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RESUMO

O presente trabalho descreve, a principio, a electrooxidagédo catalitica do L-AscH:2
usando nanoparticulas de ouro em eletrodo de carbono vitreo modificado com
4-nitrotiofenol (4-NTP) ativado in situ em monocamadas auto-organizadas (SAM).
O sensor 4-NTP-SAM foi imobilizado em uma plataforma nanoestruturada contendo
nanotubos de carbono de paredes mudultiplas (MWCNT) e polietilienoimina (PEI).
A superficie sensora foi caracterizada por Analise Termogravimétrica (TGA),
Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) e Microscopia de Forgca Atdmica (AFM).
A espécie eletroativa, 4-hidroxilaminatiofenol, foi eletrogerada in situ no eletrodo
modificado com 4-NTP apds ciclos na faixa de potencial entre 0.2 e -1.0 V vs. Ag/AgCI
na segunda varredura em tampéo fosfato 0.1 mol.L"* (pH 7.0) com uma velocidade de
varredura a 0.02 V.s. Apés o processo de ativacéo, a faixa de potencial em torno do
par redox hidroxilamina/nitroso foi selecionada e os voltamogramas foram registrados
em diferentes velocidades (5-35 mVs?). Além disso, 0 sensor apresentou uma
eficiente atividade eletrocatalitica para a oxidacao de L-AscH2 em um potencial de pico
catalitico observado em 0.15 V vs. Ag/AgCIl. Medidas eletroquimicas incluindo
Voltametria Ciclica (VC) e Cronoamperometria foram usadas para estudar o
comportamento da superficie do eletrodo modificado empregado. Essas técnicas
foram utilizadas para otimizar os parametros experimentais a fim de definir o melhor
tipo de tampéo, pH e concentracdo de tampao. Sob condi¢cdes otimizadas, o sensor
apresentou uma faixa linear de resposta (2-12 ymol L?), LD (0,6 umol L),
LQ (2,0 uymol L?) e sensibilidade (2,8 x 10 yA L ymol?). A partir dos resultados
obtidos o0 sensor desenvolvido demonstrou-se uma alternativa promissora a ser
aplicado em testes com amostras reais.

Palavras-Chave: Sensor. Monocamadas auto-organizadas. Acido ascérbico.



ABSTRACT

The present work explores, for the first time, the electrocatalytic oxidation of AA using
gold nanoparticles ECV electrode modified with in situ activated 4-nitrotiophenol
(4-NTP) self-assembled monolayers (SAMs). The 4ANTP-SAM was immobilized in a
nanostructured platform containing a multi-walled carbon nanotubes (MWCNTSs) and
polyethyleneimine (PEI). The 4-NTP-SAM surface was characterized by thermal
gravimetric analysis (TGA), scanning electron microscope (SEM) and Atomic Force
Microscopy (AFM). The electroactive species, the 4-hydroxylaminetiophenol,
was electrogenerated in situ from the 4-NTP at the modified electrode, after cycling
in the potential range between 0.2 and -1.0 vs. Ag/AgCl in the first scan in 0.1 mol L
phosphate buffer (pH 7.0) with a scan rate of 0.02 V s1. After activation process,
the potential range around the R-NO/RNHOH redox couple was selected and cyclic
voltammograms were recorded at various scan rates (5—-35 mV s™1). Futhermore,
the electrode modified showed an efficient electrocatalytic activity towards the
oxidation of AA with oxidation overpotential of 0.15 V vs. Ag/AgCI. Electroanalytical
measurements including cyclic voltammetry (CV) and chronoamperometry were used
to study the behavior of the modified electrode surface employed. These techniques
were used to optimize experimental parameters in order to set the best buffer, pH, and
buffer concentration. Under optimized conditions, the sensor showed a linear response
range (2-12 umol L), LOD (0.6 pymol L?), LOQ (2.0 ymol L1) and sensitivity
(2,8 x 10 yA L ymol?). From the obtained results, the developed sensor demonstrates
a promising alternative to be applied in tests with real sample.

Keywords: Sensor. Self-Assembled monolayers. Ascorbic acid.
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16

1. INTRODUCAO GERAL

O desenvolvimento de métodos analiticos sensiveis, eficazes e confiaveis tém
se tornado cada vez mais significativo devido a necessidade de determinacédo e
caracterizacdo de inUmeras espécies quimicas em diferentes matrizes.

Nesse sentido, atualmente, a ciéncia vem ganhando destaque no que se refere
ao processo de novas descobertas frente a contribuicdo consideravel da
nanotecnologia. Esta area tem possibilitado ao longo dos anos, a manipulacdo dos
materiais em niveis cada vez menores, permitindo o desenvolvimento da ciéncia
Quimica em diferentes contextos. Um deles, € o campo de desenvolvimento de
plataformas utilizadas como sensores quimicos, que tém sido considerados “[...] ponto
chave na instrumentacdo analitica moderna, pois muitas vezes esses
sistemas dispensam o uso de aparelhos complexos e de maior infraestrutura”
(NUNES, 2013, p. 1).

Além disso, esses sistemas tém ganhado notoriedade nos ultimos anos diante
da necessidade de testes analiticos mais simples e mais baratos para diferentes tipos
de amostras em concentra¢des muito baixas (ALFAYA; KUBOTA, 2002).

Dessa forma, os sensores quimicos sao definidos como dispositivos que
conseguem responder a certos estimulos provocados por um sistema, de maneira que
a partir da variacdo de uma determinada propriedade mensuravel possa ser capaz de
monitorar diferentes espécies quimicas (FUCHS; SOPPERA; HAUPT, 2012).

Tais dispositivos vém sendo desenvolvidos e empregados em testes analiticos
com o objetivo de aprimorar parametros como sensibilidade, seletividade, limites de
deteccéo, quantificacdo, estabilidade, entre outros (CIUCU, 2014; FREIRE; PESSOA;
KUBOTA, 2003; LOWINSOHN; BERTOTTI, 2006; LOPES, 2014; PINHO, 2016).

Para isso, a eletroanalitica, area a qual compreende um conjunto de métodos
analiticos baseados nas propriedades elétricas de uma solucéo contendo um analito,
tem se empenhado bastante em desenvolver sistemas que apresentem mecanismos
de respostas satisfatorios. No entanto, alguns trabalhos reportados na literatura
mostram que ainda ha limitacées que devem ser melhoradas.

Nesse contexto, o desenvolvimento de sensores vem ascendendo por permitir
o controle interfacial no mecanismo de resposta podendo melhorar dessa forma os

resultados obtidos.
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Por esta razao, diferentes classes de compostos quimicos vém sendo avaliados
no procedimento de construcdo de sensores, possibilitando aos pesquisadores da
area, a descoberta de novas metodologias de preparo e aplicacdes em diferentes
matrizes.

Nesse contexto, este trabalho discute o desenvolvimento de um sensor,
apresentando as potencialidades dos compostos: Nanotubos de carbono de paredes
multiplas (MWCNT), Polietilenoimina (PEI), Nanoparticulas de ouro (AuNPs) e
4-nitrotiofenol (4-NTP) através de um processo de automontagem (monocamadas
auto-organizadas - SAMSs) , utilizado para detectar e quantificar Acido ascorbico
(L-AscH2), vitamina comumente usada como antioxidante e considerada essencial
para o funcionamento do organismo com diferentes aplicabilidades, tais como: na

industria farmacéutica, alimenticia e de cosméticos.

1.1 Sensores quimicos

Sensores quimicos podem ser definidos como dispositivos capazes de
transformar informacdes quimicas em um sinal analiticamente util (THEVENOT,
1999). Além disso, permitem a coleta de dados e obtencdo de resultados com
manipulacdo minima do sistema estudado (LOWINSOHN e BERTOTTI, 2006).

Tais dispositivos possuem diferentes aplicacdes, como por exemplo, na saude
publica, na industria de alimentos e bioprocessos, em monitoramentos ambientais,
entre outros (PEREIRA, SANTOS E KUBOTA, 2002).

Suas vantagens estdo relacionadas as possibilidades de contornar
inconvenientes como baixos valores de sensibilidade e seletividade, tempo de analise,
custo elevado, entre outros parametros verificados em técnicas tais como: a titulacéo
com solucdo oxidante, técnicas: cromatografica, fluorimétrica, espectrofotométrica,
quimiluminescente e eletroforese capilar (KALIMUTHU e JOHN, 2010; MADRAKIAN,
HAGHSHENAS e AFKHAMI, 2014; PISOSCHI et al., 2014; ARDAKANI et.al., 2010).

Nesse contexto, conforme Figura 1, dados reportados nos ultimos anos na
plataforma de artigos cientificos Science Direct, demonstram um crescimento
significativo no nimero de publicacdes voltadas ao desenvolvimento de sensores
guimicos, de forma que se justifica a importancia da area de estudo e a necessidade

de novas pesquisas.
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Figura 1 - Publicagdes reportando sensores quimicos.
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Fonte: Science Direct, 2018 (Adaptado).

Conforme demonstrado na figura 2, as partes principais que compdem um
sensor sdo: elemento de reconhecimento, elemento transdutor e elemento condutor.
O elemento de reconhecimento € o responsavel por gerar uma variacao de sinal
(propriedade do sistema) a partir da interacdo de uma molécula; o elemento transdutor
converte o sinal gerado a partir da interagédo entre o elemento de reconhecimento e o
analito num sinal mensuravel; e o elemento condutor que transporta o sinal analitico
ao equipamento (DORST et al., 2010).

Figura 2 - Representacao genérica de um sensor quimico.
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Fonte: YERGA, 2018 (Adaptado)
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Os sensores quimicos podem ser classificados de acordo com o principio de

funcionamento do transdutor. Podem ser Opticos, Elétricos, Termométricos, Sensiveis
a massa, Magnéticos e Eletroquimicos (HULANICKI; GLAB; INGMAN, 1991).

A tabela 1 reporta os tipos de sensores com seus respectivos mecanismos de

operacéo e exemplos de subclasses inerentes a cada mecanismo.

Tabela 1 - Principais tipos de sensores, mecanismo de operacao e suas subdivisfes.

TIPO DE SENSOR MECANISMO DE OPERAQAO SUBCLASSES
Opticos Transformam mudancas de  Absorbancia,;
fenbmenos Opticos em  Refletancia;
um sinal mensuravel. Luminescéncia;
Fluorescéncia;
Disperséo de luz.
Elétricos As medidas sao realizadas a Semicondutores de Oxido

partir de mudancas de alguma
propriedade elétrica gerada pela
interacdo com analito

metalico;

Semicondutores organicos;
Sensores de condutividade
eletrolitica ;

Sensores elétricos de
permissividade.

Termomeétricos

Funcionam de acordo com o0s
efeitos do calor gerado por uma
reacdo quimica especifica.

Sensores de temperatura.

Sensiveis a massa

Transformam  mudanca de
massa, em uma superficie
modificada, em uma mudanca
de propriedade do material
suporte, gerando um sinal.

Sensores piezolétricos;
Sensores de onda acustica
de superficie

Magnéticos

Baseados na alteracdo das
propriedades

paramagnéticas de um gés a ser
analisado.

Monitores de oxigénio.
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Eletroquimicos Transformam as interacbes Potenciométrico;
eletroguimicas entre o analito e Condutimétrico;
o eletrodo em um sinal analitico Voltamétrico;
atil. Amperomeétrico;
Impedimétrico.

Fonte: HULANICKI; GLAB; INGMAN, 1991 (Adaptado).

1.1.1 Sensores Eletroquimicos

Os sensores eletroquimicos representam uma classe de sensores quimicos na
qual o eletrodo é o elemento transdutor e o elétron é utilizado para aquisi¢cao de sinal.
Além da possibilidade de atuar sozinho, 0s sensores eletroquimicos podem ainda ser
utilizados como aprimoramento de outras técnicas (SIMOES e XAVIER, 2015).

Nestes dispositivos, as medidas eletroquimicas podem ser efetuadas tanto em
condic¢des de equilibrio, na qual se tem a passagem de corrente elétrica desprezivel
e 0s tipos de sensores podem ser potenciométricos ou impedimétricos, como fora do
equilibrio, onde tém-se corrente elétrica ou potencial elétrico de forma expressiva e 0s
sensores sao classificados como voltamétricos, condutimétricos ou amperomeétricos
(NUNES, 2013).

Na condigdo de equilibrio, pardmetros termodindmicos podem ser fornecidos
diretamente, j4 nas medidas fora do equilibrio podem ser obtidos parametros cinéticos
e termodinamicos do sistema eletroquimico (MORETO, 2006).

Nesses sensores 0 sinal analitico obtido esta relacionado com o processo de
interacdo entre a fase sensora constituida na extremidade do transdutor (eletrodo) e
o analito. A fase sensora pode ser o proprio eletrodo, a qual pode ser de diferentes
materiais condutores como ouro, platina, carbono, entre outros. No entanto, algumas
desvantagens podem ser evidenciadas quando utilizados individualmente,
destacam-se: a falta de seletividade em sistemas complexos, passiva¢ao gradual da
superficie por adsor¢cdo de produtos e/ou intermediarios da reacao eletroquimica
e a necessidade de aplicar sobretensGes elevadas para garantir
a oxidacdo/reducdo de algumas espécies com baixa velocidade de reacao
(ROSATTO, 2001; FREIRE, 2003; QUITINO, 2003).
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Uma area que tem crescido significativamente com potencial para minimizar as
desvantagens supracitadas, é a dos eletrodos quimicamente modificados (EQMS)
considerados um dos fatores mais importantes associados a qualidade das medidas
realizadas (LOWINSOHN; BERTOTTI, 2006; WANG, 1991).

1.2 Eletrodos quimicamente modificados

O termo eletrodo quimicamente modificado (EQM), foi introduzido na década
de 70 por Murray e colaboradores. A designacao foi empregada para caracterizar
eletrodos com espécies quimicamente ativas em sua superficie de forma a conseguir
pré-estabelecer e controlar a natureza fisico-quimica da interface eletrodo/solucéo
(ARAUJO, 2017).

O EQM é constituido de um eletrodo base e um agente modificador. Varios
tipos de materiais podem ser utilizados como eletrodo base como citado
anteriormente, carbono vitreo, ouro, platina, pasta de carbono, entre outros
(NUNES, 2013). Dentre os citados, o carbono vitreo é bastante utilizado por
apresentar uma boa condutividade elétrica, estabilidade térmica e robustez
(CARVALHO, 2011).

Diferentes espécies quimicas podem ser utilizadas como agentes
modificadores, tais como espécies organicas, nanoparticulas, 6xidos, compadsitos,
polimeros e outras misturas (JUNIOR, 2016). A escolha dependera do método de
modificacdo escolhido na qual destacam-se a adsorcéo irreversivel direta, ligacdo
covalente, materiais compasitos, recobrimento com filmes poliméricos (CARVALHO,
2011; SHARMA, 2018) como resumido na tabela 2:
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Tabela 2 - Métodos de modificacdo do eletrodo e suas respectivas caracteristicas

METODO CARACTERISTICAS

Adsorcéo Incorporacgdo simples e rapida dos compostos em uma
variedade de tipos de eletrodos base.

Incorporacdo de diferentes compostos de forma estavel,
Ligacdo covalente através da manipulacdo de reatividade dos grupos
funcionais presentes na superficie do eletrodo.

Filmes poliméricos Imobilizagédo de policamadas da espécie ativa na superficie
do eletrodo.
Materiais compaositos Possibilidade de modificag&o interna do material eletrodico.

Fonte: PEREIRA; SANTOS E KUBOTA, 2002.

O uso dos eletrodos quimicamente modificados pode promover melhorias
significativas sobre o eletrodo base, justificado pela possibilidade de aprimorar
parametros analiticos, reduzir a possibilidade de obstrucdo do eletrodo e
sobrepotencial requerido para oxidar ou reduzir espécies de interesse
(SOUZA, 1997; FAGAN-MURPHY,2015; SOUZA, 1997).

A escolha de grupos funcionais especificos, também serdo de extrema
importancia para estratégia de modificacédo, de forma a realizar-se um pré-tratamento
que projete a criacao de locais ativos na superficie do substrato (EDWARDS, 2007).
Os procedimentos de modificacdo sdo confirmados no estudo de eletrocatalise,
cinética de transferéncia eletrdnica, sintese eletroorganica e foto-eletroquimica
(BALDO, 2014).

Dentre as metodologias de modificagcdo do eletrodo base que vem sendo
desenvolvidas, Freire e Kubota (2003) ressaltam que a modificacdo por deposicao
sequencial de monocamadas de moléculas funcionais, podem proporcionar estruturas
mais ordenadas com maior facilidade de serem controladas. Com isso, uma
alternativa que tem sido considerada bastante promissora envolve a formacao de

monocamadas auto-organizadas (SAM “Self-Assembled Monolayers”).
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1.2.1 Monocamadas auto-organizadas (SAM)

Monocamadas auto-organizadas (SAM) sdo exemplos tipicos de um processo
de auto-organizacédo fundamentado na adsor¢do quimica espontanea entre espécies
organicas e um substrato a fim de gerar alta estabilidade e ordenamento, na qual
possuem uma diversidade de aplicagfes tais como: prevencgéo de corroséo, adesao
de polimeros condutores, reconhecimento molecular e catalise (CAMACHO, 2012;
FERREIRA, SILVA e ABRANTES, 2008).

A adsorc¢dao € resultado da afinidade de um grupo funcional do adsorvente, que
interage fortemente com o substrato, sendo a forca motriz para a organizacado da
estrutura originada a partir de interacfes hidrofobicas (do tipo Van der Waals, por
exemplo) das cadeias carbonicas ligadas ao grupo cabeca (SELLERS et al., 1993).

Os substratos utilizados para formacao das SAMs podem ser desde superficies
planas (eletrodos, faces cristalinas) a nanoestruturas altamente curvadas
(nanocristais, nanobastfes, e coloides). No entanto, 0os substratos planos sdo mais
utilizados tendo em vista a facilidade de preparo e compatibilidade com um conjunto
de técnicas (voltametrias, difracdo de raios-X, impedancia eletroquimica,
microscopias, entre outras) que permitem analisar a superficie formada
(CAMACHO, 2012).

Existem trés abordagens de formacdo de SAMs na qual podem ser
classificadas de acordo com o mecanismo de fixacdo da monocamada sobre o
eletrodo sélido. A primeira abordagem € a sinalizacdo, descrita inicialmente por Sagiv,
qgue utilizou alquiltriclorosilanos sobre superficies polares, gerando monocamadas
organizadas quimicamente ligadas a superficie. A segunda, a técnica de
Langmuir-Blodget, envolve a formacdo de membranas lipidicas sobre os eletrodos
sélidos, por fim, a mais reportada, que trata da adsorcéo irreversivel de moléculas
anfoteras funcionalizadas sobre superficies metélicas ordenadas (FREIRE; PESSOA,;
KUBOTA, 2003).

Particularmente, no que concerne a terceira abordagem, o0 grupo mais
empregado e estudado séo os tiois sobre superficies de ouro. A automontagem de
monocamadas de tidis em ouro deve-se a forte interacdo quimica entre o atomo de S
e a superficie metalica. O grupo tiol, & responsavel pela adsorcdo da molécula na
superficie do substrato, controlando dessa forma a energia envolvida na adesao da
monocamada ao substrato (COELHO, 2011).
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Além disso, ainda segundo Coelho, de acordo com dados reportados na
literatura, a reacdo entre o tiol em solucdo e o ouro pode seguir 0 mecanismo

representado pela equacéo 1:

RS-H + Aun® >RS-Au + H* + e" (Au) (Equacéo 1)

Onde, RS-Au representam a adsorcdo do alcanotiol na superficie metélica e e (Au)
representa os elétrons acumulados na superficie de ouro (COELHO,2011).

O mecanismo de adsorcdo da SAM a superficie ainda é considerado
divergente, no entanto, h4 um consenso que estabelece o processo adsortivo em dois
estagios: O primeiro de poucos minutos, em que ocorre a formacdo de ~80% da
monocamada a partir de uma quimissorcdo caltica e o segundo estagio de
10-20 horas dependente do tempo de imerséo, para finalizagdo do empacotamento
com alta regularidade (CARVALHAL ,2005; MENDES,2006; MOSSANHA, 2011).

De um modo geral, a molécula utilizada na constituicdo de uma monocamada
pode ser dividida em trés partes fundamentais que conferem sua importancia no
processo de automontagem. Como mostrado na figura 3, ela é dividida em: cabeca
(grupo ligante) responsavel por iniciar o processo de organizacéo criando uma ligacao
covalente forte entre a molécula e o substrato, esqueleto (cadeia carbbnica) que
finaliza o empacotamento com alta regularidade a partir de interacdes
intermoleculares, e grupo terminal que rege as propriedades da superficie
(FISCHER, 2011).
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Figura 3 - Partes fundamentais numa monocamada auto-organizada.
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Fonte: COELHO, 2011 (Adaptado).

Fatores como morfologia do substrato, limpeza, pureza do adsorvente, solvente
de deposicao, concentracdo da solucédo de adsorvente, tempo de deposicdo e outras
variaveis mais especificas sdo fundamentais, tendo em vista a necessidade de se
eliminar os defeitos no momento de formacao da monocamada (CARVALHAL, 2005).

Na maioria dos estudos, o etanol (C2HeO) é utilizado para formag¢do das SAMs
devido ao baixo custo, baixa toxicidade e elevada pureza. Além disso, a temperatura
ambiente, 25 °C, a cinética de formacao é favorecida e os defeitos sdo minimizados.
No entanto outros solventes como agua, acetona e diclorometano podem ser
utilizados a depender da solubilidade do tiol utlizado (CAMACHO,2012;
POZZA, 2016).

De acordo com Mendes (2006) pode-se citar trés vantagens importantes que
justifiguem o uso das SAMs:1. As monocamadas sao faceis de serem formadas, séo
estaveis e formam estruturas ordenadas; 2. A versatilidade na variagdo do grupo
terminal, através de grupos funcionais diferentes, permite que se obtenham
superficies com caracteristicas hidrofobicas ou hidrofilicas e ainda permitindo reacdes
de imobilizagdo; 3. As monocamadas apresentam estabilidade por um periodo de
aproximadamente trés meses permitindo que sejam utilizadas para a realizacao de

um grande numero de medidas.
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As SAMs sdao utilizadas com o objetivo de se superar a capacidade catalitica
do substrato utilizado, frente as reacgdes de interesse. A figura 4, reporta um
organograma com as propriedades das SAMs quando utilizadas no desenvolvimento

de sensores.

Figura 4 - Organograma com algumas propriedades de SAMs.
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Fonte: Autora desta dissertagcéo, 2018

Apesar da possibilidade de se formar monocamadas auto-organizadas de tiois
utilizando-se diretamente o eletrodo de ouro como substrato, algumas questdes como
a necessidade de pré-tratamento térmico, mecéanico e eletroquimico, permite a
substituicdo por nanoparticulas de ouro adsorvidas na superficie de um outro
substrato, como eletrodo de carbono vitreo. Além disso, a substituicdo por
nanoparticulas é fundamentalmente justificada pela possibilidade de aumento de area
superficial de forma que o processo de transferéncia de elétrons € aprimorado e com
isso tém-se 0 aumento de sensibilidade e seletividade de um método, bem como,
facilitar o preparo da SAM (HOLANDA, 2016).

Nesse sentido, como as nanoparticulas junto aos tiois tém a capacidade de
aprimorar o processo de transferéncia de elétrons numa resposta eletroquimica pela
deposicao sequencial das monocamadas, eles séo classificados como Mediadores

redox.
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1.2.2 Mediadores redox

Os mediadores redox sao definidos como substancias capazes de aprimorar o
processo de transferéncia de elétrons entre a espécie de interesse e o eletrodo. As
propriedades dos mediadores que mais se destacam é a necessidade de diminuir os
potenciais de oxidacdo e aumentar a sensibilidade (COSTA, 2016; SANTHIAGO,
2010).

A figura 5, reporta a diferenca entre o processo de oxidacao direta de uma
espécie de interesse (l) e processo indireto ou mediado (I1). Nela € possivel averiguar
que no processo direto a espécie de interesse que esta na forma reduzida se aproxima
da superficie do eletrodo por difusdo e sofre oxidacédo na interface eletrodo-solucéo.
Ja no processo mediado, a reacdo ocorre por transferéncia de elétrons homogénea
entre a espécie de interesse e o mediador, sendo a forma oxidada do mediador
responsavel por captar os elétrons e oxidar a espécie. Existem alguns casos em que
o mediador ndo consegue promover uma diminuicdo do potencial de oxidacdo, no
entanto, promove aumento de corrente, 0 que acarreta em uma maior sensibilidade
(COSTA, 2016; SANTHIAGO, 2010; SILVA et al., 2012).

Figura 5 - Representacdo de processo de oxidacao direta (A) e processo indireto ou
mediado (B)
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Fonte: SILVA, 2017 (Adaptado).
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Nos ultimos anos, espécies aromaticas que apresentam o grupo hitro (R-NO2)
tem se destacado por apresentar as caracteristicas desejaveis para um mediador. As
espécies que apresentam o0 grupo nitro sdo denominadas nitrocompostos.
O grupo nitro na forma oxidada ndo possui efeito catalitico para diferentes espécies
guimicas, no entanto, quando submetido a um processo de reducdo in situ na
superficie do eletrodo, forma o grupo hidroxilamina. A hidroxilamina formada pode ser
oxidada reversivelmente através de um processo de 2H*/2e” sobre a superficie
eletrddica, gerando, portanto, o correspondente grupo nitroso (-NHOH/-NO)
(COSTA, 2016; LIMA, 2009; SANTHIAGO, 2010).

Nesse sentido, o uso de diferentes compostos contendo 0 grupo nitro como
mediadores para o desenvolvimento de novas interfaces tem sido amplamente
empregados para deteccdo de diferentes analitos, principalmente os compostos de
interesse bioldégico como exemplo, &cido ascérbico. No entanto, alguns deles, ainda
apresentam limitagbes como baixa sensibilidade, reprodutibilidade, instabilidade da
fase sensora ou baixas constantes de velocidade, o que justifica 0 emprego de novos
mediadores redox.

Com isso, 0 4-nitrotiofenol, pode ser empregado como um novo mediador
redox, frente a versatilidade da sua estrutura. Pois, a estrutura de sua molécula
permite seu uso como promissor na formacdo de monocamadas junto as

nanoparticulas de ouro.

1.2.3 4-Nitrotiofenol

O 4-nitrotiofenol (4-NTP), figura 6, € um composto aromatico eletroativo, na
forma de um solido cristalino de coloracdo amarela, parcialmente solivel em agua e
cloroférmio e solavel em etanol. Contém um grupo tiol (SH) que lhe confere a
possibilidade de ancorar sua molécula a uma superficie metalica de ouro frente uma
forte interacédo. Além disso, apresenta um grupo nitro (NO2z) que pode ser amplamente

utilizado em sistemas redox.
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Figura 6 - Molécula do 4-Nitrotiofenol
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Fonte: Autora desta dissertacéo, 2018.

O grupo terminal (-NOz2) presente em uma de suas extremidades, pode ser
irreversivelmente reduzido ao grupo terminal eletroquimicamente ativo, hidroxilamina
(-NHOH), na qual exibe um comportamento redox reversivel gerando como espécie o
nitroso (-NO) (REDA, 1999; TSUTSUMI et al., 1995).

As SAMs de tidis a partir de compostos aromaticos como o 4-NTP atrelado as
nanoparticulas tem ganhado destaque nos ultimos anos, tendo em vista 0s compostos
aromaticos apresentarem caracteristica anisotrépica, alta condutividade elétrica e
fortes interacBes intermoleculares. Nesse sentido, a escolha do grupo terminal do tiol
aromatico é fundamental, pois ele ira reagir diretamente com a espécie de interesse
(CANCINO, 2008).

Enquanto novo mediador redox no desenvolvimento de sensores, 0
4-nitrotiofenol, tera sua molécula imobilizada na superficie dos eletrodos junto as
nanoparticulas, mediante processo de interacdo entre a (por¢do R) que contém o
grupo SH e o Au. A figura 7 mostra uma molécula do mediador imobilizada sobre uma
superficie metélica, com o grupo nitro estrategicamente posicionado a reagir com o

analito.
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Figura 7 - Molécula do 4-nitrotiofenol imobilizada sobre uma superficie metdlica de

ouro.

NO, NO, NO, NO,

Fonte: Autora desta dissertacéo, 2018.

1.2.4 Nanoparticulas de ouro

Nanoparticulas sdo compostos ou moléculas que apresentam tamanho numa
escala de (1-100 nm). Seu estudo tem sido voltado e aplicado em areas distintas, tais
como: ambiental, médica, farmacéutica, cosmética, entre outras (FIGUEIREDO
FILHO, 2014).

As nanoparticulas de ouro tém ganhado destaque nos ultimos anos frente as
suas propriedades elétricas, magnéticas e épticas. Elas apresentam propriedades
diferenciadas dos materiais em escala macroscOpica e tem tornado materiais
relevantes para diferentes aplicacdes (FIGUEIREDO FILHO, 2014).

Suas propriedades dependem do tamanho, composicao, forma e natureza da
sua superficie. O tamanho das particulas em escala nanométrica é responséavel pelas
alteracbes verificadas em propriedades fundamentais do ouro. Uma das
caracteristicas bastante evidenciada € a alteracao da cor, que pode assumir diferentes
tons de acordo com o tamanho das particulas. Em solugdo, as nanoparticulas
apresentam coloragao avermelhada, vinho ou arroxeada (COSTA, 2012).

Existem diferentes métodos para a sintese de nanoparticulas de ouro, no
entanto, o método de Turkevich, descrito em 1951 ainda hoje € o mais empregado.

Consiste em adicionar citrato de s6dio em excesso em uma solucdo aquosa de acido
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cloroaurico com temperatura de refluxo, aguardar o periodo reacional de
aproximadamente 30 minutos e obter a solugéo coloidal. Como as nanoparticulas séo
instaveis, o citrato funciona tanto na reducdo de percursor de ouro, como para
estabilizar as nanoparticulas (TEXEIRA, 2016).

Uma vez sintetizadas, estas nanoparticulas sdo consideradas como blocos
versateis no processo de automontagem junto ao novo mediador 4-NTP. Elas podem
reagir com o tiol para formar a monocamada, bem como, podem ter suas propriedades
funcionalizadas com moléculas especificas e/ou ser arranjadas sobre um substrato de
interesse.

Como eletrodos ndao modificados apresentam poucos grupos funcionais
passiveis de reagir diretamente com os mediadores redox (AuNPs/4-NTP), uma
alternativa promissora para contornar alguns inconvenientes que possam surgir, €
através da combinacdo destes mediadores, com materiais nanoestruturados
funcionalizados e imobilizados inicialmente na superficie dos eletrodos. Nesse
contexto, destacam-se os nanotubos de carbono como materiais nanoestruturados na
modificacdo de eletrodos, possibilitando a formacdo de uma plataforma capaz de
receber outros diferentes tipos de mediadores redox (SANTHIAGO, 2010).

1.2.5 Nanotubos de Carbono

Os Nanotubos de carbono tém sido considerados estruturas versateis capazes
de atuar de forma multidisciplinar, com diferentes possibilidades de aplicacdes. Essas
estruturas vém sendo amplamente testadas em superficies de eletrodos por sua alta
condutividade elétrica, grande area superficial, estabilidade mecanica e quimica
(FILHO e FAGAN, 2007; SAJID et al., 2015; WANG, 2005).

Os Nanotubos de carbono (CNT) foram descobertos por Sumio ljima em 1991.
Sao formados por folhas de grafeno enroladas na forma de cilindros, na qual atomos
de carbono formam ligacdes covalentes com hibridizacdes sp?. Séo classificados
guanto ao numero de camadas, podendo ser do tipo: nanotubos de carbono de
paredes multiplas (“multi-wall carbon nanotubes - MWCNTSs”), nanotubos de carbono
de parede dupla (“double-wall carbon nanotubes - DWCNTSs”) e
nanotubos de carbono de camada simples (“single-wall  carbon
nanotubs- SWCNTs”) (FERNANDES, 2008; FILHO. 2007) conforme figura 8:
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Figura 8 - Nanotubos de parede Unica (SWCNT) a esquerda e Nanotubos de paredes
multiplas a direita (MWCNT).
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Fonte: FERNANDES, 2008.

Estas nanoestruturas sdo muito utilizadas no desenvolvimento de sensores
eletroquimicos, pois exibem atividade catalitica para muitos processos de
transferéncia eletrénica quando imobilizados na superficie de eletrodos (CERNAT et
al., 2015).

Um fenébmeno que tem sido explorado no desenvolvimento de sensores é a
funcionalizacdo de nanotubos de carbono de forma a aprimorar suas propriedades
eletrbnicas e mecanicas (FILHO e FAGAN, 2007). Pois, apesar de serem materiais
com caracteristicas bastantes promissoras, suas extremidades sao mais propensas a
oxidar do que suas paredes laterais devido a presenca de maior tensao e defeitos nas
ligacGes. Como alternativa de tentar contornar a falta de reatividade das paredes
laterais dos tubos, sdo utilizados polimeros que possam reagir com a estrutura
completa dos NTC (SANTHIAGO et al., 2010).

Nesse sentido, varios trabalhos tém despontado o Polietilenoimina (PEI), como
alternativa promissora na funcionalizacdo dos NTC, pois € provocado um efeito
sinérgico nas propriedades destes materiais, de forma a aumentar a ductibilidade do
filme formado e melhorando o fluxo de corrente (PINTO, 2016; YANG, 2016).
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1.2.6 Polietilenoimina - PEI

O PEI, de acordo com a Figura 9, € um polieletrélito fraco em solu¢do aquosa,
que existe em duas formas diferentes: linear ou ramificada. Sua forma linear tem
apenas grupos amino secundarios na cadeia polimérica, o que fornece um meio
macromolecular local mais simples em solucdo aquosa que a PEI ramificada que possui
aminas secundarias e terciarias na cadeia principal, e aminas primarias nas
ramificacbes (GUERRA, 2011).

As diferentes possibilidades estruturais do PEI tem permitido uma diversidade
de aplicagBes do polimero, cuja escolha depende do tipo de aplicacdo. No entanto,
alguns estudos tem apontado que o polimero em sua forma ramificada tem apresentado
melhores resultados tendo em vista 0 maior nimero de grupos amino presente na
estrutura (DEPIERI, 2012; KWOK; HART, 2011; TOFFANI, 2015).

E um polimero obtido pelo processo de polimerizacdo de etilenoimina por
catélise acida. Comercialmente, pode ser encontrado com diferentes massas
moleculares (RICARDO, 2008).

Varias areas como a quimica, biologia molecular e medicina tem utilizado as
propriedades do polimero em seus estudos, e uma caracteristica bastante evidenciada
€ a capacidade de agir como nucledfilos, podendo ser funcionalizado e
consequentemente resultar em um polimero com atividade catalitica (JOHNSON e
KLOTZ, 1974).

Figura 9 - Estrutura de um segmento do PEI

Fonte: RICARDO, 2008.
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O polimero possui abundancia de grupos amino em sua estrutura, apresenta
elevada solubilidade em agua, assim como alta adeséo. Ele pode garantir uma interface
carregada positivamente, e consequentemente deixa-la apta a adsorver uma grande
guantidade de cargas negativas (YANG et al., 2016).

Frente a possibilidade de adsorver espécies com cargas negativas, o PEI, pode
ser considerado uma alternativa promissora para funcionalizar os nanotubos de
carbono, e permitir a deposicdo sequencial das monocamadas auto-organizadas de
tidis sobre a superficie do eletrodo de carbono vitreo.

Dessa forma, as monocamadas podem ser caracterizadas por diferentes
técnicas, como microscopia eletrbnica de varredura, microscopia de forca atémica,

termogravimetria, técnicas eletroquimicas, entre outras.

1.3 Técnicas de caracterizacao

1.3.1 Voltametria ciclica

A voltametria ciclica (VC) € uma das técnicas eletroquimicas mais utilizadas
para obtencdo de informacdes qualitativas sobre processos eletroquimicos (WANG,
2006). Utilizada para a analise de espécies eletroativas com a determinacdo de
mecanismos de reacéo e constantes de velocidade, ou seja, obtencdo de informacdes
termodinamicas sobre 0s processos redox, assim como da cinética de transferéncia
de elétrons (COMPTON et al., 2011; WANG, 2000).

De acordo com Pacheco et al (2013) em um experimento voltamétrico, inicia-
se a aplicacdo do potencial em um valor no qual nenhuma reducgé&o ocorre. Com a
variacdo de potencial para regides mais negativas (catédica) ocorre a reducédo do
composto em solucdo, gerando um pico de corrente proporcional a concentragao
deste composto. Quando o potencial ja tiver atingido um valor no qual nenhuma
reacao de reducéo ocorre, o potencial é varrido no sentido inverso até o valor inicial.

Ainda segundo Pacheco et al (2013), no caso de uma reacao reversivel o0s
produtos que tiverem sido gerados no sentido direto (e se localizam ainda proximos a
superficie do eletrodo) serdo oxidados, gerando um pico simétrico ao pico da reducao.
O tipo de voltamograma gerado depende do tipo de mecanismo redox que 0 composto
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em questao sofre no eletrodo, o que faz da voltametria ciclica uma ferramenta valiosa
para estudos mecanisticos.

Numa VC é medido valores de corrente entre o eletrodo de trabalho e o contra-
eletrodo em funcéo do potencial (normalizado ao potencial do eletrodo de referéncia)
a partir de um sistema eletroquimico de trés eletrodos. A corrente é medida ao ser
aplicado uma diferenca de potencial de um eletrodo (o eletrodo de trabalho), que é
imerso em uma solucéo (ARISTOV et al., 2015).

A intensidade de corrente resultante em funcdo do potencial aplicado, que é
proporcional ao gradiente causado pela diferenca de concentracdo entre superficie do
eletrodo e a solucdo, permitindo a quantificagdo de um composto eletroativo
(VERNASQUI, 2017).

Na figura 10, é representado um processo reversivel de um ciclo de potencial
na qual a partir deste € possivel se obter parametros tais como potenciais de pico
anaodico (Epa) e catodico (Epc), assim como, correntes de pico anddico e catddico Ipa

e Ipc respectivamente.

Figura 10 - Voltamograma ciclico para espécies redox em solu¢gdo com seus principais
pardmetros obtidos
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Fonte: PAIOLA et al, 2017.
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Em voltametria ciclica defeitos na formacdo de monocamadas
auto-organizadas podem ser obtidos, a partir do monitoramento de mudancas no
processo de transferéncia de elétrons das moléculas consideradas como sondas
redox (MOSSANHA, 2011).

Apesar de ser essencial para andlises qualitativas em sistemas redox, para
testes quantitativos, faz-se necessério o uso de técnicas mais sensiveis, como

exemplo, a Cronoamperometria.

1.3.2 Cronoamperometria

Cronoamperometria € uma técnica eletroquimica que determina a corrente que
flui em um eletrodo de trabalho em funcao do tempo a um potencial constante. O fluxo
de corrente é resultado do gradiente de concentracdo de espécies oxidadas na
superficie do eletrodo. Este processo é regido pela equacdo de Cottrell, conforme
mostrado abaixo (FERREIRA, 2009).

1
L
/2t /2

Onde: |t é a corrente a um tempo t, n € o numero de elétrons, F € a constante
de Faraday, A é a area do eletrodo, C é a concentracédo das espécies oxidadas e D é
o coeficiente de difusdo das espécies oxidadas.

Nesta técnica, do tipo potencial-step, dois potenciais sao aplicados. O primeiro
potencial (E1) tem funcdo de carregar a dupla camada elétrica na superficie do
eletrodo de trabalho e é aplicado numa regido na qual ndo ocorre reacbes com as
espécies eletroativas. Ja o segundo potencial (E2) é o potencial na qual ocorre a
reacao para espécie em investigacao, conforme figura 11 (FERREIRA, 2009).
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Figura 11 - (a) Aplicacdo do potencial-step; (b) Comportamento da corrente em funcao

do tempo.
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Fonte: GUY e WALKER, 2016.

Nesta técnica, para sistemas com espécies eletroativas adsorvidas na

superficie do eletrodo como no caso dos eletrodos quimicamente modificados (EQM):

Ocorre reducdo ou oxidacéo total do mediador na qual a corrente
ird estabilizar eletroquimicamente o analito. Com isso, é verificado
uma variagao de corrente provocada pelo efeito catalitico a partir do
mediador utilizado. Além disso, se a variagdo de corrente for linear
compreende-se que o eletrodo pode ser usado como sensor
(NECTOUX, 2012, p. 10).

1.3.3 Microscopia Eletrénica de varredura (MEV)

O microscopio eletrénico de varredura (MEV) tem se tornado uma ferramenta
fundamental em pesquisas de diversas areas do conhecimento. Em particular, o
desenvolvimento de novos materiais, exige uma caracterizagéo detalhada em termos
de caracteristicas microestruturais, e o MEV é um dos mais versateis instrumentos
disponiveis para esse tipo de analise (DEDAVID; GOMES; MACHADO, 2007).

Quando comparadas suas vantagens a outros microscopios, ele esta entre o
Microscopio 6tico (MO) e o Microscépio Eletronico de Transmissédo (MET). A grande
vantagem do MEV em relacéo ao microscopio 6tico é sua alta resolucéo, na ordem de

2 a5nm (20 -50 A) - atualmente existem instrumentos com até 1 nm (10 A) - enquanto



38

que no 6tico é de 0,5 um. Comparado com o MET a grande vantagem do MEV esta
na facilidade de preparacdo das amostras (MALISKA, 2018).

A figura 12 mostra o principio basico de funcionamento do MEV que consiste
basicamente da coluna Gtico-eletronica, unidade de varredura, camara de amostra,

sistema de detectores e sistema de visualizagdo da imagem.

Figura 12 - Representagcdo esquematica dos componentes do Microscopio Eletronico
de Varredura.
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Fonte: Fap.USP, 2018.

Como observado acima, o canhao de elétrons € usado para a producao do feixe
de elétrons com energia e quantidade suficiente para ser captado pelos detectores.
Esse feixe eletronico € entdo demagnificado por varias lentes eletromagnéticas, cuja
finalidade € produzir um feixe de elétrons focado com um pequeno diametro numa
determinada regido da amostra. Esse feixe de elétrons varre a superficie da amostra
e sua interacdo com o material analisado gera diversos tipos de sinais que s&o
utilizados para a formacgao de imagens ou analise da composi¢cao da amostra. Com
isso, as imagens podem fornecer informacdes referentes a morfologia e topografia
(MALISKA, 2018).

A alta resolugdo da imagem é justificada como a principal razdo para sua
utilizacdo. Além disso o MEV promove uma aparéncia tridimensional da amostra
revelada pela profundidade de foco (DEDAVID; GOMES; MACHADO, 2007).
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1.3.4 Microscopia de Forgca Atdmica (AFM)

A microscopia de forca atémica tem promovido um grande avanco a ciéncia
frente a possibilidade de gerar imagens com resolucdo atémica. O estudo promove
caracteristicas referentes a morfologia das amostras destacando-se por ser aplicavel
em amostras do tipo condutoras ou nao.

A técnica permite mapear a topografia de uma amostra desde a escala
micrométrica até a atdbmica (SINGAMANENI et al., 2008). Quando comparado a outros
tipos de microscépios, ele se destaca no que se refere a alta resolucdo em 3
dimensdes diferentes, além disso, ndo h& necessidade de aplicar métodos especificos
para preparo da amostra, possibilita a quantificacdo da rugosidade e permite a
medicao de filmes ultrafinos sobre os substratos (PINTO et al, 2013).

A figura 13 traz o principio de funcionamento que consiste na varredura de uma
sonda sobre uma superficie. S&o medidas deflexdes da sonda (ponteira + cantilever)
do microscopio enquanto uma ponta, componente desta sonda realiza a varredura.
Essas deflexdes sdo consequéncias de forcas de interacdo que ocorrem entre a
ponta-amostra na qual a forga mais comumente associada com a deflexdo do
cantilever é a for¢a de van der Waals. A parte superior ao cantilever, possui um laser
gue incide e reflete um feixe que passa por um espelho e alcanca um fotodetector de
quatro quadrantes (FERREIRA e YAMANAKA, 2006; LOGRADO, 2009).

As diferencas de deflexdes do cantilever que séo captadas no detector por meio
dos desvios do laser, sdo processadas e armazenadas no computador que as
transformam em imagens topograficas. Ainda, a varredura é efetiva a partir de um
sistema de scanner piezoelétrico que realiza movimentos em trés direcdes (X, Y e Z)
com precisado em escala nhanométrica (HERMANN et al, 1997; LOGRADO, 2009).
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Figura 13 - Esquema dos componentes basicos de um microscépio de forca atbmica.
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Fonte: researchgate.net, 2019.

1.3.5 Analise Termogravimétrica

A analise termogravimétrica (TGA) faz parte de um conjunto de técnicas
denominadas termoanaliticas. Ela realizada o acompanhamento da amostra, que
pode perder ou ganhar massa, em funcdo de uma programacao de temperatura
aplicada ao sistema ou por tempo de aquecimento (DENARI e CAVALHEIRO, 2012).

E uma técnica de andlise térmica considerada como quantitativa a partir da
variacdo de massa sofrida pela amostra decorrente de transformacdes fisicas
(sublimacéo, evaporacdo, condensac¢ao) ou quimicas (degradacédo, decomposicéao,
oxidacdo) (MOTHE e AZEVEDO, 2002). Um fator importante a ser considerado para
as variagOes de decomposicdes térmicas, € o ambiente em que amostra se encontra,
assim como a atmosfera vinculada a ela (LAN et al., 2018).

Um sistema que compde a analise por termogravimetria € uma balanca
analitica sensivel, um forno, sistema de gas de purga e um sistema de aquisicao de
analise dos dados. Nas curvas obtidas no TGA, como representado na figura 14,
a perda de massa (expressa no eixo vertical em porcentagem) é caracterizada por
duas temperaturas Ti e Tf (no eixo horizontal). A Ti é a temperatura inicial e indica o
valor que a termobalanca € capaz de detectar, ja a Tf indica a temperatura final que é

o valor maximo de degradacédo correspondente ao término da reagdo (GIOLOTO e
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IONASHIRO, 1980). A imagem é exemplo de um composto qualquer com suas
respectivas perdas de massa e sua dTG (primeira derivada) na qual apresenta

informacdes mais facilmente visualizadas, como eventos sobrepostos, por exemplo.

Figura 14 - Representacdo bésica de uma curva termogravimétrica.
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Fonte: BENADUCCI e BRANCIFORTI, 2016

A curva resultante pode fornecer informacdes sobre estabilidade térmica,
composicdo da amostra inicial e formacado de possiveis intermediarios formados no
decorrer da analise. A técnica vem sendo utilizada para diferentes aplicacdes,
inclusive, na caracterizacdo de nanomateriais tais como nanotubos de carbono,

nanoparticulas, entre outros, o que justifica sua importancia para éarea de
desenvolvimento de sensores

1.4 Analito em investigacao

1.4.1 Acido ascérbico

O &cido ascorbico - L-AscHz ou vitamina C (Figura 15) € uma vitamina
hidrossoluvel comumente utilizada como antioxidante, considerada essencial para o
funcionamento do organismo. De acordo com Nogueira (2011, p. 13) “antioxidantes

sdo substancias que podem prevenir ou retardar danos oxidativos de lipidios,
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proteinas e acidos nucléicos por espécies reativas de oxigénio, que incluem radicais
livres e ndo-radicais”.

E essencial ao homem, pois ndo pode ser sintetizado a partir da glicose que é
seu precursor, como ocorre em plantas e na maioria dos animais (LIMA, 2009).
Apresenta formula CsHsOs € massa molecular de 176,13 g mol. E descrito como pé
cristalino branco, estavel enquanto sélido, mas que oxida facilmente quando em
solucéo. E solivel em &gua e pouco solivel em solventes organicos
(FARMACOPEIA, 2010).

Figura 15 - Estrutura quimica do L - acido ascérbico
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Fonte: Autora desta dissertacéo, 2018.

E abundante em frutas e na maioria dos vegetais, particularmente naqueles
compostos de folhas verdes. Entretanto € a mais labil vitamina nos alimentos e parte
de sua atividade é perdida através do auto oxidacao durante a preparacéo, cozimento
e armazenamento dos alimentos. A reserva de acido L-ascorbico no organismo de um
ser humano adulto é de aproximadamente 1500 mg, sendo considerada a ingestéao
média diaria de 45 a 75 mg. Caso ndo ocorra ingestdo da vitamina e a reserva
decresca para menos de 300 mg, quadro clinico como a doenca de escorbuto pode
surgir no intervalo de 30 a 45 dias (GONCALVES, 2008).

Estudos recentes, tem realizado avaliagdo acerca do papel do L-AscH2 no
tratamento e/ou prevencdo de diferentes doencgas tais como: asma, rinite alérgica,
dermatites, doencgas cardiovasculares, obesidade, hipertensdo, infertilidade,
aterosclerose, infertilidade, cancer e doengas autoimunes (Bl et al.,2016). Entretanto,

essa mesma substancia pode causar no organismo humano, irritacdo gastrica e
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problemas renais oriundos de um de seus metabdlitos, o acido oxdlico caso sua
concentracéo seja alterada.

Dentre as suas propriedades, a que mais se destaca € a propriedade redox.
Possui em sua estrutura dois atomos de hidrogénio ionizaveis (pKa 4,04 e 11,34)
observado pela presenca da estrutura de um diol que é oxidado formando o &cido
L-deidroascérbico conforme mostrado na figura 16. Além disso, apresenta-se em
maior proporcdo no meio fisiolégico pH= 7,4 na forma de ascorbato, o qual é
responsavel pela sua acéo antioxidante, visto que possui a capacidade de doar um H-:
ou [H* + e7] para outro radical- A espécie ascorbato oxida facilmente e sua taxa de

oxidagdo depende do pH. Com isso, € bastante relevante em sistemas bioquimicos
(FORNARO E COICHEV, 1998).

Figura 16 - Oxidac&o do acido L-ascoOrbico em acido L-deidroascorbico.
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Fonte: Autora desta dissertacéo, 2018.

Pela importadncia que o &cido ascorbico tem para o funcionamento do
organismo e manutencdo da vida enquanto vitamina, varios métodos j4 foram
descritos e aplicados frente a necessidade de sua detecgdo e quantificagdo em
diferentes amostras de interesse. O método titulométrico utilizando o indicador
2,6-dicloro-fenol-indofenol é o método oficial da AOAC (Official Methods of Analysis of
the Association Official Analytical Chemists). Apesar de ser o método oficial e
apresentar simplicidade e baixo custo, ele apresenta desvantagens em relacdo a

interferentes redutores, corantes como as antocianinas, compostos fendlicos e
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flavonoides, pois, a concentracao destas substancias aumenta & medida que o fruto
amadurece interferindo na deteccéo da vitamina C (NOGUEIRA, 2008).

No entanto, pesquisas ainda tém sido realizadas na tentativa de se propor
novos métodos de determinacdo com sistemas analiticos mais simples e eficazes
(HANSEN et al. 2016). Nesse contexto, 0os sensores eletroquimicos tém sido
considerados como uma alternativa de deteccao e quantificagdo promissora, uma vez
que se tem a possibilidade de se trabalhar com sistemas altamente sensiveis e

seletivos ao analito.

1.4.2 EQMs para deteccdo de Acido ascorbico

Florou et al. (2000), desenvolveram uma metodologia de deteccao para o acido
ascorbico a partir de um eletrodo impresso, modificado com um catalisador
2,6-diclorofenolindofenol sal lantanio. A técnica utilizada para investigacédo
eletroquimica foi voltametria ciclica, na qual obteve-se limite de deteccdo de
0,6 mmol L1, com percentual de recuperacéo que variou de 91 a 103%.

Raoof, Ojani e Kiani (2001), construiram um eletrodo de pasta de carbono a
base de p6 de grafite e &cido carboxilico ferroceno. Os autores obtiveram uma reducao
no potencial de oxidag&o do acido ascorbico, cerca de 248 mV menos positivo do que
em um eletrodo de pasta de carbono ndo modificado, com limite de detecc¢éo
1,08 x 10~° mol L1

Shankaran, Limura e Kato (2003) desenvolveram um sensor a partir de um
eletrodo modificado com um composto sol-gel contendo cobre disperso a partir de
(3-mercaptopropil) trimetoxisilano (MPS) e nitrato de cobre para determinagéo de
acido ascorbico e dopamina. Os limites de deteccéo obtidos foram 8,6 pumol L para
AA e 5,8 umol Lt para DA.

Roy et al. (2004) Depositaram eletroquimicamente polimeros de
N, N-dimetilanina sobre eletrodos de pasta de carbono. O filme formado, carregado
positivamente, facilitou a oxidagéo do acido ascérbico de forma que se percebeu um
deslocamento potencial para uma regido menos positiva.

Sivanesan, Kannan e John (2007) modificaram um eletrodo de ouro com
monocamadas auto-organizadas de nanoparticulas de ouro e 1,6-hexanoditiol.
Os autores obtiveram um limite de deteccéo de 1 pumol L1, de forma que interferentes
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fisiologicos como ureia, oxalato e glicose ndo apresentaram interferéncia dentro da
faixa de deteccao obtida.

Ardakani et al. (2010) desenvolveram um sensor a partir de um eletrodo de
pasta de carbono fundamentado em nanoparticulas de TiO2 para deteccédo de acido
ascorbico e acido arico, com limite de deteccdo de 0,3 mmol L.

Habibi e Pournaghi-Azar (2010) empregaram um eletrodo de carbono ceramico
modificado com MWCNT para a determinacdo simultanea de acido ascorbico (AA),
dopamina (DA) e &cido arico (AU). O sensor apresentou baixos limites de deteccdo
e foi aplicado em amostras reais de soro humano.

Francisco et al. (2012) modificaram um eletrodo de carbono vitreo com
nanotubos de carbono de paredes multiplas (MWCNT) e acido poly-xanturénico (AX)
e obtiveram limites de deteccdo muito baixos para acido ascorbico (AA) e acido Urico
(AU). O sensor desenvolvido foi aplicado em amostras reais.

Wang et al. (2013) utilizaram nanoparticulas de paladio, grafeno e quitosana
para modificacdo de um eletrodo de carbono vitreo. Técnicas como voltametria ciclica
e de pulso diferencial foram utilizadas para mostrar a atividade eletrocatalitica do
sensor na deteccdo de acido ascoérbico, dopamina e acido Urico. No que concerne ao
acido ascorbico o limite de detecgédo obtido foi de 20 umol L.

Zhang et al. (2013) relataram um método simples para a determinagé&o do &cido
ascorbico usando um eletrodo de carbono vitreo (GCE) modificado com poli
(bromocresol roxo). O filme de poli (BCP) exibiu o efeito eletrocatalitico em relacdo a
oxidagdo do &cido ascérbico, com resposta de corrente aumentada. O limite de
deteccéo obtido foi de 6,5 x 1076 mol L, e os autores aplicaram o sensor em amostras
de comprimidos de vitamina C.

Fang et al. (2015) desenvolveu um sensor a partir de eletrodo de grafite,
modificado com nanotubos de carbono funcionalizados com catalisador (Ni) e
Polianilina a partir do processo de polimerizacdo. Observaram por microscopia uma
rede tridimensional tipica com atividade eletrocatalitica para o acido ascérbico (AA),
com limite de deteccéo de 1,0 x 107" mol L~ 1.

Tsierkezos et al. (2016) desenvolveram um estudo que mostra a capacidade
eletrocatalitica de diferentes nanoparticulas metalicas imobilizadas em nanotubos de
carbono dopados com nitrogénio na oxidacdo simultdnea de &cido ascérbico,

dopamina e acido Urico. As analises mostraram que dentre as nanoestruturas
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metalicas, as nanoparticulas de ouro, apresentaram menores potenciais de oxidagao.
Particularmente ao acido ascérbico, o limite de deteccéo obtido foi de 0,9 umol L.

Sha e badhulika (2018) desenvolveram um método de sintese verde para o
composto reduzido de 6xido de grafeno (rGO) oxido de estanho (SnO2z) usando extrato
de lim&o por processo hidrotérmico, com detecgdo eletroquimica seletiva e
ultrassensivel de acido ascorbico. O sensor como fabricado exibiu limite inferior de
deteccgdo 38,7 umol L. Apresentou também seletividade para espécies interferentes,
como glicose, uréia, acido urico e ions Na*.

Li et al (2018) sintetizaram nitreto de boro hexagonal a partir de sintese por
combustdo a baixa temperatura, bem como nitretacdo e reducdo carbotérmica, para
modificacdo do eletrodo de carbono vitreo. E utilizaram como sensor para detecgao
de acido ascérbico, dopamina e acido urico com limites de deteccédo de 3,77, 0,02
e 0,15 ymol L! respectivamente.

Os trabalhos reportados sdo apenas alguns exemplos dentre varias
metodologias de modificacdo de eletrodo para deteccdo de acido ascorbico.
Os estudos continuos, mostram a importancia de deteccédo e quantificacdo do analito,
assim como a necessidade de propor novas metodologias a fim de se obter resultados
mais significativos frente a diferentes tipos de amostras de interesse.

A tabela 3 apresenta exemplos de aplica¢cdes de métodos eletroquimicos para
deteccdo de Acido ascérbico a partir de eletrodos quimicamente modificados. E
percebido através dos exemplos trazidos que a partir de diferentes metodologias de
modificacdo (transducdo) é possivel aplicar as plataformas desenvolvidas em

diferentes tipos de amostras reais.
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Tabela 3 - Exemplos de eletrodos quimicamente modificados e suas aplicacdes para

acido ascorbico.

METODO

TRANSDUTOR (EQM)

MATRIZ

REFERENCIA

Voltamétrico

Eletrodo de pasta de carbono

Suco de laranja

Pisoschi et al,

(VPD EVC) com platina. 2011
Microeletrodos de ouro
Amperométrico modificados por deposi¢éo Urina Matos et al,
eletroquimica 2000
de paladio.
Amperométrico Microeletrodo de fiora de Suco gastrico Hutton et al,
carbono modificado com éxido humano 2010

de niquel/ hexacianoferrato de
Ruténio.

Voltamétrico
(VPD)

Eletrodo de carbono-ceramico
modificado com nanotubos de
carbono de paredes simples

Comprimidos  de
Acido ascorbico

Habibi et al, 2011

Amperométrico

Eletrodo de oxigénio Clark

Suco de frutas
e refrigerante

Pisoschi et al,
2010

Amperométrico

Eletrodo de ouro modificado
com nanotubos de carbono
carboxilados/Polianilina

Comprimidos de
Vitamina C

Chauran, Naran
e Pundir, 2011

Fonte: Autora desta dissertacéo, 2018.

Com isso, 0s sensores eletroquimicos utilizando monocamadas auto-

organizadas de tidis, anteriormente mencionados,

pode ser uma alternativa

promissora na detec¢édo do acido ascorbico quando comparado a outros sensores ja

reportados, utilizando diferentes metodologias de imobilizacdo dos mediadores redox.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Desenvolvimento de um sensor eletroquimico baseado em monocamadas
auto-organizadas (SAMs) para determinacdo, deteccdo e quantificacdo do

antioxidante acido ascorbico.

2.2 Objetivos especificos

a) Caracterizar a plataforma desenvolvida a partir de diferentes técnicas, tais como:
Microscopia Eletronica de Varredura (MEV), Microscopia de Forca Atdmica (AFM) e

Analise Termogravimétrica (TGA);

b) Caracterizar a fase sensora eletroquimicamente a partir da técnica de voltametria

ciclica;

c) Otimizar parametros experimentais tais como, valor de pH, velocidade de varredura

sobre o sinal analitico e concentracao da solu¢édo tampao;

d) Investigar os mecanismos das reacdes eletroguimicas entre a fase sensora e o

analito em estudo;

e) Obter as figuras de mérito referentes a espécie de interesse a partir da técnica

cronoamperometria;

f) Realizar estudos de possiveis interferentes, bem como verificar a estabilidade,

repetibilidade e tempo de vida util;

g) Comparar resultados obtidos com outros métodos reportados na literatura.
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3 PARTE EXPERIMENTAL

3.1 Reagentes e Solucgbes

Todas as substancias empregadas foram de grau analitico. Nanotubos de
carbono de paredes mudltiplas (MWCNT), Nanoparticulas de ouro (AuNPS),
4-nitrotiofenol (4-NTP), N, N-Dimetilformamida (DMF), L-AscH2
(acido ascorbico), foram adquiridos da Sigma—Aldrich (St. Louis, USA),
Polietilenoimina (PEI), Etanol, Diidrogenofosfato de potassio (KH2PO4) e
hidrogenofosfato de sédio (Na2HPO4) foram adquiridos da Synth (Sao Paulo, Brasil).

As solucdes foram preparadas usando agua purificada em sistema Milli-Q
Millipore (18.2 MQ cm, Millipore (Merck), Darmstadt, Germany) e os valores de pH das
solucbes tampdo a serem utilizadas foram ajustadas com solucdo de NaOH
(Sigma—Aldrich, St. Louis, USA) e determinados com um pHmetro
(Tecnopon mPA 210).

3.2 Pré-tratamento do eletrodo de carbono vitreo (ECV)

Para iniciar o procedimento de modificacdo da superficie do ECV foi realizado
um polimento mecanico com alumina de diferentes granulagdes (1,0, 0,5, 0,3 ym),
para obter uma superficie verdadeiramente limpa e espelhada. Em seguida, o eletrodo
foi lavado com agua deionizada e colocado em etanol por 1 minuto para remocao de
possiveis particulas de alumina adsorvidas na superficie do eletrodo. A limpeza do
eletrodo foi averiguada a partir da técnica de voltametria ciclica, fazendo-se uso de
uma sonda eletroquimica ja elucidada, o ferrocianeto de potassio
(K4 [FE(CN)g] )YAmmol em KCI 0,05 mol L%, um sistema reversivel em potenciais
adequados. Em seguida, o eletrodo foi lavado com agua deionizada e guardado a
temperatura ambiente (LOPES, 2014).

3.3 Preparo da solucéo de Acido ascorbico (L-AscH2)

Solugdo de (L-AscH2) — Em um eppendorf, foi pesada uma massa de
1,7 mmol L de acido ascoérbico, em seguida, foi adicionado 1 mL de tampéo fosfato
pH = 7,00. Frente a instabilidade do acido ascorbico (possibilidade de oxidagao), a

solucéo foi preparada e utilizada no mesmo dia.
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3.4 Construcéo do sensor

Para a construcdo do sensor, uma vez o eletrodo de carbono vitreo (ECV)
previamente polido, o eletrodo passou por processo de modificacdo em quatro etapas
sobre sua superficie. Inicialmente, foram depositadas aliquotas de nanotubos de
carbono de paredes multiplas (MWCNT) dispersos em dimetilformamida (DMF) numa
proporcéo de 2:1, as quais foram secas em estufa a 80 °C.

Em seguida, o ECV modificado com MWCNT, foi lavado com agua e imerso numa
solucé@o de Polietilenoimina (PEI) a 2% por 1 h & temperatura ambiente, seguido de
lavagem com agua. A partir do eletrodo modificado com MWCNT/PEI, uma
monocamada auto-organizada (SAMs) foi formada através da imersédo do eletrodo em
nanoparticulas de ouro (AuNPs) 5 nm por1 ha4 °C, seguido de lavagem com agua
e imerso novamente em uma solucdo de 4-nitrotiofenol por 15 h a temperatura

ambiente.

Figura 17 - Etapas da modificacéo do eletrodo de carbono vitreo para formacédo da
SAM.

Eletrodo de Carbono

! _ Vitreo (BCV) [ O\ 0
4%etapa: Modificagdo I 10 \Etapa: Modificagdo
ante [ || MwoNT i
| |
! A N !
Soe?apa:Modififdfa° .-éf,--é‘l‘apa:Modificagﬁo
AulNPs - O\ S PET

Fonte: Autora desta dissertagcéo, 2018
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3.5 Medidas eletroquimicas

As medidas voltamétricas e cronoamperométricas foram realizadas com um
Potenciostato modelo PGSTAT-30 da Autolab Eco Chemie (Utrecht, The Netherlands)
conectado a um PC (Software NOVA 1.0). Uma célula eletroquimica com trés
eletrodos foi utilizada, sendo o eletrodo de referéncia um Ag/AgCl (KCl saturado), um
fio de platina como eletrodo auxiliar e um eletrodo de carbono vitreo tanto na auséncia
guanto na presenca de modificacdo como eletrodo de trabalho, conforme figuras
18 e 109.

Figura 18 - Potenciostato da Autolab Eco Chemie
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Figura 19 - Modelo esquematico de célula eletroquimica de trés eletrodos

SENSOR
ELETRODO l ELETRODO
REFERENCIA AUXILIAR

N — b

N

Py | |

7‘/1 ANALITO

X
)
>
—
=
)
22
=
—
=
—
=
o=
>
S~
>
i
@

Fonte: LIMA, 2009.
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As medidas foram realizadas usando 10 mL de solugcdo tampao fosfato.
Durante todas as analises foi necessaria a eliminagédo de oxigénio dissolvido, na qual
foi realizada pelo borbulhamento de um fluxo de nitrogénio (N2(g)) nas solucdes por

10 minutos para cada analise.

3.6 Medidas microscopicas: MEV E AFM

Conforme as figuras 20 e 21, o microscopio eletrénico de varredura utilizado,
foi 0 modelo da Shimadzu VEGA3 (LM, SE) juntamente com a técnica de deposicéo
a partir de um metalizador Quorum Technologies LTD, Ashford, modelo Q150R e o
Microscépio de Forca Atémica utilizado, foi o modelo SPM-9700, da Shimadzu com
operacdo no modo dinamico com pontas de geometria conica de raios nominal do
apice de 5 nm.

Essas técnicas permitiram que fossem evidenciadas as morfologias e
topografias do eletrodo modificado frente a um processo de modificacdo do eletrodo
de carbono vitreo realizado em quatro etapas. Foram realizados ensaios
microscopicos para:

1) Eletrodo de carbono vitreo modificado com nanotubos de carbono de parede

multipla e polietilenoimina;

2) Eletrodo de carbono vitreo modificado com nanotubos de carbono de parede

multipla, polietilenoimina e nanoparticulas de ouro;

3) Eletrodo de carbono vitreo modificado com nanotubos de carbono de parede

multipla, polietilenoimina, nanoparticulas de ouro e 4-nitrotiofenol (SAM).
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Figura 20 - Microscopio eletrénico de varredura (MEV)
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Fonte: Tescan.com

Figura 21- MicroscoOpio de Forca Atémica (AFM)

Fonte: Mesochem.com
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3.7 Medidas Termogravimétricas

As andlises de TGA foram realizadas em aparelho de termoanalise da marca
Shimadzu (Kyoto, Japao), modelo DTG-60 conforme figura 22, com uma taxa de
aquecimento de 10 °C min! onde cada amostra correu em um fluxo de gas N2(g) de
50 mL mint de 25 a 1000 °C.

Para caracterizar a monocamada foi averiguado o perfil de decomposicao
térmica de cada padrdo utilizado no processo de formacdo da monocamada
separadamente, assim como, o perfil da monocamada constituida a partir do eletrodo
guimicamente modificado frente as quatro etapas.

Figura 22 - TGA 60 da Shimadzu

Fonte: ifsc.usp.br

3.8 Otimizac&o dos parametros experimentais

Inicialmente, verificou-se as melhores proporc¢des para os reagentes utilizados
no procedimento de modificacdo e em seguida, a propor¢cao que apresentou melhor
sinal analitico foi fixada e utilizada nos estudos posteriores.

Dessa forma, para o procedimento de modificacdo do eletrodo de carbono

vitreo com nanotubos de carbono foram avaliadas trés proporcdes diferentes de
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dispersdo de nanotubos (MWCNT + DMF): Proporcédo de 1:1; proporgéao de 1:2 e de
2:1 na qual a proporcéo fixada foi de 1:2.

Para utilizacdo das nanoparticulas foram testados dois tipos: nanoparticulas de
ouro de 10 nm e de 5 nm, sendo a de 5 nm a que apresentou melhores resultados.

Foi também realizado um estudo de melhor solucdo tamp&o. As solucdes
avaliadas foram tampdo fosfato de sodio, tampdo Acido 4-(2-hidroxietil)
-1-piperazinoetanossulfonico - (Hepes) e tampao tris-hidroximetilaminometano (TRIS).
Sendo o tampao fosfato de sédio aquele que apresentou o melhor resultado e foi
fixado para os demais estudos.

Apbs a escolha da solucao tampao fosfato como solucéo fixa a ser utilizada
para as medidas, foi avaliada a melhor concentracdo do tampao escolhido
realizando- se um estudo para diferentes concentracées num intervalo de 0,020 e
0,1 mol L. A concentracgéo fixada foi de 0,1 mol L.

A partir dos parametros de modificacdo otimizados, foi investigada a melhor
faixa de potencial para o ativagao in situ do eletrodo. Com isso, foram avaliadas duas
faixas de potenciais: -0,3 a 0,2 V e -0,3 a 0,4 V, na qual a segunda faixa citada

apresentou melhor desempenho e foi fixada para os estudos posteriores.

3.9 Estudo da estabilidade, repetibilidade e tempo de vida do sensor

A avaliacdo da estabilidade foi realizada a partir de diferentes medidas
conseguintes fazendo-se uso do mesmo eletrodo modificado. Assim, foi possivel
comparar as respostas obtidas no decorrer de diferentes analises. Ja a analise do
tempo de vida do eletrodo foi verificada a partir de medidas realizadas ao longo de um
més a partir do mesmo eletrodo guardado sob temperatura ambiente. A repetibilidade
do sensor foi avaliada a partir da construcdo de 5 sensores em dias diferentes e,

em seguida, o DPR foi calculado para as medidas obtidas.
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 Caracterizacdo da plataforma ECV/IMWCNT/PEI/AuNPs/4-NTP por

Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

No intuito de estudar os aspectos morfolégicos da fase sensora, foram obtidas
diferentes micrografias, frente a imobilizacdo de MWCNT, PEI, AUNPs e 4-NTP sobre
a superficie do eletrodo de carbono vitreo.

As micrografias foram realizadas para cada etapa de modificacdo do eletrodo
no processo de formacao da monocamada. Para obtencéo das imagens o eletrodo de
carbono vitreo passou por uma adaptacdo de tamanho a partir de cortes realizados
em sua estrutura. Os eletrodos adaptados foram modificados com cada reagente
supracitado anteriormente e lavados com &gua deionizada em seguida, passaram
pelo metalizador para deposicao de ouro sobre suas superficies e foram adicionados
ao porta amostra do microscopio eletrénico para realizagdo das varreduras.

Diferentes magnificacdes foram utilizadas para que fossem evidenciadas as
morfologias de cada regido da superficies modificadas.

Com isso, a partir das Figuras 23 (a e b), obtidas em diferentes magnificacdes,
€ possivel perceber que o eletrodo de carbono vitreo modificado com MWCNT/PEI
apresenta caracteristica de aglomeracdo. Essa caracteristica justifica-se tanto
interacdes entre nanotubos de carbono e polietilienoimina, quanto pela propria
caracteristica intrinseca ao PEI que € considerado um excelente promotor de
aderéncia.

Com isso, essa tendéncia de aglomeracéo gerou um recobrimento de superficie
rugoso quase homogéneo, pois, em algumas regides da superficie ainda é possivel
perceber estruturas semelhantes a “espaguete” que sao caracteristicas dos

nanotubos de carbono.
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Figura 23 - Micrografias Eletrénicas de Varredura do ECVIMWCNT/PEI (a) 3.430x e
(b) 9.290x.

¥ XA
SEM HV: 20.0 kV WD: 4.99 mm i VEGAS3 TESCAN|

SEM MAG: 9.29 kx Det: SE S pm

SEM HV: 20.0 kV WD: 4.98 mm 1| VEGA3 TESCAN|

SEM MAG: 1.17 kx Det: SE 50 ym
View field: 237 ym guest IFAL/ICAMPUS MACEIO/LAB.QUIMICA
ECV+MWCNT+PEI_1.17kx_resolution

View field: 29.8 ym guest IFALJCAMPUS MACEIO/LAB.QUIMICA
ECV+MWCNT+PEI_9.29kx_resolution

(a

Fonte: Autora desta dissertacéo, 2018

Comparando as micrografias anteriores com a das Figuras 24 (a-b), que reporta
o eletrodo de carbono vitreo modificado com MWCNT/PEI/AuNPs ndo se observa
diferencas significativas na morfologia a partir da presenca das nanoparticulas. No
entanto, é possivel perceber a formacdo de uma camada mais uniforme quando
comparada com eletrodo com MWCNT/PEI. Essa uniformidade comprova a excelente
capacidade do PEI de formacdo de filme com grande compatibilidade com as
nanoparticulas com possibilidade de mudltiplas interacfes que resultam em forte
adsorcao do polimero nas nanoparticulas.

Nesta etapa de formacdo da camada PEI/AuNPs ocorre um processo de
interacdo eletrostatica, justificada pela caracteristica catibnica do polimero
Polietilenoimina e carater anibnico das nanoparticulas de ouro. Com isso, as
nanoparticulas sdo bem distribuidas ao longo das cadeias do polimero de forma que
ficam bem dispersas por todo o filme.

Na Figura 24-b é mostrado nitidamente o processo de formacao de modificacao
frente a comparacao a partir de regido da superficie ndo modificado do carbono vitreo.
O lado direito da imagem mostra uma superficie lisa e plana caracteristica do eletrodo
do sem modificagdo (ECV), diferentemente do lado esquerdo que reporta uma
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camada expressa com caracteristica rugoso e homogénea, comprovando forte

adsorcao das espécies na superficie do eletrodo.

Figura 24 - Micrografias Eletronicas de Varredura do ECV/IMWCNT/PEI/ AuNPs (a)
3.430x, (b) 9.290x.

‘ % -
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ECV+MWCNT+PEI+NPAUs_7.44kx_resolution ECV+MWCNT+PEI+NPAUs_6.76kx_resolution

(@) (b)

Fonte: Autora desta dissertacéo, 2018.

Nas micrografias das figuras 25 (a-b) € possivel ser verificado que apos a
formacdo da SAM frente a modificagdo completa do eletrodo de carbono vitreo com
MWCNT/PEI/AuNPs/4-NTP, ocorreu alteracdo morfolégica expressiva, comprovando
que o mediador redox 4-nitrotiofenol foi efetivamente imobilizado na superficie da
plataforma sensora.

Ainda, € possivel perceber que a presenca do mediador 4-nitrotiofenol
promoveu uma superficie mais uniforme e compacta devido a boa interacdo entre o
atomo de enxofre proveniente do mediador com a superficie de ouro das
nanoparticulas. No entanto, pode-se observar também, a presenca de varias
particulas com formas e tamanhos irregulares, o que indica, provavelmente, excesso

de mediador na superficie do eletrodo, mesmo quando realizada a lavagem com agua.
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Figura 25 - Micrografias Eletrénicas de Varredura do ECV/MWCNT/PEI/AuNPs/4-NTP (a)
3.430x e (b) 9.290x.
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Fonte: Autora desta dissertagéo, 2018.

As etapas de modificagéo do eletrodo de carbono vitreo para montagem da fase
sensora a partir das monocamadas auto-organizadas, foram também caracterizadas
por Microscopia de Forca Atémica, pois, como a técnica permite o estudo acerca da
morfologia e rugosidade da superficie do eletrodo é possivel que os dados sejam

comparados com a microscopia eletrénica de varredura realizada inicialmente.

4.2 Caracterizacdo da plataforma ECV/MWNT/PEI/AuNPs/4-NTP por
Microscopia de Forgca Atdmica (AFM)

A microscopia de forga atbmica também foi utilizada para caracterizar a
plataforma MWCNT, PEI, AuNPs e 4-NTP. A técnica permitiu verificar o perfil de cada
etapa de modificacdo do eletrodo de carbono vitreo a partir de imagens topogréficas.

As imagens obtidas em duas e trés dimensdes, auxiliaram na compreensao
inerente ao processo de crescimento da monocamada a cada etapa de imobilizagao
realizada, possibilitando a confirmacao do material adsorvido na superficie eletrédica.

Para obtencdo das imagens, foram utilizados os eletrodos de carbono vitreo

adaptados, anteriormente citados na microscopia eletrénica de varredura. Os
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eletrodos modificados foram lavados e inseridos individualmente ao porta amostra do
microscopio para realiza¢do das varreduras.

As Figuras de 26 a 28, mostram as imagens em duas dimensdes (a) e trés
dimensdes (B) para cada etapa da monocamada formada.

Na Figura 26, em (a) reporta-se a superficie do eletrodo modificado com
nanotubos de carbono e polietilenoimina, na qual verifica-se uma regido mais
homogénea o que justifica a interacdo entre 0s nanotubos de carbono e o polimero.
No entanto, se confere ainda, a morfologia tipica dos nanotubos de carbono, que
apresentam-se bem dispersos na superficie do eletrodo. Em (b) € percebida uma
superficie rugosa mais heterogénea, que apresenta diferencas de rugosidade em
torno da superficie do eletrodo modificado. Ainda, essa camada apresenta uma altura
de 284.03 nm.

Figura 26 - Imagens topograficas da superficie do ECV/MWCNT/PEI em duas dimensdes
(a) e trés dimensdes (b).
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Fonte: Autora desta dissertacéo, 2018
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A imagem 27 reporta a superficie do eletrodo modificada com
MWCNT/PEI/AuNPs. Em (a) percebe-se uma superficie mais homogénea quando
comparada a imagem topografica do eletrodo do carbono vitreo modificado com
MWCNT/PEI. Essa caracteristica justifica-se por se tratar de mais uma camada de
recobrimento sobre a superficie do eletrodo, assim como, pela forte interacao entre as
nanoparticulas de ouro e o polietilenoimina. Em (b) percebe-se uma maior rugosidade
da camada apresentando uma altura em torno de 338.08 nm, diferindo em torno de

54.05 nm da camada formada na primeira etapa de modificacéo.

Figura 27 - Imagens topograficas da superficie do ECVIMWNT/PEI/AuNPs em duas
dimensdes (a) e trés dimensdes (b).
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Fonte: Autora desta dissertagéo, 2018

Em continuidade, a Figura 28 concerne na modificacdo completa do
ECVIMWCNT/PEI/AuNPs/4-NTP. Em (a) verifica-se que morfologicamente ndo ha muita
diferenca da monocamada formada quando comparada a ECV/MWNT/PEI/AuNPSs.
No entanto, quando verificado em (b) a partir da imagem em trés dimensdes, constata-se que
houve um aumento da camada, quando adicionado o mediador redox 4-nitrotiofenol. Com

isso, a altura final da monocamada foi de 378. 51 nm, com uma diferenca de 40.43 nm.
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Figura 28 - Imagens topogréficas da superficie do ECV/IMWCNT/PEI/AuNPs /4-NTP em
duas dimensdes (a) e trés dimensdes (b).
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Fonte: Autora desta dissertacdo, 2018

Os resultados obtidos a partir da microscopia de forga atémica corroboram de
forma significativa com os resultados obtidos por microscopia eletrénica de varredura.
Ambas as técnicas, mostraram o mesmo perfil para os compostos utilizados quando

imobilizados na superficie do eletrodo.

4.3 Caracterizacdo Termogravimétrica para ECV/IMWCNT/PEI/AuNPs/4-
NTP

A andlise termogravimétrica, assim como as microscopias, foi utilizada para
comprovar o processo adsortivo dos compostos para formacdo da monocamada
auto-organizada. Nesta técnica foram verificadas as estabilidades térmicas para
cada etapa de modificacdo frente a seus perfis de decomposicéo térmica. Assim
como, foram investigados os perfis de estabilidade térmica dos padrdes puros de
cada composto utilizado na modificacédo do eletrodo.

Dessa forma, foram averiguados os padrdes de Nanotubos de carbono de
paredes multiplas, polietilenoimina, nanoparticulas de ouro e do 4-nitrotiofenol, bem
como as etapas de modificagdo 1- MWCNT; 2- MWCNT/PEI; 3- MWCNT/PEI/AuNPs;
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4- MWCNT/PEI/AuNPs/4-NTP. Para este estudo, foi utilizado um eletrodo impresso
de material carbonidceo uma vez que o objetivo era comprovar a adsor¢ao frente as
interacOes dos compostos utilizados, e ndo seria viavel utilizar o eletrodo de carbono
vitreo para obtencéo dos termogramas. Ressaltando-se que as diferencas de energia
envolvidas em relag&o aos dois tipos de eletrodos nao compromete a avaliagéo das
interagdes intermoleculares que ocorrem entre 0s compostos utilizados.

Para obtencdo dos termogramas dos padrfes puros, as amostras foram
adicionadas diretamente em um cadinho e levadas ao forno em um suporte
interligado a uma balanca analitica. Em seguida a temperatura e outros parametros
foram selecionados e a andlise iniciada.

Ja para a andlise de cada etapa de modificacdo, os eletrodos impressos
foram inicialmente modificados e em seguida adicionados individualmente ao
cadinho e levados ao forno.

Os termogramas a seguir mostram os perfis de perda de massa, bem como a
representacdo da primeira derivada (DTG) da curva obtida pelo TG, na qual as
perdas de massa observadas sdo calculadas e substituidas por picos de forma a
deixar os fenbmenos visualmente mais acessiveis facilitando a identificacdo dos
processos ocorridos em cada amostra. Inicialmente € mostrado através da Figura 29

a curva de TG e sua primeira derivada (DTG) para o eletrodo impresso de carbono.

Figura 29 - Termograma para o eletrodo impresso de carbono sem modificagéo.
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Fonte: Autora desta dissertacéo, 2018.



64

A Figura 30 mostra a curva obtida pelo TG e sua primeira derivada. No
termograma para o nanotubos de carbono é possivel perceber dois estagios de
perda de massa, assim como verificado no eletrodo impresso utilizado como base.
Isto justifica-se por se tratar da mesma espécie quimica. Logo, como verificado no
termograma anterior, a primeira perda de massa se inicia partir de 450 ° C e continua
até uma temperatura de aproximadamente 550 °C e a segunda iniciando em 800 °C.
A primeira perda de massa esta relacionada apenas a matéria carbonosa amorfa na
qual ocorre geralmente na faixa de temperatura de 200-400 °C e a segunda ao
carbono que ocorre em temperaturas mais elevadas. Entretanto, as temperaturas
indicadas podem alterar-se a depender da atmosfera utilizada, da taxa de
aquecimento e presenca de catalisador especificos (GAJEWSKI et al.,2003).

Figura 30 - (a) Termograma referente a degradacdo de MWCNT numa taxa de

aguecimento de 20° /min (b) Primeira derivada
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Fonte: Autora desta dissertacéo, 2018.

A figura 31 mostra o perfil de decomposicao térmica e sua primeira derivada,
para o polimero polietilenoimina (PEI) na qual acontece em quatro estagios de perda
de massa. O primeiro estagio ocorre numa temperatura de aproximadamente
110 °C referente a perda de éagua (desidratacdo); o segundo estagio numa
temperatura de 140 °C relacionado apenas a decomposi¢cao das aminas superficiais

(aminas primarias); e os dois ultimos estagios numa faixa de temperatura de
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400-450 °C que corresponde aos demais grupos aminas dispersos na estrutura do
polimero. Os dados obtidos para o polimero corroboram com os estudos de Dantas

(2016).

Figura 31 - Termograma referente a decomposi¢cdo do PElI numa taxa de aguecimento

de 10° /min e sua primeira derivada
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Fonte: Autora desta dissertacéo, 2018.

A partir da figura 32 que reporta o perfil de perda de massa e DTG para as
nanoparticulas de ouro, é possivel verificar apenas um estagio de perda de massa na
temperatura de aproximadamente 190 °C. A alta perda de massa é devido a
desidratacdo que pode ser atribuida a higroscopicidade das nanoparticulas de ouro.
Além disso, a necessidade de baixas temperaturas para sua decomposi¢ao térmica

caracteriza-se por tratar-se de uma amostra inorganica (SILVA, 2015).
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BN

Figura 32 - Termograma referente a decomposicdo de AuNPs numa taxa de

aguecimento de 10° /min e sua primeira derivada.
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Fonte: Autora desta dissertagcéo, 2018

A figura 33 concerne na andlise de perda de massa e DTG para o
nitrocomposto 4-nitrotiofenol. E possivel verificar que ocorrem dois processos de
perda de massa numa faixa de temperatura de 210-300 °C. A temperatura de
aproximadamente 225 °C é tipica para as vaporizacbes dos grupos presentes no
nitrocomposto (CORDEIRO, 2017). No que concerne ao segundo estagio de perda
de massa na qual ocorreu em temperatura de 300 °C, este pode estar relacionado a

alguma impureza presente no cadinho.
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Figura 33 - Termograma referente a decomposicdo de 4-NTP numa taxa de

aguecimento de 10° /min e sua primeira derivada
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Fonte: Autora desta dissertacéo, 2018.

A partir dos termogramas obtidos para cada padréo, foram verificados os perfis
de estabilidade térmica dos eletrodos impressos modificados frente a cada etapa de
modificacdo até a finalizacdo do sensor. Com isso, a Figura 34 reporta os plots de
cada termograma obtido, comparados ao perfil do eletrodo impresso sem modificacéo.
Através da figura é possivel averiguar inicialmente que os cinco termogramas obtidos
apresentam o mesmo perfil térmico com dois estagios de perda de massa ocorrendo
na faixa de temperatura de 450 a 880 °C.

Em vermelho tém-se o termograma referente ao eletrodo impresso sem
modificacdo, na qual apresenta maior perfil de perda de massa quando comparado
aos demais. Em preto, constata-se que apesar do perfil ser o mesmo, o percentual em
massa decomposto a partir do eletrodo modificado com MWCNT foi menor,
caracteristica que comprova que o material esta confinado na superficie do eletrodo
de tal forma a dificultar o processo de decomposi¢cao do material.

Ainda para o termograma em preto, é possivel verificar que o percentual de

perda de massa € préximo ao valor obtido no branco, justamente por se tratar do
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mesmo composto e por ter apenas uma camada sobre a superficie do eletrodo. J&
para o termograma demonstrado em azul que reporta a modificacdo do eletrodo com
MWCNT/PEI é percebido que o perfil de perda de massa diminuiu bastante quando
comparado ao eletrodo sem modificacdo, confirmando uma maior estabilidade da
monocamada proveniente da interagdo entre os nanotubos de carbono e o
polietilenoimina e pela presenca de mais uma camada sobre a superficie.

No termograma em verde referente a modificacdo com MWCNT/PEI/AuNPs, é
possivel observar o menor perfil de perda de massa, isso pode ser justificado insercao
de mais uma camada sobre a superficie do eletrodo e principalmente pela forte
interacdo de carater eletrostatico entre o polietilenoimina e as nanoparticulas de ouro
0 que aumenta a estabilidade da monocamada e dificulta significativamente as perdas
de massa frente as espécies confinadas na superficie do eletrodo.

Ja em rosa é reportado um termograma para a ultima etapa de modificacéo do
eletrodo com MWCNT/PEI/AuNPs/4-NTP, na qual percebe-se que o perfil de perda de
massa aumenta quando comparado a terceira etapa de modificacdo
MWCNT/PEI/AUNPs. Apesar de ter mais uma etapa sobre a superficie do eletrodo de
forma a dificultar a decomposicéo do material, o perfil observado pode ser proveniente
da ligacdo covalente entre o 4-nitrotiofenol e as nanoparticulas de ouro na qual € mais
fraca quando comparada a interacdo eletrostatica entre o PEI/AUNPs o que torna
menos estavel.

Os perfis idénticos dos termogramas supracitados, confirma satisfatoriamente
que todas as espécies utilizadas nas quatro etapas de modificacdo para a formacéo
da monocamada estdo confinadas na superficie do eletrodo, além disso, com

caracteristica de excelente estabilidade.
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Figura 34 - Plots de termogramas obtidos para cada etapa de modificacédo do eletrodo
impresso de nanotubos de carbono com MWCNT/PEI/AuNPs/4-NTP.
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A Figura 35 reporta as DTG obtidas para cada padréo utilizado na modificacéo
e para cada etapa de modificacdo do eletrodo impresso com MWCNT/PEI/AuNPs
/4-NTP. Para efeito comparativo, na figura sédo utilizadas as DTG, pois 0s picos agudos
permitem distinguir claramente uma sucessédo de reagdes que muitas vezes nao
podem ser distinguidas nas curvas TG.

No intervalo de temperatura até 490 °C é possivel observar as variacdes de
massa para os quatro padrdes isoladamente. Por seguinte, a partir de 500 °C para 0s
padrées confinados na superficie do eletrodo apds o procedimento de modificacdo do
eletrodo.

Como os perfis dos padrées apresentam caracteristica totalmente diferentes do
observado nos plots para cada etapa de modificagdo, fica comprovado a formacéo da
monocamada auto-organizada sobre a superficie do eletrodo. Pois, as espécies
utilizadas demonstraram alta afinidade quimica entre eles de tal forma que foram
capazes de se adsorver sobre a superficie do eletrodo de forma altamente estavel.

Dessa forma, a partir da figura 35 pode-se afirmar que os dados obtidos pela
técnica termogravimétrica corroboram com os resultados obtidos por microscopia
eletrbnica de varredura, assim como, por microscopia de forca atbmica, na qual
observa-se diferencas expressivas no que concerne as trés técnicas, a cada etapa de

modifica¢ao do eletrodo.
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Figura 35 - Plots dos termogramas obtidos para cada padréo utilizado na modificacao
e para cada etapa de modificac&do do eletrodo impresso de nanotubos de carbono com

MWCNT/PEI/AUNPS/4-NTP.
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Fonte: Autora desta dissertacéo, 2018.
4.4 Caracterizacao eletroquimica do ECV/IMWCNT/PEI/AuNPs/4-NTP

Inicialmente, medidas usando a técnica de voltametria ciclica, foram realizadas
com o objetivo de estudar o comportamento eletroquimico da plataforma (4-NO2TP).
Dessa forma, a espécie eletroativa hidroxilamina tiofenol (4-NHOHTP) foi eletrogerada
in situ a partir da reducdo irreversivel do grupo nitro (R-NO2) derivada do
4-nitrotiofenol. A reacdo ocorreu apoés varredura na faixa de potencial de 0,2V a -1V
vs. Ag/AgCl, em solucdo tampéo fosfato 0,1 mol L (pH 7,0) e velocidade de varredura
de potencial v=0,02 V s2.

O processo de eletrorreducdo do grupo nitro do mediador confinado na
superficie do eletrodo foi realizada em meio neutro, com potencial de pico de reducao
Eired = 0,6 V vs. Ag/AgCl na qual gerou a espécie (4-NHOHTP). A espécie gerada
pdde ser oxidada reversivelmente ao nitrosotiofenol (4-NOTP), e com isso, obteve-se
o par (4-NHOHTP) / (4-NOTP) como observado na Figura 36. Adicionalmente ao pico
de reducéo do grupo nitro obtido a partir da varredura na faixa de potencial de 0,2 V a
-1 V vs. Ag/AgCl, é verificado também um outro pico no Eired = -0,7 V vs. Ag/AgCl
que pode ser atribuido a reducéo de 6éxido de ouro (SANTHIAGO et al., 2010).
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Figura 36 - Voltamogramas ciclicos obtidos da primeira a terceira varredura para um
ECV/MWCNT/PEI/NPAuUs/4-NTP, v = 0,02 V s™. Einicial = 0,2 V e Ex =-1,0 V, varredura no
sentido catédico. Condi¢c6es empregadas: solucdo tampéo fosfato 0,1 mol L, pH 7,0.
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Fonte: Autora desta dissertacéo, 2018.

Através das figuras 37 e 38, € possivel compreender que o mecanismo
envolvido na reducdo irreversivel do grupo nitro € via quatro elétrons e quatro prétons.
Ja para obtencao do par reversivel (4-NHOHNTP) / (4-NOFN) é via dois elétrons e
dois prétons. Tal mecanismo ja foi proposto anteriormente por outros pesquisadores
(MANO e KUHN, 2001a; MUNTEANU et al.,2004; LIMA et al., 2008a; LIMA et al.,
2009; SANTHIAGO et al., 2010).
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Figura 37- Reducédo do grupo nitro para hidroxilamina
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Fonte: CORDEIRO, 2017

Figura 38 - Obtencéo do par redox reversivel (4-NHOHTP) / (4-NOTP)
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Fonte: Autora desta dissertacéo, 2018

Posteriormente ao processo de ativagdo do grupo nitro, uma faixa de potencial
foi selecionada (-0,3 a 0,4 V vs Ag/AgCI) fazendo-se uso das mesmas condi¢des
empregadas anteriormente conforme Figura 39, para que fossem estudadas as
caracteristicas cinéticas do ECV/MWCNT/PEI/AuNPs/4-NTP. O estudo foi realizado

por voltametria ciclica.



73

Figura 39 - Voltamograma ciclico referente a restricdo de faixa de potencial para um
ECV/MWCNT/PEI/NPAus/4-NTP, v = 0,005 V s™. Einicial =-0,3 V e Efinal = 0,4 V, varredura
no sentido anddico. Condicdes empregadas: solugdo tampéo fosfato 0,1 mol L, pH 7,0.
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Fonte: Autora desta dissertacéo, 2018.

A partir dos voltamogramas ciclicos representativos obtidos para o
ECV/IMWCNT/PEI/AuNPs/4-NTP para varias velocidades de varredura de potencial
(5-35 mV s?) é possivel observar picos voltamétricos persistentes e bem definidos
conforme Figura 40. Além disso, conforme figura 41, o grafico de corrente Ip vs
velocidade de varredura de potencial demonstra dependéncia linear, o que permite
concluir que o processo redox para o par NHOHTP) / (4-NOTP) expde caracteristicas
de espécies confinadas na superficie do eletrodo.

O voltamograma mostrado exibe as velocidades de (5-35 mV s), entretanto,
as medidas foram realizadas até a velocidade 1 V/s. Com isso, foi possivel verificar
que para velocidades de varredura acima de 200 mV s ocorre um aumento na
separacédo dos picos de oxidacdo e reducao indicando uma limitacdo de cinética de

transferéncia de carga.



74

Figura 40 - Efeito das velocidades de varredura de potecial na voltametria ciclica para
ECV/MWCNT/PEI/AuNPs/4-NTP 0,1 molL L* PBS apH 7,0 a 5, 10, 15, 20, 25, 30 e 35 mV
s-L
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Fonte: Autora desta dissertacéo, 2018.

Figura 41 - Variagdo da corrente de pico anddica Ipa vs. v ECV/MWCNT/PEI/AuNPs/4-
NTP
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Fonte: Autora desta dissertacéo, 2018.
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A Figura 42 reporta o estudo do valor de pH para o eletrélito de suporte
utilizado a partir de uma variacdo de 5 a 8. E possivel observar intensidades de
correntes mais baixas em meio mais acido (5-6), ja para pH = 7,0, verifica-se uma
resposta analitica maxima, justificando maior sensibilidade da plataforma ao meio
neutro. Para os valores de pH (7,5-8,0) ocorre diminui¢do na intensidade das correntes
de pico, e observa-se também deslocamento dos potenciais de pico para potenciais

menos positivos.

Figura 42 - Efeito do pH na voltametria ciclica para ECV/MWCNT/PEI/AuNPs/4-NTP a
0,1 molL Lt PBS. (Valores de pH de 5 a 8).
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Fonte: Autora desta dissertacéo, 2018.

4.5 Oxidagéo eletrocatalitica  do L-AscH2 a  partir do
ECV/IMWCNT/PEI/AuNPs/4-NTP

ApoOs a realizagao da ativagao in situ do grupo nitro confinado na superficie do
eletrodo modificado, varios ensaios foram realizados afim de se estudar a atividade
eletrocatalitica do ECV/IMWCNT/PEI/NPAus/4-NTP em presenga do acido ascorbico.

A figura 43, mostra voltamogramas ciclicos realizados no sentido anodico para
0 ECV/IMWCNT/PEI/NPAus/4-NTP obtidos em solucdo tampéao fosfato 0,1 mol L*
e pH = 7, na auséncia e presenca de L-AscH2 0,2 mmol L com Einicia = -0,3 V €
Efinai= 0,4 V vs. Ag/AgCI.
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Na auséncia de L-AscHz, é observado um par redox de picos bem definidos
provenientes das espécies4-NHOHTP / 4-NOTP (Figura 43- a). Apoés adicao de
L-AscH2, é verificado a partir das (figuras 43 b - e), um aumento significativo da
corrente de pico anddica (Ipa), enquanto que nenhuma corrente catoddica (Ipc) é
observada no sentido reverso de varredura. Este fenbmeno esta relacionado a reacéo
de reducdo da espécie 4-NOTP a partir do L-AscHz e formagdo de NHOHTP. Com
isso, € compreendido um efeito eletrocatalitico eficiente. O potencial de pico catalitico

€ observado em 150 mV versus Ag/AgCI.

Figura 43 - Voltamogramas obtidos a partir ECV/IMWCNT/PEI/AUNPS/4-NTP em
diferentes concentragdes de L-AscH; (a) 0,1 mM AA (b) 0,2 mM de AA (c) 0,3 mM de
AA (d) 0,4mM de AA (e) 0,7 mM de AA. Realizados em solucgédo tampé&o PBS pH =7,0 a
0,005V s-1
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Fonte: Autora desta dissertacéo, 2018.

Para fins comparativos e comprovacdo da eficiéncia do mediador redox
utiizado para eletrocatalise do analito estudado, sob as mesmas condi¢des
experimentais, diferentes ensaios ciclicos foram realizados para o eletrodo de carbono
vitreo sem modificagdo, assim como, para as demais etapas de modificacdo do
eletrodo sem o mediador. Como verificado que o potencial de pico catalitico é

observado em 150 mV para o eletrodo modificado com o mediador redox, e
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aproximadamente 300 mV para ele ndo modificado, dessa forma, é alcancada uma
diminuicao do sobrepotencial de 150 mV.
A oxidacao irreversivel do acido ascorbico acontece conforme verificado

Figura 44. Inicialmente o mecanismo mostra a reacéo de oxidac&o do acido ascorbico
(quando em solucdo) a ascorbato, com a perda de um préton e um elétron. Em
seguida, mostra o0 processo reversivel entre as espécies hidroxilamina e nitroso
advindas do substituinte nitro no mediador redox 4-nitrotiofenol, na qual as reacoes
de oxidacéo e reducdo ocorrem por um processo de perda e ganho de dois prétons e
dois elétrons conforme mostrado anteriormente

Para a oxidacdo da espécie ascorbato a rota preferivel € via hidreto a partir da
espécie nitrosotiofenol devido a presenca da carga positiva parcial no nitrogénio do
grupo NO. A rota via hidreto ja foi anteriormente reportada por Lima (2009) e Siskos
& colaboradores (2001).

Figura 44 - Mecanismo proposto para a rea¢do de oxidacdo do Acido ascorbico
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Fonte: Autora desta dissertacéo, 2018.
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4.6 Caracterizacdo Analitica do sensor para L-AscH2

Com intuito de tracar as figuras méritos para o sensor desenvolvido, foram
realizados ensaios com deteccfes amperométricas. O método baseia-se na aplicacao
de varios degraus de potencial-tempo que acompanha o processo analitico
sequencial, conforme Figura 45 (LIMA, 2009).

De acordo com o amperograma abaixo, € percebido que a medida que séo
adicionadas aliquotas de acido ascorbico ao sistema, a concentracdo aumenta, assim

como a intensidade da corrente, demonstrando uma correlagéo linear.

Figura 45 - Amperograma obtido a partir ECV/MWCNT/PEI/AuNPs/4-NTP em diferentes
concentragdes de L-AscH: realizado em solugdo tampéo PBS pH = 7,0.
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Fonte: Autora desta dissertacéo, 2018.

O coeficiente de correlacdo linear obtido foi de R=0,99798, conforme
verificado na figura 46. O sensor apresentou uma faixa de resposta linear
(2-12 pmol L1), limite de deteccdo (0,6 pumol L7), quantificacdo (2 umol L?) e
sensibilidade (2,8 x 102 pA L mol).
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Figura 46 - Curva analitica para eletrodo modificado ECV/IMWCNT/PEI/AUNPs/4-NTP.
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Fonte: Autora desta dissertacéo, 2018.

A partir da tabela 4, é possivel comparar os resultados obtidos neste trabalho
com dados ja reportados na literatura para trés mediadores nitroaromaticos frente ao
processo de deteccdo do acido ascorbico. LIMA, 2009; COSTA, 2016 e JUNIOR,
2016, obtiveram valores de potencial de oxidacdo mais baixos quando comparado a
este trabalho, no entanto, o limite de deteccdo para o mediador 4-Nitrotiofenol é
bastante promissor quando comparado aos demais nitrocompostos. Ainda,
LIMA, 2009, obteve um limite de quantificacdo de 5,5 umol L utilizando o mediador
4-Nitroftalonitrila, enquanto que o LQ encontrado neste trabalho foi bem menor, no

valor de 2,0 pmol L2,
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Tabela 4 - Comparacéo de nitroaromaticos utilizados como mediadores na detecc¢éo de
Acido ascorbico.

MEDIADOR REDOX LD (umolL%)  LQ (umolL?)  E(V)  REFERENCIA

4-Nitroftalonitrila 1,6 55 0,10 LIMA,2009
Polinitroindol 1,9 - 0,10 COSTA, 2016
Nitroanilina 9,84 - -0,008 JUNIOR,2016
4-Nitrotiofenol 0.6 2,0 0,15 Este trabalho, 2018

Fonte: Autora desta dissertagéo, 2018.

4.7 Estabilidade, Repetibilidade e tempo de vida do
ECV/IMWCNT/PEI/AuUNPs/4-NTP

ApoOs o procedimento de modificacdo do eletrodo com as monocamadas
auto-organizadas e a ativacao da fase sensora, a estabilidade do eletrodo foi avaliada
em solucdo tampao fosfato 0,1 mol L pH = 7,0 a partir de adicbes sucessivas de
acido ascérbico com monitoramento do (Al) por cronoampemetria. Apos 50 ciclos,
nenhuma mudanca significativa foi observada nas respostas amperométricas do
sensor desenvolvido.

A estabilidade da plataforma provavelmente esta relacionada as fortes
interacbes entre as espécies envolvidas na modificacdo do eletrodo, como as
interagdes -1 nos MWCNT com a superficie do eletrodo, forte poder de adesé&o do
PEI as AuNPs a partir de interagcfes eletrostaticas, assim como, a forte ligagdo S-Au.

Quanto a repetibilidade, a mesma foi verificada através de uma série de
5 sensores desenvolvidos e testados nas mesmas condi¢cdes e em dias diferentes, 0os
quais apresentaram respostas para o acido ascérbico com desvio menor que 5,0 %.

O eletrodo foi modificado e armazenado a temperatura ambiente. Quando
utilizado, ap6s um intervalo de 3 a 4 semanas, o eletrodo ndo apresentou mudancas

significativas, o que demonstra tempo de vida util favoravel.
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5 CONCLUSAO

O sensor proposto neste trabalho, (ECV/IMWCNT/PEI/AUNPS/4-NTP),
demonstrou a eficiéncia do novo mediador redox 4-nitrotiofenol (4-NTP) junto as
nanoparticulas de ouro (AuNPs) utilizados no procedimento de formacdo de
monocamadas auto-organizadas de tidis para estudo da oxidacao eletrocatalitica do
acido ascorbico.

A eficiéncia do mediador foi evidenciada pela possibilidade de reducédo
preliminar do grupo nitro presente em sua estrutura molecular. A ativagéo in situ, gerou
um par redox hidroxilamina/nitroso (4-NHOHTP/4-NOTP), o qual apresentou atividade
eletrocatalitica para o analito uma vez que mediou signicativamente a transferéncia
de elétrons e mostrou que o sensor é estavel, robusto e sensivel.

Diferentes técnicas de caracterizacdo tais como as microscopia eletrénica de
varredura e de forca atdbmica, assim como, a termogravimétrica, podem ser
consideradas fundamentais para identificar as monocamadas auto-organizadas, uma
vez que permite a comprovacao de que os compostos quimicos utilizados estdo de
fato adsorvidos na superficie do eletrodo.

No que concerne a parametros analiticos, o dispositivo apresentou limite de
deteccgdo (LD) de 0,6 pumol L e limite de quantificagdo (LQ) de 2, 0 umol L* para o
L-AscH2. Estes resultados foram comparados com outros ja reportados na literatura
demonstrou concordancia entre eles, cujo valor obtido é superior a varios dispositivos
reportados.

Além disso, 0 sensor apresentou uma boa estabilidade e tempo de vida Uutil
favoravel.

Dessa forma, as monocamadas auto-organizadas utilizando o mediador
(4-NTP), apresenta-se como alternativa promissora para o desenvolvimento de
sensores para o acido ascorbico, com capacidade de detectar e quantificar o analito

em diferentes amostras de interesse.
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PERSPECTIVAS

Realizar estudo de interferentes;
Aplicar o sensor desenvolvido em amostras reais;

Produzir e publicar um artigo a partir dos dados obtidos.
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