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RESUMO

Titulo: “Construcdo de uma plataforma funcional para deteccdo amperométrica de
cisteina”

Autora: Cecilia de Carvalho Castro e Silva

Orientador: Prof. Dr. Lauro Tatsuo Kubota

Palavras-chave: Eletrodo modificado, nanocompdsito, sensor amperométrico e
cisteina.

Este trabalho descreve o desenvolvimento de um sensor amperométrico
para deteccdo eletrocatalitica de cisteina, através da construgdo de uma
plataforma funcional para a complexagéo de ions cobre. O material base desta
plataforma foi um nanocompésito obtido por meio da modificagdo de nanotubos de
carbono de paredes multiplas (MWCNTs) com poli(4-vinilpiridina) PVP, através
uma reagao de polimerizagéo in situ. Foi realizada uma otimizag&do multivariada,
empregando um planejamento composto central de face centrada, para a
modificacao da superficie do eletrodo de carbono vitreo (ECV), sendo a condicao
6tima obtida quando se utiliza concentracdo da dispersdo de nanocompdésito de
MWCNTSs-PVP de 6,00 mg L, concentracdo da solugdo CuCl, de 50 mmol L e
tempo de complexacdo dos ions cobre de aproximadamente 83 minutos. A
plataforma foi caracterizada por microscopia eletrbnica de varredura (MEV),
espectroscopia de energia dispersiva de raios-X (EDX), espectroscopia de
impedéancia de eletroquimica (EIE), cronoamperometria e voltametria ciclica. Os
valores da constante heterogénea de transferéncia de elétrons (ks) e da constante
cinética da reacdo entre os fons Cu?*- cisteina (koss) foram 5,78 s € 6,96 x 10° L
mol™ s respectivamente. A curva analitica apresentou uma faixa linear de 5 a 60
umol L™ para a deteccdo de cisteina. Ja os limites de deteccdo e quantificacdo
foram 1,50 e 5,00 umol L, respectivamente. Além disso, o ECV/MWCNTSs-
PVP/Cu?* apresentou um tempo de resposta extremamente baixo, 0,10 s e
quando aplicado para determinacdo de cisteina em amostras de suplemento
alimentar apresentou resultados estatisticamente iguais em um nivel de confianca

de 95%  com 0s resultados  obtidos pelo método oficial.
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ABSTRACT

Title: “Construction of functional platform for amperometric detection of cysteine”
Author: Cecilia de Carvalho Castro e Silva

Adviser: Prof. Dr. Lauro Tatsuo Kubota

Key-words: Modified electrode, nanocomposite, amperometric sensor and
cysteine.

This work describes the fabrication of an amperometric sensor for
electrocatalytical detection of cysteine. The developed sensor is based on a
functional platform for complexing copper ions on multi-walled carbon nanotubes
(MWCNTs) modified with poly-4-vinylpyridine through an in situ reaction of
polymerization. A multivariate analysis using a central composite design to
investigate the surface modification of glassy carbon electrode (GCE) was
employed to optimize the experimental variables. The established optimal
conditions for the concentration of MWCNTs-PVP dispersed nanocomposite were,
6,00 mg L', 50 mmol L' of concentration CuCl, and around 83 min. for
complexation of copper ions. The platform was characterized performing scanning
electron microscopy (SEM), energy dispersive x-ray (EDX), electrochemical
impedance spectroscopy (EIS), chronoamperometry and cyclic voltammetry
analyses. The obtained values for the kinetic constants for heterogeneous electron
transfer rate (ks) and for chemical reaction (kops) between Cu® and cysteine were
5.78 s and 6.96 L mol™ s, respectively. The analytical curve showed a linear
range for detecting cysteine in concentrations from 5 to 60 umol L™. The detection
and quantification limits obtained were 1.50 and 5.00 pmol L, respectively.
Moreover, the response time of the ECV/MWCNTs-PVP/Cu?* sensor was 0.1 s.
The application of the sensor to detect cysteine in nutritional supplement showed
results statistically equal (0.95 confidence level) to those obtained with official
methods.
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APRESENTACAO

Ao longo das ultimas décadas os nanomaterias vém despertando um
crescente interesse em indmeras areas cientificas. Neste contexto, as
propriedades Unicas dos nanotubos de carbono tém oferecido grandes
possibilidades para melhoria das propriedades elétricas e quimicas dos materiais
utilizados no desenvolvimento de sensores eletroquimicos. Tal possibilidade
podera ser observada neste trabalho, onde um nanocompoésito de nanotubos de
carbono-polimero sera utilizado para modificacdo de eletrodos de carbono vitreo,
construindo uma plataforma funcional para complexacdo de ions metalicos,
visando melhorar as propriedades interfaciais do eletrodo e ainda obter assim um
sensor sensivel e seletivo a detecgdo de moléculas de interesse bioldgico. Diante
disso, o presente trabalho foi dividido em capitulos no sentido de abordar
detalhadamente a obtencao da plataforma funcional e sua aplicagdo como sensor
amperomeétrico.

O primeiro capitulo abordard uma pequena introdugdo sobre as
propriedades dos nanotubos de carbono, estratégias adotadas para sua
modificacdo, a utilizacdo de nanocompdsitos poliméricos para construcdo de
plataformas de complexag¢do de ions metalicos, a importancia em se determinar o
analito selecionado e por fim a motivacao para o desenvolvimento deste trabalho.

No segundo capitulo sao apresentados os objetivos do presente trabalho e
no terceiro o0s reagentes e equipamentos empregados, a sintese do
nanocompdsito e metodologia aplicada para a modificacdo do eletrodo e
condi¢des experimentais adotas nos ensaios de caracterizacéo e avaliagdo do seu
desempenho.

O quarto capitulo abordara os resultados referentes a obtengdo do
nanocompédsito e construcdo, caracterizacdo, estudo das propriedades
eletrocataliticas e aplicagcdo de uma plataforma funcional de complexagao de ions
cobre como sensor amperométrico para a deteccao de cisteina.

Os ultimos capitulos serdo destinados as conclusbées gerais, referéncias

bibliograficas e perspectivas deste trabalho.
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.1 Nanotubos de Carbono

Desde a publicacdo de lijima [1], os nanotubos de carbono (NTCs) tém
despertado um consideravel interesse por ambas comunidades, cientifica e
tecnolégica [2-4]. Estes materiais sao diferenciados por possuirem diametros
muito pequenos, podendo chegar a 0,4 nm, contendo assim, até 10 atomos de
carbono em torno de sua circunferéncia, e em alguns casos os tubos podem ter a
espessura de até um atomo apenas. A razdo de aspecto (comprimento/diametro)
pode ser muito grande (maior até que 10%), desta forma os NTCs podem ser
considerados sistemas unidimensionais (1D) [5].

Um NTC é conceitualmente constituido por uma folha de grafeno enrolada de
forma cilindrica [6]. Sendo assim, apresentam em sua estrutura intrinseca,
atomos de carbono ligados entre si em uma hibridizagao sp?, formando uma rede
hexagonal [7]. Os NTCs podem ser classificados quanto ao numero de camadas
de folhas de grafeno do qual sdo constituidos, podendo ser nanotubos de carbono
de parede uUnica (do inglés, SWCNTs) e nanotubos de carbono de paredes
multiplas (do inglés, MWCNTs). O comprimento dos NTCs pode variar de algumas
centenas de nandmetros a varios micrémetros, e o diametro de 0,4-2 nm para os
SWCNTs e 2-100 nm para MWCNTs [8].

A maioria das propriedades dos SWCNTs e MWCNTs dependem dos seus
diametros, d;, e angulos quirais (0) e especialmente as propriedades eletrénicas,
pois a maneira com que a camada de grafeno foi enrolada influencia diretamente
na posicao das bandas de valéncia e condug¢ao das nanoestruturas [9]. Assim, um
NTCs pode ser construido a partir de uma folha de grafeno enrolada de tal forma
que coincidam dois sitios cristalograficamente equivalentes de sua rede
hexagonal. O vetor C, chamado quiral, que define a posicao relativa dos dois
sitios é definido mediante dois niumeros inteiros (n,m) e pelos vetores de base (a4
e ap) da rede hexagonal do grafeno (C, = na; + maz) como mostrado na Figura
I.1(A). Estes dois parametros resultam dos chamados indices de Hamada (n,m).
[10].
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@®

(A)

Figura I.1. Principais vetores que caracterizam os NTCs a partir de um plano hexagonal
de carbono (A) e exemplos de estruturas para SWCNTs: (i) (n,n) armchair, (ii) (n,0) zig-
zag e (i) (n,m) quiral (B).

Dependendo dos valores relativos do par (n, m), os NTCs podem ser:
armchair (n = m), zig-zag (n, m = 0), ou quiral (n # m # 0) e estao definidos pelo
angulo de quiralidade 6. Se 0 varia de 0 a 30° podem ser gerados tubos partindo
do tipo zig-zag até o armchair como limites, passando pelos tubos quirais. As trés
variedades de SWCNTs sé&o ilustradas na Figura 1.1 (B).

I.1.2 Propriedades dos nanotubos de carbono

Como resultado das caracteristicas estruturais singulares dos NTCs, estes
apresentam propriedades elétricas, mecanicas, quimicas e eletroquimicas
diferenciadas. Por exemplo, os SWOCNTs tém propriedades eletronicas
excepcionais. Em funcdo dos indices de Hamada (n,m), um NTC é considerado
metalico quando n-m é multiplo de 3, em caso contrario € semicondutor. Todos os
nanotubos do tipo armchair sdo metalicos, enquanto que os zig-zag e quiral
podem ser metdlicos ou semicondutores. Através da relagédo Eg = 0,8 eV / d;,
onde d; € o didametro do NTC é possivel realizar uma aproximagédo do hiato de
energia (do inglés, bandgap) (Eg) dos NTCs semicondutores. Portanto, quanto
maior o didmetro, maior sera o comportamento metalico dos NTCs. Além disso,
eles podem se comportar como fios quéanticos devido aos efeitos de confinamento,

4
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podendo exibir um transporte elétrico balistico, onde o caminho livre médio dos
elétrons pode ser de varios micrdmetros, sendo assim, capazes de conduzir
densidades de corrente elevadas. Por exemplo, os NTCs tém demonstrado
suportar densidades de corrente até 10° A / cm?, sendo este valor cerca de 2 a 3
ordens de magnitude maior do que em metais como o Al ou Cu [11,12].

lgualmente importantes, as propriedades mecéanicas dos nanotubos de
carbono também tém sido amplamente investigadas, seja tedrica ou
experimentalmente. Neste contexto, a observagcédo direta destas nanoestruturas
por microscopia eletronica de transmissao (MET) tem mostrado que os nanotubos
de carbono com pequenos didametros apresentam elevada flexibilidade mecanica.
Como resultado, estes materiais podem ser dobrados ou enrolados sem sofrer
fraturas [13]. Consequentemente, devido as suas propriedades mecanicas e
eletrénicas singulares os NTCs podem ser utilizados em diferentes configuracoes
para o desenvolvimento dos mais variados dispositivos fisicos e quimicos.

Especificadamente, as propriedades quimicas dos NTCs estao relacionadas
a sua reatividade quimica, sendo que esta é governada pela estrutura atémica
local. Por exemplo, os NTCs, o grafeno e o fulereno sao todos constituidos pelo
mesmo elemento basico (carbono), porém, eles possuem reatividades quimicas
ligeiramente diferentes. Logo, a reatividade quimica de um NTC é maior do que a
de uma folha de grafeno, mas menor quando comparada a de um fulereno. Tal
comportamento pode estar intimamente relacionado a curvatura da superficie do
carbono, dos NTCs e a maior tensao gerada pela geometria esférica nos fulerenos
[14,15].

Portanto, a reatividade quimica para sistemas de carbono tensionados surge
de dois fatores. O primeiro € a curvatura induzida por piramidalizagdo em atomos
de carbono e o segundo, o desalinhamento de orbitais 1 entre atomos de carbono
adjacentes [7]. A curvatura induzida por piramidalizagcdo € proveniente dos
angulos de piramidaliza¢édo (8p), que séo definidos pelo &ngulo entre os orbitais 1T
e as ligagdes o adjacentes (05r) menos 902 (0p = O — 902%). Desse modo, 6, tém
sido amplamente utilizado para avaliar a energia de deformagcéo em sistemas

nao planares [16]. Por exemplo, para um atomo de carbono com hibridizagao sp?



Silva, C.C. C. INTRODUCAO Dissertacao de Mestrado

(geometria trigonal plana) a planaridade é preferida e isto implica em um 6, de 0%,
ja para um atomo de carbono com hibridizacdo sp® (geometria tetraédrica) é
necessario um 0, de aproximadamente 19,59, conforme ilustrado na Figura 1.2. Os
atomos de carbono em um fulereno possuem um 6, de 11,6°, portanto uma
geometria tetraédrica é mais apropriada do que uma trigonal plana, sendo assim,
ha uma liberacao de energia de tensao piramidal quando estes sofrem reacdes de
adicdo. Desse modo, as reacdes de adicao em fulerenos sdo energeticamente
favoraveis porque a conversdo de um atomo de carbono com hibridizacdo sp? para
sp® alivia a alta tensdo nas ligacdes provocada pela sua geometria esférica no
ponto onde foi realizada a conversdo. Ja para os NTCs, a tensdo de
piramidalizacdo n&o contribui tanto para a reatividade quimica desses materiais, ja
que o 0Op, no caso de SWCNTs, é de aproximadamente 3,0%, porém o
desalinhamento dos orbitais 1 provoca uma maior influéncia. Este desalinhamento
associado com ligagdes em um angulo da circunferéncia do tubo (por exemplo,
ligacdes que nao sao paralelas nem perpendiculares ao eixo do tubo) € a origem
da tensédo torsional nos NTCs e o alivio dessa tens&o é adquirido a medida em
que ocorrem reacdes de adicao nos NTCs. Como o desalinhamento dos orbitais 1
e 0 angulo de piramidalizacdo sdo inversamente proporcionais ao diametro,

quanto menor o didmetro do NTC maior serd a sua reatividade quimica [14,16].

0,,= 109,47 °

6,= 0° 0,=19,47°
(A) (B)

Figura 1.2. Diagrama mostrando os angulos de piramidalizagéo (6,) e os angulos entre as
ligagdes o e 0 (0,y) em atomos de carbono com geometria trigonal plana (A) e tetraédrica
(B). Figura adaptada da referéncia [14].

Como ja mencionado anteriormente, a reatividade quimica dos NTCs
depende da sua estrutura local. Desse modo, as extremidades dos tubos s&o mais
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reativas do que as suas paredes laterais devido a alta energia das ligacdes
erraticas (do inglés, dangling bonds) presentes nos atomos de carbono periféricos
[4].

Com o propésito de melhor entender as propriedades eletrocataliticas dos
NTCs, alguns pesquisadores tém comparado o comportamento redox de inUmeras
espécies sobre eletrodos de grafite pirolitico altamente ordenado (do inglés Highly
Oriented Pyrolytic Graphite (HOPG)), visto que um grande numero de trabalhos
associa os efeitos eletrocataliticos dos NTCs a presenca de grupos quimicos
tipicos destes planos (edge e basal). O plano basal do HOPG engloba todos os
carbonos de uma folha de grafite, enquanto que o plano edge corresponde ao eixo
perpendicular ao plano basal, conforme mostrado na Figura 1.3 (A). O plano basal
de um HOPG € atomicamente ordenado, apresenta uma maior resisténcia
eletrbnica e é quimicamente mais inerte que o plano edge [17-19]. Foi
demonstrado que o plano basal do HOPG apresenta cinética de transferéncia de
elétrons lenta, enquanto os sitios reativos dos planos edge pode aumentar a taxa
de transferéncia eletrébnica em quase cinco ordens de magnitude. Esta mesma
anisotropia eletroquimica também pode ser esperada para os NTCs. As
extremidades abertas dos NTCs assemelham-se ao plano edge, enquanto as
paredes laterais do tubo assemelham-se ao plano basal dos HOPGs. Assim,
segundo Banks et al [20], a base da natureza eletrocatalitica dos NTCs reside na
transferéncia eletrénica a partir de suas extermidades. A Figura 1.3 (B) ilustra os

planos edge e basal em um MWCNTSs.

camada de
plano basal o d grafite

—— =

e ———— reRcd . plano edge

(A) (B)

Figura 1.3. Planos edge e basal em camadas de grafite (A) e em MWCNTs (B). Figura
adaptada da referéncia [21].
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As propriedades eletroquimicas dos NTCs vao além das apresentadas
devido ao comportamento de suas extremidades serem semelhante aos do plano
edge em HOPG. Devido ao seu tamanho nanométrico os NTCs podem ser
manipulados para projetar novas arquiteturas de eletrodos ou para amplificacao de
sinais. Sendo ainda que devido a sua elevada area superficial, estes materiais
podem ser empregados na modificacao de eletrodos, aumentando as correntes de
espécies eletroativas, além de permitir a imobilizagdo de complexos metalicos,

enzimas, antigenos e outras espécies de interesse em suas superficies [22-24].
1.3 Modificacao dos nanotubos de carbono

O emprego dos NTCs no desenvolvimento de sensores eletroquimicos
muitas vezes implica em sua modificacdao. Essa modificacdo busca contornar um
dos problemas encontrados na manipulacdo dos NTCs, que € a dificuldade em
dispersa-los, principalmente em meio aquoso, ja que o0s nanotubos formam
aglomerados devido as interacées de van der Waals existentes entre eles [25].
Além disso, a modificacdo dos NTCs pode facilitar a interacdo destes com
moléculas orgénicas e biolégicas e possibilitar a imobilizacdo de complexos
metalicos, biomoléculas, entre outros, garantindo a estes materiais propriedades
diferenciadas. Neste sentido, existem basicamente dois tipos de modificagdes que
os NTCs podem sofrer: as modificagdes ndo-covalentes e as covalentes [7,26].

1.3.1 Modificacao nao-covalente

A funcionalizacdo nao-covalente € particularmente atraente devido a
possibilidade de adsorcao de varios grupos na superficie dos NTCs sem ocasionar
em uma mudanga nas propriedades eletrbnicas dos mesmos, uma vez que a
estrutura sp® e a conjugacdo dos atomos de carbono sdo conservadas [6]. Este
tipo de funcionalizagdo ocorre com base nas interacdes de van der Waals, -1,
CH-11, e outras interagbes entre a parte hidrofébica das moléculas adsorvidas e as

paredes laterais dos NTCs. Além da insercdo de grupos de interesse na superficie
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dos NTCs, estas modificacbes promovem uma melhor dispersao destes materiais
em meio aquoso devido as interagbes das partes hidrofilicas das moléculas
adsorvidas com o solvente [27].

Dentre os muitos exemplos de funcionalizacdo nao-covalente dos NTCs
presentes na literatura, destacam-se as modificacbes com surfactantes,
biomacromoléculas ou envolvimento por polimeros [28].

Os NTCs podem ser bem dispersos em meio aquoso através do uso de
surfactantes anibnicos, catibnicos e nao-ibnicos [29]. Surfactantes anibnicos como
o dodecilsulfato de sodio (SDS) e dodecilbenzeno sulfonato de sédio (NaDDBS)
sdo comumente empregados para diminuir a agregacdo dos NTCs em Aagua
[30,31]. A funcionalizacdo dos NTCs com biomacromoléculas tem sido de
particular interesse, ja que possibilita a utilizacdo destes materiais na construgéo
de biossensores. Alguns trabalhos mostram que o DNA interage muito bem com
0os NTCs, formando compdsitos uniformes [32]. J& o envolvimento dos NTCs por
polimeros foi recentemente estendido aos biopolimeros, incluindo a quitosana,
sulfato de condroitina e acido hialurénico. Dessa forma, biomoléculas de interesse,
como os anticorpos, podem ser posteriormente ancoradas a esses biopolimeros
envoltos aos NTCs [33-35]. A Figura 1.4 ilustra a funcionalizagdo nao-covalente
nos NTCs por meio da acao de surfactantes e envolvimento por polimeros.

GV (B)

Figura 1.4. Representacao esquematica da funcionalizacao nao-covalente nos NTCs, (A)
por agdo dos surfactantes e (B) envolvimento por polimeros. Figura adaptada da
referéncia [25]

A principal desvantagem da funcionalizagdo n&o-covalente € que as
interacdes entre as moléculas e os NTCs sdo mais fracas, ocasionando uma baixa
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estabilidade nas dispersdes dos NTCs e podendo diminuir a eficiéncia da
transferéncia de carga em nanocompésitos poliméricos com NTCs [36].

1.3.2 Modificacao covalente

Embora as extremidades dos NTCs apresentem uma reatividade quimica
maior do que suas paredes laterias, 0s locais de defeito em suas paredes (devido
a presecga de aneis de carbono de cinco ou sete membros, atomos de carbono
com hibridizacdo sp® e grupos fucionais ricos em oxigénio (-COOH e —OH) em
sua estrutura) também constituem sitios reativos [7]. Assim, a funcionalizagao
covalente pode ser realizada por qualquer modificacdo nos grupos funcionais ricos
em oxigénio dos NTCs ou por uma adicdo direta de reagentes as suas paredes.
Mais grupos funcionais como (—COOH, —-C=0 e —OH) podem ser criados nos
locais de defeito dos NTCs por agdo de agentes oxidantes fortes como acidos
sulfurico e nitrico concentrados e solugdes acidas de perdxido de hidrogénio e de
permanganato de potassio [37]. A presenca de grupos carboxilicos na superficie
dos NTCs € mais conveniente do que a de outros grupos, pois uma variedade de
reacdes quimicas e imobilizacdo de biomoléculas podem ser realizadas a partir
deles [25]. Ja os reagentes que podem ser adicionados diretamente as paredes
dos NTCs séo fluor, radicais arila, grupos alquil, carbenos, entre outros [38-40]. A
Figura 1.5 representa a funcionalizagao covalente nos NTCs.

Figura 1.5. Representacao da funcionalizagéo covalente nos NTCs. Figura adaptada da
referéncia [25]

As modificagdes quimicas melhoram a solubilidade e processabilidade dos
NTCs e garantem dispersdes estaveis por longos periodos de tempo, mas

também alteram a estrutura e as propriedades eletrbnicas dos mesmos, devido a

10
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destruicdo parcial do sistema 1 conjugado dos atomos de carbono, que passam
de uma hibridizacdo sp? para sp®[41].

Neste ambito, uma estratégia de funcionalizagdo covalente menos
agressiva que vem sendo amplamente adotada é a modificagdo covalente com
polimeros, mais conhecida como processo de enxertia (do inglés, “grafting”)
[42,43].

1.3.2.1 Modificacao com polimeros

Existem basicamente dois métodos para realizar a ligagdo covalente de
polimeros sobre a superficie dos NTCs, que sao definidos como “grafting to” e
“grafting from” [37]. O primeiro envolve a sintese de um polimero com massa
molecular especifica e com grupos terminais reativos em sua cadeia ou
precursores radicalares. Em uma reacdo subsequente, a cadeia do polimero é
ligada a superficie dos nanotubos por reacdes de adicdo, como amidacao
esterificacao, reacdes radicalares, entre outras. Uma desvantagem desse método
€ que o teor de polimero enxertado é limitado devido a reatividade relativamente
baixa e elevado impedimento estérico dessas macromoléculas. Em comparagéao, o
método “grafting from” envolve o crescimento de polimeros sobre a superficie dos
NTCs por meio de uma reagao de polimerizagéo in situ de monémeros iniciada por
espécies quimicas (precursores radicalares) imobilizadas nas paredes laterais e
extremidades dos NTCs. A grande vantagem deste método é a possibilidade de
controlar a taxa de polimerizagdo, através da razdo mondmero e precursor
radicalar empregada, podendo obter assim nanocompdsitos com elevada
densidade de polimero e com os NTCs bem dispersos e aderidos na matriz
polimerica [44].

Como mencionado anteriormente no item 1.1 devido as dimensdes
nanométricas dos NTCs, estes materiais apresentam uma elevada area
superficial, alta razédo de aspecto, além de outras propriedades fisicas e quimicas
extraordindrias que os tornam ideais para o preenchimento de matrizes

poliméricas conferindo assim, novas funcionalidades a estes nanocompdsitos.
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Desse modo, os NTCs garantem uma estrutura reforcada aos nanocompdsitos
poliméricos (devido a alta rigidez e resisténcia a tracdo) e uma notavel
condutividade [45].

Diante do exposto, a obtencdo de nanocompoésitos de NTCs-polimeros
demonstra-se muito atrativa e o método de “grafting from” torna-se uma
ferramenta ideal para sintese desses materiais. Jia et al. [46], foram pioneiros na
sintese de um nanocomposito de CNTs-poli(metilmetacrilato) (PMMA) utilizando
como iniciador radicalar o 2,2'-azo-bis-isobutironitrila (AIBN). Os pesquisadores
obtiveram através deste método uma forte interacdo dos NTCs com a matriz
polimérica do PMMA. J& Kong et al. [47], empregaram a metodologia para obter
MWCNTs funcionalizados com 55% de poli(acido acrilico) (PAA) e exploraram os
MWCNTS-PAA através de um sistema de deposicao eletrostatica camada por
camada (do inglés, layer-by-layer (LbL)), obtendo superficies muito lisas e
uniformes.

Assim, dependendo do tipo de mondémero utilizado nas reacdes de
polimerizacao in situ na presenca dos NTCs, existe a possibilidade do emprego
destes nanocompoésitos formados na construcdo de plataformas para

complexagéo de ions metalicos, formando assim um complexo polimero-metal.

1.4 Complexo polimero-metal

Complexos polimero-metal tornaram-se destaque em pesquisas durante as
ultimas quatro décadas devido ao seu potencial de aplicagdo em diversas areas
como sintese organica, tratamento de aguas residuais, hidrometalurgia, polimeros
para liberagdo controlada de farmacos, recuperacdo de ions metélicos em
concentragao tragos, além de serem usados também como modelos para as
enzimas [48-52].

Um complexo polimero-metal é caracterizado como sendo o resultado de
uma interagdo acido-base entre os “sitios” basicos da cadeia polimérica e ions
metalicos, através da formagéo de ligacdes coordenadas. O complexo polimero-
metal pode ser preparado pela complexacéo entre o grupo funcional ancorado em
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uma matriz polimérica e um ion metalico de interesse, resultando em um polimero
organico com funcdes inorganicas. Desse modo a formacdo de um complexo
polimero-metal pode acarretar a este material novas propriedades como alta
eficiéncia catalitica, comportamento elétrico de um semicondutor, resisténcia
térmica,entre outras [53].

Algumas vezes, a estrutura de coordenagao nos complexos polimero-metal
pode ndo ser bem definida e as interagées entre o polimero e os ions metalicos
podem ser favorecidas e/ou desfavorecidas por efeitos estéricos ou
conformacionais da prépria cadeia polimérica [53]. De acordo com Ciardelli et al.
[54], os ions metalicos podem estar ligados ao polimero nao sé pelo
estabelecimento de ligacbes coordenadas, mas também através de outras
interacdes. Portanto foi proposto pelos autores uma classificacdo dos tipos de
ligacdes e interacdes que podem ocorrer (Figura 1.6). No tipo |, os ions metalicos
estdo ligados através de grupos pendentes na cadeia lateral do polimero pelo
estabelecimento de interagdes eletrostaticas e ligagbes coordenadas com estes
grupos. Ja no tipo Il, os ions metalicos se coordenam a ligantes que fazem parte
da cadeia principal polimérica. Por fim, no tipo Ill, os ions metalicos estdo

incorporados a matriz polimérica por uma interagao fisica.
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Tipo I. ions metilicos ligados a cadeia ou superficie das moléculas de
polimero

verrrrrranneresreeveees (a) fons metalico ligados nas moléculas
X”— M de polimero por interagao eletrostatica

T (b) fons metalico ligados nas moléculas de
L L polimero por coordenacao

M
Tipo Il. ions metalicos fazem parte da cadeia ou rede polimérica

L. L. Coordenagdo entre os ions metalicos e ligantes
:L/ = L> que fazem parte da cadeia polimérica principal

Tipo lIl. ions metilicos interagindo fisicamente com as moléculas de
polimero

N\ e

Figura 1.6 Diferentes formas de ligacao dos ions metalicos em complexos polimero-metal.

Ha uma variedade muito grande de mon6meros que podem ser utilizados
na sintese de polimeros visando a formagdo de complexos polimero-metal. A
Tabela 1.1 apresenta alguns exemplos, onde € possivel visualizar que todos os
mondémeros possuem grupos que atuam como doadores de elétrons em ligacdes
coordenadas [53,55]. Assim, dependendo do tipo de ion metélico que se deseja ter
na composicdo do complexo polimero-metal, é determinado o mondmero
empregado na sintese do polimero, sendo que a teoria de acido e base de
Pearson [56], pode ser uma ferramenta muito Gtil neste processo de escolha.
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Tabela I.1. Exemplos de monémeros que podem ser empregados na obtencao de
complexos polimero-metal.

Grupo R
coordenante Monomero

o R CH,CO0K

Alcoois —OH, — CH=CH | ~CH- c- ~CH- cu- —cn CH— -N

acidos carboxilicos 2 I l

-COOH O (OOH CoHooR O % CHOOH
—CHy-CH- , —CH2—(|‘,H— ,-CH.‘,—-CI:H— , _NH—hll— ,

S—-H ? c=S§
Tiois -SH SH CHp-CH— CHy -HN—llJ
L b

—CH,=CH=, HaN (CHy CHyNH )y CHaCHaNHp , —NHCHRCHp =

Aminas NH2 —CHz-CH

~NH,, >NH, 2N

Nitrogénio de
heterociclicos

Base de Schiff
;C=N—

CHZNHCHZCHzNH2

—CHZ—CH—, —CH;—CH - , _NH_(I;H_CO_.. ,

S /~\
o 17}
N

—N N— —
s N=N
H
\
—N=C—§:>—R— ) _R-C=N-0<,, ° _NH,
—s-C
_ NR_C—N—
H-0 R—C=N Q\H “NH
,NH OH N—OH -mh-cn—
—N—C—=NH, , —C A , c c cHy
N—OH NH,
HO-N N-OH
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R
|
—CHZ—(;,— ' —CH_— (I:R— _CHa—(fH 5
C—CH-C-CH C=0 c=0
I 2 3 | 0
o] 0 OR' NH,
Cetonas, ésteres e il
i 2
amidas :CZD' —S-—C: . _R_ﬁ_CHz_%_R_ P _CHE_CH_
NNH 0 0 cl}
C=0
o
—-CHE—CH— —I\II—CHE—CHa-
’ H
Acidos aminopoli CH, COOH
carboxilicos
CH,N (CH2 (:f::-f:JIH)I2
Q_oH
‘ —CHy—GH— 0—CHaPO(OH), , —CHyNHCH;—P{
Acidos fosféricos — HO-P=0 —CHy OH
PO(OH), ci)H

CHy—

|.5 Teoria acido e base de Pearson

Em 1963 Ralph Pearson [56], introduziu o conceito de acidos e bases
“‘duros” e “moles” para esclarecer tendéncias observadas em reacdes de
compostos, segundo o conceito 4cido e base de Lewis, em que:

A+:B —— A:B
sendo A o acido de Lewis (espécie receptora de par de elétrons), B a base de
Lewis (espécie doadora de par de elétrons) e A:B o complexo acido-base.

Assim, Pearson classificou os acidos e bases de Lewis em “duros” e
“moles”, em que acidos “duros” sdo espécies que geralmente possuem o atomo
receptor de elétrons com estado de oxidacao elevado, elevada eletronegatividade,
tamanho pequeno, ndo possuem elétrons externos facilmente excitados e n&o séo
polarizaveis. Ja os acidos “moles” possuem o atomo receptor de elétrons com
baixo estado de oxidagdo, tamanho relativamente grande, baixa
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eletronegatividade e possuem varios elétrons externos facilmente excitados e sédo
polarizaveis. Nas bases “duras” o atomo doador € de baixa polarizabilidade e de
elevada eletronegatividade, € dificil de se oxidar e ndo possuem orbitais
eletrbnicos vazios de baixa energia. Para as bases “moles” o atomo doador é de
elevada polarizabilidade e de baixa eletronegatividade, sendo facilmente oxidado e
esta associado com orbitais eletrénicos vazios e de baixa energia. [57]. A Tabela
.2 apresenta uma classificagdo para alguns acidos e bases de Lewis como

“moles” e “duros”.

Tabela 1.2 Classificacdo de alguns acidos e bases de Lewis

“Duros” Fronteira “Moles”
. H*,Li* Na* K* Fe®*, Co®*, Ni#* Cu*, Ag*, Au* T, Hgg
Acidos Bez+,Mg2+,Ca2+ CU2+, Zn2+, Pb2+ Pd2+ Cd2+ t2+ Hg
SOg, BFg 802, BBrg BH3
F, OH, HoO, NHy  NO2, SOs* H R, CN", CO.
Bases COs”, NOg, Oy N3 N2 SCN', RsP, CeHs
S0.%, PO,*, ClO,  CgHsN, SCN° R.S

*O elemento sublinhado € o sitio de fixagdo ao qual a classificacao se refere.

De acordo com o principio de Pearson, bases “duras” preferem se
coordenar com acidos “duros”’, em uma interacdo de carater eletrostatico,
enquanto que as bases “moles” coordenam-se com acidos “moles” com interacdes
predominantemente covalentes [57].

Dentre os acidos e bases clasisficados como de fronteira (Tabela 1.2),
destaca-se o estabelecimento de ligacdes coordenadas efetivas entre os ions Cu®*
e as moléculas de piridina através do atomo de nitrogénio. Desse modo, polimeros
como a poli(4-vinilpiridina) (PVP) ou nanocompositos de NTCs contendo este
polimero, podem ser empregados na construcao de plataformas de complexacao

de ions Cu?*
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1.6 ions cobre(ll)

O ancoramento de ions cobre(ll) em plataformas formadas a partir dos
nanocompdsitos de NTCs é de grande interesse, ja que estes ions apresentam
propriedades eletrocataliticas frente a uma vasta gama de compostos orgéanicos e
moléculas bioldgicas, além de possuirem uma baixo potencial redox [58]. Devido a
estas propriedades, eles se tornam excelentes candidatos para estudos
eletroquimicos e modificagdo de eletrodos.

Baseado na teoria de Pearson [56], complexos metalicos de cobre podem
interagir com moléculas que possuem em sua composi¢cao atomos de enxofre
(base “mole”). Assim, estes complexos metalicos interagem com moléculas
bioativas de grande importancia que possuem o grupo tiol (R-SH), como a

cisteina.

l. 7 Cisteina

A cisteina € um a-aminoacido que contém em sua composicado um grupo
tiol, Figura 1.7. Ela é considerada um dos aminoacidos mais importantes, ja que
esta presente na composicdo do sitio ativo de muitas enzimas, peptideos e
proteinas [59]. A molécula de cisteina desempenha um papel critico em sistemas
biolégicos, atuando em uma variedade de importantes funcdes celulares, como
enovelamento de proteinas, metabolismo, desintoxicacdo e comunicacao entre as
células do sistema imunologico [60,61]. Uma ingestdo dietética inadequada de
cisteina pode causar inumeros problemas clinicos, como por exemplo, danos ao
figado, lesdes na pele, despigmentacdo do cabelo, edemas, perda de letargia de
musculo e gordura, e em criangas, um crescimento lento [62,63]. Sendo assim, a
cisteina é amplamente empregada na formulacdo de farmacos e suplementos
alimentares. Portanto, a determinacéo sensivel desta espécie € uma tarefa muito

importante, tanto para finalidades clinicas quanto comerciais.
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O

HS OH
Ho

Figura I.7. Estrutura molecular da L-cisteina

Muitos métodos tém sido empregados na determinacao de cisteina e outros
compostos contendo grupos tidis, como os espectrofotométricos, cromatograficos
e eletroquimicos [64]. Conlan et al. [65], através da cromatografia liquida de alta
eficiéncia (HPLC) obtiveram a determinacdo seletiva e sensivel de cisteina no
interior de células de fibras musculares multinucleadas, com um limite de deteccao
(L.D.) extremamente baixo, de apenas 50 nmol L. Porém, a metodologia utilizada
pelos pesquisadores apresenta algumas desvantagens como, um elevado tempo
de analise devido as etapas de pré-tratamento das amostras (processo de
derivatizacao pré-coluna) e um alto custo, ja que é necessario a utilizacao de um
grande volume de reagentes de elevado grau de pureza.

Em contraste, os métodos eletroquimicos sdo caracterizados pela sua
simplicidade, alta sensibilidade, boa estabilidade e baixo custo de instrumentacao
[66]. Contudo, o principal problema relacionado a deteccao eletroquimica dos tidis
em eletrodos sélidos convencionais (por exemplo: carbono vitreo e platina) é a
lenta cinética de transferéncia de elétrons. Consequentemente um elevado
sobrepotencial (n) necessita ser aplicado para que o processo de eletro-oxidacao
ocorra com uma taxa de transferéncia eletrdbnica conveniente, garantindo assim
uma boa sensibilidade nas determinacdes. Além disso, o elevado sobrepotencial
necessario reduz significativamente a seletividade na detecgdo de tidis,
principalmente em amostras biolégicas, provocando ainda a formagéo de o6xidos
sobre a superficie dos eletrodos e efeitos de incrustagéo [67].

Para superar os problemas relacionados com a deteccdo de cisteina em
eletrodos convencionais, uma estratégia que vém sendo adotada é a modificacao
de suas superficies através da imobilizagdo de espécies que possuem um par-
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redox definido, os quais podem interagir com a cisteina provocando a sua
oxidagao eletrocatalitica, ocasionando assim uma diminuigdo do n empregado e
um aumento na corrente de oxidagdo [68,69]. Qu et al. [70] modificaram um
eletrodo de carbono vitreo (ECV) com um filme de MWCNTs em nafion e
imobilizaram nanoparticulas de hexacianoferrato de itrio sobre este filme, e o
empregaram para detecgao eletrocatalitica de cisteina aplicando um potencial de
570 mV vs eletrodo de calomelano saturado (ECS). Os pesquisadores obtiveram
um baixo limite de deteccdo para cisteina, sendo este de 0,16 pmol L™, porém o
eletrodo modificado apresentou uma faixa linear de apenas 0,20 — 11,4 pmol L™,
Ja Sattarahmady et al [71], visando a quantificacdo de cisteina em amostras de
urina, incorporaram nanoparticulas de hexacianoferrato de cobalto com uma
estrutura core-shell (onde o o6xido de ferro(lll) é o “nucleo” (core) e o
hexacianoferrato de cobalto a “casca” (shell)) em um eletrodo de pasta de carbono
e obtiveram uma maior faixa linear na quantificacdo amperométrica de cisteina, de
5,0 - 37,0 pmol L™, porém um potencial muito elevado ainda foi aplicado, sendo
este de 900 mV vs eletrodo de Ag/AgCl. Porém, Deng et al. [72] ao modificarem
um ECV com um filme de Boro-dopado com NTC, obtiveram uma ampla faixa
linear para quantificacdo amperométrica de cisteina (0,78 p - 0,20 mmol L7),
aplicando um potencial mais baixo, sendo este de 0,470 vs ECS. Desse modo, o
estudo e a compreensao das reacoes eletrocataliticas dos compostos tiolados e o
desenvolvimento de novos materiais para modificacdo de eletrodos, demonstra-se
de extrema importancia para o desenvolvimento de sensores eletroquimicos mais
sensiveis, seletivos e que operam em regides de baixos sobrepotenciais, para
estas espécies, assim como para suas futuras aplicagdes tecnoldgicas.

1.8 Motivacao

Diante do exposto, o presente trabalho teve como motivacao principal unir
as propriedades eletrbnicas e eletroquimicas dos nanotubos de carbono com o
poder de coordenagdo da poli(4-vinilpiridina), obtendo um nanocompdsito com
propriedades interessantes para ser empregado na modificacdo de eletrodos.
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Nesse sentido, a complexacdo de fons Cu?* sobre filmes do nanocompdsito
formados na superficie de eletrodos, visa o desenvolvimento de um sensor
amperometrico para cisteina com elevada seletividade, sensibilidade e que opera
em uma regiao de baixos sobrepotenciais.
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I1.1 Geral

O presente trabalho visa a construcao e caracterizacdo de uma plataforma
funcional de nanocompdésitos de MWCNTs contendo PVP para complexagédo de
ions cobre, utilizando um ECV como base, visando o desenvolvimento de um
sensor altamente sensivel, seletivo e robusto para a determinagdo amperométrica

de cisteina.

1.2 Especificos

* Realizar a modificacdo dos MWCNTs através de uma reagao de polimerizagao in
situ com 4-vinilpiridina.

» Construir uma plataforma funcional com o nanocompésito MWCNTs-PVP para
complexagéao de ions cobre, utilizando ECV como base.

* Realizar uma caracterizagdo morfoldgica, termogravimétrica e eletroquimica
desta plataforma.

» Obter as constantes cinéticas das reagdes interfaciais.

« Realizar a caracterizagéo analitica do ECV/MWCNTs-PVP/Cu?*.

« Aplicar o ECV/MWCNTSs-PVP/Cu?* em amostras reais.
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lll.1 Reagentes e solucoes

A L-cisteina, DL-leucina, glicina, DL-histidina, DL-lisina, DL-triptofano,
MWCNTs (obtido a partir do método catalitico de deposigdo quimica de vapor (do
inglés, CCVD), com diametro externo de 10-15 nm e interno de 2-6 nm,
comprimento 0,1 — 10 ym, possuindo uma parede com espessura média de 5-15
camadas de grafeno, com 90% de pureza, sendo livre de carbono amorfo e
apresentando tragos de impurezas metélicas), PIPES [piperazina—N-N-bis [(&cido
2—-etanosulfonico)], HEPES [N—(2—-hidroxietil) piperazina—N-(acido
2—-etanosulfénico)], TRIS [tris(hidroximetil) amino-metano], hexacianoferrato(lll) de
potassio (KsFe(CN)e), e hexacianoferrato(ll) de potassio (K4Fe(CN)g.3H-O) foram
obtidos da Sigma, St. Louis, USA. 4- vinilpiridina, poli(4-vinilpiridina) e 2,2'-azo-bis-
isobutironitrila (AIBN) foram obtidas da Aldrich, St Louis, USA. Membrana de
Politetrafluoretileno (PTFE) (com tamanho de poro de 0,2 um) foi obtida da
Millipore, USA. N'N dimetil formamida (DMF), dihidrogenofosfato de potassio
(KH2-PQ,), hidrogenofosfato de potassio (K.HPO,), cloreto de potassio (KCl) e
etanol foram obtidos da Synth, Sdo Paulo, Brasil. Cloreto de cobre (CuCl,.2H,0)
foi obtido da Vetec, Rio de Janeiro, Brasil. Alumina (suspensado aquosa de Al,O3
com tamanho de particula de 0,3 um) foi adquirida da empresa Fortel, Sao Paulo,
Brasil.

Todas as solugdes aquosas foram preparadas com &gua deionizada
(Sistema Mili-Q de purificacdo de agua, Millipore Inc., USA) com resistividade
maior que 18 MQ cm™. Os valores de pH das solu¢des tampao foram ajustados
com o auxilio de um pHmetro Corning, modelo 35, USA.

lll.2 Equipamentos

Os experimentos voltamétricos e de espectroscopia de impedancia
eletroquimica foram realizados em um potenciostato PGSTAT30 da marca
Autolab, os softwares utilizados para o controle das medidas foram: GPES 4.9 e
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FRA 4.8, ambos da Eco Chemie BV, Holanda. Uma célula eletroquimica
convencional de vidro com capacidade de 5,0 mL composta por trés eletrodos foi
empregada, sendo o eletrodo de trabalho o ECV (area geométrica de 0,071 cm?)
modificado, o de referéncia um eletrodo de calomelano saturado (ECS) e o auxiliar
um fio de platina helicoidal. Para homogeneizar a solucéo do eletrélito de suporte
apds a adicao do analito foi utilizado um agitador magnético da marca Corning
com 6 modos de velocidades. A célula eletroquimica possuia também um local
para entrada de Nz, para remoc¢ao do oxigénio dissolvido.

Para o preparo das dispersodes e limpeza do ECV foi utilizado um banho de
ultrassom da marca UNIQUE modelo USC-1400. Uma balanca analitica Sartorius
BP 211D, de 5 casas decimais, foi utilizada para pesar os reagentes. Para obter a
separacdo do nanocompédsito MWCNTs-PVP do solvente, foi utilizada uma
centrifuga da marca Centribio, modelo 80-2B.

lll.3 Limpeza do eletrodo de trabalho

Antes das modificagdes, o eletrodo de trabalho foi polido com uma pasta de
alumina de 0,3 pm, para obter uma superficie espelhada e depois lavado com
agua destilada. O ECV foi levado ao ultrassom em uma solucdo 1:1 (v/v)
etanol/agua por 5 minutos para remover possiveis particulas de alumina
adsorvidas na superficie do eletrodo.

Para verificar se a superficie do ECV estava realmente limpa e pronta para
ser modificada, realizaram-se medidas de voltametria ciclica em meio de
hexacianoferrato(ll/lll) de potassio 5,0 mmol L' em KCI 0,1 mol L', entre os
potenciais de 0 e 450 mV, a 10 mV s'. Sendo adotado como parametro de
avaliacao da efetividade da limpeza a diferenga de potencial de pico, AEp (Epa —
Epc, potencial de pico anédico e catddico respectivamente) para o sistema
Fe(CN)s"""), com o valor de AEp = 59 mV.
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lll.4 Obtencao do nanocomposito de MWCNTs com PVP

Para obter os MWCNTs enxertados com PVP, adaptou-se o procedimento
descrito por Qin et al.[73] onde 50 mg de MWCNTs foram adicionados em 70 mL
de DMF, sob atmosfera de nitrogénio e agitagcdo magnética por 20 min.
Posteriormente 80 mg de AIBN e 10 mL de 4-vinilpiridina foram adicionados a
mistura sob agitacdo a 70 °C, em banho termostatizado de 6leo, por 48h. Apds
este periodo, a mistura obtida foi resfriada a temperatura ambiente e diluida a 300
mL de DMF, sendo em seguida centrifugada por 6 horas e filtrada em um sistema

a vacuo, através de uma membrana PTFE de diametro de poro 0,20 pm.

ll.5 Preparo do ECV modificado com MWCNTs/PVP/Cu®*

Inicialmente foram preparadas dispersdes dos MWCNTSs polimerizados com
PVP (MWCNTs-PVP) em DMF utilizando um banho de ultrassom por 2 h.
Aliquotas de 2,5 L destas dispersdes foram adicionadas ao ECV limpo e em
seguida aguardou-se o eletrodo secar a temperatura ambiente, visando a
formacao de um filme homogéneo sobre a superficie. Posteriormente o eletrodo foi
imerso em uma solucado aquosa de cloreto de cobre(ll), visando a complexacao

dos ions cobre na superficie do ECV modificado.

lll.6 Otimizacao multivariada da modificacao da superficie do ECV
com MWCNTs/PVP/Cu?*

Inicialmente um planejamento fatorial 2% sem replicatas foi empregado a fim
de realizar uma triagem dos parametros experimentais para modificacdo da
superficie do ECV com as dispersdées de MWCNTs-PVP e complexagdo com ions
cobre(ll). Com o intuito de se obter a formacao de um filme homogéneo sobre o
ECV e que o ECV modificado apresentasse um perfil voltamétrico definido e com
elevado valor de corrente de pico anddica (Ipa), foram adotados os seguintes
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fatores: concentracao da dispersao de MWCNTs-PVP, a concentracdo da solucao
aquosa de CuCl, e o tempo de complexacao dos ions cobre, sendo que estes
foram variados de acordo com as condi¢cdes usuais de trabalho, conforme exibido
pela Tabela lll.1. O valor de Ipa, extraido dos voltamogramas ciclicos obtidos com
os ECVs modificados foi utilizado como resposta para este planejamento, pois
fornece informacdes importantes sobre o desempenho do ECV/MWCNTs-
PVP/Cu?*, ja que o valor de Ipa esta diretamente relacionado com processo redox
cu 741

Tabela lll.1. Parametros avaliados no planejamento fatorial 22 e seus niveis.

Niveis
Fatores
- +
A - [MWCNTs-PVP])/ mg mL™ 0,25 2,00
B - [CuCly}/ mmol L 5,00 30,0
C — Tempo de complexagao dos ions 10 45

cobre/ min

Os ensaios de voltametria ciclica foram realizados em uma faixa de
potencial de -350 a 350 mV, em uma velocidade de varredura de 30 mV s e
utilizando como eletrélito de suporte tampao fosfato 0,1 mol L' em pH 7,0. Todos
os experimentos foram realizados em ordem aleatéria e utilizou-se o programa

Design — Expert 7.1.5 para o tratamento estatistico dos dados.

lll.7 Micrografias

As micrografias foram obtidas utilizando um microscépio eletrénico de
varredura (MEV) JEOL JSM-5610LV e os espectros de energia dispersiva de raio
X (EDX) através do software Noran System Six, da THERMO. As amostras foram
preparadas sobre ponteiras de carbono vitreo utilizando as mesmas condi¢cdes
empregadas no item 1.5 e 1V.2 e posteriormente colocadas em um dessecador,
onde foi realizado vacuo por 1 hora e em seguida levadas a estufa a 140° C por 3
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horas, para que o solvente (DMF) fosse removido do filme formado sobre o ECV.
As micrografias foram obtidas empregando as condicbes otimizadas de
preparacao do ECV modificado.

lll.8 Analise termogravimétrica (TGA)

Os experimentos termogravimétricos foram realizados em um equipamento
Seiko Instrumentos TG/DTA 6200, sob atmosfera oxidante e de Ar ), submetendo-
se cada amostra a um aquecimento entre 30 a 1030°C, com uma velocidade
programada de 10 °C min" A massa das amostras utilizadas era de

aproximadamente 2,00 mg.

.9 Estudos de Espectroscopia de Impedancia Eletroquimica
(EIE)

As medidas de impedancia foram realizadas utilizando uma solugéo de
hexacianoferrato(ll/Ill) de potassio 5,0 mmol L' em KCI 0,1 mol L, como sonda
redox. Os espectros de impedancia foram obtidos aplicando o valor do potencial
formal da sonda redox, determinado previamente por meio de experimentos de
voltametria ciclica, em uma faixa de frequéncia de 102 a 10° Hz empregando uma
amplitude de perturbagédo de 5 mV.

O circuito equivalente utilizado como modelo para representar para a
interface eletrodo/eletrdlito foi o circuito de Randles, Figura Ill.1.

CPE
| |
R 1|
Rer  Zw
W_

Figura lll.1. Circuito do tipo Randles.
onde, Rs é a resisténcia do eletrolito+eletrodo, Rct € a resisténcia a transferéncia

de carga, W é a impedancia de Warburg e CPE é o elemento de fase constante
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(do inglés, Constant Phase Element), que substitui a capacitancia da dupla
camada elétrica ,C, quando se trata de eletrodos porosos e/ou rugosos [75]. Os

espectros de impedancia foram ajustados pelo programa FRA 4.8.

.10 Estudo da repetibilidade das determinacoes, do preparo e
estabilidade do ECV/MWCNTs-PVP/Cu?*

A repetibilidade das determinagdes utilizando o ECV/MWCNTs-PVP/Cu?*
foi obtida monitorando a variagdo da corrente (Al) por cronoamperometria na
presenca de 5 pmol L de cisteina, para quatro amostras e calculado o desvio
padrao relativo (DPR). Ja a repetibilidade da construcdo do ECV/MWCNTs-
PVP/Cu?* foi avaliada empregando as mesmas condi¢ées descritas acima, usando
a resposta obtida com cinco sensores diferentes, modificados seguindo o mesmo
procedimento.

A estabilidade do ECV/MWCNTS-PVP/Cu®* foi avaliada realizando vérias
determinacdes consecutivas de 5 pmol L™ de cisteina com o mesmo sensor e 0s

valores de Al obtidos foram comparados.

ll.11 Aplicacdao do ECV/MWCNTs-PVP/Cu®** em amostra real

A determinagdo cronoamperométrica de cisteina em amostra de
suplemento alimentar foi realizada por meio do método de adi¢cdo de padréo, ou
seja, a amostra foram adicionados mais 3 volumes de solucdo de concentragao
conhecida de padrdao de cisteina. As amostras de suplemento alimentar foram
preparadas dissolvendo-se 2 capsulas de 500 mg em 1000 mL de agua
deionizada. A solucdo obtida foi levada ao ultrassom por 30 minutos e
posteriormente filtrada através de um papel de filtro quantitativo. Apéds esta etapa,
uma aliquota de 5 mL da solugdo resultante foi diluida para 25 mL. Para se
realizar as determinagbées cronoamperométricas, 60 pL desta solugdo foram
adicionados em uma célula eletroquimica contendo 10 mL de uma solugédo tampéo

fosfato de potéassio 0,1mol L™, pH 7,0.
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Com a finalidade de se verificar a exatiddo das determinacoes
cronoamperométricas de cisteina com o ECV/MWCNTs-PVP/Cu?*, os resultados
foram comparados com os obtidos pelo método de referéncia proposto pela
Farmacopéia Britanica [76], titulagdo com solugéao tiossulfato de sddio 0,1 mol L
Primeiramente foi preparada a solugéo tiossulfato de sédio 0,1 mol L™ e esta foi
padronizada com dicromato de potassio, utilizado como padrao primario. 1 capsula
de suplemento alimentar e 6 g de iodeto de potassio foram dissolvidos em 20 mL
de agua deionizada. Em seguida foram adicionados 3 mL de &cido cloridrico a
solugéo e esta foi resfriada em banho de gelo. Posteriormente foram adicionados
42 mL de uma solugédo de iodo 0,05 mol L™, preparada em meio de uma solugédo
0,12 molL™" de iodeto de potassio. A solugdo resultante foi armazenada em local
escuro por 20 minutos e posteriormente titulada com solucdo de tiossulfato de
s6dio 0,1 mol L™, utilizando 3 mL de uma solugéo de amido como indicador visual

do ponto de viragem.
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CAPITULO IV
RESULTADOS E DISCUSSAO
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IV.1 Polimerizacao da PVP nos MWCNTs

A insercao da PVP nos MWCNTSs foi realizada através da dispersao dos
MWCNTs em DMF, seguida da polimerizacdo da 4-vinilpiridina, empregando o

AIBN como iniciador radicalar, como mostrado na Figura IV.1.

AIBN 4
>
DMF, 70°C

MWCNTs/PVP

Figura IV.1. Obtengdo dos MWCNTs-PVP.

O método de polimerizacao in situ via radical livre para inserir a PVP nos
MWCNTs mostrou-se muito vantajoso, pois nédo foi necessario a realizacao de
nenhum pré-tratamento nos MWCNTSs, além do fato de que o desmembramento e
a funcionalizacao dos MWCNTs serem obtidos em uma unica etapa. Sendo ainda,
que foi possivel obter dispersdes estaveis deste nanocompdsito em meio de DMF
por um periodo de aproximadamente oito meses.

Jia et al. [46] sugeriram que nas reacdes de polimerizacao in situ via radical
livre, inicialmente, em alguns pontos da rede hexagonal dos NTCs, as suas
ligacdes 1 sao abertas pela acdo dos fragmentos do inciador radicalar empregado,
no caso o AIBN. Assim, os MWCNTs podem participar da polimerizagdo da PVP
como receptores radicalares. Porém Dalton et al. [77] atribuiram as interagdes -
T, entre as paredes dos NTCs e as moléculas do polimero, como sendo as
grandes responsaveis pela efetiva unido entre estas estruturas. Portanto, diante
do exposto é possivel propor que a PVP forme uma rede polimérica em torno dos
MWCNTs, funcionalizando-os com grupos piridinicos, que possuem grande

capacidade para ancoramento de diversos ions metélicos.
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IV.2 Otimizacao multivariada da modificacao da superficie do ECV
com MWCNTs-PVP/Cu?

Os resultados obtidos nos ensaios do planejamento fatorial 2% sem
replicatas, para 0 ECV/MWCNTs-PVP/Cu?* encontram-se na Tabela IV.1.

Tabela IV.1. Valores obtidos de Ipa (pA) do ECV/MWCNTs-PVP/Cu?* para o
planejamento fatorial 2°.

Fatores

Ensaio principais Fatores de interacdo

A B C AB BC AC ABC Ipa/pA
1 - - - + o+ o+ - 0,11
2 + - - - + - + 0,28
3 -+ - - -+ + 0,05
4 + o+ - + - - - 1,35
5 - -+ + - - + 0,63
6 + - 4+ - -+ - 0,49
7 -+ o+ - + - - 0,35
8 + o+ o+ + + o+ + 1,66

A = [MWCNTs-PVP]/ mg mL™", B = [CuClz] / mmol L e
C = Tempo de complexacéo dos ions cobre/ min.

A partir dos resultados obtidos, confeccionou-se o gréafico de distribuicao
normal dos efeitos para o ECV/MWCNTs-PVP/Cu?*, conforme exemplificado na
Figura IV.2.

Em um gréfico de distribuicdo normal, um efeito é tido como significativo
quanto mais distante ele se encontrar do ponto (efeito, probabilidade normal / %) =
(0,0) [78]. A Figura IV.2, mostra que quatro efeitos sao significativos na resposta
lpa, sdo eles C (tempo de complexagao dos ions cobre), B ([CuClz]), AB (efeito de
interacdo entre [MWCNTs-PVP] e [CuCly]) e A ([MWCNTs-PVP]), sendo este
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ultimo o mais significativo. Todos estes efeitos sdo positivos, ou seja, contribuem

para o aumento de Ipa.

w
=}

Probabilidade Normal/ %

50

30
20
10
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[
g A
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o BC
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0.00 017 0.33 0.50 0.66
Efeitos

Figura IV.2 Grafico de distribuicdo normal dos efeitos para o ECV/MWCNTs-PVP/Cu?

para a resposta Ipa / pA.

As Figuras IV.3 e 4 ajudam a visualizar a influéncia dos fatores A, Be C e

suas interagdes na reposta de Ipa do ECV/MWCNTs-PVP/Cu®*
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Figura IV.3 Superficie de resposta obtida para a variagao de Ipa em fungao dos fatores
[MWCNTSs-PVP], [CuCl,] e tempo de complexagao dos ions cobre nivel minimo = 10 min.

d

Ipa/ wA

[MWCNTSs-PVP], [CuCl,] e tempo de complexagao dos ions cobre nivel maximo = 45 min.

Figura IV.4 Superficie de resposta obtida para a variacéo de Ipa em fungéo dos fatores
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Ao se observar as superficies de resposta, Figuras IV.3 e 4, verifica-se que
quando se aumenta o nivel do fator C o valor de Ipa maximo também aumenta,
comprovando que o tempo de complexacdo dos ions cobre tem uma grande
contribuicdo no ganho de Ipa para o ECV/MWCNTs-PVP/Cu?*. Uma andlise mais
aprofundada dessas superficies permite concluir que todos os fatores no nivel
maximo geram uma regido onde encontram-se os maiores valores de Ipa.
Portanto foi necessario realizar um segundo planejamento fatorial, avaliando estes
mesmos fatores, porém em niveis superiores ((MWCNTs-PVP] =2,00 - 10,0 mg L
' [CuCly] = 30,0 - 50,0 mmol L e tempo de complexacgéo dos ions cobre = 45 —
120 min.), utilizando trés replicatas no ponto central, a fim de se encontrar a
condicdo o6tima para a modificacdo da superficie do ECV com
MWCNTs/PVP/Cu?*,

A partir dos resultados obtidos foi gerada um nova superficie de resposta,

que € mostrada na Figura IV.5.

——

Ipa/ pA

Figura IV.5. Superficie de resposta obtida no novo planejamento fatorial para a variagao
de Ipa em funcéao dos fatores [MWCNTs-PVP], [CuCl,] e tempo de complexacao dos ions
cobre (ponto central = 82,5 min).
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Analisando a superficie de resposta obtida, é possivel visualizar que as
replicatas no ponto central encontram-se bem fora dela, indicando assim, que
possivelmente existe uma curvatura significativa na superficie de resposta. Além
disso, foi aplicado o método de analise da varidncia (ANOVA) para estes
resultados, incluindo as replicatas no ponto central, para o ajuste de um modelo
linear, o qual apresentou falta de ajuste. Assim, foi possivel concluir que um
modelo quadratico seria mais adequado aos resultados obtidos. Portanto, foi
necessario realizar uma ampliagdo deste segundo planejamento fatorial 2° com
replicatas no ponto central, realizando um planejamento composto central de face
centrada. Para realizar este planejamento, simplesmente foi acrescentado ao
planejamento anterior (que pode ser definido como a parte cubica do
planejamento composto central) uma parte axial, formada por seis pontos
localizados no centro das faces do cubo gerado pela parte cubica e mais duas

replicatas no ponto central [78], representado pela Figura IV.6.

o
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e, [MWCNTs/PVP]/ mg mL!

Figura 1V.6. Representacédo do planejamento composto central de face centrada com os
parametros avaliados e seus niveis.

Utilizando os resultados obtidos no planejamento composto central de face
centrada e os resultados obtidos no planejamento anterior aplicou-se a ANOVA
para o0 ajuste de um modelo quadratico. Foi necessario aplicar a funcao
logaritmica nas respostas Ipa, devido ao fato da faixa de resposta Ipa ser muito

44



Silva, C.C. C. RESULTADOS E DISCUSSAO Dissertacao de Mestrado

ampla, dessa forma garante-se que o modelo se ajusta por toda a extensédo de
valores da resposta. A ANOVA, através do teste F, revelou que o modelo
apresenta uma regressao significativa sem falta de ajuste [78]. Com base nestas
informacdes foi confeccionada a superficie de resposta que contém a condicao
6tima para modificacao do ECV, Figura IV.7.

Com a andlise da superficie de resposta (Figura IV.7) é possivel observar
que a condicdo 6tima para modificagdo do ECV com MWCNTs-PVP/Cu®" é
[MWCNTs-PVP] = 6,00 mg L™, [CuCl,] = 50,00 mmol L™ e tempo de complexagéo
dos ions cobre de aproximadamente 83 minutos. Esta condicao foi empregada em
todos os estudos posteriores, ja que proporcionou ao ECV modificado a formacao
de um filme homogéneo, que apresenta elevado valor de Ipa e um perfil

voltamétrico bem definido para o par redox Cu"".

14 ]
113

0.85

0.56

Log Ipal pA

1.579 1 pA
0.3

0.0899/ u

Figura IV.7. Superficie de resposta obtida para o planejamento composto central de face
centrada para log lpa em fungdo dos fatores [MWCNTs-PVP], [CuCl;] e tempo de
complexagao dos ions cobre (ponto central = 82,5 min).
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IV.3 Caracterizacao por Microscopia Eletronica de Varredura e
Espectroscopia de Energia Dispersiva de Raio X do
ECV/MWCNTs-PVP/Cu?*

Foram obtidas imagens por MEV e espectros de EDX das superficies de
carbono vitreo modificadas nas condigées otimizadas com MWCNTs (Figura IV.8
A e B), MWCNTs-PVP (Figura IV.9 A e B) e MWCNTs-PVP/Cu®* (Figura IV.10 A
e B) respectivamente.

Com a andlise da Figura IV.8 (A) é possivel observar que os MWCNTs
encontram-se bem distribuidos sobre a superficie. A Figura IV.8 (B) mostra o
espectro de EDX para a regido analisada pelo MEV, onde destacam-se os picos
de C (0,280 KeV), devido aos MWCNTs, O (0,527 KeV) e Fe (6,37 KeV), sendo
que estes elementos podem ser provenientes de catalisadores (residuos) de
oxidos de ferro empregados na sintese dos MWCNTSs [79].

Contagem em escala total: 16998 (B)
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Figura IV.8. Micrografia da superficie de carbono vitreo modificada com MWCNTSs.
Ampliacao de 50000 vezes (A) e espectro de EDX para a superficie MWCNTSs (B).

Observando a Figura IV.9 (A) € visivel que ocorre uma mudanca na
morfologia dos MWCNTSs, possivelmente devido a presenca da PVP. A Figura
IV.9 (B) exibe o espectro de EDX para o nanocompésito, onde se destacam os
picos de C (0,280 KeV), N (0,39 keV) (presente na composicdao dos grupos
piridinicos da PVP) e O (0,527 KeV).
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Figura IV.9. Micrografia da superficie de carbono vitreo modificada com MWCNTs-PVP.
Ampliacao de 50000 vezes (A) e espectro de EDX para a superficie MWCNTs-PVP (B).

Ao realizar a andlise da Figura IV.10 (A), € possivel concluir que a
formacao do complexo ndo acarreta em uma grande mudanga na morfologia do
nanocompdsito. Com a analise do espectro de EDX (Figura IV.10 (B)) para a
superficie MWCNTs-PVP/Cu?*, é possivel observar a presenca da série de baixa
energia (0,9 KeV) do Cu [80], evidenciando que este metal encontra-se aderido ao

nanocompaosito.
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Figura IV.10. Micrografia da superficie de carbono vitreo modificada com MWCNTs-
PVP/Cu®". Ampliagdo de 50000 vezes (A) e espectro EDX para a superficie MWCNTSs-
PVP/Cu®* (B).

Foram obtidas também micrografias do perfil do filme de MWCNTs-PVP
sobre o ECV, conforme exibido na Figura IV.11. E possivel visualizar que o filme
possui uma espessura média de 8,5 um (micrografia inserida na Figura IV.11).
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Apesar de este valor ser elevado, a comunicagao eletrénica entre os ions Cu?
imobilizados no filme do nanocompdésito e o ECV é bastante rapida, conforme sera

discutido posteriormente no item IV.5.

Figura IV.11. Micrografia do perfil do flme de MWCNTs-PVP sobre o ECV. Ampliagéo de
1000 vezes. Micrografia inserida, ampliacao de 8500 vezes.

IV.4 Caracterizacao termogravimétrica do MWCNTs-PVP/Cu®

Foram obtidas curvas termogravimétricas para amostras de MWCNTSs,
MWCNTs-PVP e MWCNTs/PVP/Cu?*, em atmosfera oxidante e em atmosfera

inerte conforme exemplificado nas Figuras IV.12 e IV.13, respectivamente.
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Figura 1V.12. Curvas termogravimétricas para MWCNTs, MWCNTs-PVP e MWCNTs-
PVP/Cu?*. Taxa de aquecimento a 10 °C min™', em atmosfera oxidante.
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Figura 1V.13. Curvas termogravimétricas para MWCNTs, MWCNTs-PVP e MWCNTs-
PVP/Cu®. Taxa de aquecimento a 10 °C min™', em atmosfera de Ar .
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Ao analisar a curva termogravimétrica para o MWCNTs em atmosfera
oxidante (Figura IV.12), observa-se que a amostra inicia sua degradagédo em 500
°C , finalizando em 650 °C, totalizando uma perda de massa de 92,8%. Segundo
Scheibe et al. [81] pode-se considerar que esta amostra de MWCNTs encontra-se
praticamente livre de carbono amorfo, pois a temperatura de oxidacao deste € em
torno de 380 °C e na curva termogravimétrica do mesmo, nao foi observada
nenhuma perda de massa significativa nesta temperatura. Quando os MWCNTSs
sdo submetidos a um processo de pirdlise (Figura IV.13), a temperatura de
degradacéo inicia-se em 670 °C e mesmo apds ter atingido a temperatura de 1030
°C houve uma perda de massa de apenas 14%. Esta pequena porcentagem de
perda de massa dos MWCNTS em atmosfera inerte, em relagcdo ao processo de
degradacao que ocorre em uma atmosfera oxidante, pode ser explicado pelo fato
que os sitios de defeitos dos MWCNTSs, que contém atomos de carbono com
hibridizacdo sp® e grupos carboxilicos, sdo mais facilmente oxidados na presenca
de oxigénio [7].

As Figuras 1IV.12 e [IV.13 também apresentam as curvas
termogravimétricas para o nanocompoésito MWCNTs-PVP em atmosfera oxidante
e inerte, respectivamente. Em ambos o0s casos a perda de massa inicia-se em 250
°C e vai até 400 °C na presenca de oxigénio, e 450 °C em atmosfera inerte. Estes
resultados encontram-se dentro do esperado, ja que a faixa de temperatura de
degradacéo da PVP é de 320 a 450 °C em atmosfera inerte [82]. A analise desses
termogramas também permitiu realizar uma estimativa da porcentagem de PVP no
nanocompdsito, sendo esta de aproximadamente 23%. Apesar de este valor
aparentar um baixo rendimento, quando comparado com o trabalho de Qin et al.
[73], que obtiveram 39% de PVP no nanocompdsito com SWCNTSs, a porcentagem
de PVP no nanocompésito deste trabalho € mais do que suficiente para criar uma
rede polimérica em torno dos MWCNTSs, garantindo um numero significativo de
sitios de coordenacgdo. Além disso, uma porcentagem muito maior de PVP na
composicao do nanocompdsito poderia dificultar a transferéncia de elétrons entre
o MWCNTs-PVP/Cu®** e o ECV, ja4 que a condutividade elétrica da PVP em
temperatura ambiente é na ordem de 10 S cm™ [84].
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A analise das curvas termogravimétricas para as amostras de MWCNTs-
PVP e MWCNTs-PVP/Cu?* em atmosfera oxidante (Figura IV.12) possibilitou
estimar que ha aproximadamente 11,5% de um material que n&o se degradou até
1030°C, sendo este possivelmente o Oxido de cobre gerado durante o
aquecimento do MWOCNTS-PVP/Cu** em atmosfera oxidante. Ja a curva
termogravimétrica para a amostra de MWCNTs-PVP/Cu®* em atmosfera inerte
(Figura IV.13) nos revé-la que a complexagdo dos fons Cu?* na matriz polimérica
acarreta em uma diminuigdo da estabilidade térmica do nanocompdsito, que inicia
sua perda de massa em aproximadamente 210 °C. Foi estudado por Zander et al.
[85] o efeito do CuCl, na estabilidade térmica da PVP. Os pesquisadores
atribuiram que o fato dos fons Cu?* formarem complexos de geometria
preferencialmente quadrado planar com a matriz polimérica acarreta em um
aumento da distancia entre as ligagdes cruzadas intermoleculares do polimero, ja
que esta geometria € menos compacta. Assim, ha uma diminui¢cdo da rigidez da
cadeia polimérica, causando uma menor estabilidade térmica deste material.

Por fim, é possivel concluir com a analise de todas as curvas
termogravimétricas que o MWCNTs-PVP é estavel termicamente na faixa de
temperatura usual de trabalho (condicbes ambientes) e um 6timo material para
construgéo de plataformas para complexacédo de ions metélicos, tornando-se um
excelente candidato para a modificacdo de eletrodos, ja que possui uma
porcentagem suficiente de centros de coordenagao aliado com as caracteristicas
dos MWCNTs que favorecem a transferéncia de elétrons [86].

IV.5 Caracterizacao eletroquimica do ECV/MWCNTs-PVP/Cu?*

Inicialmente foram realizados alguns ensaios com o intuito de estudar as
propriedades eletroquimicas do ECV/MWCNTs-PVP/Cu?*. Portanto, foram obtidos
voltamogramas ciclicos com o ECV/MWCNTs-PVP/Cu?* na faixa de potencial de -
450 a 450 mV, em varias velocidades de varredura (10 - 850 mV s™), conforme

mostrados na Figura IV.14.
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Figura IV.14. Voltamogramas ciclicos obtidos pelo ECV/MWCNTs-PVP/Cu®* em vérias
velocidades de varredura (10-850 mV s™), varredura sentido anédico. Eletrélito de suporte

tampao fosfato de potéassio 0,1 mol L™, pH 7,0.Gréfico de Ip vs v (A) e gréafico de Laviron

(B).

A Figura 1V.14 exibe voltamogramas ciclicos com picos bem definidos e
qgue apresentam um aumento de corrente em fungéo do aumento da velocidade de
varredura. Ao se analisar o grafico das correntes de picos anddica (Ipa) e catodica
(Ipc) em fungéo da velocidade de varredura, Figura IV.14 (A), é possivel observar
que estas exibem um comportamento linear em fungdo da velocidade de
varredura, indicando assim, que 0s ions cobre possuem um comportamento
eletroquimico caracteristico de espécies redox que estao confinadas na superficie
do eletrodo [87].

Com o objetivo de se obter informagcbes importantes sobre o
ECV/MWCNTs-PVP/Cu®*, como o valor do coeficiente de transferéncia de elétrons
(a), o numero de elétrons envolvidos no processo redox (n) e a constante de
velocidade heterogénea de transferéncia de elétrons (ks), foram empregadas as

expressbes formuladas por Laviron [88], para respostas voltamétricas de
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varredura linear de potencial, no caso de espécies eletroativas confinadas na
superficie do eletrodo da seguinte forma:
Quando AEp >200/n mV:

al(1 — @) = va/ Ve (Eq. IV.1)
ks = nFave/ RT = (1-a)nFve/RT (Eq. IV.2)

onde, F é a constante de Faraday, RT apresentam seus valores usuais, € v € v,
representam as velocidades de varredura no intercepto das linhas retas no grafico
de Laviron, do processo catddico e anddico, respectivamente. A Figura IV.14 (B)
exibe o grafico de Laviron, onde AE = Ep — E® (Ep é o potencial de pico e E® é o
potencial formal [E” = (Epa + Epc)/2]) é funcao do log da velocidade de varredura
(v). Como pode ser visto, quando (v —«) os valores de Ep — E® apresentam um
aumento expressivo, tornando-se proporcionais ao log de v, indicando que uma
limitacdo em decorréncia da cinética de transferéncia de carga esta ocorrendo,
conforme proposto pela teoria de Laviron [88].

Empregando a Equacéao IV.1 e os valores de v; e v, obtidos a partir da
extrapolagédo das retas para AE = 0 (linha horizontal na Figura IV.13 (B)), o valor
de a = 0,5 foi determinado. Utilizando os valores dos coeficientes angulares das
retas, para ambos os processos, anddico 2,3RT/ (1- a)nF e catddico -2,3RT/anF
respectivamente, o valor de n = 1,04 foi encontrado. O valor obtido foi muito
préximo ao valor esperado de 1 elétron para o processo redox Cu" [74].

Além disso, utilizando a Equacao IV.2, o valor de ks foi calculado
empregando as velocidades de varredura onde AE = 0, sendo obtido o valor de
5,78 s'. O valor obtido para a constante é superior quando comparado com
alguns trabalhos de modificagdo de eletrodos reportados na literatura, conforme
apresentado na Tabela IV.2. A rapida transferéncia de elétrons entre os ions
cobre e a superficie do ECV deve estar relacionada ao fato dos nanotubos de
carbono apresentarem uma elevada condutividade elétrica (aproximadamente 10°
S m™), facilitando assim a transferéncia eletrénica no ECV/MWCNTs-PVP/Cu?*
[28].
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Tabela 1V.2. Parametros eletroquimicos e cinéticos de alguns eletrodos

modificados

Eletrodo modificado a n ks/s’

4-Nitroftalonitrila [89] 0,50 2,30 9,70

Ftalocianina tetrassulfonada de ferro(ll) e tetra-(N-metil-piridil)

porfirina de ferro(lll) [90] 0,50 - 3,80

Quinizarina [91] 0,66 - 4,50

Tetrabromo-p-benzoquinona [92] 0,55 2,00 3,80

Nitrofluorenona [93] - - 4,50

Violeta de pirocatecol [94] 0,49 - 5,30

Este trabalho 0,50 1,04 5,78

A partir de um voltamograma ciclico registrado a 5 mV s’ a carga (£ ) de
ions cobre ativo no ECV/MWCNTs-PVP/Cu?* foi calculada integrando a area
abaixo do pico anddico, considerando a correcdo da linha base [87] e foi
encontrado um valor de 30,94 mC, sendo assim ha 4,54 umol de ions Cu®" por
cm? da superficie do ECV. Este resultado comprova que ha uma grande
quantidade de ions cobre(ll) coordenados aos grupos piridinicos presente no
nanocompdsito, mostrando assim, a eficiéncia de complexacdo de ions Cu?* da
plataforma funcional proposta por este trabalho.

Posteriormente foram obtidos voltamogramas ciclicos em solu¢cbées tampao
fosfato de potassio, 0,1 mol L™ de diferentes valores de pH (5,0 a 8,0), afim de
avaliar o efeito do pH na performance do ECV modificado. A Figura IV.15 exibe os
graficos de potencial formal (E°) (A) e de corrente de pico anddica (Ipa) (B) do
ECV/MWCNTs/Cu®* em funcéo do pH.

Utilizando a equacao de Nernst, escrita para sistemas eletroquimicos

reversiveis que envolvem protons, a 25° C, como no caso genérico [95]:

A+mH*+ne=—= B

E° = E®° (A/B) - 2,303 mRT pH (Eq. IV.3)
nF
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onde, E° é o potencial padrao do eletrodo; m é o nimero de prétons envolvidos no
processo e A e B, espécies no estado oxidado e reduzido, respectivamente.

1,2
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Figura IV.15. Influéncia do pH da solu¢do no valor do potencial formal (A) e da corrente
de pico anddico (B) no ECV/MWCNTs-PVP/Cu®* a partir de voltamogramas ciclicos
registrados em solucdo tampao fosfato 0,1 mol L' e v=30mV s

Assim, substituindo na Equacao V.3 o valor do coeficiente angular da reta
ilustrada na Figura IV.15 (A), de - 40,11 mV/ pH e o numero de elétrons
envolvidos no processo redox obtido pelo método de Laviron [83], sendo este igual
a 1, foi possivel determinar o nimero de prétons envolvido no processo redox
cu” do ECV/MWCNTs-PVP/Cu?*, sendo este igual a 0,68 H*. A partir deste
resultado pode-se fazer uma estimativa que aproximadamente 70% do processo

redox Cu""

do complexo é dependente de uma etapa de protonacao. Isto implica
que nem todos os ions cobre encontram-se coordenados nos atomos de
nitrogénio dos grupos piridinicos. Portanto, ha uma parcela desses ions que
podem estar aderidos de uma outra forma ao nanocompdsito, seja por adsorcao
nos MWCNTs ou interacdo com outros sitios que ndo sdo dependentes de uma
etapa de protonacao na faixa de pH estudado.

A andlise da Figura IV.15 (B), nos revela que em meio acido (pH entre 5 —
5,5) 0 ECV/MWCNTs-PVP/Cu?* apresenta maiores valores de Ipa, do que quando
submetido a valores de pH superiores a 5,5. Porém, estes elevados valores de Ipa

em meio &cido, podem ser atribuidos ao fato de que os grupos piridinicos do
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nanocompésito (pKa = 5,25) [96] encontram-se protonados. Assim, no valor de Ipa
monitorado nesta faixa de pH, ha também a contribuicdo da corrente gerada no
processo de dessorcdo dos ions cobre dos grupos piridinicos. Este fato é
evidenciado ao observar o voltamograma ciclico para o ECV/MWCNTs-PVP/Cu?*
obtido em pH 5, inserido na Figura IV.15 (B), onde é possivel visualizar a
presenca de outros pequenos picos de reducao (Epc = -108 mV) e oxidagao (Epa
= -63mV) em uma faixa de potencial menor do que a do par redox caracteristico
do ECV/MWCNTs-PVP/Cu?*. Estes picos também foram observados nos
voltamogramas ciclicos que foram obtidos até pH 6 e podem ser atribuidos aos
ions Cu nao ligados aos grupos piridinicos, devido ao fato destes se encontrarem
protonados nesta faixa de pH. Portanto, para os estudos posteriores optou-se por
utilizar um eletrolito de suporte em pH 7.

O efeito da natureza do eletrélito de suporte no desempenho do
ECV/MWCNTs-PVP/Cu?* também foi avaliado. Para isso, foram selecionados
quatro eletrélitos de suporte, todos em pH 7,0 e concentracdo de 0,1 mol L.

A Figura IV.16 mostra a influéncia do tipo de eletrélito de suporte no valor
de Ipa. Como pode ser observado, o ECV/MWCNTs-PVP/Cu®* apresenta um valor
de Ipa muito maior em tampao fosfato, do que nos tampdes PIPES, HEPES e
TRIS. Analisando a estrutura desses eletrélitos de suporte, Figura IV.17, pode-se
concluir que existem dois fatores determinantes no desempenho do
ECV/MWCNTs-PVP/Cu®* em tampao fosfato, sendo eles o tamanho de sua
estrutura e sua composicao quimica. O primeiro deles é que a pequena estrutura
deste eletrolito possivelmente facilita a sua difusdo pela plataforma. O segundo
pode ser atribuido ao fato deste eletrélito ser o Unico de composicdo quimica
totalmente inorganica. Os tampbdes HEPES, PIPES e TRIS, apresentam na sua
composicao cadeias carbbnicas curtas, que podem vir a interagir com a rede
polimérica dos MWCNTs-PVP, podendo assim dificultar o processo redox dos ions

cobre ancorados nos grupos piridinicos da plataforma.
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Figura IV.16. Efeito do eletrélito de suporte no valor de Ipa para o ECV/MWCNTs-
PVP/Cu?". Concentragao dos eletrélitos suporte 0,1 mol L', pH7,0av=30mVs™

o HO M o
I Wa
‘HO~J ~OK

O OH Tampao o
HO - HEPES
— OH - 7\
- OK e 7 O
o Tampéo "ao/g N\_ﬁv\s/olla
Tri

Tampao s Tampao
fosfato PIPES

Figura IV.17. Estrutura molecular dos eletrdlitos de suporte avaliados na caracterizagao
analitica do ECV/MWCNTs-PVP/Cu®*,

Por fim, realizou-se o estudo do efeito da concentracao do tampao fosfato
de potassio, pH 7,0, no desempenho do ECV/MWCNTs-PVP/Cu?*. Como pode ser

observado na Figura IV.18 o valor de Ipa para o processo Cu "

aumenta com o
aumento da concentragdo do eletrélito de suporte, até atingir um maximo em 0,1
mol L™'. Em concentracdes superiores a esta, ha um pequeno decaimento no valor
de Ipa, quando comparado a concentracdes menores. Pode-se concluir que a

partir de concentracées maiores que 0,1 mol L™ os fons do eletrélito de suporte
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podem competir pelos ions cobre, acarretando assim em uma diminuicdo no valor
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Figura IV.18. Influéncia da concentracado do tampao fosfato de potassio no valor de Ipa
para o ECV/MWCNTs-PVP/Cu®, pH 7,0a30 mV s™

Assim, adotou-se como condicdo Otima para realizacdo de estudos
posteriores com o ECV/MWCNTs-PVP/Cu®*, solugdo tampao fosfato de potassio,
pH 7,0a0,1 mol L.

IV.6 Caracterizacao por EIE

A espectroscopia de impedancia eletroquimica (EIE) é uma técnica
extremamente Util para o estudo de propriedades interfaciais de eletrodos
modificados e muitas vezes pode ser utilizada para elucidar as transformacdes
quimicas e processos associados com a condutividade elétrica do material
empregado na modificacado de eletrodos [97].

Buscando avaliar a contribuicdo de cada material utilizado na construcéo da
plataforma funcional, foram obtidos espectros de impedancia para o ECV,
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ECV/MWCNTs,

ECV/IMWCNTs-PVP e

ECV/PVP, seguindo as condi¢oes

otimizadas no item V.2, conforme ilustrado na Figura IV.19
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Figura IV.19. Diagrama de Nyquist obtido para o ECV, ECV/MWCNTs e ECV/MWCNTs-
PVP (A) e ECV/PVP (B), em 5 mmolL" de Kj[Fe(CN)e]/Ks[Fe(CN)s] em KCI 0,1mol L.
Faixa de frequéncia 102 a 10° Hz, 5 mV de amplitude de pulso. Potencial aplicado: 178;
178,5; 181 e 181 mV vs ECS respectivamente. Insert (A): ampliagdo do grafico de

Nyquist.
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A Figura IV.19 exibe os diagramas de Nyquist, no qual pode-se observar os
valores da parte imaginaria da impedancia do sistema, Z”, em fung¢ao dos valores
da parte real, Z’. Os semicirculos que aparecem no grafico de Nyquist indicam a
combinacado em paralelo da resisténcia de transferéncia de carga, Rrc, com a
capacitancia da dupla camada, representada pelo elemento de fase constante,
CPE, resultante da impedancia do eletrodo [98]. Assim, com a andlise do diametro
dos semicirculos obtidos pelos diagramas de Nyquist, Figura IV.19 (A) e (B) e
utilizando um circuito equivalente do tipo Randles para descrever o sistema, foi
possivel determinar a Rcr para a superficie do eletrodo apds cada modificacao.
Os dados obtidos encontram-se na Tabela IV.3.

Tabela IV.3. Valores de Ryc obtidos para cada etapa de modificacdo do ECV.

Eletrodo Rer/ Q
ECV 121
ECV/MWCNTs 638
ECV/MWCNTs-PVP 881
ECV/PVP 3x10°

Conforme a Tabela IV.3, a Ry¢c obtida para o ECV puro foi de 121,4 Q, no
entanto ao se adicionar um filme de MWCNTs a superficie do ECV, ocorreu um
aumento de aproximadamente 5,3 vezes a Rcr, fato evidenciado pelo aumento no
didametro do semicirculo do diagrama de Nyquist referente ao ECV/MWCNTs (em
destaque na Figura IV.19 (A)). Este aumento no valor da Rctpode ser relacionado
com dois fatores, o primeiro € a presenga de residuos do solvente organico (DMF)
utiizado na obtengdo do filme de MWCNTSs, ja que n&o foi realizado nenhum
tratamento térmico no ECV/MWCNTSs para a possivel remocao deste, e 0 segundo
devido a orientacdo dos MWCNTSs sobre o ECV, ja que a conducao eletrbnica em
NTCs exibe uma anisotropia [99]. Assim, como nao foi realizado nenhum
procedimento buscando a obtencdo de filmes em que os MWCNTs
apresentassem uma orientacdo axial sobre o ECV, possivelmente estes
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encontram-se dispostos de maneira desordenada sobre a superficie do ECV, o
gue pode acarretar em um aumento na Rcr. Com a adigédo do filme de MWCNTs-
PVP sobre o ECV, um aumento de aproximadamente 243 Q na Rct em relagdo ao
ECV/MWCNTs foi observado. Este comportamento ja era esperado, pois o
nanocompdsito possui em sua composicdo 23% de PVP, o qual possui uma
condutividade elétrica muito baixa [84]. Ao se analisar a Figura IV.19 (B) é
possivel observar que o semicirculo formado no diagrama de Nyquist para o ECV
modificado com um filme de PVP, apresenta um didmetro ainda maior, sendo
obtido neste caso um valor de Rcr de 2,67 MQ. Este valor é extremamente
elevado quando comparados os valores de Rcr obtidos para o ECV,
ECV/MWCNTs e ECV/MWCNTs-PVP, representando um aumento de
aproximadamente 22000 vezes a Rct do ECV puro, 4200 vezes a Rcr do
ECV/MWCNTSs e 3000 vezes a Rcr do ECV/MWCNTs-PVP.

A partir dos resultados expostos acima fica claro que apenas o emprego de
um filme de PVP sobre o ECV para construir a plataforma funcional de
complexagdo de fons Cu?* é totalmente inviavel, ja que o ECV/PVP apresentou
uma baixissima eficiéncia no processo de transferéncia de elétrons. Deste modo,
a utilizacdo do nanocompdsito (MWCNTs-PVP) neste trabalho foi essencial, pois
os NTCs contribuem para a grande eficiéncia na transferéncia eletrénica do
ECV/MWCNTs-PVP/Cu?".

IV.7 Atividade eletrocatalitica do ECV/MWCNTs-PVP/Cu?*

Com base na teoria formulada por Pearson [56], 0 ECV/MWCNTs-PVP/Cu®*
foi avaliado em relacao ao seu potencial eletrocatalitico para deteccao de cisteina,
ja que esta possui em sua composicao um grupo tiol que pode interagir com os
fons Cu?*. Neste sentido, primeiramente foram obtidos voltamogramas ciclicos
para o ECV/MWCNTs-PVP/Cu?* a uma velocidade de varredura de 5 mV s™', na
auséncia e na presenca de cisteina em diversos valores de pHs (5,0 — 8,0), com
intuito de determinar o pH 6timo para deteccao eletrocatalitica.
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A partir dos voltamogramas ciclicos obtidos, confeccionou-se um grafico da
resposta relativa de Ipa para oxidagéo da cisteina (Alpagys), (Equacao 1V.4) em

funcdo do pH, conforme exibido na Figura IV.20.
Alpacys/ % = (Ipacys - |pabranco/ Ipabranco) X 100 (Eq.'V.4)

Nesta, Ipacys € a corrente de pico anodica referente a oxida¢do de 0,80 mmol L
de cisteina e Ipapranco € @ corrente de pico anddica obtida pelo ECV/MWCNTs-
PVP/Cu?* na auséncia de cisteina.

Através da andlise do grafico da Figura 1V.20, é possivel visualisar que
para valores de pH menores que 6,0, os valores de Alpacs sS40 negativos. Isto
implica em uma diminuicdo no valor da corrente de pico do ECV/MWCNTs-
PVP/Cu?* na presenca de cisteina. Este comportamento pode ser atribuido ao fato
de que nesta faixa de pH os grupos piridinicos do nanocompoésito estao
protonados. Dessa forma, os fons Cu®* vao sendo liberados da superficie do ECV
modificado, acarretando em uma diminuig&o do valor de Ipacys, ja que a quantidade
de fons Cu®** coordenados aos grupos piridinicos disponiveis para reagir com
cisteina sera menor. Diante disso, optou-se por utilizar o pH 7,0 para realizagdo da
deteccéo eletrocatalitica de cisteina, ja& que neste valor de pH a corrente de pico

apresenta também um melhor sinal.
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Figura 1V.20. Influéncia do pH sobre a corrente catalitica de 0,80 mmol L™ de cisteina do
ECV/MWCNTs-PVP/Cu?*.

A Figura IV.21 (A) exibe o voltamograma ciclico obtido em tampao fosfato,
0,1 mol L', pH 7,0 a 5 mV s". E possivel visualizar que o ECV/MWCNTSs-
PVP/Cu?®* exibe um par redox bem definido e em uma regido de baixos
sobrepotenciais, com um valor de E° de 0 mV. Apés a adicdo de cisteina a
solucao, Figura IV.21 (B), o pico de oxidacdo aumentou significativamente para o

/11

processo redox Cu e 0 pico de redugdo diminui indicando assim, uma

eletrocatalise eficiente [87].
1,20

(B)
0,80 +

0,40 -

/'pA

0,00 -

-0,40 4

v=5mVs’

'0,80 T T T T T T T T
-0,50 -0,25 0,00 0,25 0,50
E/V vs ECS

Figura IV.21. Voltamogramas ciclicos obtidos para o ECV/MWCNTs-PVP/Cu®, na
auséncia (A) e na presenca de 0,80 mmol L' de cisteina (B). Estudo realizado em
solucdo tampao fosfato de potassio 0,1 molL",pH7,0ev=5mvs™.
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Foram realizados experimentos controle para demonstrar a eficiéncia de
complexacdo de fons Cu?®* do MWCNTs-PVP e o efeito eletrocatalitico da
determinacéo de cisteina pelo ECV/MWCNTs-PVP/Cu®*, ja que alguns trabalhos
presentes na literatura, como o de Deng et al [72], atribuem aos nanotubos de
carbono propriedades eletrocataliticas a oxidagao de cisteina. Deste modo foram
obtidos voltamogramas ciclicos na auséncia e na presenca de 0,1 mmol L de
cisteina para cada etapa de modificacdo no ECV, seguindo as condigbes
otimizadas no item V.2, conforme ilustrado na Figura IV.22.

0,70
0,00 - — (E)
-0,70
0,70
0,00 -
-0,70 -
0,70 @
0,00- ‘===4
— 0,70
0,70 -

] (B)

0,00 -
-0,70 -
0,70 -

A
0,00 # (A)

-0,70

(D)

- -04 -0,2 - 0:0 - 0:2 - 0,4 0,6 0,8
E/ vs ECS

Figura IV.22. Voltamogramas ciclicos (referentes a 22 varredura) obtidos em solucao
tampéao fosfato de potassio 0,1 mol L' pH 7,0 na auséncia (—) e na presenga de Cys 0,1
mmol L™ (—) a5 mV s para o ECV/Cu®** (A), ECV/MWCNTSs (B), ECV/MWCNTs/Cu?* (C),
ECV/PVP/Cu?* (D) e ECV/MWCNTs-PVP/Cu? (E).

A Figura IV.22 (A), na auséncia de cisteina mostra um perfil voltamétrico

tipico de um ECV, onde nenhum pico de oxidacdo e/ou reducdo é observado,
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comprovando que ndo ha fons Cu?" adsorvidos na superficie do ECV. Ja na
presenca de cisteina é observado que a oxidacdo ocorre em um potencial de
aproximadamente 550 mV e com um pequeno incremento de corrente. Quando o
ECV é modificado com os MWCNTs, Figura 1V.22 (B), ocorre uma diminuigéo de
aproximadamente 100 mV no potencial de oxidacao da cisteina. O voltamograma
ciclico obtido para o ECV/MWCNTs/Cu®*, Figura 1IV.22 (C), ndo exibe picos

caracteristicos do processo redox Cu""

, entretanto ha um pequeno incremento na
corrente relacionada com o processo de oxidacao da cisteina, sendo assim, pode-
se atribuir este aumento ao efeito de eletrocatélise dos fons Cu?*, evidenciando
que estes estdo presentes no filme de MWOCNTs, porém em quantidade
insuficiente para exibirem um par redox no voltamograma ciclico. Ja o ECV
modificado com um filme de PVP/Cu?*, Figura IV.22 (D), apresenta um perfil
voltamétrico bem resistivo. Na presenca de cisteina nao é visualizado um aumento
de corrente no voltamograma ciclico, mas sim, uma diminuicdo. Contudo para o
ECV/MWCNTs-PVP/Cu?*, Figura IV.22 (E) ocorre uma diminuicdo de 425 mV no
potencial de oxidagdo da cisteina em relacao ao ECV/Cu®* e com um maior
incremento de corrente, mesmo a cisteina estando presente em solu¢cao em baixa
concentracdo. Portanto é nitida a eficacia do ECV/MWCNTs-PVP/Cu®* na

determinacao de cisteina em baixos sobrepotenciais.

IV.8 Estudos Cronoamperométricos

A cronoamperometria de duplo salto de potencial foi empregada na
investigacao dos processos eletroquimicos na auséncia e na presenca de cisteina.
A Figura 1V.23 exibe as curvas corrente em funcdo do tempo para o
ECV/MWCNTs-PVP/Cu?* obtidas com Eingias = 100 mV e Efina = -100 mV versus

ECS para varias concentracdes de cisteina.
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Figura 1V.23. Cronoamperogramas obtidos em solucdo tampéao fosfato de potassio 0,1
mol L™ pH 7,0: (a) branco, (b) 0,320, (c) 0,637, (d) 1,264 e (e) 2,186 mmol L™ de cisteina.

Como pode ser visto na Figura IV.23, quando a concentracdo de Cys
aumenta, a corrente anddica associada com o potencial aplicado na primeira
etapa também aumenta. Porém, na segunda etapa a corrente catddica diminui,
indicando que os fons Cu®* coordenados nos grupos piridinicos do hanocompdsito
estdo sendo consumidos em uma etapa quimica. Baseado nos resultados
apresentados nas Figuras IV. 21 e 23, a reacdo entre os ions Cu®* e as moléculas
de cisteina pode ser descrita através de um mecanismo catalitico (EC’) —
regeneracao catalitica da espécie eletroativa seguida de uma reagdo quimica

heterogénea [87], exemplificado pela Figura 1V.24

66



Silva, C.C. C. RESULTADOS E DISCUSSAO Dissertacao de Mestrado

(o) (i) o (i) O
- OJJ\K\S —s o- Hs/\HLo-
"NH3 "'NH3 *NH3
+ v
+
2H kobs +
Cu* Cu?* (i) Cisteina

(ii) Cistina
2L MWCNTs-PVP
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Figura 1V.24. llustracdo para o processo das reagbes que ocorrem na superficie do
ECV/MWCNTs-PVP/Cu® na presenca de cisteina.

Quando cisteina é adicionada a solucdo, ela reage com os ions Cu?
confinados na plataforma, sendo que estes sdo reduzidos a ions Cu™ e o produto
da oxidacao da cisteina é provavelmente a cistina, como reportado por Ralph et al.
[100] Os ions Cu™ gerados nesta etapa sdo oxidados na superficie da plataforma
(Ea = 50 mV vs ECS) a ions Cu?*, permitindo assim que o ciclo catalitico se
complete. A transferéncia de elétrons para a superficie da plataforma ocorre com
um valor de constante de velocidade heterogénea de transferéncia de elétrons (ks)
de apenas 5,78 s™.

A constante de velocidade, kops, para a reagao quimica entre a cisteina e os
jons Cu* confinados na plataforma pode ser pode ser obtida por

cronoamperometria de acordo com o método descrito na literatura [101]:
loat/ I =¥ "2 1"2 = 12 (Kops Ct)'2 (Eq. IV.4)

onde I € a corrente cataliica do ECV/MWCNTs-PVP/Cu®* na presenca de

cisteina, I, € a corrente na auséncia de Cys (branco) e ¥ = kgpsCt (C é a
concentracao de cisteina e t é o tempo (s)). A partir do coeficiente angular de um
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t1 12

grafico Iy / I em fungcdo de o valor de Kkqs pode ser obtido para uma

concentragéo conhecida do analito. A Figura IV.25 (A) exibe o grafico de la / I

1/2

vesus t'“ para varias concentracdes de cisteina. Em seguida, confeccionou-se um

grafico dos coeficientes angulares dessas retas obtidas em funcdo da [Cys] ",
Figura IV.25 (B). O coeficiente angular resultante foi de 147,824 s2 L2 mol ™2,
resultando em um valor de constante cinética de 6,96 x 10° L mol™ s™. O valor da
constante cinética obtida neste trabalho é superior aos de outros reportados na
literatura, como por exemplo o trabalho de Tong et al [102], que obtiveram um
valor de kops de 1,59 x 10° L mol™ s, sendo que a eletro-oxidagdo de cisteina

ocorreu em um elevado valor de potencial, 800 mV vs Ag/AgCl.
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Figura 1V.25. Grafico de I / I vs. 2 (A) e grafico obtido a partir dos coeficientes
angulares das retas obtidas em (A) vs. [Cys]" (B).

IV.9 Caracterizacao analitica

Também foi realizado um estudo para avaliar a influéncia do potencial
aplicado ao ECV/MWCNTS-PVP/Cu?* para oxidacdo da cisteina. Assim, foram
realizadas medidas de cronoamperometria de multiplos pulsos, com um tempo de
pulso de 0,4 s, na presenca de 10 umol L de cisteina e confeccionou-se um
grafico de intensidade da corrente catalitica em fungcdo do potencial aplicado,
conforme exibido na Figura 1V.26.
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Figura IV.27. Resposta cronoamperométrica observada apds sucessivas adicdes de uma
solucdo estoque de cisteina 2,00 mmol L' em 10 mL de solucdo tampao fosfato de
potéssio 0,1 mol L™ pH 7,0. Eap: 150 mV vs ECS. Velocidade de agitagéo = 250 r.p.m.

A partir da reposta cronoamperométrica obtida pelo ECV/MWCNTs-
PVP/Cu?* em funcdo da concentracao de cisteina, Figura IV.27, confeccionou-se
a curva analitica, exibida na Figura IV.28, onde pode ser observada uma faixa

linear de 5 a 60 pmol L™, podendo ser expressa pela seguinte equacio:

Al (uA) = 0,0170 (x0,0040) + 0,0070 (+0,0001) [Cisteina] (umol L") (Eq.1V.5)
Com um coeficiente de correlagdo, R = 0,998 (n=3). O ECV/MWCNTs-PVP/Cu?*
apresentou limite de deteccdo e quantificacdo de 1,50 e 5,00 pmol L7,

respectivamente, calculados seguindo as recomendagdes da IUPAC [103], e um

tempo de resposta de 0,10 s.
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Figura IV.28. Dependéncia do Al em relagdo a concentracdo de cisteina, obtida por
cronoamperometria com o ECV/MWCNTs-PVP/Cu®* desenvolvido. Tamp&o fosfato de
potéssio 0,1 mol L™, pH 7,0.

A Tabela IV.4 exibe os parametros analiticos de alguns trabalhos
reportados na literatura de eletrodos modificados para determinagédo de cisteina.
Pode ser observado que outros trabalhos apresentaram uma maior sensibilidade e
menores limites de deteccao, porém o presente trabalho possui 0 menor potencial
de eletro-oxidagdo dentre os listados na Tabela IV.4. Esta caracteristica garante
ao ECV/MWCNTS-PVP/Cu?* uma maior seletividade na determinacéo de cisteina,
uma vez que reduz a possibilidade de que os potenciais de eletrdlise de espécies

interferentes presentes sejam atingidos na faixa de potencial aplicado.
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Tabela IV.4. Condicdes experimentais e parametros analiticos para determinacdo de cisteina de alguns eletrodos

modificados relatados na literatura.

- . - L.D/ Sensibilidade
Eletrodos modificados Método Eap/V Eletrdlito umol L' /nA L pmol
Coenzima PQQ em filme de polipirrol Cronoamperometria 0,500 vs Tampéao borato 0,0006 4,71
sobre ECV [104] Ag/AgCl (pH 8,2)
Eletrodo de diamante dopado com boro Analise por injecao 0,570 vs KHCO; (pH 9,0) 0,9 12-20
[105] em fluxo com ECS
detecgéo voltamétrica
Ftalocianina de Chumbo incorporada em
membrana de cloreto de polivinila em Potenciometria - Fosfato (pH 8,5) ~1 -
eletrodos de grafite pirolitico [61]
Microcristais de fulereno-C60 aderidos V.C 0,580 vs Fosfato (pH 7,0) - 15,5
em ECV [106] Ag/AgCl
Complexo oxovanadio(lV)-salen [107] Cronoamperometria 0,650 vs KCI (pH 5) 170 47
ECS
ECV/modificado com Boro-dopado com Cronoamperometria 0,470 vs Fosfato (pH 7,4) 0,28 0,025
NTCs [72] ECS
Ceramica de carbono com complexo de V.C 0,800 vs Fosfato (pH 2,0) 1,0 5,0
ruténio [108] Ag/AgCl
SAM de complexos de ftalocianina de V.C 0,540 e Solugao tampao 0,52 -
cobalto e ouro em eletrodos de ouro 0,330 vs (pH 4,0)
[109] Ag/AgCl
Este trabalho Cronoamperometria 0,150 vs Fosfato (pH 7,0) 1,50 7,0
ECS

V.C: voltametria ciclica. (Ag/AgCl = ECS - 45 mV).
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IV.10 Estudo de repetibilidade e tempo de vida do sensor

A repetibilidade das determinacdes utilizando o ECV/MWCNTs-PVP/Cu?*
foi obtida monitorando a corrente (Al) por cronoamperométrica na presenca de 5
umol L™ de cisteina para n=4 e calculado o desvio padréo relativo (DPR), sendo
este de apenas 3,1%. A repetibilidade da construgdo do ECV/MWCNTSs-PVP/Cu?*
foi avaliada empregando-se as mesmas condigdes descritas acima, usando a
resposta obtida com cinco eletrodos diferentes, modificados seguindo o mesmo
procedimento e o DPR obtido para a construgdo do ECV/MWCNTs-PVP/Cu?* foi
de 5,2%.

A estabilidade do ECV/MWCNTS-PVP/Cu?* foi avaliado realizando o
méaximo de determinagdes cronoamperométricas para 5 umol L™ de cisteina com o
mesmo eletrodo, sendo possivel realizar até 112 determinacbes sem que uma

mudanca significativa na resposta fosse observada.

IV.11 Teste em amostra real

O ECV/MWCNTs-PVP/Cu?®* foi empregado na  determinacdo
cronoamperomeétrica de cisteina em amostras de suplemento alimentar, em
triplicata, através do método de adicdo de padréo, os resultados obtidos foram
comparados com o método oficial proposto pela Farmacopéia Britanica [76],
utilizando o teste—t pareado (Tabela IV.5), sendo que foram estatisticamente
iguais em um nivel de confianca de 95%.

Tabela IV.5. Determinacao de cisteina em capsulas de suplemento alimentar.

Valor rotulado Sensor proposto Método oficial
Amostra

/' mg / mg / mg
1 500 505 +2 503+4
2 500 503 +3 504+3

O método oficial apresentou o inconveniente de produzir grande quantidade
de residuos com periculosidade consideravel ao meio ambiente, utilizar grande
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guantidade de reagentes, por possuir uma baixa sensibilidade. No entanto, a parte
instrumental é simples e de preparacdo rapida. O ECV/MWCNTs-PVP/Cu?* é
intrinsecamente mais seletivo e sensivel, emprega minimas quantidades de
reagentes na sua construgcao e possui um tempo de andlise extremamente baixo,

apesar de sua preparagao ser um pouco laboriosa.
IV.12 Estudo dos interferentes na determinacao de cisteina

A amostra de suplemento alimentar utilizada para as determinacdes
cronoamperométricas de cisteina com o ECV/MWCNTs-PVP/Cu®* apresenta-se
praticamente livre de possiveis interferentes, uma vez que em sua composi¢ao,
além da cisteina, estdo presentes: concentrado de arroz integral, gelatina e
estearato de magnésio. Assim foi avaliado o efeito de outras substancias
presentes na composicdo de alguns suplementos alimentares, como o0s
aminoacidos histidina (His), lisina (Lys), glicina (Gly), triptofano (Trp) e leucina
(Leu) e a molécula de glutationa (GSH). Para isso, foi monitorada a corrente (Al)
de 5 umol L' de cisteina por cronoamperometria na auséncia e na presenca de 5
umol L' de cada interferente, conforme ilustrado na Figura IV.30.

0,15
0,10 4 Trp
| His Gly Cys
Cys l
i 0,05 l \ Li/s GTH Lleu
0,00
'0,05 T T T T
150 200 250 300

t/s
Figura 1V.29. Resposta cronoamperométrica observada para 5 umol L' de Cys na
auséncia e na presenca de 5 pmol L™ das espécies His, Lys Gly,GSH, Trp e Leu, em 10
mL de solugdo tampao fosfato de potassio 0,1 mol L' pH 7,0. Eap: 150 mV vs ECS.
Velocidade de agitagdo = 250 r.p.m.
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Pela Figura 1V.29 observou-se que nao ha alteragdes significativas no valor
de (Al) para 5 umol L™ de cisteina na presenca das espécies His, Lys, Gly, GSH,
Trp e Leu, mesmo estas estando presentes em solucdo na mesma concentracao
que as moléculas de cisteina. Portanto, estas espécies nao interferem na
determinacdo cronoamperométrica de cisteina com o ECV/MWCNTs-PVP/Cu?".
Ao se observar as estruturas destas espécies (Figura 1V.30) nota-se que a
molécula de glutationa possui em sua composicdo um grupo tiol. Portanto seria
esperado que o ECV/MWCNTs-PVP/Cu®* apresentasse também um efeito
eletrocatalitico sobre esta espécie, comportamento este que nao foi observado.
Este fato pode ser justificado pelo maior tamanho da estrutura da molécula de
glutationa em relacdo a de cisteina, desse modo a difusdo desta espécie pela
plataforma até aos ions Cu?* pode ser dificultada, sendo ainda que esta também
pode vir a interagir com a rede polimérica dos MWCNTs-PVP. Diante do exposto
pode-se concluir que o ECV/MWCNTs-PVP/Cu®* apresenta um carater

extremamente seletivo para determinacdo cronoamperométrica de cisteina.

o)
|o| 0 I IOH
HzN\/\/Y\OH HZNJLOH [ NH
NH2 NH 2
Lys Gly Trp
SH
H,C X N [ i i nR
3N TOH <,m°|'| HoJl\é/\/U\l N\)LoH
CH;NH,, : 2 NH, H O
Leu His GSH

Figura IV.30. Estrutura molecular das espécies avaliadas como interferentes na
determinagdo cronoamperométrica de cisteina com ECV/MWCNTSs-PVP/Cu?".
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CAPITULO V
CONCLUSOES GERAIS
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Este trabalho descreve o desenvolvimento de um sensor amperométrico
para deteccdo de eletrocatalitica de cisteina, através da construcdo de uma
plataforma funcional para a complexagdo de ions cobre, onde o material base
desta plataforma foi um nanocompoésito obtido por meio da modificacdo dos
MWCNTs com PVP, através uma reagéo de polimerizacao in situ.

A modificacdo dos MWCNTs através da polimerizagdo in situ com 4-
vinilpiridina mostrou-se muito vantajosa, pois nao foi necessario realizar nenhum
pré-tratamento dos MWCNTs e o desmembramento e funcionalizagdo dos
MWCNTs foram obtidos em uma Unica etapa, sendo ainda que foi possivel obter
dispersdes estaveis deste nanocompdsito em meio de DMF por um periodo de
aproximadamente oito meses. Por possuir grupos piridinicos em sua composicao,
0 nanocompgsito pode ser empregado na construgdo de uma plataforma funcional
para complexacao de ions cobre.

A utilizacdo da otimizacao multivariada para a modificacdo da superficie do
ECV com as dispersdes de MWCNTs-PVP e apds a complexagdo com ions cobre
mostrou-se eficiente. Por meio da confecg¢do dos graficos de distribuicdo normal
foi possivel avaliar se os efeitos gerados pelos fatores ((MWCNTs-PVP], [CuCl;] e
tempo de complexacao dos ions cobre) eram significativos nas respostas de Ipa,
sendo possivel constatar que além de alguns efeitos principais, os efeitos de
interacdo entre os fatores também contribuem para variagdo das respostas,
justificando assim o emprego da otimizagao multivariada. Através da confecgao do
planejamento composto central de face centrada foi possivel determinar a
condicdo Otima para a construgcdo da plataforma com o nanocompdsito, sendo
esta: [MWCNTs-PVP] de 6,00 mg L', [CuCl;] de 50 mmol L' e tempo de
complexacdo dos ions cobre de aproximadamente 83 minutos.

As micrografias de MEV, juntamente com o0s espectros de energia
dispersiva de raio X, possibilitaram a caracterizacao morfolégica de cada etapa da
construgdo da plataforma e a identificacdo dos atomos de cobre ligados ao
MWCNTs-PVP.
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Através da andlise térmica de amostras de MWCNTs, MWCNTs-PVP e
MWCNTs-PVP/Cu?*, foi possivel realizar uma estimativa da quantidade de PVP
presente no nanocompdsito, sendo esta de 23% aproximadamente.

A técnica de voltametria ciclica possibilitou determinar a carga de ions
cobre ativo sobre a plataforma funcional, sendo esta de 30,94 mC, comprovando
assim a eficiéncia de complexacao de ions cobre(ll) da plataforma. Além disso,
parametros cinéticos importantes como o valor de n, a, ks foram obtidos, sendo
estes 1,04; 0,5 e 5,78 s”' respectivamente, referentes ao processo redox do Cu"".

Com a andlise dos espectros de impedancia eletroquimica comprovou-se a
importancia de se utilizar o nanocompésito de MWCNTs-PVP, em relacao a PVP
para modificacdo dos eletrodos, ja que a incorporacdo do MWCNTSs acarretou em
uma diminuicao de 3000 vezes no valor da resisténcia a transferéncia de carga no
eletrodo modificado com apenas com PVP.

O ECV/MWCNTSs-PVP/Cu?* apresentou eletrocatalise eficiente para cisteina
em valores de pH maiores que 6,0 e através de estudos cronoamperométricos
aplicando um baixo sobrepotencial, foi possivel calcular a constante cinética (kops)
sendo esta de 6,96 x 10° L mol™ s™.

A curva analitica apresentou uma faixa linear de 5 a 60 pmol L™ para a
deteccéo de cisteina. Ja os limites de deteccao e quantificacdo foram 1,50 e 5,00
umol L', respectivamente. Além disso, o ECV/MWCNTs-PVP/Cu®* apresentou um
tempo de resposta extremamente baixo, de 0,10 s e, quando aplicado a amostras
de suplemento alimentar para deteccao de cisteina apresentou resultados

estatisticamente iguais ao do método oficial pela Farmacopéia Britanica.
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O presente trabalho demonstrou que a modificacdo dos NTCs através de
reacoes de polimerizagdo in situ, com mondmeros que possuem em sua
composigcao grupos “basicos”, possibilita a obtencdo de nanocompdsitos para a
construgdo de plataformas funcionais de complexagdo de ions metalicos e sua
aplicagdo na modificagdo de eletrodos, visando o desenvolvimento de sensores
amperométricos. Assim este trabalho abre um enorme leque de possibilidades no
desenvolvimento de sensores altamente seletivos e sensiveis, pois dependendo
do analito de interesse, determina-se o ion e/ou complexo metalico a ser
coordenado e consecutivamente o monémero empregado na sintese do

nanocompaésito.
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