendo

que n = espessura média (nm)/diametro da esfera utilizada como molde (nm).
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A Figura 42 possibilita observar que, quando os filmes de CuHCNFe/Ppy foram
sintetizados com a mesma carga, os transdutores com poros maiores ficaram mais espessos
que aqueles sintetizados ao redor de esferas de poliestireno com didmetros menores.
Entretanto, a divisdao da espessura média pelo didmetro da esfera utilizada como molde
mostra que todos os transdutores macroporosos sdo formados por aproximadamente 2,5
camadas porosas, conforme ilustrado no desenho da Figura 42. A determinagao do numero de
camadas porosas que constituem o transdutor ¢ importante porque, quando um filme de
CuHCNFe/Ppy macroporoso ¢ comparado com o CuHCNFe/Ppy macico, o valor tedrico do
aumento da area superficial pode ser estimado com base em consideragdes geométricas que

levam a Equagao 4.

4
f=nm 3

Equagdo 4 — Correlacao entre aumento superficial e espessura do filme, onde f € o fator de

aumento da area superficial e n € o nimero de camadas porosas. [133,134]

A Equagdo 4 mostra que o fator de aumento superficial s6 depende do nimero de
camadas porosas (n) e ndo do didmetro dos poros, uma vez que o aumento da espessura dos
filmes CuHCNFe/PPy-800nm compensam o menor didmetro dos poros presentes nos filmes
de CuHCNFe/PPy-460 nm. [133,134] Pela Figura 42, ¢ possivel perceber que todos os
transdutores macroporosos formados apresentam valores proximos de ‘“n” e,
consequentemente, também possuem valores de area superficial similares. Por exemplo, para
n = 2,5, o fator de aumento superficial corresponde a f = 9, o que significa que os

transdutores macroporosos apresentam uma area superficial tedrica nove vezes maior do que

a do CuHCNFe/Ppy macico. Esse fato pode explicar porque os desempenhos dos transdutores
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macroporosos sao similares entre si, mas ndo permite concluir porque ndo existe vantagem
em utilizar essas macroestruturas frente ao material macigo. Portanto, uma vez determinado
que a detec¢ao de H,O, com o CuHCNFe/Ppy ¢ um fenomeno superficial e que os filmes
macroporosos apresentam uma area superficial tedrica aproximadamente nove vezes maior
que a do transdutor macico, quais seriam as razdes para ndo ser possivel observar um
aumento da performance analitica do CuHCNFe/Ppy macroporosos em relagdo ao
CuHCNFe/Ppy macigo?

Uma dessas respostas pode estar ligada a um fator termodinamico, ja que as propriedades
de atomos localizados na superficie de um material sdo diferentes das propriedades dos
atomos analogos localizados no interior do mesmo material. Segundo a teoria de Young-
Laplace, quando um atomo estd localizado na superficie de um material curvilineo, a
diferenga de potencial quimico em relagdo ao mesmo atomo localizado em uma superficie

plana pode ser descrita em fungdo da curvatura superficial através da Equacao 5:

A 2 &

H=2Yg
Equagdo 5 — Equacdo de Young-Laplace, onde Ap ¢ a diferenca de potencial quimico

existente entre um atomo localizado em uma superficie curva e 0 mesmo atomo localizado

em uma superficie plana, y € a energia superficial, Q € o volume atdmico e R € o raio que

descreve a curvatura da superficie. [135,136]

A Equacao de Young-Laplace pode ser generalizada para qualquer tipo de curvatura. No
caso das nanoparticulas com superficies convexas, por exemplo, a curvatura da Equagdo 5 ¢
considerada positiva (R > 0). Portanto, o potencial quimico de um &atomo localizado na
superficie de uma nanoparticula ¢ maior do que o de um adtomo do mesmo material situado

em uma superficie plana, tornando-o mais reativo. J4 no caso das macroestruturas presentes
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no CuHCNFe/PPy macroporoso, a superficie é concava e a curvatura da Equagdo 5 ¢
considerada negativa (R < 0). Consequentemente, do ponto de vista termodindmico, atomos
localizados na superficie de macroporos concavos possuem um potencial quimico menor do
que os atomos do mesmo material localizados em uma superficie plana, o que acarreta no

aumento de sua estabilidade quimica, conforme esquematizado na Figura 43. [135,136]

Ap<0

Au>0

Figura 43 — Variacao do potencial quimico em funcdo da curvatura de uma superficie.

E importante ressaltar que esse efeito se torna mais significativo conforme se diminui o
raio R da curvatura concava ou convexa. Essa ¢ uma consideragdo interessante para trabalhos
publicados anteriormente com o azul da Prussia e com o CuHCNFe, os quais mostram que o
desempenho eletroquimico obtido com transdutores nanoparticulados ¢ bastante superior ao
alcangado com os mesmos transdutores macicos. [137,138] Esse aumento se deve ndo apenas
a exposicdo de um maior nimero de sitios ativos superficiais, mas também, ao alto potencial
quimico e a maior reatividade que esses atomos apresentam em relagdo aos analogos
macicos.

Além do fator termodinamico, outra razdo que pode estar relacionada com o
comportamento analitico observado na Tabela 3 (pag. 91) diz respeito as molhabilidades do

CuHCNFe/Ppy macico e dos transdutores macroporosos. Conforme discutido nas Figuras 25
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e 26 (pag. 71),6 possivel atribuir um comportamento hidrofilico ou hidrofébico a uma
determinada amostra em fun¢do do angulo de contato formado entre a tangente da interface
liquido-gas e a tangente da interface liquido-s6lido apds o posicionamento de uma gota de
agua ou de uma solug@o aquosa na superficie do material. Especialmente no caso de sistemas
rugosos ou porosos, existem dois modelos que descrevem os tipos de interagdes que podem
ocorrer entre a fase liquida e o substrato: (a) o modelo de Wenzel, que ¢ baseado na idéia de
que um liquido penetra completamente pela superficie porosa de um material e (b) o modelo
de Cassie-Baxter, onde existe a possibilidade de bolhas de ar ficarem aprisionadas dentro da
estrutura porosa e impedirem a molhabilidade homogénea do material. [127,139,140] Os

modelos de Wenzel e Cassie-Baxter estdo esquematizados Figura 44.

. 4
A A A A A A
2 4 A4 v v Y Y Y A Y Y

A A A A A A A A A A

Modelo de Wenzel Modelo de Cassie-Baxter

Figura 44 — Representacdes esquematicas dos modelos de Wenzel e Cassie-Baxter para

plataformas porosas.

Nesse sentido, a Figura 45A apresenta as imagens obtidas quando uma gota da solugdo
NaCl 1,0 x 10" mol L' + HCI 1,0 x 10" mol L™ foi adicionada sobre o CuHCNFe/Ppy
macico e sobre os transdutores macroporosos. Tal solucdo eletrolitica foi utilizada durante os
experimentos de detec¢do de H,O,. J& a Figura 45B traz os angulos de contato obtidos com as

distintas plataformas.
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Figura 45 — (A) Imagens obtidas através da adi¢io da solugdo NaCl 1,0 x 10™ mol L™ + HCI
1,0 x 10" mol L' sobre 0 CuHCNFe/Ppy macigo e CuHCNFe/PPy macroporosos. (B)
Angulo de contato obtido entre a tangente da interface liquido-vapor e a tangente da interface
liquido-sélido. As medigdes dos angulos foram feitas no “Corel-Draw” e o nimero de

angulos medidos para cada tamanho foi igual a seis.

Pela Figura 45B ¢ possivel perceber que ndo existe uma diferenca significativa entre os
angulos de contato medidos para os transdutores macroporosos, sendo que todos ficaram
localizados acima de 90°, o que caracteriza uma superficie como sendo hidrofobica. Esses
angulos sdo superiores ao angulo de contato medido para o CuHCNFe/Ppy macigo, que ficou
localizado ao redor de 65°. Essas medidas possibilitam concluir que, apesar do transdutor
macigo apresentar um angulo inferior a 90°, trata-se de um material que ndo apresenta um
grau acentuado de hidrofilicidade, uma vez que a intera¢do tende a ser mais favoravel com a
diminui¢do desse dngulo. Em plataformas bastante hidrofilicas, a molhabilidade ¢ bastante
acentuada e pode existir at¢ uma dificuldade para a medida do valor do angulo de contato.

Outra conclusdo importante esta relacionada com o aumento do angulo de contato entre o
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CuHCNFe/PPy macico e os filmes de CuHCNFe/PPy macroporosos. Uma vez que eles sdao
constituidos exatamente do mesmo material, tal aumento angular ¢ devido ao ar aprisionado
dentro dos poros, o que mostra que o presente sistema segue o comportamento do modelo
proposto por Cassie ¢ Baxter.

Consequentemente, os resultados obtidos com os experimentos de angulo de contato
sugerem que o ar aprisionado dentro das plataformas macroporosas pode estar contribuindo
para dificultar o acesso da solucdo eletrolitica e, consequentemente, do H,O, aos sitios ativos
internos do material. Tal fato também pode estar contribuindo para o desempenho analitico
similar obtido entre 0 CuHCNFe/Ppy macigo e os filmes de CuHCNFe/Ppy macroporosos.
Nesse sentido, o surfactante dodecilsulfato de s6dio (SDS) foi adicionado a solugao de NaCl
0,1 mol L' + HCI 0,1 mol L' com o intuito de melhorar a molhabilidade do material e
ocasionar o completo preenchimento dos poros. [141] Diferentes concentragdes de SDS
foram utilizadas com essa finalidade, tanto acima quanto abaixo da concentragdo micelar
critica (cme SDS em NaCl 0,1 mol L' + HCI 0,1 mol L' = 0,9 mmol L'"). A Figura 46
apresenta os resultados obtidos com os experimentos de angulo de contato realizados sobre o
CuHCNFe/Ppy macroporoso. Pelas imagens, ¢ possivel observar que a utilizagdo do
surfactante permitiu uma transicao efetiva do Sistema de Cassie-Baxter para o Sistema de
Wenzel. Também foi possivel generalizar que o tempo de transicdo entre os dois sistemas

diminui em funcdo do aumento da concentracdo de SDS presente na solugdo aquosa.
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Figura 46 - Variagdo do 4ngulo de contato com o tempo quando uma gota de NaCl 1,0 x 10™
mol L™ + HC1 1,0 x 10" mol L™ foi posicionada na superficie do CuHCNFe/Ppy-460 nm na

presenca de diferentes concentracdes do surfactante SDS.

Uma vez demonstrado que o transdutor macroporoso estava acessivel para a solugdo
eletrolitica, experimentos de deteccdo de H,0O, foram mais uma vez realizados por
cronoamperometria com o CuHCNFe/Ppy-460nm, mas agora na presenga do surfactante
SDS. Os experimentos foram realizados com as solucdes eletroliticas contendo 100, 10 e 0,1
mmol L' do surfactante, com o intuito de verificar se a quantidade de moléculas anfifilicas
presentes no meio poderia alterar os resultados obtidos durante o sensoriamento do H,O,.
Isso porque, apesar da solucdo ter acesso aos sitios internos do material na presenca de todas
as concentragdes analisadas, havia a preocupacdo de que a parte apolar do surfactante
pudesse se adsorver sobre o Ppy, o que poderia dificultar o acesso do H,O, a superficie do

mediador. As sensibilidades obtidas estdo apresentadas na Figura 47.
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Figura 47 - Sensibilidades obtidas através da deteccdo de H,O, com o transdutor
CuHCNFe/Ppy-460 nm na presenga de NaCl 1,0 x 10" mol L™, HCI1 1,0 x 10" mol L' e
diferentes concentragdes do surfactante SDS. E = 0,00 V vs Ag/AgCl/Cl . Numero de
amostras = 3 (SDS 0 mmol L™"). Numero de amostras = 1 (SDS 100 mmol L™). Namero de

amostras =2 (SDS 10 ¢ 0,1 mmol L™).

Pela Figura 47 ¢ possivel perceber que as sensibilidades obtidas foram, novamente,
bastante similares entre todos os sistemas considerados. Consequentemente, os resultados
apresentados até¢ aqui para o CuHCNFe/Ppy macroporoso permitem concluir que a utilizagao
de surfactantes torna possivel o completo acesso do eletrolito a todos os sitios ativos
sintetizados através da utilizacdo de esferas de poliestireno como molde. Mais ainda, mostra
que a concentracdo do surfactante, dentro da faixa considerada, ndo esta influenciando o
desempenho do transdutor na deteccdo do H,0,. J& foi mostrado também que essas
plataformas macroporosas apresentam um fator termodinamico inerente a ser considerado,
uma vez que, diferentemente das nanoparticulas, superficies concavas tendem a ser menos
reativas que superficies planas. Entretanto, esse efeito passa a ser mais significativo em
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funcdo da diminui¢do do didmetro da esfera utilizado como molde. O fato do desempenho do
CuHCNFe/Ppy-300nm ser similar a0 do CuHCNFe/PPy-800nm sugere que outro fator deve
estar desempenhando um papel importante. Tal fator pode ser cinético e, conforme ja
discutido em trabalhos anteriores por Szamocki e col. [142], desempenha um papel
fundamental na utilizagdo de plataformas macroporosas.

A Figura 48 apresenta um grafico obtido quando eletrodos de ouro macroporosos (d =
680 nm) foram utilizados como substratos para a reducdo do H,O,. Na ocasido, Szamocki e
col. mantiveram o mesmo didmetro do molde para sintetizar plataformas com diferentes
espessuras e, portanto, com variados numeros de camadas porosas (diferentes valores de “n”

apresentados na Figura 42 (pag. 95).

n—=

0 300 600
E/ mV —

Figura 48 - Reducao do H,O, (concentracao inicial = 1,0 x 10° mol L em H,S0, 5,0 x 10™

mol L) sobre eletrodos de Au-680nm com diferentes niimeros de camadas porosas: eletrodo

macico (preto), n = 0,5 (vermelho), n = 1,5 (verde), n = 2,5 (azul escuro), n = 3,5 (azul claro),
n="7,5 (violeta); v =10 mVs™. O grafico interno apresenta a corrente de reducio obtida a

0,00 V em fungdo do nimero de camadas porosas (n). Figura extraida do manuscrito de

Szamocki e col. [142]
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Com esse resultado, os autores mostraram que filmes com diferentes fatores de aumento
superficial apresentam comportamentos distintos durante processos eletroquimicos que
ocorrem na superficie de um eletrodo. De maneira geral, quanto maior o numero de camadas
porosas, maior a area eletroativa do eletrodo e maior ¢ a corrente obtida durante um processo
eletroquimico de interesse. Um eletrodo de ouro poroso com n = 7,5 apresenta um aumento
de area superficial de 27 vezes quando comparado a um eletrodo de ouro macigo, fator
também observado no aumento da corrente de reducao do H,O,. Entretanto, vale ressaltar que
os autores discutem nesse mesmo trabalho que a redugdo do H,O, na superficie do ouro ¢
uma reagdo eletroquimica de cinética lenta. Em contraste, Szamocki e col. discutem que para
reacdes eletroquimicas de cinéticas rdpidas, como a redugdo do [Ru(NHs)s]*" para
[Ru(NH;)s]*", ndo foi possivel observar qualquer aumento significativo na atividade redox
em funcdo do aumento do nimero de camadas porosas. Os autores sugeriram que uma
possivel explicacdo para este comportamento estaria relacionada a um fator cinético, uma vez
que a maior parte das moléculas de [Ru(NH;)s]’" reagiriam completamente nos poros
periféricos da primeira meia camada antes de serem capaz de se difundir para os poros mais
internos. Portanto, apenas uma pequena parte de toda area do ouro macroporoso estaria sendo
utilizada para a reagao.

O fator cinético passou a ser considerado também no presente trabalho, uma vez que o
CuHCNFe/Ppy ¢ um catalisador da reducdo do H,0O,. A questdo cinética pode estar
relacionada com os resultados analiticos similares obtidos até entdo, uma vez que apenas os
poros mais externos do CuHCNFe/Ppy macroporoso estariam participando da redugdo do
H,0,. Consequentemente, o analito estaria sendo consumido antes de acessar os sitios ativos
mais internos dos transdutores porosos.

Vale ressaltar que os experimentos de detec¢ao de H,O, feitos até entdo foram realizados

por cronoamperometria, onde o transdutor foi polarizado a 0,00 V vs Ag/AgCl/Cl gy e,
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posteriormente, foram adicionadas aliquotas de H,O,. Na tentativa de se aproveitar os poros
mais internos do CuHCNFe/Ppy macroporoso, os experimentos de deteccdo de H,0O;
passaram a ser realizados por voltametria. A voltametria ¢ interessante na utilizagdo dos
filmes de CuHCNFe/Ppy macroporosos porque a compensagdo de carga entre a forma
oxidada e reduzida do mediador se dd4 de maneira mais efetiva do que a obtida com o
CuHCNFe/Ppy-macico. A Figura 49 apresenta voltamogramas ciclicos obtidos com o
CuHCNFe/Ppy-800 nm ¢ CuHCNFe/Ppy-macigo em meios contendo NaCl 1,0 x 10™ mol L™
+HCI 1,0 x 10" mol L' + SDS 1,0 x 10™* mol L. Quando sintetizados previamente, ambos
os transdutores tiveram a carga monitorada para que fossem formados pela mesma

quantidade de material.

0.8

1 —800nm
0.6 -

Macigo
0.4 4

0.2 4

w A —
ya

-0.4 1

j/ mAcm

-0.6 +————————————————
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E/Vvs Ag/AgCl/Cl_

Figura 49 — Perfis j/E obtidos em NaCl 1,0 x 10” mol L'+ HC1 1,0 x 10" mol L™ + SDS 1,0
x 10* mol L' com filmes de CuHCNFe/Ppy-macico e CuHCNFe/Ppy-800 nm sintetizados
com a mesma carga. v =10 mV s

A Figura 49 mostra que a quantidade de material eletroativo disponivel na presenga do
CuHCNFe/Ppy-800nm ¢ maior do que a do CuHCNFe/Ppy-macico, mesmo com o controle

de carga empregado na sintese. Uma possivel explica¢do para isso, € que os sistemas estejam
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trabalhando em um regime difusional (Figura 14 — pag. 58) onde os anions necessarios para
compensar a carga do Ppy e os cations utilizados para compensar a carga do CuHCNFe
consigam se difundir superficialmente de maneira mais efetiva pelo transdutor macroporoso,
o qual apresenta maior area de contato com o eletrélito. A Figura 50 apresenta uma

representacdo esquematica do caso.
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+
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P - + ® ®

bathongd mommmane

Figura 50 - Representacdo esquematica da compensac¢do de carga existente durante os ciclos

de oxidacdo e reducdao de um filme de CuHCNFe/Ppy macroporoso e macigo.

Portanto, com o intuito de se aproveitar a maior facilidade de compensacgao de carga do
CuHCNFe/Ppy macroporoso, alguns experimentos iniciais de detecgdo de H,O, também
foram realizados por voltametria linear. Na ocasido, o eletrodo foi inicialmente polarizado em
um potencial onde o transdutor estava oxidado e, posteriormente, uma aliquota do H,O, foi
adicionada a solucdo eletrolitica contendo NaCl 1,0 x 10" mol L'+ HCI 1,0 x 10" mol L' +
SDS 1,0 x 10 mol L™ sob agitagdo. Apds homogeneizar a concentragio de H,0, por todo o
sistema, a agitacdo foi desligada e realizou-se uma voltametria no sentido catddico. O

resultado obtido est4 apresentado na Figura 51.
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Figura 51 — Perfis j/E obtidos em NaCl 1,0 x 10" mol L™ + HCI1 1,0 x 10" mol L™ + SDS 1,0
x 10* mol L' com filmes de CuHCNFe/Ppy-800nm ¢ CuHCNFe/PPy-macico sintetizados

com a mesma carga na presenc¢a de H,O, 2,5 x 10*mol L. v=5mV s,

Pela Figura 51, ¢ possivel perceber que a corrente de reducdo apresentada pelo
CuHCNFe/Ppy-800 nm foi maior do que a obtida com o CuHCNFe/Ppy-macigo na presenca
de H,0O,. Ou seja, a solucao eletrolitica teve o acesso aos os sitios mais internos do
CuHCNFe/PPy-800nm facilitado por causa da utilizagdo do SDS. Uma vez que a area
superficial do CuHCNFe/Ppy-800nm ¢ maior do que a do CuHCNFe/PPy-macico, a
quantidade de contra-ions que participam do processo de compensacdo de carga favorece a
eletroatividade do CuHCNFe/PPy macroporoso. Além disso, a voltametria permite que o
H,0; entre em contato com os poros mais internos antes do CuHCNFe/PPy estar no potencial
necessario para reduzir o analito. Quando a cronoamperometria ¢ utilizada, o H,O, entra em

contato com o transdutor j& no potencial 6timo de detec¢do. Portanto, a utilizagdo da
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voltametria parece ser mais vantajosa para reagdes eletroquimicas de cinética rapida, com o
intuito de minimizar o consumo do analito nos poros mais externos. Vale ressaltar que os
resultados de deteccdo de H,O, obtidos por voltametria linear sdo preliminares e ainda nao
foi possivel se obter um aumento da corrente de redug@o proximo ao aumento tedrico da area
superficial obtido através da Equacdo 4 — pag. 96 (f = 9 vezes). Entretanto, esse ¢ um
resultado que ajuda a compreender os fatores que devem ser considerados para a utilizagao
das plataformas macroporosas.

Portanto, como conclusdo desse trabalho, foi possivel mostrar que filmes macroporosos
sintetizados com o mesmo niumero de camadas porosas, independentemente do didmetro da
esfera utilizada com molde, apresentam o mesmo fator de aumento superficial em relagdo ao
seu andlogo macigo. Entretanto, uma série de fatores deve ser considerada para verificar se de
fato toda a area sintetizada esta ativa e disponivel para a realizagdo de experimentos
eletroquimicos. Quanto menor o diametro das superficies concavas sintetizadas, maior ¢ a
dificuldade de conexdo entre as camadas externas e internas — tipicamente com dimensdes
entre 20 e 30% do diametro da esfera utilizada como molde. Além disso, mais acentuada é a
diminui¢do do potencial quimico, o que prejudica a reatividade do sistema. Uma vez que o
tamanho da esfera utilizada como molde ¢ otimizado, ¢ preciso garantir que o eletrolito possa
penetrar pelos poros e acessar os sitios ativos localizados no interior do material, o que pode
ser feito com auxilio de surfactantes. Por fim, mesmo apods garantir essas condicoes, € preciso
verificar se a cinética envolvida na reagdo eletroquimica de interesse permite utilizar todas as
camadas porosas sintetizadas, ou se a reacdo ¢ demasiada rapida e ocorre apenas nos poros
mais externos do material.

Os resultados obtidos nessa se¢ao foram obtidos em colaboracdo com o aluno de

Iniciagdo Cientifica Alann de Oliveira P. Bragatto. As medidas de angulos de contato na
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auséncia do surfactante foram realizadas no laboratério da Prof®. Dr®. Denise Freitas Siqueira

Petri, no Instituto de Quimica da Universidade de Sao Paulo, Sao Paulo.
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4.3.Mediador mesoporoso

A terceira estratégia utilizada na miniaturizagdo de mediadores de H,O, consistiu na
utilizacdo de micelas de surfactante em fase hexagonal como molde, conforme descrito na
se¢ao introdutoria.

O principio ¢ bastante semelhante ao método onde as esferas de poliestireno foram
utilizadas para a formacdo do CuHCNFe/PPy macroporoso. A diferenca estd centrada no
tamanho dos poros resultantes. No caso das particulas coloidais, os moldes eram formados
por esferas com didmetros controlados que serviam de barreira fisica para a deposi¢do do
transdutor. Ja no caso dos mesoporos, sdo utilizados cristais liquidos formados por misturas
de surfactantes e solugdes que contenham os precursores do material que se deseja depositar.
Nesse caso, as micelas formadas atuam como molde e sdo capazes de produzir poros entre 2 ¢
50 nm. No caso da utilizacdo de solu¢des aquosas para deposi¢do, as micelas apresentam a
parte polar exposta a solugdo e a porcao apolar localizada em seu interior. Essa caracteristica
¢ importante porque permite o controle do tamanho dos poros através do tamanho da cadeia
carbonica do surfactante utilizado ou através da utilizagdo de um solvente apolar capaz de
inchar as micelas do surfactante.

Apesar desse método gerar uma superficie concava mais estavel termodinamicamente, ele
apresenta uma maior area superficial e, consequentemente, a exposi¢cao de um numero maior
de sitios ativos do que os mediadores macroporosos. Esse balango torna a comparacao entre
as distintas plataformas porosas bastante interessante.

O primeiro passo consistiu na determinag¢do da razao surfactante/solucao de deposicao
necessaria para a formacao da fase micelar hexagonal. Essa determinagdo foi realizada
através da construgdo de um diagrama de fase com o auxilio da Microscopia Optica sob Luz

Polarizada. O diagrama esté apresentado na Figura 52.
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Figura 52 - Diagrama de fase construido para sistemas formados pelo surfactante Brij 98 e
por solugdes aquosas de KsFe(CN)g 2,0 x 10 mol L™ + pirrol 1,5 x 10? mol L™ + KCI 1,0 x

10" mol L.

Com o diagrama, ¢ possivel estabelecer a temperatura e a quantidade de surfactante
envolvida na formacdo da fase hexagonal. Para tal, foi utilizado um surfactante comercial ndo
i6nico conhecido como Brij 98, o qual é um polioxietileno oleil éter de formula
CisH35(OCH,CH;),OH, com n ~ 20. A composi¢do escolhida para a sintese do Ppy dopado
com ions Fe(CN)s (primeira etapa eletroquimica para a sintese do CuHCNFe/PPy)
apresentou 65% em massa de surfactante e 35% em massa da solu¢do aquosa, uma vez que
no centro do diagrama existe uma melhor forma¢do da fase hexagonal. O resultado obtido

esta apresentado na Figura 53.
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Figura 53 — Perfil j/E obtido durante a sintese do Fe(CN)s>/Ppy em um sistema contendo

65% m/m Brij 98 e 35% m/m solugdo aquosa de K3Fe(CN) 2,0 x 10% mol L™, pirrol 1,5 x

10°mol L' e KC11,0x 10" mol L. v=50mV s e T=60°C.

Pela Figura 53 ¢ possivel perceber que ndo existe um aumento da corrente redox
proveniente do par Fe(CN)s /Fe(CN)s> conforme a ciclagem. Isso significa que a espécie
esta se oxidando e reduzindo na superficie do eletrodo, mas ndo estd participando da
formacao de um filme. Isso ocorre porque o pirrol ndo estd se polimerizando na superficie do
eletrodo, fato que € evidenciado pela falta de incremento na corrente em torno de +0,60 V.
Como o sistema 65% m/m Brij 98 e 35% m/m solugdo € bastante viscoso, foram realizadas
tentativas que poderiam melhorar a difusdo o pirrol até a superficie do eletrodo, tais como
diminui¢do da velocidade de varredura, deposicao por cronoamperometria com altos tempos
de deposicdo e aumento de temperatura. Entretanto, em nenhum dos casos foi possivel
observar a formacdo do Ppy. Um dos motivos especulados ¢ que o mondmero de pirrol,
devido a sua estrutura, possa ficar “preso” na interface da micela do surfactante e ndo consiga

se difundir até a superficie do eletrodo.
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Uma vez que ndo foi possivel sintetizar um transdutor com essas caracteristicas, uma
alternativa veio com a sintese de um eletrodo mesoporoso que poderia ser utilizado para a
imobilizacdo de um transdutor capaz de ser utilizado na detec¢do do H,0,. O eletrodo em
questdo ¢ um ITO modificado com um filme de TiO, mesoporoso através do processo de
“dip-coating”. Para tal, o ITO foi imerso em um sistema liquido cristalino em fase cubica
contendo o surfactante Pluronic F127 e uma solucao etanolica anidra de TiCly na razdo molar
5,0 x 10™ mol de surfactante/1,0 x 10 mol de TiCly. Posteriormente, foram adicionados 1,0
x 10" mol de 4gua no sistema para causar a hidrélise do precursor inorginico. O ITO foi
entdo removido do sistema, sendo o processo conduzido em uma cdmara com umidade
controlada. A velocidade utilizada e a umidade relativa sdo parametros importantes para a
formagio de um filme adequado. A velocidade 6tima de imersdo é de 1,5 mm s™ e o processo
foi conduzido, inicialmente, com 30% de umidade relativa. Posteriormente, o eletrodo foi
envelhecido por 2 dias em uma camara com umidade controlada entre 50% e 60%. Ao final
dessa etapa, o precursor inorganico hidrolisado do TiO, foi formado em fase ctibica segundo

a Figura 54.

TICl, + 2EtOH — TiCl,(OEt), + 2HCI

mHZO

TiCl,(0OEt), — [Ti(OH),(H,0),(2),]%* 4+ (~2 —xHCIl) + (~2 — xEtOH)
Z =0H,Cl,OEt,m > 4;x < 2
Figura 54 — Hidrolise do precursor inorgéanico do TiO, em um sistema liquido cristalino em

fase ctibica. Reacdes extraidas de Crepaldi e col. [116]

Conforme detalhado na Parte Experimental, o sistema também foi submetido a uma série
de tratamentos térmicos necessarios para a formagdo da fase micelar hexagonal a partir da

cubica e para a formagao do filme de TiO,. O aumento da temperatura também possibilitou a
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remocao das micelas de surfactante por decomposicdo térmica. [116] O filme de TiO,
mesoporoso resultante do processo foi caracterizado por MEV e o resultado esta apresentado

na Figura 55A. J4 a Figura 55B mostra a distribui¢do média dos didmetros de poros obtidos.
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Figura 55 — (A) Imagem de MEV de um filme de TiOx(13nm-130nm) € (B) perfil
intensidade/diametro de poro obtido com 0 TiOx(13nm-130nm)- Imagens extraidas de Malfatti e

col. [117]

O filme apresenta arranjos porosos com 13 nm de didmetro e, além disso, as condig¢des
empregadas no processo de “dip-coating” possibilitaram a formacdo de um filme com 130
nm de espessura, conforme caracterizado por Malfatti e col. por Refletividade por Difragao
de Raios-X e Elipsometria. Essas plataformas serdo denominadas como TiOx.c), onde “d” €
o diametro do poro e “e” ¢ a espessura do filme de TiO,.

Apo6s a sintese, os filmes de TiOs(13nm-130nm) foram modificados com o ligante 1,10-

fenantrolina-5,6-diona, cuja formula estrutural € apresentada na Figura 56.
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Figura 56 — Formula estrutural da 1,10-fenantrolina-5,6-diona

Os atomos de oxigénio de compostos derivados de grupos diona s3o capazes de se ligar
irreversivelmente a sitios superficiais de Ti*, gerando uma plataforma de TiO2(13nm-130nm)
modificada com uma monocamada bastante estavel de 1,10-fenantrolina-5,6-diona. [143]
Outra vantagem de se trabalhar com esse composto esta relacionada com o fato do mesmo ser
um ligante bidentado, sendo que os atomos de nitrogénios da extremidade oposta dos grupos
diona se mantém livres para coordenar outras espécies, como por exemplo cations de metais
de transi¢do. Consequentemente, quando o filme de TiOx(13am-130nm) modificado com o ligante
1,10-fenantrolina-5,6-diona ¢ exposto a uma solu¢io aquosa contendo ions Fe**, os mesmos
se coordenam aos dois atomos de nitrogénio da molécula organica (Figura 57A). Uma vez
que a esfera de coordenagdo do Fe*™ suporta seis ligantes, ainda é possivel utilizar os quatro
sitios restantes para a coordena¢do com atomos de nitrogénio oriundos de uma segunda
espécie. Para tal, o eletrodo TiO2(13nm-130nm) Mmodificado com 1,1O-fen'cln‘[rolina-S,6-di0na-Fe2Jr
foi imerso em uma solucio aquosa contendo Fe(CN)s®™ (Figura 57B). Apds essa etapa, foi
possivel observar a formagdo de uma coloracdo azulada na superficie do eletrodo,
caracteristica do complexo azul da Prussia (FEHCNFe). Esse processo de imersdo nas
solugdes contendo fons Fe*™ e Fe(CN)s gerou uma monocamada de FeHCNFe sobre o
TiO2(130m-130nm) (Figura 57C). Tal processo pode ser repetido diversas vezes, sendo que cada

repeticdo € capaz de formar uma monocamada de azul da Prussia sobre a camada anterior
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(Figura 57D). Esses materiais serdo denominados como (FeHCNFe),/TiOx(13nm-130nm), onde

r

“n” ¢ o nimero de camadas de transdutor presente no eletrodo modificado.
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Figura 57 — Representa¢do esquematica da imobilizagdo das camadas de azul da Prussia

sobre 0 TiOy(13nm-130nm) modificado com o ligante 1,10-fenantrolina-5,6-diona.

A Figura 58 apresenta os perfis j/E obtidos com os filmes (FeHCNFe),/TiO2(13nm-130nm)
(com “n” de 1 a 6) em KCI 1,0 x 10" mol L™ + HCI 1,0 x 10" mol L, onde ¢ possivel
perceber que a quantidade de transdutor eletroativo aumenta em funcdo do nimero de
camadas de azul da Prussia imobilizadas. O eletrélito KCl foi escolhido porque o raio idnico
hidrodindmico do K" ¢ capaz de acessar as vacancias estruturais do azul da Prussia e realizar
a compensagio de carga entre a forma reduzida K,Fe"[Fe"(CN)g]e oxidada KFe"[Fe"(CN)s]

do transdutor.
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Figura 58 — Perfis j/E obtidos em KCI 1,0 x 10" mol L™ ¢ HCI 1,0 x 10™" mol L' com os

filmes (FeHCNFe),/TiOx2(130m-130nm) (com “n” de 1 a 6). v =100 mV s

Esse mesmo eletrélito foi utilizado para os experimentos de deteccdo de H,O,, o qual foi
realizado por cronoamperometria a 0,00 V vs Ag/AgCl/Cl s As sensibilidades obtidas com

os filmes (FeHCNFe),/TiO2(13nm-130nm) (com “n” de 1 a 6) estdo apresentadas na Figura 59A.
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Figura 59 — (A) sensibilidades obtidas durante a deteccdo de HO, com os filmes
(FeHCNFe),/TiO2(13nm-130nm) (com “n” de 1 a 6). Nimero de amostras = 7. (B)
cronoamperograma obtido com o (FEHCNFe)4/TiO5(13nm-130nm)durante a adigdo de aliquotas
de 5 pL de H,0, 1,0x 10" mol L™ em 5 mL de KC1 1,0 x 10" mol L + HC1 1,0 x 10™" mol

LLE= 0,00 V vs Ag/AgCl/Cl g
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E possivel observar na Figura 59A que existe um comportamento bastante peculiar da
variagdo das sensibilidades em fun¢dao do numero de camadas de azul da Prussia imobilizadas
sobre 0 TiOx(13nm-130nm). Inicialmente, a sensibilidade aumenta até a quarta camada, onde
atinge o valor méximo de 415 + 50 pA cm™ mmol” L. Entretanto, ao se aumentar a
quantidade de azul da Prussia presente no eletrodo em fun¢do da imobilizagdo da quinta
camada, ¢ possivel perceber que a sensibilidade diminui para 125 + 17 pA cm™ mmol™ L.
Por fim, também ¢ possivel notar que a imobilizagdo da sexta camada aumenta a
sensibilidade novamente para 250 + 33 pA cm™ mmol ™ L.

A compreensdo desse comportamento pode ser obtida com auxilio da Espectroscopia na
Regido do Visivel e da Microscopia Eletronica de Varredura. Para tal, a Figura 60 apresenta o
monitoramento do espectro de absor¢do no visivel para os filmes (FEHCNFe),/TiO2(13nm-130nm)

(com “n” de 1a6).
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Figura 60 - Espectros na regido do visivel dos transdutores (FEHCNFe),/TiO(130m-130nm) cCOM

“n”del aé6.
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O azul da Prissia apresenta uma intensa coloracdo em fung¢do de um processo de
transferéncia de carga em sistemas inorganicos de valéncia mista. Tal material apresenta,
caracteristicamente, uma banda de absor¢ao centrada em A = 690 nm. [144] Entretanto, pela
Figura 60, ¢ possivel notar que a energia da transi¢ao eletronica envolvida na coloragdo do
azul da Prussia estd deslocada para comprimentos de onda menores em filmes com menor
quantidade de transdutor imobilizado. A medida que mais camadas sdo depositadas, além do
aumento da intensidade da absorbancia, ¢ possivel notar que a energia da transicao se desloca
mais para a regido do vermelho, ou seja, fica mais similar a energia encontrada na transi¢ao
eletronica de um filme de azul da Prassia macigo (A = 690 nm).

Esse deslocamento pode estar associado a uma mudanga estrutural do composto
inorganico em fun¢do do nimero de camadas de transdutor imobilizadas. Em fun¢do desse
aspecto, foram obtidas imagens de MEV para os filmes (FeHCNFe),/TiOx13nm-130nm)s
(FeHCNFe)4/TiOx(130m-130nm) € (FEHCNFe)s/TiO2(13nm-130nm). As imagens estdo apresentadas

nas Figuras 61A, B e C, respectivamente.
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Figura 61 — Imagens de MEV obtidas com os transdutores (A) (FEHCNFe),/TiOx(13nm-130nm)s

(B) (FeHCNFe)4/Ti02(13nm_130nm) c (C) (FeHCNFC)6/Ti02(13nm_130nm).

Pela Figura 61A ¢ possivel perceber que a imobilizacdo de duas camadas de azul da
Prussia na plataforma de TiO; ndo foi capaz de ocasionar a perda da estrutura mesoporosa do
filme. Essa nanomorfologia também pode ser observada na Figura 61B, onde quatro camadas
de azul da Prussia estdo confinadas dentro dos mesoporos do TiO,. O aumento da quantidade
de transdutor acarreta no aumento da sensibilidade, uma vez que existe um niimero maior de
sitios ativos disponiveis para a reacdo com o H,O,. Além disso, os espectros na regido do
visivel mostram que as bandas de absor¢do dos filmes (FeHCNFe)»/TiOx130m-130nm) €
(FeHCNFe)4/TiOx(13nm-130nm) €stdo deslocadas para valores menores que 690 nm, o que ¢ um

indicio da presenca de defeitos estruturais na rede. A presenca desses defeitos € importante

121



porque aumenta a reatividade do transdutor. Entretanto, ao se imobilizar a quinta camada,
existe a diminui¢do da sensibilidade obtida. Esse resultado é bastante interessante porque ¢
uma indicacao direta do efeito de confinamento do transdutor dentro dos mesoporos de TiO,.
Com a deposicdo da quinta camada, existe o preenchimento total dos poros e um prejuizo
significativo da acessibilidade dos sitios ativos. A perda desse efeito de confinamento ¢
mantida para todas as camadas de azul da Prissia imobilizadas posteriormente. Conforme
observado na Figura 61C, os poros estdo completamente preenchidos no
(FeHCNFe)e/TiOx2(13nm-130nm), sendo encontrada uma morfologia granular tipica do azul da
Prussia formado por coordenagdo sequencial de ions. [29] Entretanto, o aumento da
sensibilidade em relagdo ao (FeHCNFe)s/TiOx(13nm-130nm) €Xiste porque o filme de azul da
Prussia é permeavel ao H,O,, sendo que a sua redugdo ndo ocorre apenas em sitios
superficiais. [21] Mesmo assim, a relagdo acessibilidade dos centros reativos/volume ndo é
mais tdo favoravel como era no caso do (FeHCNFe)4/TiO2(13nm-130nm). Mais ainda, a adi¢do de
um maior nimero de camadas de azul da Prussia acarreta em uma aproximacao da banda de
absor¢do exibida pelo material maci¢o (Amax = 685 nm), o que € um indicio da diminuigdo do
nimero de defeitos reativos encontrados na rede. Tal fato faz com que o filme
(FeHCNFe)e/T1O2(13nm-130nm) S€ja estruturalmente mais parecido com um filme de azul da
Pruassia macigo.

Resumidamente, o desempenho analitico do FEHCNFe no presente caso esta diretamente
relacionado a presenca de defeitos estruturais em sua rede e ao efeito de confinamento gerado
pela estrutura mesoporosa do TiO,. Entretanto, como se trata de um sistema poroso, os
experimentos de angulo de contato sdo importantes para a investigacdo da acessibilidade dos
sitios internos por parte da solugdo aquosa utilizada como eletrolito durante os experimentos
de detecgao de H,O,. A Figura 62 apresenta o resultado obtido quando uma gota de KCl 1,0 x

10" mol L™ + HCI1 1,0 x 10” mol L™ foi posicionada sobre o (FeHCNFe)4/TiO2(13nm-130nm)-
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Figura 62 — Mediadas de angulo de contato obtidas quanto uma gota contendo solugao de
KC11,0x 10" mol L™ + HCI 1,0 x 10" mol L™ foi posicionada sobre o

(FeHCNFe)4/TiO2(13n0m-130nm).

Os angulos observados estdo entre 30 e 35° o que realga o carater hidrofilico da
superficie. Portanto, diferentemente do CuHCNFe/PPy macroporoso, os mediadores
mesoporosos de azul da Prussia apresentam uma boa molhabilidade em sistemas aquosos.

Os resultados apresentados até agora para os mediadores mesoporosos fazem alusdo as
plataformas (FeHCNFe),/TiOx(13nm-130nm). Entretanto, a espessura dos filmes pode ser
aumentada através do emprego de diferentes condi¢des experimentais no processo de “dip-
coating”. Por exemplo, o processo de imersdo/emersao utilizado para a formagdo dos filmes
de 130 nm pode ser feito duas vezes, imobilizando-se um sistema liquido cristalino sobre o
molde de micelas fixado previamente. Esse procedimento foi capaz de gerar filmes de TiO,
mesoporosos com 260 nm de espessura. Outra possibilidade consistiu na diminui¢do da
velocidade de imersdo/emersdo utilizada na primeira abordagem, o que alterou a espessura do
molde imobilizado e possibilitou a sintese de filmes com 200 nm de espessura. As
plataformas mais espessas sdo interessantes porque elas possibilitam o confinamento de um

maior nimero de sitios ativos acessiveis dentro do TiO, mesoporoso. Como o diametro de 13
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nm foi preservado para as diferentes espessuras, manteve-se o numero de 4 camadas de azul
da Prussia para o estudo da influéncia da profundidade do filme na sensibilidade obtida
durante a detec¢do do H,O,. A Figura 63 apresenta os resultados obtidos para as plataformas

(FGHCNF€)4/Ti02(13nm_13()nm), (FGHCNF€)4/Ti02(13nm_200nm) € (FCHCNFG)4/TiOZ(13nm_260nm).

400 4

300

200 1

100

Sensibilidades / pA cm” mmol™ L

130 200 260
Espessura do filme de TiO2 mesoporoso / nm

Figura 63 - Sensibilidades obtidas durante a detec¢do de H,O, com os transdutores
(FGHCNF€)4/Ti02(13nm_130nm), (FGHCNFG)4/Ti02(13nm_200nm) (§ (FGHCNF€)4/Ti02(13nm_260nm).
Solucao eletrolitica contendo KCl 1,0 x 10" mol L + HCI 1,0 x 10" mol L. E= 0,00 V vs

Ag/AgCl/Cl 4.

Pela Figura 63, ¢ possivel perceber que as sensibilidades obtidas foram bastante similares
independentemente da espessura do transdutor poroso utilizado. Vale ressaltar que, assim
como no caso do CuHCNFe/Ppy, o azul da Prussia também ¢ um catalisador da reducao do
H,0,. Esse resultado ¢ interessante quando ponderamos que a cinética rapida da reacdo pode
estar fazendo com que apenas o transdutor localizado em regides superiores do canal fiquem
responsaveis pela reducao do H,O,, mesmo tratando-se de um transdutor mais permeavel ao

analito do que o CuHCNFe/Ppy.
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Conforme descrito na Parte Experimental, outra abordagem esta relacionada com a
variagdo do tamanho dos poros dos filmes de TiO,, os quais podem ter o seu didmetro de 13
nm aumentado em fungdo da adi¢do de agentes capazes de inflar as dimensdes das micelas de
surfactante presente no sistema liquido cristalino, tais como o tetrahidrofurano e o
polipropilenoglicol. Isso possibilitou a sintese filmes de TiO, com espessura de 130 nm e
diametros de poros de 20 e 40 nm, conforme apresentados na Figura 64A e 64C,
respectivamente. A Figura 64B apresenta a distribuicdo média dos poros obtida para o

Tio2(20nm-130nm) c€a Figura 64D para o Ti02(4onm_13onm).

intensidade

didmetro do poro / nm

intensidade

didmetro do poro / nm

Figura 64 — Imagem de MEV e perfis intensidade/didmetro de poro obtidos com (A,B)
T102200m-130nm) € (C,D) T1O240nm-130nm)- Imagens extraidas de Malfatti e col. [117]
Conforme observado na Figura 64, as plataformas de TiO220nm-130nm) € T1O02(40nm-130nm) NA0
apresentam uma estrutura porosa tdo uniforme quanto a encontrada para os filmes de

TiO2(13nm-130nm). No caso do sistema TiO20nm-130nm), @ maior parte do filme apresenta
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cavidades entre 15 e 25 nm, sendo também possivel encontrar poros com didmetros acima ou
abaixo desses valores. J4 no caso do sistema TiO4onm-130nm), © que se encontra de fato sdo
algumas cavidades entre 35 e 40 nm cercadas por uma séria de poros com 13 nm de didmetro.

As plataformas TiO200nm-130nm) € T1O2(40nm-130nm) foram utilizadas para a imobilizagdo de
diferentes camadas de azul da Prussia seguindo o mesmo protocolo aplicado para os filmes de
TiO2(130m-130nm). ApOs a imobiliza¢do do transdutor, os eletrodos foram utilizados para a
deteccao de H,O, em eletrélitos contendo KC1 1,0 x 10" mol L + HCI 1,0 x 10" mol L. As
sensibilidades obtidas estdo apresentadas na Figura 65A, enquanto a Figura 65B mostra a

curva analitica obtida com o (FeHCNFe)s/TiO20nm-130nm)-
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Figura 65 — (A) sensibilidades obtidas durante a detec¢do de H,O, com os filmes
(FeHCNFe),/T10220nm-130nm) (com “n” de 1 a 6) e (FeHCNFe),/TiO240nm-130nm) (com “n” de 1
a 7). O grafico também recapitula os valores de sensibilidades obtidos para o
(FeHCNFe),/TiO2(13nm-130nm) (com “n” de 1 a 6). (B) curva analitica obtida com o
(FeHCNFe)s/T102(20nm-130nm)durante a adi¢do de aliquotas de 5 uL de H,O, 1,0 x 10" mol L™
em 5 mL de KC11,0x 10" mol L' + HC1 1,0 x 10" mol L. E=0,00 V vs Ag/AgCl/Cl

Seguindo o mesmo comportamento dos sistemas (FeHCNFe),/TiO2(13nm-130nm) discutidos
anteriormente, as sensibilidades dos transdutores (FeHCNFe),/TiO220nm-130nm) €

(FeHCNFe),/TiO240nm-130nm) também aumentaram até um numero especifico de camadas
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imobilizadas e, posteriormente, decairam consideravelmente. Entretanto, ¢ possivel notar que
o nimero de camadas que podem ser imobilizadas antes da perda da sensibilidade varia em
funcdo do didmetro dos poros presentes na plataforma de TiO,. Para as plataformas
(FeHCNFe),/TiO2(13nm-130nm) fol possivel aumentar a exposi¢do de sitios ativos confinados
dentro dos mesoporos até 4 camadas, quando a sensibilidade alcangou um valor médio de 415
+ 50 pA cm™ mmol” L. Para os transdutores (FeHCNFe),/TiO220nm-130nm), @ sensibilidade
aumentou até a imobilizagdo de 5 camadas, quando alcangou o valor de 981 pA cm™ mmol™
L. A possibilidade de se aumentar o numero de camadas de transdutor que podem ser
imobilizadas antes de se perder o efeito de confinamento estd relacionada com o fato do
TiO220nm-130nm) apresentar poros com didmetros maiores do que os sistemas TiOx(13nm-130nm)-
Entretanto, o resultado se torna ainda mais interessante quando lembramos que as
plataformas de TiOx(13nm-130nm) apresentam uma darea superficial disponivel para a
imobilizagdo do transdutor maior do que as plataformas de TiO220nm-130nm)-
Consequentemente, o comportamento analitico obtido pode estar relacionado a uma maior
facilidade de acesso da solugdo eletrolitica pelo (FEHCNFe)s/TiO220nm-130nm) €m relagdo ao
(FeHCNFe)4/T1O2(13nm-130nm). Esse fendmeno pode facilitar tanto a permeabilidade do H,O,
aos sitios ativos mais internos do transdutor mesoporoso quanto a compensagdo de carga
entre a forma oxidada e reduzida do azul da Prussia localizado dentro dos poros. A
comprovagao que uma maior quantidade de transdutor eletroativo estd disponivel na situagao
Otima de operagdo para as plataformas (FeHCNFe)s/TiO20nm-130nm) €m relagdo aos sistemas

(FeHCNFe)4/T1O2(13nm-130nm) pode ser evidenciada na Figura 66.
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Figura 66 - Perfis j/E obtidos em KC1 1,0 x 10" mol L™ + HCI 1,0 x 10" mol L™ com os

filmes (FeHCNFe)s/Ti02(20nm_130nm) (§] (FGHCNFC)4/Ti02(13nm_130nm).

Pela Figura 65, também ¢ possivel observar que as plataformas (FeHCNFe),/TiO24onm-
130nm) tiveram os valores de sensibilidades aumentadas até a imobilizagdo de 6 camadas de
azul da Prussia antes de terem seus poros preenchidos. Esse comportamento ¢ mais complexo
porque os poros de 40 nm estdo cercados por poros de 13 nm, mas também pode ser
interpretado em funcdo da presenca de cavidades maiores do que as duas plataformas
discutidas anteriormente. Mesmo assim, a melhor performance obtida pelo transdutor
(FeHCNFe)s/T102(40nm-130nm) T€gistrou uma sensibilidade de 844 pA cm”? mmol™ L. Tal valor
¢ menor do que o exibido pelo transdutor (FeHCNFe)s/TiO220nm-130nm), © que indica que o
ganho na acessibilidade pelos sistemas (FeHCNFe),/TiO40nm-130nm) €m relagdo aos
transdutores FeHCNFe),/TiO200nm-130nm) N30 estd melhorando o desempenho do sensor
durante a detec¢do de H,O,. Tal resultado sugere que o comportamento dos sistemas
mesoporosos apresentados aqui € controlado por uma relagao entre quantidade de transdutor
1imobilizado e acessibilidade do H,O, aos centros reativos desses materiais. Plataformas de

TiO2(13nm-130nm) permitem, em teoria, a imobiliza¢do de uma quantidade maior de transdutor.

128



Entretanto, a acessibilidade desses sistemas ndo ¢ tdo vantajosa quanto a dos sistemas de
TiO220nm-130nm)- Ja as plataformas de TiOzwonm-130nm) também possuem uma acessibilidade
favorecida. Entretanto, sdo capazes de imobilizar menos material do que os sistemas
TiO220nm-130nm).-

Conforme realgado na secdo introdutoria, o azul da Prassia € eletroativo na presenca de
cations K ou de outros cations cujos raios iénicos hidrodindmicos sejam menores do que as
vacancias apresentadas pela estrutura do material. Consequentemente, cations como o Na',
H', Li" e todos os cations da familia dos alcalinos terrosos possuem raios i6nicos
hidrodinamicos grandes o suficiente para bloquear facilmente a atividade do azul da Prussia.
[27] Para fins ilustrativos, a Figura 67 apresenta os perfis j/E obtidos em eletrélitos contendo
K" e Na" em pH = 1. Como eletrodo de trabalho, foi utilizado um ITO modificado com um

filme de azul da Prassia maci¢o, o qual foi depositado convencionalmente por

cronoamperometria.
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Figura 67 — Perfis j/E obtidos com um filme de azul da Prissia macigo em eletrolitos
contendo KC1 1,0 x 10" mol L™ + HC1 1,0 x 10" mol L' e NaCl 1,0 x 10" mol L' + HCI 1,0

x 107 mol L.
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Conforme discutido anteriormente, uma alternativa para esse problema consiste na
substitui¢do do azul da Prussia por um analogo que apresente vacancias maiores em sua
estrutura, como o CuHCNFe. Tal transdutor pode apresentar eletroatividade reprodutivel em
meios contendo cations bloqueadores do azul da Prussia. Com essa proposta, andlogos de
cobre foram preparados utilizando os filmes de TiO, mesoporosos como plataformas. A
metodologia consistiu na imobilizagdo inicial do ligante 1,10-fenantrolina-5,6-diona e,
posteriormente, o eletrodo mesoporoso modificado com o ligante foi imerso em uma solugdo
aquosa contendo CuCl,, para coordenagio dos cations Cu®’. Por fim, o eletrodo foi colocado
em uma solugdo de K3Fe(CN), para a coordenagdo dos anions Fe(CN)g".

Assim como no caso da constru¢do do azul da Prissia mesoporoso, as imersdes nas
solugdes de cobre e ferricianeto de potassio puderam ser repetidas com o intuito de se
controlar o nimero de camadas de CuHCNFe presentes na estrutura mesoporosa do TiO;.
Para tal, foram construidas eletrodos de (CuHCNFe)4/TiO2(13nm-130nm), (CUHCNFe)s/TiO2(20nm-
130nm) € (CuHCNFe)s/T10240nm-130nm). Esse nimero de camadas de CuHCNFe presentes nas
distintas plataformas foi o maximo possivel de ser imobilizado antes da perda da
nanomorfologia do transdutor mesoporoso.

Os transdutores mesoporosos de CuHCNFe foram utilizados para a deteccao de H,O, em
eletrolitos contendo NaCl 1,0 x 10" mol L™ + HCI 1,0 x 10" mol L' e os resultados de
sensibilidade obtidos estdo apresentados na Figura 68A. Para fins comparativos, o grafico
também traz as sensibilidades dos sistemas (FeHCNFe)4/T102(13nm-130nm)s
(FeHCNFe)s/TiO220nm-130nm) € (FEHCNFe)s/T1O240nm-130nm) Obtidas no eletrolito contendo
apenas cations bloqueadores da atividade do azul da Prassia. Ja a Figura 68B apresenta as
curvas analiticas obtidas em NaCl 1,0 x 10" mol L + HCI 1,0 x 107" mol L' com o azul da

Prassia maci¢o e com as plataformas (CuHCNFe)4/TiO200nm-130nm) € (FEHCNFe)4/T102020nm-

130nm)-
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Figura 68 — (A) Sensibilidades obtidas com os transdutores (CuHCNFe)4/TiO2(130m-130nm),
(CuHCNFe)s/TiO220nm-130nm), (CUHCNFe)s/ T1O240nm-130nm), (FEHCNF€)4/T102(130m-130nm)s
(FeHCNFe)s/TiO220nm. 130nm) € (FeHCNFe)/ TiO2aonm. 130nm) €m NaCl 1,0 x 10™ mol L' + HCI
1,0 x 10" mol L. (B) Curvas analiticas obtidas com o (CuHCNFe)4/T10220nm-130nm) € COM 0
(FeHCNFe)4/T10220nm-130nm) durante a adi¢do de aliquotas de H,O, 1,0 x 10* mol L' em
NaCl 1,0 x 10" mol L' + HCI 1,0 x 10" mol L', Para 0 FeHCNFe macico, as aliquotas

adicionadas foram de H,O, 2,0 x 10°mol L. E= 0,00 V vs Ag/AgCl/Cl gy

As sensibilidades alcangadas com os transdutores (CuHCNFe)s/TiOx(130m-130nm)
(CuHCNFe)s/Ti0200nm-130nm) € (CuHCNFe)s/TiO240nm-130nm) €m meios contendo Na" e H
foram bastante satisfatorias, especialmente quando comparadas as sensibilidades ja
reportadas na literatura. Por exemplo, um filme de CuHCNFe macico possui sensibilidade de
0,14 pA cm™ mmol™” L [34], enquanto sistemas com nanoparticulas de CuHCNFe podem
apresentar sensibilidade de 30,6 A cem” mmol™ L. [138]

Entretanto, um resultado ainda mais chamativo faz alusdo aos desempenhos dos
transdutores (FeHCNFe)4/TiO2(13nm-130nm)s (FeHCNFe)s/TiO220nm-130nm) e

. . + . . ’
(FeHCNFe)e/TiO240nm-130nm) €m meios contendo Na . Assim como em meios contendo ions
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K", o transdutor (FeHCNFe)s/TiO220nm-130nm) apresentou melhor performance que as exibidas
pelos transdutores (FEHCNFe)s/TiO2(13nm-1300m) € (FEHCNFe)e/TiO240nm-130nm), alcangando
uma sensibilidade de 971 pA cm™ mmol™ L. Isso significa que a plataforma apresenta uma
sensibilidade bastante similar em meios contendo tanto K' como Na'. Tal resultado ¢
bastante interessante, principalmente quando comparado ao desempenho do FeHCNFe
macigo descrito na Figura 68B. Nesse caso, a sensibilidade obtida em Na" foi de apenas 82
pA cm” mmol™ L e a faixa linear foi apenas até 1,5 x 10 mol L (uma ordem de grandeza a
menos que a exibida pelo (FeHCNFe)s/TiO220nm-130nm))-

Portanto, os resultados obtidos sugerem que o azul da Prussia imobilizado sobre o TiO,
mesoporoso apresenta uma estrutura diferente daquela exibida pelos transdutores macigos. Os
espectros na regido do visivel apresentados anteriormente na Figura 60 (pag. 119)
corroboram essa hipdtese, uma vez que a transicao eletronica do (FeHCNFe)n/TiO2(130m-130nm)
estd deslocada para comprimentos de onda menor quando comparada a exibida pelo filme
maci¢o de Azul da Prussia.

Além da sensibilidade de 971 pA cm™ mmol”' L, outros pardmetros analiticos foram
obtidos com o (FeHCNFe)s/TiO220nm-130nm) €m meios contendo NaCl e HCI. Entre eles, o
limite de detecgdo foi de 5,5 x 107 mol L (3 vezes o desvio padrdo da corrente residual sem
analito), o tempo de resposta foi de 10 s (90% da variacao da corrente) e a faixa linear até 1,2
x 10° mol L™

Como conclusdo desse trabalho, foi possivel sintetizar transdutores mesoporosos atraveés
da imobilizacao de camadas de azul da Prussia e de CuHCNFe dentro da estrutura de filmes
de TiO, depositados ao redor de micelas de surfactantes. Os resultados obtidos demonstraram
a possibilidade de se modular o desempenho dos sensores mesoporosos em fungdo do nimero
de camadas de transdutor imobilizados. Nesse sentido, a imobiliza¢do de diferentes camadas

do transdutor possibilitou estudar o efeito de confinamento desse material dentro dos poros,
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uma vez que o desempenho do sensor caiu consideravelmente apds o total preenchimento das
nanoestruturas. Também foi possivel estudar o efeito da espessura (130, 200 e 260 nm) e do
diametro dos eletrodos de TiO, mesoporosos (13, 20, 40nm) em funcdo do desempenho
eletroanalitico obtido ap6s a imobilizacdo do azul da Prassia nessas plataformas. Por fim, a
unido dos resultados de espectroscopia na regido do visivel e de cronoamperometria em
meios contendo fons Na" e H™ possibilitou concluir que o azul da Prussia formado através da
presente metodologia apresenta uma estrutura mais aberta e mais reativa, sendo capaz de
operar de maneira otimizada frente a um filme de azul da Prissia macigo.

A constru¢do do diagrama de fase apresentado aqui foi realizada em conjunto com a
Prof®. Dr". Maria Regina Alcantara, no Instituto de Quimica da Universidade de Sdo Paulo,
Sao Paulo.

As plataformas de TiO, mesoporosas foram produzidas na Unidad de Actividad Quimica
do Centro Atémico Consituyentes, localizado em Buenos Aires e sob coordenacdo do Prof.
Dr. Galo J. A. A. Soler-Illia. A metodologia para a imobilizagdo do azul da Prussia e de seus
analogos na superficie do TiO, mesoporoso foi desenvolvida durante o doutorado de Martin
H. Gaitan no laboratdrio coordenado pelo Prof. Dr. Luis M. Baraldo, situado na Facultad de
Ciencias Exactas y Naturales da Universidad de Buenos Aires.

Martin H. Gaitan realizou dois estagios no Laboratério de Materiais Eletroativos,
coordenado pela Prof®. Susana I. Cordoba de Torresi e pelo Prof. Roberto Manoel Torresi, no
Instituto de Quimica da Universidade de Sao Paulo, Sao Paulo. J4 o presente aluno esteve por
um més nos laboratdrios coordenados pelo Prof. Dr. Luis M. Baraldo e pelo Prof. Dr. Galo J.

A. A. Soler-Illia. Os resultados apresentados aqui sdo frutos dessa parceria.
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4.4.Aplicacao dos diferentes transdutores na preparacio de biossensores

A presente se¢do contém os resultados obtidos através do emprego dos diferentes
transdutores apresentados no desenvolvimento de biossensores baseados em enzimas
oxidases.

Inicialmente, um biossensor de glicose foi construido através da imobiliza¢ao de enzimas
glicose oxidase (GOx) sobre o CuHCNFe/Ppy-feltro/NTCCS utilizando a técnica de camadas
automontadas. [145-149] Essa técnica foi proposta inicialmente por Decher e col. [150] e tem
seu principio baseado na imobilizacdo eletrostatica de compostos com cargas opostas. Nesse
sentido, o CuHCNFe/Ppy-feltro/NTCCS se comporta como um composto de densidade de
carga superficial negativa em funcao dos defeitos estruturais presentes no material inorganico
e dos ions ClI" que dopam a malha polimérica. Portanto, a plataforma CuHCNFe/Ppy-
feltro/NTCCS pode ser utilizada para adsorver materiais que se comportem como
polieletrolitos positivos, tais como o cloreto de polidialildimetil amoénio (PDDA). A estrutura

do PDDA esté apresentada na Figura 69.

+

N
/N
H,C CHs

Figura 69 — Formula estrutural do PDDA.

O PDDA apresenta carga positiva em qualquer valor de pH, uma vez que apresenta um
nitrogénio ligado a quatro carbonos em sua estrutura. Nesse sentido, todas as solucdes

utilizadas na imobilizagio da GOx foram preparadas através de um tampdo PBS 1,0 x 10
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mol L' pH = 7. Esse valor de pH também ¢ vantajoso porque o ponto isoelétrico da GOx é
igual a 4,2. Conseqiientemente, as enzimas se comportam como compostos negativos no
valor de pH utilizado durante a imobilizagao.

Portanto, o PDDA foi adsorvido sobre o eletrodo mergulhando-se o feltro/NTCCS
modificado com CuHCNFe/Ppy em uma solugdo do polieletrolito positivo. Apds essa etapa,
o sistema foi lavado em solugdo tampao e mergulhado em outra solucdo contendo GOx
negativamente carregada. Por fim, o eletrodo foi lavado novamente em solu¢do tampao para
remover as enzimas fracamente adsorvidas. O final desse ciclo deu origem a 1 bicamada de
PDDA/GOx sobre o CuHCNFe/Ppy-feltro/NTCCS. O processo foi repetido para dar origem a
segunda bicamada e assim sucessivamente. Vale ressaltar a possibilidade de se modular a
espessura do biossensor através do controle do nimero de bicamadas quando se utiliza a
técnica de camadas automontadas. Uma esquematizacdo de um biossensor construido através

dessa metodologia esta apresentada na Figura 70.

bicamadas

Figura 70 - Representacdo esquematica de um biossensor de glicose construido pela técnica

de camadas automontadas.

O mediador CuHCNFe/Ppy-feltro/NTCCS ¢ uma interessante plataforma para esse fim,
uma vez que existe uma grande area superficial disponivel para a imobiliza¢do do polimero

cationico PDDA e, posteriormente, para a enzima. Essa tridimensionalidade do feltro ¢
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interessante porque permite a imobilizagdo de uma maior quantidade de material biologico,
quando comparado a eletrodos bidimensionais modificados com transdutores. Além disso, a
matriz CuHCNFe/Ppy ¢ um interessante transdutor para minimizar a interferéncia de
produtos normalmente encontrados em amostras biologicas, tais como o acido ascorbico e o
paracetamol. A Tabela 5 apresenta uma comparagdo das correntes obtidas quando 1,0 x 10™
mol L™ destes compostos interferentes foram adicionados e quando houve a adi¢do de H,O,

na mesma concentragao.

Tabela 5 - Comparagio da resposta de corrente obtida durante a adigdo de 1,0 x 10™* mol L™

de H,O, e de compostos interferentes.

Corrente (nA)
Analito
E=0,00V vs Ag/AgCl/CI
Acido Ascérbico 0,32
Paracetamol 0,28
Peroxido de Hidrogénio 20,44

Pela Tabela 5, € possivel perceber que a corrente de interferéncia foi cerca de 1,5 % do
valor obtido com a adi¢do de H,O,. Esse fato pode ser explicado pelo baixo potencial de
trabalho e pela estrutura zeolitica dos analogos de azul da Prussia, a qual s6 permite o acesso
de moléculas de baixa massa molecular, tais como o O, e 0 H,O,.

A Figura 71 A apresenta o aumento da sensibilidade frente a adicdo de glicose em funcdo
do numero de bicamadas de PDDA/GOx imobilizadas sobre o CuHCNFe/Ppy-feltro/NTCCS.
A Figura 71B apresenta o cronoamperograma obtido durante a detecgdo de glicose usando o
CuHCNFe/Ppy-feltro/NTCCS modificado com um total de 15 bicamadas de PDDA/GOx. A

sensibilidade obtida nesse caso foi de 3,9 pA mg” mmol™ L. A faixa linear obtida foi até 1,3

136



x 107 mol L', com um limite de detec¢do 4,1 x 10° mol L (3 vezes o desvio padrao da
corrente residual sem analito) e um tempo médio de resposta de 14 s (90% da variacdo da
corrente). Assim, a imobiliza¢gdo de bicamadas de PDDA/GOx no CuHCNFe/Ppy-
feltro/NTCCS possibilitou a criagdo de um biossensor de glicose com sensibilidades que

puderam ser moduladas em fun¢do do numero de bicamadas.
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Figura 71 - (A) Sensibilidades obtidas durante a detec¢do de glicose com o CuHCNFe/Ppy-
feltro/NTCCS modificado com diferentes nimeros de bicamadas de PDDA/GOx. (B)
Cronoamperograma obtido com o CuHCNFe/Ppy-feltro/NTCCS modificado com 15

bicamadas de PDDA/GOx durante a adico de aliquotas de 4 pL de glicose 2,5 x 10™ mol L™
em 5 mL de PBS 1,0 x 10™ mol L' (pH = 7) contendo NaCl 1,0 x 10" mol L™". E=0,00 V vs

Ag/AgCl/Cl gy

As Figuras 72C e D apresentam imagens de MEV obtidas ap6s a imobiliza¢do da enzima.
Em comparagao com as imagens do CuHCNFe/Ppy-feltro/NTCCS recapituladas nas Figuras
72A e B, ndo ¢ mais possivel observar a morfologia tipica do CuHCNFe/Ppy, mostrando que

o mediador foi recoberto de maneira eficiente pelas bicamadas de PDDA/GOx.
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Figura 72 - (A) Imagem de MEV de uma das fibras do feltro/NTCCS-CuHCNFe/Ppy. (B)
Imagem de MEV da dispersdao do CuHCNFe sobre a matriz de Ppy sintetizada na presenca
dos NTCCS. (C) Imagem de MEV de uma das fibras do feltro/NTCCS-CuHCNFe/Ppy
recoberta com PDDA/GOx (D) Imagem de MEV em maior magnificagdo do sistema

PDDA/GOx recobrindo as estruturas do CuHCNFe/Ppy.

A durabilidade do biossensor preparado com 15 bicamadas de PDDA/GOx foi
monitorada através do estudo da variagcdo da sensibilidade em funcao do tempo. Os resultados
obtidos foram descritos na Tabela 6. Depois de um més, a sensibilidade foi de 2,6 nA mg’

mmol L, um valor 34% menor em relagio ao desempenho obtido no primeiro dia.
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Tabela 6 - Variagdo da sensibilidade do biossensor de glicose em fun¢io do tempo.

Dias  Sensibilidade(nA mg”' mmol™” L)

1° 3.9
12° 3,7
19° 3,3
26° 2,9
33° 2,6

Portanto, os resultados apresentados mostraram que a eletrodeposicdo do CuHCNFe/Ppy
sobre o feltro/NTCCS criou uma plataforma tridimensional passivel de ser utilizada para a
imobilizacdo da GOx pelo método das camadas automontadas. Esse método também ¢
vantajoso porque ele ndo envolve a formagdo de ligacdes covalentes com o material
bioldgico, o que favorece a preservagdo da estrutura tercidria da enzima.

Essa metodologia também foi utilizada para a imobilizagdo da GOx sobre o
CuHCNFe/Ppy macroporoso. Para tal, assim como no caso anterior, o biossensor de glicose
foi criado utilizando-se o PDDA como polieletrélito positivo para a imobilizagdo do material
biologico. A Figura 73A apresenta o aumento da sensibilidade frente a adicdo de glicose em
funcdo do numero de bicamadas de PDDA/GOx imobilizadas sobre 0 CuHCNFe/Ppy-460nm.
A Figura 73B apresenta o cronoamperograma obtido durante a deteccao de glicose usando o
CuHCNFe/Ppy-460nm modificado com um total de 5 bicamadas de PDDA/GOx. A
sensibilidade obtida nesse caso foi de 3,6 pA cm™ mmol” L. A faixa linear obtida foi até 3,1
x 107 mol L', com um limite de detec¢do 3,5 x 10> mol L (3 vezes o desvio padrio da
corrente residual sem analito) e um tempo médio de resposta de 27 s (90% da variagdao da

corrente).
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Figura 73 - (A) Sensibilidades obtidas durante a detec¢ao de glicose com o CuHCNFe/Ppy-
460nm modificado com diferentes nimeros de bicamadas de PDDA/GOx. (B)
Cronoamperograma obtido com o CuHCNFe/Ppy-460nm modificado com 5 bicamadas de
PDDA/GOx durante a adi¢io de aliquotas de 2,5 uL de glicose 2,0 x 10" mol L em 5 mL de
PBS 1,0 x 10" mol L' (pH = 7) contendo NaCl 1,0 x 10" mol L. E=0,00 V vs

Ag/AgCl/Cl g

Os resultados apresentados na Figura 73A mostram que a sensibilidade obtida com um
biossensor formado por 10 bicamadas de PDDA/GOx foi menor do que a apresentada pelo
sistema onde 5 bicamadas de PDDA/GOx estavam presentes sobre o CuHCNFe/Ppy-460nm.
Esse resultado motivou a obten¢do de imagens de MEV para investigar a morfologia do
transdutor poroso apos a imobilizacdo do material biologico. A Figura 74A recapitula a
morfologia inicial do CuHCNFe/Ppy-460nm, enquanto a Figura 74B apresenta a imagem de

um biossensor construido com 10 bicamadas de PDDA/GOx.
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Figura 74 — Imagens de MEV obtidas com um filme de CuHCNFe/PPy-460nm (A) antes e

(B) ap6s a imobilizagdo da glicose oxidase.

Pela Figura 74B ¢ possivel perceber que existe um preenchimento completo dos poros em
relagio ao material ndo modificado. E importante ressaltar que esses resultados ainda sdo
preliminares, e experimentos precisam ser conduzidos com o intuito de verificar se o
preenchimento dos poros ocorre por toda a espessura do filme ou apenas na camada porosa
mais externa. Além disso, ainda € necessdria a obtencdo da imagem do CuHCNFe/Ppy-
460nm modificado com 5 bicamadas de PDDA/GOx. Caso os poros ainda permanecam
abertos nessa situacdo, esse seria um indicativo para explicar a melhor sensibilidade obtida.

O transdutor macroporoso de CuHCNFe/PPy-460nm também foi utilizado como
plataforma para a imobilizagdo da colina oxidase (COx). Entretanto, como a atividade da
COx (10000 U g'l) ¢ menor do que a da GOx (198000 U g'l), foi escolhida uma metodologia
de imobilizagdo que possibilitasse a imobilizacdo de uma grande quantidade de material
bioldgico sobre o mediador. Tal metodologia consistiu na formagao de ligagdes covalentes
cruzadas entre os grupos —NH; presentes na estrutura protéica da enzima e os grupos —CHO

do glutaraldeido, conforme apresentado na Figura 75.
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Figura 75 — Representagdo esquematica das ligagdes covalentes formadas entre a enzima e o

glutaraldeido.

Diferentemente do método das camadas automontadas, ndo existe a possibilidade de se
modular facilmente o desempenho do biossensor em fungdo da quantidade de enzimas
imobilizadas. Além disso, a formagdo de ligacdes covalentes com o material bioldgico pode
alterar consideravelmente a estrutura terciaria da enzima, ocasionando a perda de sua
atividade biologica. Consequentemente, esse método ¢ indicado apenas para um estudo
inicial da aplicacdo do transdutor.

A Figura 76A apresenta o cronoamperograma obtido durante a detec¢do de colina
utilizando-se um biossensor onde a COx foi imobilizada pelo método das ligagdes covalentes
sobre 0 CuHCNFe/Ppy-460nm. J& a Figura 76B mostra a curva analitica construida a partir
do cronoamperograma obtido. Vale ressaltar que a determinag¢do quantitativa de colina em
amostras bioldgicas ¢ de grande importancia em andlises clinicas, uma vez que ¢ um
componente essencial para o funcionamento normal de todas as células. Ela ¢ utilizada, por
exemplo, para a formacdo da fosfatodicolina, o qual ¢ um fosfolipidio primario das
membranas celulares. A colina também ¢ precursora da acetilcolina, um dos compostos
quimicos cerebrais relacionados diretamente com a memoria. Entretanto, a maior utilizagdo

da colina no corpo humano estd relacionada com a producdo da betaina, um importante
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doador de radicais metil envolvido na prevengdo de inumeras doencas vasculares, cerebrais e

hepaticas. [151]
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Figura 76 - Cronoamperograma obtido com a COx imobilizada sobre o CuHCNFe/Ppy-
460nm durante a adigdo de aliquotas de 10 pL de cloreto de colina 1,25 x 10> mol L™ em 5
mL de PBS 1,0 x 10" mol L' (pH = 7) contendo NaCl 1,0 x 10" mol L". E=0,00 V vs
Ag/AgCl/Cl'gy (B) Curva analitica construida através da variagdo de corrente observada

durante as adi¢des de aliquotas de 2,5 x 10 mol L™ de cloreto de colina.

A sensibilidade obtida nesse caso foi de 23 pA cm™ mmol” L. A faixa linear obtida foi
até 2,25 x 10 mol L'l, com um limite de detec¢ao 2,8 x 10° mol L (3 vezes o desvio
padrdao da corrente residual sem analito) e um tempo médio de resposta de 30 s (90% da
variacao da corrente).

Conforme apresentado anteriormente, a sensibilidade obtida com o CuHCNFe/Ppy-
460nm durante o processo de deteccao de H,O, foi de 189 £+ 26 uA cm™ mmol+ L. Portanto,
com o intuito de se comparar o desempenho entre diferentes biossensores de colina,
empregou-se a metodologia das ligagdes covalentes cruzadas para se imobilizar a COx sobre

a plataforma mesoporosa de (FeHCNFe)s/TiO220nm-130nm). Entre os sistemas mesoporosos
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testados, esse foi o que apresentou melhor desempenho analitico durante o sensoriamento do
H,0,. Nesse caso, a sensibilidade obtida foi de 971 pA cm™ mmol™ L.

A Figura 77A apresenta o cronoamperograma obtido durante a deteccdo de colina
utilizando-se um biossensor onde a COx foi imobilizada sobre o (FeHCNFe)s/TiO220nm-130nm)-

Ja a Figura 77B mostra a curva analitica construida a partir do cronoamperograma obtido.
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Figura 77 — Cronoamperograma obtido com a COx imobilizada sobre o
(FeHCNFe)s/TiO2(20nm-130nm) durante a adi¢do de aliquotas de 10 pL de cloreto de colina 1,25
x 102 mol L™ em 5 mL de PBS 1,0 x 10™ mol L™ (pH = 7) contendo NaCl 1,0 x 10" mol L.
E=0,00 V vs Ag/AgCl/Cl'sy (B) Curva analitica construida através da varia¢ao de corrente

observada durante as adi¢des de aliquotas de 2,5 x 10° mol L™! de cloreto de colina.

A sensibilidade obtida para esse biossensor foi de 28 uA cm™ mmol™ L. A faixa linear
obtida foi até 2,00 x 10 mol L, com um limite de detecgdo 1,2 x 10 mol L (3 vezes o
desvio padrio da corrente residual sem analito) e um tempo médio de resposta de 65 s (90%
da variagdo da corrente).

A utilizagdo do (FEHCNFe)s/TiO220nm-130nm) para a construgdo de um biossensor de colina

foi vantajosa sobre o CuHCNFe/Ppy-460nm do ponto de vista do limite de detecc¢ao obtido, o
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qual foi uma ordem de grandeza menor do que o da plataforma macroporosa. Esse
comportamento pode estar relacionado as naturezas diferentes do transdutor, tanto do ponto
de vista quimico quanto morfoloégico. Em compensagdo, o tempo médio de resposta
alcangado com o (FeHCNFe)s/TiO2(13nm-130nm) fo1 0 dobro do obtido com o CuHCNFe/Ppy-
460nm. Esse resultado ¢ bastante interessante e abre margem para uma investigacdo a
respeito de como a enzima estad posicionada sobre o transdutor. A COx apresenta uma
estrutura dimera com dimensdes na ordem de 8,8 x 7,0 x 4,6 nm. [152] O transdutor
(FeHCNFe)s/TiO220nm-130nm) apresenta cinco camadas de azul da Prussia confinadas em um
poro de 20 nm de didmetro. Uma vez que a imobilizacdo da sexta camada acarreta no
preenchimento do poro, ¢ possivel presumir que todo o material bioldgico estd localizado
acima do transdutor, ¢ n3o confinado dentro do poro. J& no caso do transdutor
CuHCNFe/Ppy-460nm, o poro ¢ grande o suficiente para poder alocar a enzima pelo menos
nas camadas mais externas, o que geraria um contato mais intimo entre o transdutor ¢ o
material biologico. Esse fato poderia estar relacionado com a grande diferenga obtida no
tempo de resposta dos biossensores.

Outra observagdo pode ser realizada comparando-se os valores de sensibilidades obtidos.
O (FeHCNFe)s/TiO220nm-130nm) apresenta uma capacidade de transdugdo do sinal do H,O,
aproximadamente 5 vezes maior do que a do CuHCNFe/Ppy-460nm. Em contrapartida, o
desempenho do biossensor de colina construido com o (FeHCNFe)s/TiO20nm-130nm)
apresentou uma sensibilidade apenas 1,2 vezes maior do que aquele construido com o
material hibrido. Assim como no caso da glicose, a metabolizagao da colina gera H,O, como
produto secundario, o qual precisa alcangar o transdutor para ser detectado. O fato da COx
ndo estar confinada dentro dos poros do (FeHCNFe)s/TiO220nm-130nm) pode fazer com que o
fluxo do H,O, até o transdutor seja mais dificil do que o existente quando a enzima esta

localizada, pelo menos, dentro dos poros mais externos do CuHCNFe/Ppy-460nm.
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Portanto, como conclusdo dessa se¢do, foi possivel mostrar que todos os transdutores
apresentados apresentam aplicabilidade para a construgdo de biossensores. E importante
ressaltar que a otimizacao do desempenho do transdutor através da sintese de nanoestruturas
¢ apenas uma das etapas capazes de otimizar o desempenho de um dispositivo biologico.
Outra gama muito grande de trabalho se abre no aperfeicoamento da imobilizagdo do material
bioldgico sobre os transdutores fisico-quimicos e, conforme os experimentos iniciais
apresentados aqui, tal aspecto ¢ um fator crucial para o pleno aproveitamento dos
transdutores miniaturizados.

Os resultados apresentados nessa secao foram obtidos em colaboragdo com o doutorando
Martin H. Gaitan, aluno do Prof. Dr. Luis M. Baraldo da Facultad de Ciencias Exactas y
Naturales da Universidad de Buenos Aires. Também contribuiram os alunos de Inicia¢ao
Cientifica Renan P. Salvador e David G. Moore. Na ocasido, David era aluno da University
of Florida e estagiou no Laboratério de Materiais Eletroativos através do Programa Piloto de
IntercAmbio em Pesquisa para Bolsistas de Iniciagdo Cientifica da Area de Quimica, fruto de

uma parceria FAPESP-National Science Foundation.
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5. Conclusées

A utilizagdo da nanociéncia na sintese do azul da Prassia e do CuHCNFe/Ppy permitiu
avancos no sentido de entender e controlar como a morfologia e a estrutura do transdutor
podem afetar a reatividade do mesmo durante o sensoriamento do H,O,. De maneira geral,
para cada uma das trés estratégias apresentadas, ¢ possivel apontar vantagens obtidas com o
nanomaterial frente ao transdutor macico.

Em relagdo a utilizagcdo dos NTCs, o maior aprendizado consistiu em mostrar que existem
outros aspectos, além do aumento da area eletroativa, que sao responsaveis pelo desempenho
obtido com o feltro/NTCCS-CuHCNFe/Ppy. Entre tais aspectos, ¢ possivel destacar que a
presenga dos NTCCS favoreceu a dispersao do CuHCNFe na matriz do Ppy. Além disso, os
resultados de espectroscopia Raman também mostraram uma interacdo eletronica existente
entre os cristais de CuHCNFe, o Ppy e os NTCCS.

Ja o trabalho envolvendo a utilizagdo do molde de esferas de poliestireno para a formagao
dos filmes de CuHCNFe/Ppy macroporosos, apesar de ter sido o menos promissor quando
comparado ao analogo macigo, possibilitou estudar e compreender varios aspectos que devem
ser considerados quando se trabalha com essa classe de materiais. Entre tais aspectos, €
possivel citar a importancia das propriedades termodindmicas de superficies curvas, da
molhabilidade de materiais porosos e da influéncia da cinética eletroquimica na utilizagdo
desses sistemas. Do ponto de vista pessoal, o desenvolvimento desse trabalho foi bastante
importante para a formagdo do presente aluno, pois possibilitou compreender como um
trabalho cientifico de pesquisa avanga quando existe a necessidade de se buscar diferentes
experimentos para comprovar ou refutar hipoteses utilizadas para explicar um resultado
cientifico.

Por fim, os melhores desempenhos frente aos respectivos transdutores maci¢os foram

obtidos através da utilizacdo dos transdutores mesoporosos. Entretanto, mais do que os
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valores analiticos em si, o trabalho possibilitou compreender a importancia do efeito de
confinamento no desempenho dos transdutores. Além disso, dados espectroscopicos na regiao
do visivel foram fundamentais para relacionar a presenca de defeitos estruturais com a
reatividade do material.

Por fim, todos os transdutores apresentados foram utilizados na construgdo de
biossensores. E importante ressaltar que o foco do trabalho consistiu exclusivamente na
otimizagdo do desempenho do transdutor através da sintese de nanoestruturas. Entretanto,
outra gama muito grande de trabalho se abre no aperfeicoamento da imobilizagdo do material
bioldgico sobre os transdutores fisico-quimicos. Tal aspecto também € um fator crucial para o

pleno aproveitamento dos transdutores nanoestruturados.
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7. Apéndice
7.1.Deposicao do molde coloidal sobre o carbono vitreo

As esferas de poliestireno foram depositadas sobre um eletrodo de carbono vitreo com
auxilio de moléculas anfifilicas do surfactante Triton X-100, o qual ¢ um composto nao
idnico de polioxietileno p-t-octilfenol. O carater anfifilico desse surfactante faz com que ele
seja capaz de se adsorver nas esferas de poliestireno, em fun¢do de uma interagdo entre
cadeia apolar do surfactante e as regides hidrofobicas do molde coloidal. [153] As esferas de
poliestireno foram depositadas no carbono vitreo pelo método “drop-coating” e a utilizacao
do surfactante foi importante para fazer com que o molde se espalhesse de maneira
homogénea por toda area do eletrodo. Portanto, o primeiro passo para a deposi¢cdo do molde
de poliestireno consistiu na otimizagdo da quantidade de Triton X-100 necessaria para se
alcancar o melhor depdsito das esferas sobre o eletrodo de carbono vitreo. Para tal, foram
preparadas trés solugdes 0,5% m/m das esferas de poliestireno com concentracdes de Triton
X-100 1,0 x 10"5, 1,0 x 10° ¢ 1,0 x 10" mol L. A Figura 78 apresenta o deposito resultante

da utilizacao de cada uma das solugoes.
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Figura 78 — Esferas de poliestireno
depositadas sobre um eletrodo de carbono
vitreo a partir de uma suspensdo aquosa 0,5%
m/m de poliestireno (d = 460 nm) + Triton
X-100 (A) 1,0x 10° (B) 1,0x 10° ¢ (C) 1,0

x 107 mol L.

Pelas imagens, é possivel observar que a suspensao de poliestireno com Triton X-100 1,0
x 10 mol L™ foi aquela que possibilitou o recobrimento de praticamente todo o eletrodo de
carbono vitreo (Figura 78B). No caso da Figura 78A, a concentragdo de Triton X-100 1,0 x
10° mol L™ foi alta o suficiente para aglomerar as esferas de poliestireno, fazendo com que o
deposito ficasse bastante irregular na superficie do eletrodo. Por fim, para a Figura 78C,
também ¢ possivel notar uma série de espagos nao recobertos na superficie do carbono vitreo,
o que leva a constatacio de que a concentracio de surfactante 1,0 x 10”7 mol L™ também nio
foi eficiente para estabilizar a deposicdo do molde coloidal. Nesse ponto, ¢ importante
ressaltar que a melhor concentracdo de Triton X-100 ¢ bastante dependente da natureza do

substrato. Por exemplo, quando o ITO ¢ utilizado como eletrodo de trabalho, sua natureza
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mais hidrofilica faz com que uma concentragio de 1,0 x 10 mol L™ de Triton X-100 seja
necessaria para homogeneizar o deposito das esferas de poliestireno.

Consequentemente, o molde coloidal foi depositado sobre os eletrodos de carbono vitreo
pelo método “drop-coating” a partir de uma suspensdo aquosa 0,5 % m/m de poliestireno
com Triton X-100 1,0 x 10° mol L', Apés a adicdo, o eletrodo permaneceu em uma cimara
de umidade saturada para possibilitar que o solvente evaporasse de forma bastante lenta, o
que ¢ desejavel para melhorar a organizagdo das esferas sobre o eletrodo de carbono vitreo. A
Figura 79 apresenta uma obtida a partir de um eletrodo de carbono vitreo recoberto com o

molde coloidal

LEI 1.0k  X5,000 WD 7.5mm

Figura 79 — Imagem de MEV, em maior magnificagdo que a Figura 78B, de um molde
coloidal depositado a partir de uma suspensao aquosa 0,5 % m/m de poliestireno com Triton

X-100 1,0 x 10" mol L™ e deixado em repouso em uma cdmara de umidade saturada.
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Apos a evaporacao do solvente, o eletrodo de carbono vitreo com o molde de poliestireno
foi alocado em uma estufa a 100 °C. Essa temperatura ¢ ligeiramente maior que a temperatura
de transicdo vitrea do poliestireno, o que ocasiona uma alteracdo nas propriedades
viscoelasticas do polimero. Consequentemente, o tratamento térmico faz com que exista a
criagdo de conexdes entre as esferas vizinhas, conforme observado na comparagdo entre a

Figura 80A (antes do tratamento térmico) e 80B (ap6s o tratamento térmico).

USP7401F 3.0kV X85,000 WD 6.9mm LEl 1.0kV X55 000

Figura ii — Esferas de poliestireno depositadas sobre um eletrodo de carbono vitreo (A) antes

e (B) apds o tratamento térmico.

Ap0s o tratamento térmico, os eletrodos com os moldes coloidais ja estdo prontos para
serem utilizados para a deposi¢do do CuHCNFe/PPy. A formacdo das conexdes apresentadas
na Figura 80B ajudou a preservar a organizagao das esferas ap6s o contato das mesmas com a
solugdo de deposicao.

Os resultados apresentados nessa se¢do foram obtidos em colaboracdo com o Prof. Dr.

Pablo A. Fiorito, com a Dr". Mariana P. Massafera e com a Dr”. Tania M. Benedetti.
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