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RESUMO

Ao longo do tempo, o uso exagerado de corantes de cabelo, em forma
geral, tem apresentado um grande crescimento, e dessa forma os compostos
utilizados nessas formulagbes comerciais tem apresentado interesse, devido a que
alguns deles possuem propriedades mutagénicas e carcinogénicas. Entre os
corantes que se estudam encontra-se a 2-nitro-p-fenilenodiamina e a 4-nitro-o-
fenilenodiamina, que s&o os utilizados nas formulagbes comerciais de corantes
semipermanentes.

O presente trabalho explora metodologias para a construgdo de sensores
que apresentem sensibilidade e seletividade suficientes para a detecgcdo de
analitos utilizados na industria cosmética de tintura para cabelo. O sensor para o
corante 2-nitro-p-fenilenodiamina, que apresentou resultados mais promissores, foi
construido usando uma superficie de ouro nano-estruturado, modificado com
monocamadas de mercaptopropanossulfonato de sédio (MPS), para obter uma
superficie com carga negativa, seguido das etapas de formagédo das multicamadas
de quitosana, dodecil sulfonato de sodio (SDS) e ftalocianina de niquel (TsNiPc)
obtidos pela técnica layer-by-layer (LBL) em forma alternada. A partir da
otimizagcado dos parametros, como pH (3,5), numero de multicamadas (n = 10) e
eletrélito suporte (tamp&o Britton-Robinson 0,1 mol L") foram escolhidas
condi¢cbes para obter o melhor desempenho do sensor. A resposta do sensor foi
avaliada em batelada por voltametria de onda quadrada, e em fluxo por
amperometria, obtendo limites de detecgdo de 1,2 umol L' e 1,3 pmol L7,
respectivamente. Na aplicagcao do sensor, o valor de recuperagcdao do corante em
agua de torneira propositalmente contaminada foi de 97%, e o valor encontrado
em uma amostra comercial mostrou um erro de 4,5% em relagdo ao valor de

referéncia.

Palavras-chave: Ouro nano-estruturado, layer-by-layer, monocamadas auto-

arranjadas, 2-nitro-p-fenilenodiamina e 4-nitro-o-fenilenodiamina.



ABSTRACT

Due to the indiscriminate use of hair dyes generally has shown a tremendous growth for a
long time. The compounds used in their formulations have shown commercial interest,
because some of these hair dyes have mutagenic and carcinogenic properties. Among
these dyes that we studied are the 2-nitro-p-phenylenediamine and 4-nitro-o-
phenylenediamine, which are used in commercial formulations as semi-permanent hair
dye. The present work explores methods to build sensors that have sufficient sensitivity
and selectivity for the detection of analytes used in the cosmetic industry for hair dyes. The
sensor for the 2-nitro-p-phenylenediamine, shows more promising results, which was
constructed using a nanostructured gold surface modified with monolayers of sodium
mercaptopropanossulfonato (MPS) to obtain a surface with a negative charge, followed by
the steps for the formation of multilayer with chitosan, sodium dodecyl sulphonate (SDS),
and nickel phthalocyanine (TsNiPc) obtained by the technical layer-by-layer (LBL) in
alternating fashion. Some parameters such as pH (3.5), number of multilayers (n = 10) and
supporting electrolyte (Britton-Robinson buffer 0.1 mol L™), were optimized to obtain the
best performance of the sensor. The sensor response was evaluated in batch by Square
Wave Voltammetry and flow injection analysis, obtaining a detection limit of
1.2 ymol L™ and 1.3 pmol L " respectively. For the application of sensors, the recovery of
the analyte in a sample of tap water contaminated on the purpose was 97%, and the value

found in a commercial sample showed an error of 4.5% in relation to the reference value.

Keywords: Nanostructured gold, layer-by-layer, self-assembled monolayer, 2-nitro-p-

phenylendiamine, 4-nitro-o- phenylendiamine.
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Capitulo 1



1 INTRODUGAO

No mercado, existem disponiveis varios tipos de produtos para coloragdo dos
cabelos, que variam desde simples shampoos até as mais complexas tinturas. Estes
produtos serdo muitas vezes descritos como sendo de "Nivel 3" em particular para os
corantes de oxidacdo ou permanentes [1]. Adicionalmente, deve ser destacado que
atualmente a demanda tem aumentado tanto que além do publico feminino, muitos destes
produtos tém sido direcionados para o mercado masculino e adolescente, ambos em
crescente expansdo [2]. E de se esperar que com o aumento do uso destes produtos
cosmeéticos, a quantidade de rejeitos langados ao ambiente produzidos por seu uso
também tenha aumentado, e pesquisas no sentido de avaliar os efeitos destes corantes
no meio ambiente tem sido intensificadas, principalmente nas areas de degradacéao,

avaliacao da toxicidade e de identificacdo e quantificagéo.

1.1 Fisiologia e anatomia do cabelo

O cabelo é um tecido complexo, cuja estrutura e biologia sdo apenas parcialmente
compreendidas. Ndo € uma fibora homogénea, mas €& constituido por células
queratinizadas, coladas pelo complexo de membrana célular que, juntos, formam trés
estruturas concéntricas: a cuticula, cértex e a medula (Figura 1a) [3]. O cabelo se origina
a partir do foliculo capilar (Figura 1b) localizado 3 - 5 mm abaixo da superficie da pele. O
foliculo de cabelo é rodeado por um sistema capilar rico que proporciona o crescimento do
cabelo, com o material metabdlico necessario. O centro de germinagdo em torno do bulbo
capilar, papila, é formado por células da matriz (queratindcitos e melandcitos) presentes

na membrana basal.
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Figura 1. Estrutura e componentes do fio do cabelo humano humano: (a) Formagdo de cabelo em um
foliculo de células da matriz sobre a membrana basal ao eixo do cabelo maduro. (b) Os melandcitos sobre a
membrana basal do cértex sintetizam melanina nos melanossomas, que sao descarregados em vesiculas
em queratindcitos por um mecanismo exocitotico. Ali, as membranas das vesiculas e melanosomas séo

digeridos e continuam a ser os pigmentos de melanina (c). Figura retirada da referéncia [3].

A cor do cabelo é produzida pelos melandcitos localizados na camada basal em
contato com a membrana basal (Figura 1c). Melandcitos produzem pigmentos de
melanina nos melanossomas e tém dendritos longos que penetram nos queratinocitos
vizinhos e nas vesiculas de descarga dos melanossomas.

O ciclo de crescimento do cabelo é composto pelas etapas anagena (crescimento
ativo), catagena (transicao) e teldégena (repouso) (Figura 2). O comprimento individual de
cabelo depende da duracédo da etapa e a taxa de crescimento. Os valores médios para
estas etapas sao 4 — 8 anos, algumas semanas e 4 — 6 meses, respectivamente. O
crescimento do cabelo no couro cabeludo varia em média de 0,6 — 1,4 cm por més [4].

Porém, existem diferengas significativas tanto nas propor¢des anagena/telégena do
cabelo e taxa de crescimento em varios sitios anatdmicos; ambos os parametros sao
dependentes de raca, sexo, idade e estado de saude. Em um determinado momento,
aproximadamente 85% do cabelo no couro cabeludo de adultos esta na fase de

crescimento (anagena), com os 15% restantes na fase de repouso, telégena.
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Figura 2. Fases do crescimento do cabelo. extraido da referéncia [5].

Nos Estados Unidos, a Food and Drug Administration (FDA) é o érgao responsavel
pelo controle de qualidade dos produtos cosméticos [6]. Ja a Franca adotou o sistema de
Cosmetovigilancia para garantir a qualidade e seguranga dos produtos comercializados no
Pais [7]. No Brasil, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) é o érgéao
nacional competente que atua na vigilancia sanitaria do setor de cosméticos. A legislacao
tem sido adaptada as exigéncias do MERCOSUL, da Unido Europeia e demais paises,
nao so para facilitar os processos de importacdo e exportacdo de produtos cosmeticos,
como também, para garantir maior margem de segurancga ao uso desses produtos. Assim
a partir de 31 de dezembro de 2005, obrigou-se a implementacdo do sistema de
Cosmetovigilancia em todas as empresas fabricantes e/ou importadoras de Produtos de
Higiene Pessoal, Cosméticos e Perfumes [8].

O sistema de Cosmetovigilancia foi criado para facilitar a comunicacéo, sobre
problemas decorrentes do uso, defeitos de qualidade ou efeitos indesejaveis dos produtos
a que se refere e também para melhorar o acesso do consumidor as informagdes sobre
esses produtos. Através do sistema de Cosmetovigilancia, as empresas fabricantes e/ou
importadoras de produtos cosméticos deverao ter registro de todos os relatos feitos pelos
consumidores em relagdo a problemas causados por cosméticos, e avalia-los. A partir

dessa avaliagcdo devem ser tomadas medidas com o intuito de garantir a qualidade e
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seguranga do produto em questdo. No caso de situagdes que impliquem em risco a saude

do usuario, as empresas deverao notificar a ANVISA sobre o relato [9].

1.2 Produtos cosméticos
De acordo com a definigdo da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA)

2003, cosmeéticos, produtos de higiene e perfumes sao: “Preparagbes constituidas por

substancias naturais ou sintéticas de uso externo nas diversas partes do corpo humano, tais como pele,
sistema capilar, unhas, labios, 6rgéos genitais externos, dentes e membranas mucosas da cavidade oral,

com o objetivo exclusivo ou principal de limpa-los, perfuma-los, alterar sua aparéncia, corrigir odores
corporais, protegé-los ou manté-los em bom estado” [10].

Os produtos denominados cosméticos sao aqueles produtos para uso externo,
destinados a protegcdo ou ao embelezamento das diferentes partes do corpo, tais como
pos-faciais, talcos, cremes de beleza, creme para as maos e similares, mascaras faciais,
logdes de beleza, solugdes leitosas, cremosas e adstringentes, logbes para as maos,
bases de maquilagem e Oleos cosméticos, blushes, batons, lapis labiais, protetores
solares, bronzeadores, rimeis, sombras, delineadores, tinturas capilares, agentes
clareadores de cabelos, preparados para ondular e para alisar cabelos, fixadores de
cabelos, laqués, brilhantinas e similares, locbes capilares, depilatérios e epilatérios,
preparados para unhas e outros [11].

O mercado mundial de cosméticos e perfumes movimentou 454,1 bilhdes de ddlares
em 2013, apresentado um crescimento de 1,7% ao ano anterior. Os Estados Unidos,
maior consumidor desses produtos apresentaram um crescimento de 1,8%, enquanto
paises como Brasil, que se recuperou apés uma queda do crescimento, em 2011 teve um
crescimento de 18%, no entanto sem crescimento em 2012. Porém, em 2013, o setor
brasileiro de higiene pessoal, perfumaria e cosméticos faturou mais de 43 bilhdes de
dolares, registrando um crescimento percentual entre os dez maiores mercados do
mundo. Atualmente, o Brasil detém 9,5% do mercado global, contra 9,7% da China e
16,1% dos Estados Unidos. Os trés primeiros colocados séo seguidos pelo Japéao (8,6%),
Alemanha (4,2%), Reino Unido (3,7%), Franga (3,7%), Russia (3,1%), Italia (2,7%) e
México (2,4%). Na América Latina o Brasil é lider do mercado de produtos cosmeéticos
[12].
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O consumo de produtos cosméticos no Brasil aumenta a cada ano e diante desse
mercado em ascensdo, as industrias estdo constantemente desenvolvendo novos
produtos e processos e, por iISso mesmo, seus componentes devem ser seguros, de modo
a nao oferecer riscos a saude dos consumidores. Dessa forma, os sistemas de
Cosmetovigilancia e Controle de Qualidade de tais produtos sdo extremamente
importantes para garantir a qualidade e a seguranga dos produtos disponiveis ao

consumidor.

1.3 Tinturas Capilares

O uso das tinturas capilares nos remonta no minimo, 4.000 anos atras. Os primeiros
registros de uso estdo no Egito, onde foram encontradas mumias egipcias com o cabelo
colorido com henna. No Império Romano, pentes de chumbo mergulhados no vinagre
eram utilizados para escurecer cabelos grisalhos. A partir do século XVII, surgiram
inumeras receitas e livros sobre cosméticos. Nessa época, comegaram também a surgir
os profissionais da cosmética e suas prescrigdes incluiam, com frequéncia, banhos de
vinho ou de leite nos cabelos [13]. Hoje, milhdes de pessoas utilizam tinturas capilares.
Muitos produtos e técnicas estdo disponiveis, e a composicdo depende do tipo de

coloragao.

1.3.1 Classificacao das tinturas capilares

As formulagdes comerciais de coloragao para cabelo podem ser classificadas em
permanentes, semipermanentes e temporarias. Os produtos de coloragdo permanente
sdo formulados com uma base precursora e com uma base oxidante (exemplo peréxido
ou surfactantes) que contém o precursor do acoplador da cor. Este tipo de tintura é
formado no ato da coloragao. O acoplador precursor consiste em surfactantes, compostos
alcalinos, precursores, agente redutor e agua (Tabelas 1 e 2). Ja que o perdxido é instavel
em solucdo alcalina, o acoplador precursor e o oxidante tém que ser armazenados em

separado [14].
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Tabela N° 1: Composicao de tinturas permanentes da base precursora [14].

% Massa de cada componente para uma dada cor
Componente Marrom Marrom
Vermelho Preto
escuro claro
Dodecil benzeno sulfonato a 50% (v/v) 14,0 14,0 14,0 14,0
Cocodietanolamida 9,0 9,0 9,0 9,0
Neodol 91 - 2,5 6,0 6,0 6,0 6,0
NH,OH 6,0 6,0 6,0 6,0
Na,SO3 0,3 0,3 0,3 0,3
p-fenilenodiamina 0,4 -- -- 0,4
o-aminofenol 0,3 0,4 -- 0,2
p-aminofenol -- -- 0,4 --
4-metil-5-aminofenol -- -- 0,4 --
m-aminofenol -- -- -- 0,2
Agua 64,0 63,9 63,9 63,9

Tabela N° 2: Composic¢ao de tinturas permanentes da base oxidante.

Componente Massa (%)
H,0, a 30% (v/v) 50,0
Dodecil benzeno sulfonato a 50% (v/v) 33,0
Acido fosférico 1,0
Agua 16,0

Produtos de coloragdao semipermanentes de cabelo ndo requerem qualquer
mistura ou peroxido. A formulagdo consiste de solventes, surfactantes, corante,
fragrancia, regulador de pH (compostos acidos ou alcalinos). Os solventes mais utilizados
sdo agua e glicois ou derivados de glicol. Os tipos de corantes utilizados sé&o derivados de
aminas aromaticas neutras, de aminas nitro aromaticas ou derivados de antraquinona.
Os corantes podem ser classificados como mono-, di-, ou tri-nucleares, dependendo do
numero de anéis no corante. Estudos tém mostrado que tinturas de cabelo constituidas
por corantes mononucleares de baixa massa molar tém uma maior taxa de enxague,

liberando uma maior quantidade de substancias poluentes ao meio ambiente. Ja corantes
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de ordem maior, com massas molares mais elevadas, sdo capazes de atingir a posigao
mais profunda do cabelo e permite uma cor mais duradoura.

Formulagdes de coloragao temporaria sao constituidas por uma mistura de aditivos
como surfactante, regulador de pH e corantes. Estes produtos estdo disponiveis nas
formas de géis, mousses e sprays, e podem ser facilmente removidas do cabelo apds

uma ou varias lavagens, devido a que ndo apresentam amoénia na sua composigao.

1.4 Revisao bibliografica dos compostos 2-nitro-p-fenilenodiamina (2NPPD) e 4-
nitro-o-fenilenodiamina (4NOPD)
Os compostos 2-nitro-p-fenilenodiamina e 4-nitro-o-fenilenodiamina sdo compostos
que podem ser considerados dentro da classificagdo de corantes semipermanentes ou

tinturas semipermanentes [15].

H,N
H,N 2

NH
NO, 2

NO
NH, 2

Figura 3: Estrutura quimica dos analitos 2-nitro-p-fenilenodiamina e 4-nitro-o-fenilenodiamina.

No entanto, em 1976 Kirklan e Venitt [16] reportaram a atividade mutagénica de
ambos compostos, comprovando que a Z2-nitro-p-fenilenodiamina causa maior dano
cromossOmico em bactérias que o composto 4-nitro-o-fenilenodiamina. Ambos compostos
tém sido reportados como potentes mutagénicos em bactérias, e estudos tém mostrado
que tinturas contendo 2NPPD e 4NOPD s&o carcinogénicas para ratos [17- 18].

Yourick et al. [19], realizaram um estudo in vifro para medir a absor¢céo e
metabolismo de 2NPPD em pele humana e em rato, comparando os resultados com
estudos prévios [20], os ensaios indicaram que 2NPPD penetra rapidamente, tanto na
pele humana como na pele de rato. Os trabalhos foram realizados sob condigdes que
simulam as condi¢cbes normais de utilizacdo do consumidor, aproximadamente 5 — 10%
para o 2NPPD.
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Devido ao crescimento da industria cosmética e em especial o das tinturas de cabelo
no mundo inteiro o volume de efluentes contendo estes contaminantes emergentes tem
aumentado exponencialmente nos ultimos anos. Em relagdo aos corantes de cabelo
estatisticas mostram que aproximadamente 35% das mulheres e 10% dos homens na
Europa, Japdo e Estados Unidos usam tinturas de cabelo. Entretanto, ainda séo
desconhecidos detalhes sobre a toxicidade e/ou genotoxicidade destes compostos e seus
derivados, e por tal razdo estudos visando elucidar seus efeitos desfavoraveis ao meio
ambiente tém atraido muito a atencdo. A utilizacdo de determinadas substancias
cosméticas ja é proibida em formulagdes de acordo com o anexo |l da Diretiva dos
Cosméticos da UE [21], considerando suas propriedades toxicologicas e/ou
carcinogénicas.

Nesse sentido, sensores altamente seletivos e sensiveis podem ajudar no controle
ambiental desses poluentes emergentes. Esses dispositivos podem ser sensores
eletroquimicos, dentre os quais destacam-se os sensores biomiméticos, que podem ser
definidos como um subtipo de “biossensores enzimaticos”, nos quais o eletrodo é
modificado com uma substancia redox com estrutura analoga ao sitio ativo de alguma
enzima tomada como modelo [22].

Os sensores biomiméticos sdo uma nova estratégia experimental que tem sido
usada para obter sensores amperométricos mais estaveis e duradouros que os
biossensores convencionais que possuem como base materiais bioldgicos. Estes
dispositivos visam vencer as limitacbes dos biossensores enzimaticos tais como
disponibilidade, custo e instabilidade das enzimas assim como promover uma melhora na
transferéncia eletronica entre eletrodo/sitio ativo (complexo redox) substrato, desde que
nos sensores biomiméticos o “sitio ativo” encontra-se descoberto, diferente do que
acontece nas enzimas, onde o sitio ativo encontra-se rodeado pela densa camada de
aminoacidos residuais [23].

Pensando nisto, este trabalho visa o desenvolvimento de sensores biomiméticos
sensiveis e seletivos para determinagdo de corantes semipermanentes de cabelo. Para
conferir seletividade aos sensores serdo usados catalisadores biomiméticos que imitem o
sitio ativo da enzima P450, que catalisa muitas reagdes biologicamente importantes nos
organismos, dentre elas degradacdo de pesticidas e xenobidticos, assim como
metabolizagdo de farmacos [24]. Para aumentar a sensibilidade dos sensores, os mesmos

serdo preparados sobre superficies de ouro nano estruturados, com a finalidade de
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aumentar a area superficial do eletrodo base, melhorar a transferéncia eletronica e

subsequentemente melhorar a atividade eletrocatalitica do sistema.

1.5 Eletrodos quimicamente modificados

Funcionalizar eletrodos ou modificar as superficies com filmes seletivos € uma das
formas mais comuns, nos dias atuais, para estudos eletroanaliticos em areas como
biotecnologia, medicina, engenharia, quimica, entre outras [25-26]. Isso ocorre, pois uma
das principais possibilidades de aplicacdo desses filmes € na transducdo de sinais
derivados de moléculas alvo, por exemplo, em biossensores amperométricos (Figura 4)
[27].

Existem diferentes métodos para a formacao de filmes finos na superficie de

suportes, que serdo detalhadas a seguir.

1.5.1 Recobrimento por secagem (drop casting)

E o processo que consiste no depdsito de uma gota de solugdo na superficie do
eletrodo (ou suporte) e posterior evaporagdo do solvente de forma espontanea (a
temperatura ambiente). A desvantagem deste tipo de recobrimento € que ela nao
consegue atingir toda a superficie do eletrodo de forma homogénea, tal como se mostra

na Figura 5.

L b, Composto
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o
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&
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Figura 4: Esquema do comportamento de um eletrodo modificado na transdugao da sinal amperométrico.
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Figura 5: Esquema do processo de formacgao de filmes pelo metodo recobrimento por secagem.

1.5.2 Recobrimento por imersao (dip coating)

O processo no qual o substrato a ser modificado (eletrodo) é mergulhado na
solugao e depois retirado a uma velocidade controlada, é chamado de dip coating. Este
processo consegue formar filmes homogéneos e pode ser realizado manualmente. Dentre
suas vantagens se encontram, a ndo necessidade de equipamento sofisticado, como no
caso da sping coating, e é muito utilizado na formagao de filmes pelas técnicas Lagmuir-

Blodgett (LB), layer-by-layer (LBL) e monocamadas auto-organizadas (SAM).

I Puxar

Espessura

uniforme
ar

ar

Solugdo
Solugdo

Figura 6: Esquema do processo de formagéo de filmes pelo método de imerséo.
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1.5.3 Recobrimento por rotagao (spin coating)

E um método comum para a producdo de filmes finos uniformes sobre superficies
planas. A evaporacdo do solvente da dispersdo pode ser acelerada por spin-coating.
Neste processo, uma quantidade excessiva de suspensao € colocada sobre a superficie
do equipamento e, a seguir é aplicada uma rotagao a velocidade elevada em torno do eixo
perpendicular ao plano do substrato, a fim de espalhar o fluido homogeneamente usando
a forga centrifuga gerada. Devido a aceleragao centrifuga, a maior parte da suspensao é
arremessada para fora da borda do substrato, deixando uma pelicula fina de particulas,
apo6s a evaporacao do liquido na superficie.

O processo spin-coating pode ser dividido nas quatro fases mostradas na Figura 7; a
deposigao, os estados de giro spin up e spin off, e a evaporagao que ocorre durante todo

O processo.

\ | %
m - %ﬁ %

Deposicio Spin Up

-

|/

Spin Off Evaporacio

Figura 7: Etapas do processo de formacao de filmes pelo metodo de spin coating. Adaptado da referéncia
[28].

Peliculas finas de diferentes espessuras podem ser depositadas por spin coating,
onde a espessura da pelicula pode ser estimada como sendo inversamente proporcional a
raiz quadrada da velocidade de centrifugagcédo. Entretanto, com o aumento da espessura
do revestimento, torna-se mais dificil encontrar uma mistura de solvente/soluto que seque
antes de chegar a borda do substrato. Por esta razdo, filmes mais grossos s&o
ocasionalmente formados pela sobreposicdo de varios filmes finos, oferecendo

revestimentos mais homogéneos.
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1.6 Técnicas para formagao de filmes

1.6.1 Filmes Langmuir-Blodgett

A técnica de Langmuir-Blodgett (LB), uma das técnicas mais antigas para formagao
de filmes, baseia-se nas propriedades particulares que possuem algumas moléculas
organicas, chamadas de anfifilicas, tais como surfactantes, lipideos, fosfolipidios ou
glicolipideos de se orientar em uma interface ar/agua para minimizar a energia livre e
formar uma monocamada insoluvel chamada de filme de Langmuir. Os materiais
anfifilicos s&o compostos por duas regides moléculares distintas: uma cabega hidrofilica
que é facilmente soluvel em agua, e uma cauda hidrofébica, que é soluvel em solventes

nao polares (Figura 8).

\ Cauda

Hidrofébica

Cabeca
Hidrofilica

Figura 8: Estrutura de moléculas anfifilicas na interface agua—ar do filme de Langmuir. Adaptado da

referéncia [29].

O procedimento seguinte para a formacdo do filme em um substrato metalico
(mostrado na Figura 9) consiste em: (i) no espalhamento das moléculas anfifilicas em
solucao (dispersao), (ii) formagao da pelicula interfacial e (iii) uma vez que a pressao de
superficie € suficientemente elevada para assegurar a coesdo lateral na pelicula
interfacial, ocorre a imersao do substrato sélido na solugao, e a monocamada de flutuagao
pode ser transferida, como um “tapete” da superficie da agua sobre uma placa de

"substrato” soélido.
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1. Dispersao

2. Compressao

3. Transferéncia

Figura 9: Esquema da formagéao de filmes Langmuir-Blodgett. Adaptado da referéncia [29].

1.6.2 Monocamadas auto-organizadas (SAM)

A formagcdo de monocamadas auto-organizadas (SAM: Self Assembled
Monolayers) em suportes sélidos € uma técnica mais nova do que a técnica de LB, que é
considerada uma técnica classica. Ha 20 anos que o uso de SAM vem crescendo, devido
as vantagens que oferece em comparagdo com o método classico, principalmente pela
simplicidade do procedimento de formacéo.

Denominam-se monocamadas auto-organizadas (SAM) as estruturas moleculares
ordenadas, que se obtém pela adsorcdo espontanea de certos tipos de moléculas
organicas, a partir de um meio gasoso ou liquido, sobre a superficie de sdlidos (ouro,
prata, etc.) ou liquidos (mercurio) [30]. Durante o processo de auto-organizagdo estas
moléculas se organizam em estruturas complexas com um menor numero de graus de
liberdade. Este processo esta governado pela interagdo entre a superficie e algum atomo
da molécula, que normalmente forma uma ligagdo covalente com o suporte sélido, e por
forgas de van der Walls entre as moléculas adsorvidas [31].

Nas moléculas que formam as monocamadas auto-organizadas pode-se distinguir
trés partes importantes: a cabeca, que possui afinidade pelo substrato formando
geralmente uma ligagao covalente, um exemplo é formado entre o Au e S; a cauda, que
atua como espacador ou uma ponte intermolecular entre o eletrodo metalico e a solucéo,

e cujas interacbes laterais dao estabilidade e um melhor empacotamento da
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monocamada; e o grupo funcional terminal que se encontra em contato com a dissolugao
e vai fornecer as propriedades da superficie da monocamada (Figura 10).

Devido a que o processo de auto-organizacao € termodinamicamente controlado,
se considera que SAM sé&o estruturas altamente organizadas, e que se formam com o
menor numero possivel de defeitos controlando certos parametros na formacao das
mesmas. No entanto, as SAM’s apresentam estruturas muito mais complicadas do que os
simples ordenamentos assumidos (Figura 11). As causas dos defeitos nas SAM’s sao
intrinsecas e extrinsecas. O ultimo é devido a fatores externos, tais como a lavagem do
substrato, métodos de preparacéo e a pureza das solugdes de adsorcao. A intrinseca, no
entanto, é devida a natureza da prépria organizagdo da monocamada, tal como um

comportamento dindmico do sistema complexo.

Lm Grupo Terminal

Cauda

OGO GO Cabeca

‘ Eletrodo \

Figura 10: Partes das moléculas na formagado de SAM. Adaptado de referéncia [32]
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Figura 11: Alguns defeitos extrinsecos e intrinsecos na formag¢ao de SAM. Adaptado da referéncia [33].

1.6.3 Filmes montados através da técnica LBL (/ayer-by-Ilayer)

A técnica de obtencdo de filmes finos de polieletrélitos foi primeiramente descrita
por ller em 1966 [34]. No entanto, no inicio de 1990, o método ganhou bastante atencéo
ap6s Decher [35] desenvolver o processo de formacao de filmes finos por deposicao
alternada de polieletrdlitos carregados positivamente e negativamente sobre uma
superficie também eletrostaticamente carregada (Figura 12). Este procedimento foi
denominado técnica de montagem camada por camada (LBL), e desde entédo, centenas
de artigos publicados acerca de filmes de multicamadas de polieletrélitos (PEMU) feitas
pelo método LBL. A técnica de montagem LBL fornece-nos baixo custo, alta
reprodutibilidade, ambientalmente amigavel, e robusta para construir filmes finos de
espessura que pode variar entre alguns nandmetros a micrometros, que podem ser
usados em diferentes tipos de aplicagdes, desde eletrénicas a bioeletrbnicas, para a
melhora da superficie de dispositivos elétricos [36-37], separadores idnicos [38], liberagcao

controlada de farmacos [39], corrosao [40] e sensores [41].
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Figura 12: Representagdo esquematica da formagédo de multicamadas pela técnica LBL em uma superficie

carregada. Adaptado da referéncia [42].

A técnica LBL, ao contrario das técnicas comuns (tais como deposi¢do no vacuo,
deposigao Langmuir-Blodgett, SAM, entre outras) tem poucas limitacdes, a diferengca das
outras técnicas, que s6 trabalham em alguns tipos de materiais e em condigcdes
especificas. Por outro lado, a técnica LBL permite usar uma ampla gama de polieletrélitos,
tais como polimeros [39], DNA [43] e corantes [44]. O procedimento é realizado em
condicbes ambientais e ndo precisa de equipamentos especiais, € nem de condi¢cdes a

vacuo.

1.6.3.1 Polieletrélitos

Os polimeros sdo macromoléculas de alta massa molar, que contém na sua
estrutura unidades repetitivas [45]. Eles tém sido estudados ao longo do tempo em
diversas areas, tais como eletrénica, plasticos, etc. Polimeros que apresentam cargas nas
unidades repetitivas sdo chamados de polieletrdlitos. Polieletrélitos com carga positiva sdo

chamados de polications, polieletrélitos com carga negativa sdo chamados de polianions,
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e polieletrolitos com carga positiva e negativa sdo chamados de polizwiteridnicos (Figura
13).
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Figura 13: Estrutura quimica de alguns polieletrolitos mais utilizados poli(hidrocloreto de allilamina) (a),
poli(cloreto de dialilmetilamdnio) (b), poli(acido estireno sulfonico)(c) e poli(acido acrilico) (d)
[42]

Quando um polieletrélito € dissolvido em agua ou em algum solvente polar, ele
adquire um numero grande de cargas distribuidas ao longo da cadeia polimérica. Os
polieletrélitos sdo nomeados de fortes quando estdo completamente dissociados,
independente do pH da solugao, e fracos quando se encontram parcialmente ionizados,
similarmente com o que ocorre na classificacdo de eletrolitos fortes e fracos.

A conformacao do polieletrolito em solucdo dependera da forga idnica do solvente,
da concentragdo do polieletrélito e da carga do polimero. Em uma solugdo com forga
idbnica fraca, as cargas tendem a ficar livres do efeito do contra-ion do solvente, e sentem
a repulsao entre as unidades repetitivas do outro polieletrélito. Em uma solugdo com forga
ibnica forte, as cargas do polieletrélito estdo ocultas e a interagdo repulsiva entre os
grupos carregados diminui, adotando uma estrutura conformacional mais flexivel (Figura
14).

34



Figura 14: Representagdo esquematica de um polieletrolito em uma solugdo com forga ionica fraca

(esquerda) e forte (direita). Adaptado da referéncia [42].

1.6.3.2 Mecanismo de crescimento das camadas

As aplicagdes de multicamadas de polieletrdlito tém crescido exponencialmente,
embora ainda exista pouca explicagao cientifica do que ocorre no campo de preparagao
de multicamadas de polieletrélitos, no que diz respeito ao mecanismo de crescimento
destes filmes, composicdo do polieletrélito e conformagdo. Por tal razéo, diferentes
trabalhos tém-se focado no estudo do mecanismo de crescimento dos polieletrélitos em
superficies carregadas [46].

Acredita-se que a interacdo entre os grupos com cargas opostas das cadeias de
polieletrélito € principalmente eletrostatica, o que resulta numa estrutura ibnicamente
reticulada. A formacado das multicamadas de polieletrélitos ocorre provavelmente, pela

perda de agua e de contra ions na solugao, tal como se mostra na Figura 15.
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Figura 15: Representacédo da associa¢do entropicamente conduzida entre cadeias de polieletrdlito negativas
e positivas acompanhadas pela liberagdo de agua e contraions mediante complexacéo.
Adaptado da referéncia [42].

Existem dois mecanismos propostos que explicam o crescimento de multicamadas
de polieletrélitos, o crescimento linear onde o incremento da espessura constante é
observado com a deposi¢cao das camadas [47-48], e o crescimento exponencial onde pelo
menos um polieletrélito difunde-se a través do filme [46]. O crescimento linear foi
observado em polieletrdlitos ionizados fortemente e totalmente carregados, onde a
formacgao de uma ligagao eletrostatica entre as cadeias do polieletrdlito com carga oposta
€ entrdpica e cineticamente favorecida, levando a interdifusdo limitada entre ambos os
polieletrolitos. O crescimento exponencial foi observado em filmes arranjados de
polieletrélitos fracos, tais como poli(acido glutdmico), poli(L-lisina) e acido hialurénico [49].

Muitos estudos tém sido realizados para explicar o crescimento de acumulagao dos
polieletrdlitos, tais como a distribuicdo de carga da massa para a superficie, a quantidade
de interpenetracdo do polieletrélito, e o incremento de espessura com o numero de

camadas [46].
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1.7 Técnicas eletroquimicas

1.7.1 Voltametria ciclica.

A polarizagdo potenciodinamica ciclica mais conhecida como voltametria ciclica é
uma técnica experimental fundamental em eletroquimica, sendo uma das principais
ferramentas para o estudo de processos eletrédicos.

Na voltametria ciclica (VC) é aplicada ao sistema uma variagao linear do potencial,
a partir de um potencial inicial (E1) até um valor final (E;), apés o qual o sentido da
varredura é invertido, sendo o efeito total do estimulo da forma de uma onda triangular.

Em cada momento, o potencial aplicado, responde a seguinte equagéo (1):

E=E; £+ vt (D
Onde v ¢é a velocidade de variacdo do potencial com o tempo, 3E/6t, e € conhecida como
velocidade de varredura. Ei, no sentido de varredura direta é o E1 e na varredura reversa
€ o E».

Na Figura 16, se mostra a onda triangular, onde o potencial varia linearmente com
tempo (em uma determinada velocidade de varredura, v) a partir de um valor E4 para um
valor E,, entdo pode-se voltar para 0 mesmo valor inicial E4 ou outro valor E3 e assim por
diante em multiplos ciclos. A velocidade de varredura usada é geralmente entre alguns
mVs™ até 100 Vs™.

Com o estimulo anterior, é tragada a resposta da corrente do sistema em fungao do
potencial aplicado (que por sua vez, esta em fungcdo do tempo) obtendo-se o grafico de
corrente-potencial, ou voltamograma ciclico (Figura 17). A forma exata da curva depende
do tipo de processo que tem lugar no eletrodo de trabalho. Os limites de potenciais
definem as reacbes eletrédicas possiveis a ocorrer, e a velocidade de varredura de

potencial define a escala de tempo em que o processo eletroquimico vai ser examinado.
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Figura 16: Perfil do potencial em fungdo do tempo na voltametria ciclica.Estimulo da onda triangular.
Adaptado da referéncia [50].
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Figura 17 Voltamograma ciclico de uma reagao redox reversivel Fe(CN)g 1 molL"e v=50mVs™.

O equipamento necessario para a realizacdo de medidas voltamétricas € um
potenciostato com programacado de potencial. As medidas s&o realizadas em ceélulas

eletroquimicas com trés eletrodos, sendo um eletrodo de trabalho, um eletrodo de
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referéncia e um eletrodo auxiliar, ou contra-eletrodo, mergulhados em solugao contendo o

analito e eletrdlito suporte.

Eletrodo de
Referéncia

Eletrodo de Trabalho Contra Eletrodo

Figura N° 18: Equipamento utilizado nas medidas de corrente em fung¢ao do potencial (potenciostato) e a

respectiva célula eletroquimica de trés eletrodos.

A voltametria ciclica é frequentemente a primeira técnica utilizada em um estudo
eletroanalitico, sendo largamente empregada como critério de diagndéstico qualitativo dos
processos que ocorrem na interface. Utilizando como variaveis a velocidade de varredura
e 0s potenciais iniciais e finais, é possivel identificar processos de oxidacao, reducao e de
adsorcao/dessorcao e determinar se eles acontecem em apenas uma ou varias etapas,
ou ainda se correspondem a um processo reversivel ou irreversivel. Assim, utilizando
voltamogramas ciclicos com faixas de potencial e velocidade de varredura adequada, &
possivel obter condi¢bes reprodutiveis da superficie de uma infinidade de materiais
metalicos e ligas.

Na voltametria ciclica podem ser reconhecidos sistemas reversiveis segundo a
reacao 1:

O+ne =R (reagéo 1)

onde O e R s&o as espécies oxidadas e reduzidas soluveis, sob a analise da curva | vs E,
a corrente depende do controle cinético e do controle difusional, observando-se um
crescimento da corrente na medida em que aumenta o sobrepotencial, atingindo um pico
de corrente, quando a reagao comeca a ser controlada por difusdo. Este pico de corrente

€ um parametro caracteristico da voltametria.
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Na Figura 17 mostra-se o voltamograma ciclico obtido para uma reagao reversivel
que transfere 1e, onde a espécie eletroquimica esta em solugdo. Se o potencial for
varrido durante o intervalo em que a reacdao de oxidagdo é produzida (R — O),
inicialmente, e apds a alteracdo do potencial aplicado, a oxidacdo de R na superficie é
promovida e, portanto, a densidade de corrente anddica aumenta. Esta densidade de
correntes continua a aumentar até que a concentragdo de superficie torna-se zero e,
portanto, a reagao torna-se controlada pela difusdo. Na medida em que a concentragao de
superficie € mantida em zero, e com o tempo o fluxo da espécie oxidada para a superficie
diminui, e assim, a densidade de corrente diminui, e, desta forma tem um pico de
resposta. Para a varredura reversa, a reagao de transferéncia de elétrons no eletrodo € O
— R, de modo que a corrente muda de sinal. A corrente catddica também gerara um pico,
passando por um processo semelhante ao descrito acima.

A analise por voltametria ciclica conduz em alguns casos para certos sistemas a
obtencao de parametros termodinamicos e do coeficiente de difusao.

No caso de uma espécie que reage muito rapidamente com a superficie de um
eletrodo (caso reversivel), o potencial formal de media onda (E o) € dado pela equagao
2.

_ (Ep+Ep)

E'op=—%5"— (2)

onde E, representa o potencial da corrente de pico e os sobrescritos A e C, representam
0s processos anddicos e catddicos, respectivamente.

O coeficiente de difusao da espécie em solucéo até a superficie do eletrodo em um
dado eletrdlito, pode ser determinado a partir de graficos de corrente de pico, i, em
funcao da raiz quadrada da velocidade de varredura, v, usando a equacao de Randles-
Sevcik [51] a 298 K (equacgao 3).

i, = 2,69x105n3/2AD} *v1/2C;; (3)

onde a corrente de pico, i, € dada em Amperes; a area ativa do eletrodo, A (cm?); a
concentracdo da espécie eletroativa no seio da solucdo é C*z (mol cm™); o coeficiente de

difusao Dgr (cm®s™) e a velocidade de varredura, v (V s™).
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Em processos quase-reversiveis, a taxa de transferéncia de elétrons é insuficiente
para manter a espécie de equilibrio na interface solucao/eletrodo, entdo, a forma do
voltamograma é diferente. Em uma velocidade de varredura baixa, o sistema se comporta
como um sistema reversivel devido a que a mudanca no potencial € lenta e o sistema tem
tempo para que o material adjacente a superficie esteja em equilibrio como o potencial
aplicado. No entanto, quando a velocidade de varredura aumenta a velocidade de
transferéncia de elétrons ndo é correspondido com a velocidade de varredura, e as
concentragbes superficiais de sistema redox ndo conseguem se equilibrar. Isto é
evidenciado pelo aparecimento retardado da corrente de pico e a consequente separacao
do potencial anddico e catdédico de pico. Se o processo € completamente irreversivel
auséncia de pico é observada quando a varredura de potencial é invertida. Além disso, o

potencial de pico, E,, depende da velocidade de varredura.

1.7.2 Voltametria de onda quadrada
Esta € uma técnica de pulso que oferece vantagens como maior intensidade de
sinal, melhores resolucao do pico, medidas mais rapidas € maior sensibilidade, podendo
seu limite de detecgéo ser comparado ao de técnicas cromatograficas e espectroscopicas.
Também a corrente faradaica pode ser coletada num intervalo de tempo adequado para
diminuir a contribuicdo da corrente capacitiva. A analise de seus parametros
caracteristicos permite ainda, a avaliacdo mecanistica e cinética dos processos
eletrodicos. Nesta técnica, sdo impostos um pulso direto e um pulso inverso (Figura 19).
No primeiro é produzida uma corrente catddica i1 € no segundo uma corrente anddica, is.
No ponto 1, os elétrons fluem do eletrodo para o analito, e no ponto 2 na diregao inversa.
As correntes sdo medidas ao final dos pulsos diretos e reversos e o sinal é obtido como
uma intensidade da corrente resultante (Ai) de forma diferencial, ou seja, como as duas
correntes tém sinais opostos, sua diferenga € maior que qualquer uma das correntes em
separado. Os limites de deteccdo para esta técnica voltamétrica s3o da ordem de 107 a
10® mol L. A forma da curva de corrente vs potencial € proveniente da aplicagao de
potenciais de altura (amplitude do pulso de potencial); que varia de acordo com uma
escada de potencial, Es (incremento) e periodo t (duragéo do pulso). O perfil da variagao
de potencial com a corrente esta representado (Figura 20) e consiste na sobreposi¢cao de
uma onda quadrada a uma fungdo rampa escalonada em degraus (Figura 19). Durante
cada pulso catddico, o analito se reduz na superficie do eletrodo, e durante o pulso
anddico, o analito reduzido volta a se oxidar. O fato que se utilizem um pulso direto e
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inverso faz com que a voltametria de onda quadrada ganhe ligeiramente da voltametria de
pulso diferencial nos limites de deteccao, além do mais, que essa técnica pode chegar a

velocidades de varredura maiores do que a voltametria de pulso diferencial.
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Figura 19: Forma de aplicagéo de potencial na voltametria de onda quadrada. E,: potencial de pico; Eg:

potencial de paso, t: frequéncia. Adaptado da referéncia [52].
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Figura 20: Voltamogramas de onda quadrada em processo redox de um sistema reversivel (1); e em um

processo redox irreversivel (2). Adaptado da referéncia [52] .
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1.7.3 Cronoamperometria

A cronoamperometria consiste na aplicagcdo de um potencial fixo e o registro da
corrente em fungao do tempo, a resposta da corrente e sua variagdo € monitorada durante
um intervalo de tempo suficiente para que haja completa redugcdo ou oxidagdo do

composto estudado.

Na Figura 21, se mostra o esquema da perturbagdo de potencial aplicada ao eletrodo de

trabalho em funcéo do tempo, usada na cronoamperometria.

-
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Ez"
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Figura 21: Potencial em fungcdo do tempo para um experimento de cronoamperometria. Adaptado da

referéncia [50].
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Capitulo 2



2 OBJETIVOS

Este trabalho tem por objetivo o estudo, caracterizagao e aplicagao de sensores a
base de ouro nano-estruturado e catalisadores biomiméticos da enzima P450 para
deteccgao dos corantes 2-nitro-p-fenilenodiamina e o 4-nitro-o-fenilenodiamina, usados nas

tinturas de cabelo semipermanentes.
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3 PARTE EXPERIMENTAL

3.1 Procedimentos Experimentais e solugoes

A limpeza eletroquimica dos eletrodos de ouro foi realizada empregando
voltametria ciclica em hidréxido de sédio 0,5 mol L™ (J. T. Baker) e seguido da imersao
em alcool etilico (ACS PA Synth). Para o pré-tratamento do eletrodo de ouro foi
empregada uma solugdo tamp3o fosfato 0,1 mol L™ pH 7,0.

Para a formacdo das diferentes SAM sobre a superficie de ouro foram
empregados a cisteamina (> 98% Sigma-Aldrich) dissolvida em etanol anidro (J. T. Baker)
e mercaptossulfonato de soédio (MPS 90% Sigma-Aldrich) dissolvida em acido sulfurico
0,1 mol L™ e acido mercaptoundecandico (C11H20,S - 98% Sigma-Aldrich) dissolvida em
etanol (Sigma-Aldrich).

Para a formacdo de multicamadas LBL sobre a superficie de ouro foram
empregados a quitosana (ACS alta pureza - Sigma Aldrich) dissolvida em acido acético
(ACS PA Synth) e levado a pH 3,8, o dodecilsulfonato de sddio (Sigma Aldrich) dissolvida
em agua Milli-Q, ftalocianina tetrassulfonada de niquel (Sigma Aldrich) e ftalocianina
tetrassulfonada de ferro (Sigma Aldrich).

Para as medidas eletroquimicas foram empregadas a solugao tampao fosfato e
Britton-Robinson 0,1 mol L™, que foi preparada dissolvendo 2,48 g de &cido bdrico
(>99,5% ACS Sigma Aldrich) com 2,3 mL de &cido acético (ACS PA Synth) e 2,7 mL de
acido fosférico (85% Mallinnckrodt). A seguir, a mistura foi levada ao ultrassom por
10 min. para sua completa dissolucdo. Na preparacdo da solugdo tampao fosfato
0,1 mol L™ pH 7,0 foram empregados fosfato de sddio monobasico e dibasico fornecidos
pela Sigma.

Além dos tampdes, foram empregados ferricianeto e ferrocianeto de potassio
(Fe(CN)s>™) em concentracéo de 1,0 x 10° mol L' e KNO3 1,0 mol L™

Na preparagdo das solugbes padrdao foram empregados 2-nitro-p-
fenilenodiamina (Sigma Aldrich 90%.) e 4-nitro-o-fenilenodiamina (Sigma Aldrich 90%)
dissolvidos em agua.

As solugdes citadas foram preparadas empregando-se agua deionizada Milli-Q
(p = 18,2 MQ cm™).
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3.2 Equipamentos

As imagens topograficas para as superficies de ouro modificado foram
realizadas usando um microscopio de forca atdbmica AFM Agilent 5500, acoustic AC
mode, constante de mola (spring constants) 42 N m™ e frequéncia resonante de 320 kHz.

As analises da superficie do eletrodo de ouro foram realizadas através de
microscopia eletrénica de varredura FE-SEM de alta resolugao, equipado com fonte de
elétrons de emissao de campo, JEOL JSM 7500F.

As medidas em batelada, de voltametria ciclica, voltametria de varredura linear
e de amperometria a potencial controlado foram efetuadas em um potenciostato/
galvanostato PGSTAT 12 AUTOLAB® com software GPES 4.9.007 (“General Purpuse
Electrochemical System”) para o tratamento dos dados.

Uma célula eletroquimica de compartimento unico com volume de 10 mL foi
utilizada para as medidas, juntamente com um sistema de trés eletrodos. Foram usados
eletrodos impressos (SPE, screen printed electrodes) comerciais adquiridos da Drop
Sense® curados a baixa e alta temperaturas (AT e BT), que contém no conjunto um
eletrodo de pseudo referéncia de prata, eletrodo de trabalho (didmetro = 4 mm) e contra-
eletrodo de ouro. Também foram usados nos experimentos de tratamento de superficie do
ouro, eletrodo de referéncia comercial Ag|AgCI|KClsst da Analion® e fio de platina (Ageom =
4 cm?) como eletrodos de referéncia e auxiliar, respectivamente.

As analises em FIA foram realizadas em um potenciostato Palm Sense®
versao 4,3 usando uma célula em fluxo do tipo thin layer adquirido da DROPSENSE®

(Figura 22), construida em acrilico e sistema de iméa para fechamento da mesma.

Figura 22: Célula em fluxo da DROPSENSE® usada nas medidas em FIA.
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Empregou-se também um pH metro da marca Digital Gehaka modelo mPA
210®, para a obtencado das medidas de pH, um ultrassom modelo Ultracleaner 1850a da
Unique®, para dispersédo das solugdes e uma Balanga analitica Mettler—Toledo®, modelo

AG 245 para as pesagens dos reagentes, e dos padrdes.

3.3 Pré-tratamento do eletrodo de ouro

Neste procedimento para a nano-estruturagcdo do eletrodo de ouro foi apenas
usado o eletrodo de trabalho do SPE, um eletrodo de referéncia externo de Ag|AgCI,KClsat
e um espiral de Pt externo. Uma vez que o uso do contra-eletrodo do proprio sistema SPE
resultou na formacao de superficies ndo homogéneas e nao reprodutiveis. A conexao de
apenas o eletrodo de trabalho do sistema SPE, ocorreu conectando o terminal desse
eletrodo (1 na Figura 23) ao potenciostato usando um conector do tipo “jacaré” e deixando
livres os contatos correspondentes o referéncia e contra—eletrodo. Inicialmente foi
realizado um tratamento galvanostatico em potencial de 2 V durante 180 segundos em
tampéo fosfato (pH 7) a fim de se obter uma pelicula de 6xidos de Au. Imediatamente
depois, foi realizada uma varredura catodica em solugéo tampao fosfato 0,5 mol L™ em
pH 7, na faixa de potencial entre +2 e -0,2 V, para a redugdo do éxido de ouro,

previamente formando, e assim obter a superficie rugosa.

Eletrodo Auxiliar

Elstrodo de

trabalho

Contato \

elétrico " Eletrodo de
\ / referencia
1~ :

Figura 23 Eletrodo serigrafiado da DROPSENSE® empregado nesta dissertagao.
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3.4 Modificagao da superficie de eletrodo de ouro

Foram estudados trés diferentes compostos para a modificagdo da superficie
de ouro da Drop-Sense: a cisteamina, o acido mercaptopropanossulfonato e o acido
mercapto-undecandico. Estes trés compostos por apresentarem enxofre, se ligam ao Au
por ligacdo covalente formando a SAM. Algumas das seguintes condi¢des do
procedimento como a relagdo entre tempo e concentragdo ja foram estudadas em um

trabalho prévio [54].

3.4.1 Modificagdo com cisteamina
A modificagdo do eletrodo de ouro com cisteamina foi realizada pela imersao
(dip coating) do eletrodo de ouro em um béquer contendo 10 mL da solugdo aquosa de
cisteamina de concentracdo 2,0x102 mol L™ por um periodo de 3 horas a temperatura
ambiente. Apds o periodo de imersao, a lavagem do eletrodo foi realizada por imersao em
agua deionizada, para retirada das moléculas fisicamente adsorvidas, e a seguir, os

eletrodos foram secos com nitrogénio.

3.4.2 Modificagdo com mercaptopropanossulfonato
A modificagao do eletrodo de ouro com mercaptopropanossulfonato (MPS) foi
efetuada pela imersdo do eletrodo de ouro em 10 mL de uma solucdo de MPS
2,0 x 102 mol L™ preparada em acido sulfirico 1,0 x 10 mol L™ para evitar a oxidagéo do
enxofre. Apos o periodo de imersdo de 3 horas, a lavagem do eletrodo foi realizada por

imersao em agua deionizada.

3.4.3 Modificagao com acido mercaptoundecanoico
A modificacdo do eletrodo de ouro com mercapto-undecandico (MUA) foi
realizada pela imersédo do eletrodo de ouro em 10 mL de uma solugao etandlica de MUA
1,0 x 10™ mol L™ Ap6s o periodo de imers&o 10 horas, a lavagem do eletrodo foi realizada

por imersao em agua deionizada.
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3.5 Formacgao de multicamadas pela técnica layer-by-layer
A formagao de multicamadas pela técnica LBL sobre as SAM’s previamente
formadas, foi realizada utilizando diferentes modificadores baseados nas cargas da

superficie do ouro modificado com SAM.

3.5.1 Multicamadas sobre Au-SAM de CISTE-TsFePc-Quitosana/TsFePc

O eletrodo de Au modificado pela SAM de cisteamina (CISTE), foi imerso em
uma solugédo anibnica de ftalocianina de ferro tetrassulfonada (TsFePc) preparada em
agua na concentragao de 1,0 x 10 mol L. Apés foi lavada em agua durante 3 minutos,
em seguida foi imersa em uma solugéo catibnica de quitosana de concentragdo 1 g L
preparada em solugao aquosa (2% acido acético) a pH 3,8 durante 10 minutos, retirado e
enxaguado em agua por mais 3 minutos, e imediatamente depois imerso novamente na
solucdo anidnica de TsFePc 1,0 x 10 mol L™ durante 10 minutos. O procedimento foi

repetido por varias vezes, intercalando a quitosana e a TsFePc.

3.5.2 Multicamadas sobre Au-SAM de MPS-Quitosana/TsFePc
O eletrodo de Au modificado pela SAM de MPS foi imerso em solugao catidnica
de quitosana, como indicado no item anterior de concentragao 1 g L' durante 10 minutos,
retirado e enxaguado em agua por 3 minutos e imediatamente depois, imerso em uma
solugdo anidnica de ftalocianina de ferro tetrassulfonada (TsFePc) 1,0 x 10™ mol L™

durante 10 minutos. O procedimento foi repetido por varias vezes.

3.5.3 Multicamadas sobre Au-SAM de MPS-Quitosana/TsNiPc
O eletrodo de Au modificado pela SAM de MPS foi imerso em solugao catidnica
de quitosana de concentragdo 1 g L preparada em solugdo aquosa (2% acido acético) a
pH 3,8 durante 10 minutos, retirado e enxaguado em agua por 3 minutos e imediatamente
depois imerso em uma solugao anibnica de ftalocianina de niquel tetrassulfonada
(TsNiPc) preparada na concentragdo de 1,0 x 10 mol L™ em agua durante 10 minutos. O

procedimento foi repetido por varias vezes até atingir superficies estaveis e condutoras.
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3.5.4 Multicamadas sobre Au-SAM de MPS-Quitosana/SDS/Quitosana/TsFePc

O eletrodo de Au modificado pela SAM de MPS, foi imerso em solugao catidnica
de quitosana de concentragao 1 g L™ preparada em solugao a pH 3,8 durante 10 minutos,
retirado e enxaguado em agua por 3 minutos e imediatamente depois imerso em uma
solugédo de SDS 1% durante 10 minutos. A seguir, o eletrodo de ouro foi lavado com agua
e posteriormente imerso em uma solucédo de catidnica de quitosana 1 g L™ e depois em
uma solugdo anidnica de ftalocianina de ferro tetrassulfonada (TsFePc) preparada na
concentracdo de 1,0 x 10” mol L' em agua durante 10 minutos. O procedimento foi
repetido por varias vezes a partir de quitosana SDS até atingir superficies estaveis e

condutoras.

3.5.5 Multicamadas sobre Au-SAM de MPS-Quitosana/SDS/Quitosana/TsNiPc

O eletrodo de Au modificado pela SAM de MPS foi imerso em solugao catidnica
de quitosana de concentragao 1 g L preparada em solugdo a pH 3,8 durante 10 minutos,
retirado e enxaguado em agua por 3 minutos e imediatamente depois imerso em uma
solugéo de SDS 1% durante 10 minutos. A seguir, o eletrodo de ouro foi lavado com agua
e posteriormente imerso em uma solugao de catidnica de quitosana 1 g L™ e depois em
uma solugado anidnica de ftalocianina de niquel tetrassulfonada (TsNiPc) preparada na
concentracdo de 1,0 x 10* mol L em agua durante 10 minutos. O procedimento foi
repetido por varias vezes a partir de quitosana SDS até atingir superficies estaveis e

condutoras.

3.6 Preparo das amostras

As analises das formulagdes comerciais de corante de cabelo foram realizadas
em batelada usando amperometria para o produto comercial contendo p-fenilenodiamina,
que foi indiretamente quantificado usando o sensor a base de Au-MPS-
Quitosana/SDS/Quitosana/TsNiPc descrito no item 3.5.5.

Para isto, 1,0 g destas formulagdes foram diluidas com 30 mL de agua
deionizada e mantida sob agitagdo constante durante 30 minutos. A seguir, 20 uL desta
solugao foi transferida diretamente para a célula eletroquimica contendo 10,0 mL de
solugéo tampao BR (pH 3,5).

Amostras de agua também foram analisadas. Para tal, cinco amostras de agua

de torneira foram fortificadas com uma solugdo de 15 x10® mol L™ de 2-NPPD. A seguir,
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foram injetados 50 pL diretamente na célula eletroquimica contendo o sensor de tampao
com eletrdlito d BR 0,1 mol L™ (pH 3,5).
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Capitulo 4



4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Obtencgao e caracterizagao do ouro nano-estruturado

4.1.1 Estudos eletroquimicos do ouro

O eletrodo de ouro apresenta uma grande vantagem diante dos outros metais, pois
nao reage com o oxigénio do meio ambiente, devido a que a reagdo nao é favoravel
termodinamicamente [53].

O processo adotado para a obtencao das nanoestruturas de ouro na superficie dos
eletrodos baseia-se no diagrama de Pourbaix mostrado Figura 24 onde claramente
explica quais espécies, e em que pH sao as predominantes. Particularmente, no potencial
aplicado (2 V) e no pH de trabalho (tampéo fosfato pH 7) segundo esse diagrama tem-se

que as espécies em equilibrio sdo Au(OH)3/AuOs,.

241
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W S Au(OH),
gI 127
°
Z 08
|_
@]
& 04
5
= 0 - 0
= Au
O
2
o -04
L
o

-0.8

0 7
oH 14

Figura 24: Diagrama de Pourbaix do eletrodo de ouro a 25 °C [54].

Assim, no intuito de aumentar a area superficial dos eletrodos, a presenga destas
duas espécies permitira a obtencao de superficies mais rugosas, devido a que na redugao

destas espécies libera-se oxigénio proveniente da espécie AuO, e da solugdo de medida,
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deixando espagos (nanoestruturados) na superficie do eletrodo [55]. Permitindo assim a
formacdao de nano-estruturas que promoverao um aumento na area superficial do

eletrodo.

4.1.2 Avaliagao do tratamento do ouro no aumento da area ativa

Na Figura 25 apresenta-se a comparagao dos voltamogramas para o eletrodo
nano-estruturado (segundo proposto neste trabalho e descrito na parte experimental) e
um eletrodo sem tratamento. Nos quais o pico de reducgéo, Ec1, foi usado para o calculo

da area ativa de ambos os eletrodos, com pré-tratamento (nano-estruturado) e sem tratar.

2x10™

1x10™ - /

0

-1x10™

i/ A

-2x10™ 1 \

-3x10™ 1 —— Au nano-estruturado
—— Au sem tratar

-4x1 0-4 T T T T T T T T T T T T T
-06 -04 -0,2 0,0 0,2 0,4 0,6
E vs Ag|AgCl/V

Figura 25: Voltamogramas ciclicos de eletrodos de ouro a uma velocidade de varredura de 50 mV s em

uma solugdo KOH 0,5 mol L™.

Claramente, pode se observar que apés o tratamento eletroquimico da superficie
do ouro a area ativa mostrada pelo voltamograma é muito maior, com base no pico de
reducéo correspondente ao pB-6xido comumente usado para quantificar a area ativa destes

eletrodos.
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4.1.3 Calculo da area ativa do ouro policristalino

A area ativa do ouro policristalino foi determinada utilizando-se o método
desenvolvido por Burshtein [56]. Segundo este método, a area correspondente ao inicio
da formacao de éxidos de ouro até o minimo de Burshtein, como pode ser observado a
partir do voltamograma ciclico da Figura 26, corresponde a formagdo de uma
monocamada de O6xido de ouro sobre a superficie deste. Sendo possivel calcular a
densidade de carga (Qo) na redugdo. O minimo de Burshtein é utilizado para calcular o
potencial maximo que tem que ser atingido. Uma vez que se atingem potenciais maiores
mais oxido seria formado e consequentemente mais 6xido seria reduzido gerando um erro

no calculo de area.

2x10™

Potencial de Burshtein

390 mV /

1x10™ -

i/ A

-1x10™ 1

-2x10™ 1

‘3X1O-4 T T T T T T T T T T T T T
-0.6 -0.4 -0.2 0.0 0.2 0.4 0.6

E/V

Figura 26 Voltamograma do ouro em uma solu¢ao KOH 0,5 mol L’

Depois de obter o potencial no qual ocorre a formagcdo da primeira camada,
determinou-se Q como descrito a seguir.

A determinagcdo da carga Q para célculo da area ativa do eletrodo de ouro é
baseada na area da corrente catddica, que representa a remogdo de uma monocamada

de oxigénio da superficie. Assim a area € determinada pelas seguintes equagdes 4 e 5:
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_ 1T 50 4
Q =7z IdE (equagdo 4)

A contribuicdo capacitiva pode gerar erro no calculo da area real, devido a uma
pequena regido de acumulo de carga interfacial (zona de dupla camada elétrica). Desta
forma, deve-se integrar a regido de corrente correspondente a resposta da dupla camada

capacitiva e subtrai-la obtendo-se (equagao 5).

1 0T
Q == ;] 1dE — Qq (equagzo 5)

{3 ”

Na qual Q4 € a carga da dupla camada capacitiva e a constante “v” € uma
constante da formagdo de uma monocamada de ouro sobre a superficie de Au, 390 uC

cm?[57], resultando nos dados apresentados na Tabela 3.

Tabela N° 3: Relagao das areas ativas do eletrodo de ouro sélido e o nanoestruturado

Area do eletrodo solido de Au (cm?) | Area de Au rugoso (cm?) Razao area rugoso / area solido

0,137 2,46 18,9

Com os dados de area ativa e area geométrica (0,125 cm?) dos eletrodos, foi

possivel calcular o fator de rugosidade (equagao 6) de cada um deles.

Area Real

FR = Area Geométrica (equagéo 6)
0,137 cm? 109
~0,125cm?2

Obtendo-se os valores de 1,09 e 19,7, para os eletrodos nao tratados e tratados
respectivamente. Na literatura se relata que se o FR é mais cerca de 1 & considerado
melhor no entanto isso difere de outros autores que reportam fator de rugosidade muito

maior e maiores limites de deteccao [58].
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4.1.4 Comportamento do Au nanoestruturado em meio basico e acido.
A seguir se apresentam os voltamogramas em diferentes pH para observar o

comportamento do eletrodo nesses meios e para poder ter a faixa de resposta capacitiva.

3,0x10% 1 A Potencial B Potencial
de Burshtein 2%10° 1 de Burshtein
0,0 - s /
<
- < 0
T 3,0x10°% \ =
-2x10™
-6,0x10*
= Faixa ampla de potencial = Faixa ampla de potencial
== Faixa estreita de potencial —— Faixa estreita de potencial
T T T T T T -4x1 0.4 T T T T T T T
-0,3 0,0 0,3 0,6 0,9 1,2 -06 -04 -02 00 0,2 0,4 0,6

E vs Ag|AgCl/ V

E vs Ag|AgCl/ V

Figura 27: Voltamogramas do eletrodo de ouro pre tratado em uma solugéo de acido sulfurico 0,5 mol L (A)

e em solugédo de KOH 0,5 mol L'1(B) e o correspondente potencial de Burshtein.

Através da Figura 27A, pode-se observar o perfil voltamétrico do ouro policristalino
em meio acido, onde €& possivel visualizar durante a varredura anddica o inicio da
formacao de uma monocamada de 6xido de Au em aproximadamente 0,75 V, conforme a
reacao:

Au + H20ads=== AuO + 2H" + 2e- (reagéo 5)

Posteriormente, estes 6xidos sao reduzidos, durante a varredura catdédica, dando

origem a um pico intenso em 0,5 V, de acordo com a reagao reversa:

AuO + 2H" + 2e- Au + H,0O (reacgdo 6)

Estas caracteristicas voltamétricas apresentadas estdo de acordo com dados
previamente publicados na literatura sob condigdes acidas [59-60].
Assim também, foi avaliado o perfil voltamétrico do ouro policristalino em meio

basico (Figura 27B) onde se mostra mudanga no inicio da formagéo de 6xido de Au em

59



aproximadamente 0,1 V, e na varredura catddica, o pico de corrente muda para -0,1 V.
Nestes resultados se observa o comportamento do eletrodo em diferentes meios,

verificando que os potenciais de pico em meio acido sdo maiores.

4.1.5 Pré-tratamento do Au por aplicagao de pulsos de potencial
Foi também realizado um pré-tratamento adicional para o ouro seguindo o
procedimento criado por Perdriel e Arvia [62], posteriormente adotado por Rezai e Damiri
[61] visando aumentar a area ativa do eletrodo e comparar seu desempenho na
quantificacédo dos analitos propostos, com o eletrodo nano-estruturado proposto neste
trabalho.
Para tal, o eletrodo foi submetido a aplicacdo de potenciais de E; = 1,5V com
tempos de ciclo t;= 6 s e Ec = 0,6 V com tempo de ciclo de t; = 20s, durante 6 horas,

mostrando o procedimento (inserido) e a resposta na Figura 28.

. —— Au sem tratamento
2x107 1 —— Au modificado por pulso

01—
<
2x10*4 % =
_4x1 0'4 a i e
Tempo / s
0,0 0,2 0.4 0,6 0.8 10

E vs Ag|AgCl/V

Figura 28: Voltamograma do eletrodo de ouro pré tratado mediante pulsos de potencial em meio acido, por

cronoamperometria em E; 0,6 V durante 6 se E; 1,5V durante 20 s

Segundo este método a area superficial obtida foi de 1,944 cm?® que apresenta
um valor proximo ao obtido durante o procedimento proposto (Tabela 3). No entanto, o

procedimento para garantir esta area superficial teve de um tempo de aproximadamente
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6 horas (700 ciclos) o que seria inviavel na preparagao de sensores. Adicionalmente, além
deste método, existem muitos outros reportados na literatura que empregam tempos
maiores para obter superficies rugosas e atingirem superficies com maior fator de
rugosidade [62]. Mostrando que 0 método proposto para a obtengdo do Au de alta area
superficial nano-estruturado € mais vantajoso em relagdo daqueles apresentados na

literatura.

4.1.6 Perfil de resposta eletroquimico do sistema SPE

Como foi mencionado no procedimento experimental, visando obter eletrodos nano-
estruturados reprodutiveis, o pré—tratamento do eletrodo de ouro foi realizado com
eletrodos externos de AQ|AgCI|KClss: e fio de platina como eletrodos de referéncia e
contra-eletrodo respectivamente. Entretanto, para avaliar o uso do sistema SPE, o mesmo
foi testado sob as condicbes antes avaliadas para o sistema de trés eletrodos
convencional e os resultados obtidos sao mostrados na Figura 29.

Basicamente, a diferenga entre o uso dos eletrodos externos e o SPE foi na
mudanca dos potenciais de pico e na largura do pico catddico. O primeiro fato € devido a
diferenga no potencial padrao dos eletrodos de referéncia. Ja a largura do pico catédico,
pode se explicar devido a limitagdo da reagao pelo contraeletrodo devido que a area do
eletrodo nano estruturado poderia ser maior do que o contraeletrodo. No entanto, a area
ativa calculada em ambos os casos, foi proxima. Desta forma, os estudos posteriores

puderam ser realizados usando os trés eletrodos do proprio sistema SPE.
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Figura 29: Voltamograma de ouro em uma solugéo KOH 0,5 mol L™ em célula eletroquimica convencional de

3 eletrodos e em célula eletroquimica com SPE.

4.1.7 Caracterizagao morfolégica do eletrodo de ouro nano-estruturado

Nas Figuras 30A e 30B mostram-se as analises superficiais dos eletrodos de
ouro nano-estruturado e sodlido, respectivamente. Pode-se observar que o ouro nano-
estruturado (Figura 30A) apresentam alta rugosidade, e portanto maior area ativa, do que
um eletrodo de ouro sem tratamento (Figura 30B). desta forma, espera-se que a

sensibilidade para a detec¢gdo do composto alvo também seja maior.
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Figura 30: Microscopias eletrénicas de varredura dos eletrodos de ouro nano-estruturado (A) e sem pré-

tratamento (B).

A Figura 31 mostra a microscopia de forca atdbmica (AFM) onde se observa que a

superficie de ouro apresenta uma superficie altamente rugosa (Figura 31A) e homogénea

(Figura 31B), mostrando através destas imagens, que foi possivel a obtengdo de

superficie altamente rugosa com grande numero de sitios disponiveis para a adsorg¢ao de

espécies devido a essas “imperfeigdes”.

18 nm

0nm

y: 1.00 ym

4088nm

18.0nm

14.0
12.0
10.0
8.0
6.0
4.0

20
03

Figura 31: Microscopias de forga atdbmica do ouro nanoestruturado.(A) Vista lateral e (B) Vista de cima.
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4.2 Estudo das monocamadas auto-organizadas de ouro (SAM)

O mecanismo pelo qual ocorre a quimissor¢gao de enxofre no ouro € apresentado

na Figura 32 [55].

(a) (b)
Oxid/Red. HS—R
>

Gcld Electrode

Figura 32: Esquema da formagdo de monocamadas auto-organizadas de tiol na superficie do eletrodo de

ouro nanoestruturado.

De acordo com o que é observado, esse processo de quimissorgao pode ser
dividido em duas etapas. A primeira ocorre quando o enxofre se adsorve na superficie do
eletrodo de ouro num meio aquoso ou etandico. Na segunda etapa, em meio alcalino,
ocorre a desprotonacdo do enxofre com a subsequente formacédo da ligacdo RS-Au

segundo a reagao 7.

R-S-H + Aul > R-S—-Au"-Auy, + %HZ (reagdo 7)

Para avaliar a formagcdo de monocamadas na superficie do eletrodo foi registrado
um voltamograma que mostra a resposta do eletrodo de ouro com SAM na presenga da
sonda redox [Fe(CN)s]*’*. Na Figura 34 observa-se que os voltamogramas de Au e Au-
MPS s&o quase idénticos havendo uma diferenga pouco significativa nos potenciais de
pico anddico e catddico indicando que a superficie do eletrodo possui boa condutividade e
consequentemente ocorre transferéncia de elétrons na superficie do eletrodo, isto pode

ser explicado devido a que a monocamada formada nao esta totalmente compacta nem

homogénea.
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A literatura relata que existe uma relagcdo da eficiéncia na formacdo de
monocamadas com o numero de carbonos do tiol usado [53], o qual explica-se pelas
forcas de van der Walls muito fracas existentes, que fazem que a monocamada fique nao
homogénea, no caso de menor quantidade de atomos de carbono (Figura 33). Isto pode
ser claramente verificado na Figura 34, onde a monocamada formada por acido
mercaptoundecandico (MUA) apresenta um perfil completamente diferente dos outros

dois.

H ~
HaN~ >3 S0 ONa

Cisteamina

MUA )J\

HSCH2(CH»)sCHy~  OH

Figura 33 Estruturas quimicas dos tidis usados neste trabalho

No caso do eletrodo de ouro modificado com monocamada de MUA, o
voltamograma obtido apresenta menor intensidade de corrente indicando que a superficie
do ouro foi “bloqueada” pela SAM de MUA. Uma vez que, neste caso o rearranjo da
monocamada é mais favorecido, devido a que as interacbes de van der Walls entre as
cadeias de hidrocarbonetos (11 C vs 3 para MPS ou 2 para CISTE) do tiol € mais forte,
formando assim, monocamadas mais compactas e que bloqueiam a transferéncia

eletrénica na superficie do ouro-SAM.
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Figura 34: Voltamogramas de eletrodos de ouro pre-tratada e com dois diferentes tiéis em uma solucéo
eletrolitica de KNO3 1 mol L™ contendo 1,0 x 10 mol L™ Fe(CN)s>™*.

No entanto, a formacdo da monocamada nao foi 100% eficiente, uma vez que,
ainda observam-se os picos correspondentes a sonda redox empregada (Figura 34). E
isto pode ser explicado devido ao fator de rugosidade do Au, o qual € um parametro muito
importante que tem sido problema de discussdo no estudo cinético da formagao de
monocamadas.

Alguns autores [63-64] mencionam que para a formacdo de monocamadas é
preciso que o FR seja proximo a unidade. No entanto, existem trabalhos [58] que mostram
que valores para o FR muito maiores (por exemplo, 60) permitem obter resultados
analiticos satisfatorios com limites de detecgdo menores. Desta forma, pode-se concluir
que o FR é um parametro importante na formagao de monocamadas, e que dependera do
sistema eletroquimico, e da caracteristica da monocamada, uma vez que mesmo que o
FR seja 1 para moléculas com uma cadeia de hidrocarbonetos curta, o empacotamento

da monocamada n&o é de tudo compacta.
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Como mencionado anteriormente, o esquema da Figura 35 mostra que se a
monocamada formada ndo €& homogénea formam-se espagos pelos quais pode—se

transferir elétrons da solugao a superficie.

Fe(CN)g3/+
O

\ _o 0 Q
= \ o) \ (0]
O/S O/S/ o/s/
Substrato

Figura 35: Esquema da transferéncia eletronnica em uma solucdo de ferri—-ferro com moncamadas nao

compactas.

Outros parametros para otimizacdo da formagao das monocamadas de tiol sobre a
superficie do ouro nano-estruturado foram estudados com a finalidade de se obter
superficies estaveis e reprodutiveis. Para tal, foram selecionados dois tidis que
apresentam terminagdes diferentes, grupo amino e grupo sulfonato e cuja estrutura é
dependente do pH. A selegdo ocorreu principalmente, visando avaliar a influéncia do
tamanho da cadeia organica do tiol, bem como a capacidade de interagir com o0s
polieletrélitos escolhidos para serem usados na preparagao do sensor.

O solvente utilizado para a preparagao da solugao da SAM foi agua devido ao fato
de dissolver com eficiéncia os tidis utilizados. O tempo de formagcdo das monocamadas foi
baseado na literatura [53], a qual sugere, através de estudos de impedéancia, que um

periodo de 3 horas melhora o empacotamento das monocamadas auto-arranjadas [65].

67



Para ter uma ideia da grandeza do recobrimento da superficie, aproveitou-se a
propriedade que possuem os tiolatos em dessorver do ouro em potenciais
negativos [66-67]. O potencial de dessorcdo depende do tamanho da cadeia carbdnica do

tiol, da cristalinidade da superficie, e dos grupos funcionais terminais do tiol.

Assim, nas Figuras 36 e 37, observa-se que ambas apresentam mais de um pico
de reducédo, os quais podem ser atribuidos a dessorc¢ao do tiol. Uma vez que segundo a
teoria da reducao dessortiva, representada pela reagao 7, este fenbmeno é realizado via
um processo mono-eletrénico, ou seja, ndo explica o aparecimento de mais de um pico de
reducdo [68]. O aparecimento dos picos pode ser provavelmente explicado devido a
cristanilidade do ouro (Au policristalino que possui diferentes planos cristalograficos) e
defeitos da superficie metélica do ouro. Na Figura 36A se apresentam os picos de
redugdo a um potencial mais negativo, enquanto que em superficies com maior
rugosidade (Figura 36B) observa-se um leve desvio para potenciais menos negativos, isso
pode ser atribuido as propriedades eletrocataliticas inserida no Au pelas nanoestruturas

[69,70], no entanto isso tera que ser confirmada pela densidade de corrente.

Para comprovar se aqueles picos de dessorgao correspondiam ao tiol em
diferentes planos cristalograficos como relata na literatura [71], € necessario realizar os
experimentos em Au com orientagao preferéncial. No entanto, a orientacdo preferéncial
para certos planos é instavel, uma vez que ao realizar a varredura eles mudam para outro
plano mais estavel, e assim nao foi possivel evidenciar o relatado. Entretanto, com os
resultados mostrados nas Figuras 36 e 37, fica evidente que os picos de redugéo

correspondem aos bem relatados tidis.

68



1x10°

04
< -1x10°
~~
T 2x10°

. —— Au-MPS :

-3x10°1 - - Au -3x107°+

42 09 -06 -03 00
ESPE/V

Figura 36: Voltamograma das monocamadas auto-arranjadas de 3-mercapto-1-propanossulfonato de
sédio (MPS) suportadas em superficie de ouro sélido (A) e de ouro nano-estruturado (B)

realizadas em KOH 0,5 mol L™ a uma velocidade de varredura de 50 mV s™ .

Adicionalmente, visando avaliar a influéncia da rugosidade na formacédo das
monocamadas de MPS no Au sélido (Figura 36A) € no AUnanc-estruturado (Figura 36B)
pode-se observar que a nano-estruturagdo do ouro praticamente ndo afeta seu perfil
voltamétrico, assim como na dessorg¢ao do tiol. Contudo, pode-se observar um ganho
em relacao a transferéncia eletronica, a qual € muito mais favorecida no Aunano-estruturado-

Adicionalmente ao analisar os eletrodos com SAM de CISTE (Figura 37A e 37B),
pode-se observar que na presencga do tiol ha uma mudanga acentuada entre ambas as
superficies, indicando que no caso da monocamada de CISTE, a superficie nano-
estruturada afeta nas propriedades eletroquimicas do sistema. Assim, na Figura 37B
percebem-se o desdobramento do pico largo da Figura 37A (1, em -500 mV), que na
superficie nano-estruturada aparecem em -400 (1’) e -600 (2’) mV, respectivamente.

Evidenciando a melhora na transferéncia eletrénica da superficie nano-estruturada.
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Figura 37: Voltamograma das monocamadas auto-arranjadas de cisteamina em ouro sélido (A) e ouro
nano-estruturado (B). Em solugao KOH 0,5 mol L™ com uma velocidade de varredura de
50mVs™".

A diferenca observada nos perfis voltamétricos das Figuras 36B e 37B, dentre
eles quantidade e magnitude dos picos, pode ser atribuida as diferengas na estrutura
da cadeia carbdnica ou os grupos terminais dos tidis (cisteamina e MPS) formando

diferentes empacotamentos sobre a superficie do ouro.

4.3 Estudo das multicamadas layer-by-layer

O método de modificacao de eletrodos pela técnica layer-by-layer (camada
por camada) usado para a formagao de filmes sobre superficies sensoras baseia—se na
adsorgao alternada de macromoléculas com carga oposta.

A Figura 38 esquematiza o principio para a constru¢do de estruturas que
utilizam adsorgao eletrostatica na formagcao das LBL. Através deste método, € possivel
a modificagéo de eletrodos com polimeros e substancias eletroativas, com controle da

espessura, composigao interna e carga superficial do filme formado.

70



—0
=
=5

N

o

Figura 38: Esquema de formacao de auto-arranjo eletrostatico camada por camada. Os procedimentos 1
e 3 representam a adsor¢do de polieletrélitos de carga oposta. Os procedimentos 2 e 4

representam a lavagem.

Devido a grande vantagem que a técnica proporciona, procurou-se estabelecer
metodologias para a formagao de filmes obtidos em LBL com o principal objetivo de
determinar os analitos de interesse em questdo (os corantes de cabelo semi-

permanentes). A seguir, sdo apresentados os estudos realizados com esta finalidade.

4.3.1 Estudo do eletrodo SAM-MPS-(Quitosana-TsFePc)n

Para a formagao das bicamadas, aproveitou-se o grupo terminal negativamente
carregado da SAM de MPS (grupo sulfonato, SO3’), que permitiu agregar uma espécie
carregada positivamente, neste caso a quitosana, que € um biopolimero muito utilizado
pelas caracteristicas que ela apresenta em pH 3,8; e a seguir (ap6s lavagem em agua)

agregar uma macromolécula negativamente carregada, ftalocianina tetrassulfonada de

71



ferro(lll) em pH 7, a qual é um catalisador biomimético em potencial do sitio ativo da
enzima P450. Assim foram feitos estudos de parametros, tais como o numero de
bicamadas (n=15) e o pH no qual se tem uma melhor resposta (pH 3,5).

Assim feitos os estudos de otimizagdo, se apresentam na Figura 39 os
voltamogramas de resposta do sensor na presenga de 2-nitro-p-fenilenodiamina
7,5 X 10* mol L' em diferentes superficies eletrodicas, obtendo-se as melhores
propriedades eletrocataliticas para o sensor a base de Au—MPS-(Quitosana-TsFePc)+s.
O voltamograma foi registrado nas mesmas condi¢gdes de solugdo tampéo Britton-
Robinson 0,1 mol L' em pH 3,5.

5x10°
04
f -5x10°
-1x10™ -
Au
4 - Aunanop
-2x10" 1 — Au,, . -MPS-(QUIT-FeTPc),
-0,4 0,0 0,4 0,8
E__/V

SPE

Figura 39: Resposta eletroquimica dos sistemas Au solido, Au nano-estruturado, e sensor (Aungn-MPS-
(Quitosana-TsFePc)5) em solugdo de 2-nitro-p-fenilenodiamina 7,5 x 10 mol L™ preparada
em H,SO,4 0,1 mol L. Medidas realizadas em solugao tampao Britton-Robinson 0,1 mol L'em

pH 3,5 e velocidade de varredura de 50 mV s,

O voltamograma do sensor (linha em vermelho) mostra a diminuicdo da
intensidade do pico de redugao a -500 mV, assim como observa-se um deslocamento
do potencial de pico anddico para menores valores, quando comparados com 0O ouro

nano-estruturado (linha em azul).
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Adicionalmente, visando aplicacdo do sensor em analises de amostras contendo
0 2-nitro-p-fenilenodiamina foi realizada a otimizacdo dos parametros de voltametria de

onda quadrada para a quantificagdo analitica do corante (Tabelas 4 € 5).

Tabela N° 4: Otimizagao da frequéncia (f, Hz) usada na Voltametria de Onda Quadrada (VOQ) para
a resposta do sistema Au-MPS-(Quitosana-TsFePc);s para o 2-nitro-p-

fenilenodiamina.

Parametros Pico de oxidagao O1 Pico de oxidagao 02
da voQ
E, f(Hz) a b R LOD a b R LOD

100 | 100 | -2,11x10° | 0,0358 | 0,968 | 1,65x10* | -1,22x10” | 0,066 0,999 | 5,14x10°

90 -1,80x107 | 0,0350 | 0,994 | 547x10° | 3,89x10° | 0,065 0,985 | 1,29x10™

80 | -1,334x10° | 0,0285 | 0,970 | 1,71x10™ | 8,49x10" | 0,070 0,997 | 3,32x10”°

70 | -4,911x10° | 0,0292 | 0,857 | 3,73x10™* | 2,02x10° | 0,070 0,998 | 6,62x10™

60 | -3,772x10° | 0,0242 | 0,854 | 3,64x10™ | -1,07x10° | 0,052 0,997 | 5,08x10°

50 - - - - 4,26x10° 0,045 0,950 | 2,04x10™

a:

Coeficiente linear da reta em Ampere; b: Coeficiente angular em Ampere mol” L; R: Coeficiente de correlagédo

linear; LDD: limite de detecgdo em mol L™

Tabela N° 5: Otimizagédo da amplitude de pulso (E;) da onda quadrada para a resposta do sistema

Au-MPS-(Quitosana-TsFePc),s para o 2-nitro-p-fenilenodiamina.

Parametros
davoQ Pico de oxidagao O1 Pico de oxidagao 02
Amp | f(Hz) a b R LOD a b R LOD
90 80 -1,71x10° 0,037 | 0,977 | 1,47x10™" | -1.20x10° | 0,049 0,999 | 9,02x10°
80 -1,81x10° 0,034 | 0,985 | 1,17x10™" | -8.76x10° | 0,046 0,996 | 6,43x10°
70 -2,66x10° 0,030 | 0,953 | 1,89x10™" | -5.93x10° | 0,042 0,998 | 3,68x10°
60 -1,68x10° 0,024 | 0,969 | 1,80x10” | -1.34x10° | 0,033 0,972 | 1,34x10™

a:

Coeficiente linear da reta em Ampere; b: Coeficiente angular em Ampere mol'L; R: Coeficiente de correlagéo

linear; LOD: limite de detecg&o em mol L™.

Observando-se que as melhores respostas foram obtidas a uma frequéncia de

80 Hz e uma amplitude de 70 mV. Na Figura 40 mostra-se o perfil voltamétrico da
resposta do sensor construido para o analito 2-nitro-p-fenilenodiamina, nas condi¢cdes

otimizadas.
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Figura 40: Voltamogramas de onda quadrada da resposta do sensor Au-MPS-(Quitosana-TsFePc) 5 para
o analito 2-nitro-p-fenilenodiamina em solugado tampao BR de 0,1 mol L'a pH 3,5, f de 80
Hz e E; de 70 mV.

Na Figura 40 observa-se a presenga de dois picos de oxidagdo em potenciais de
150 mV (O1) e 420 mV (O2) referentes & oxidacdo dos grupos aminados do analito. E
importante ressaltar que o branco apresenta uma corrente residual relativamente alta, o
que limita a obtengcdo de LOD menores. Desta forma, visando obter sensores mais

sensiveis foram avaliadas outras arquiteturas das multicamadas.

4.3.2 Estudo do eletrodo SAM-CISTE-TsFePc-(Quitosana-TsFePc)n

Outro sistema que foi preparado com o eletrodo nano-estruturado de ouro, foi
usando as monocamadas de cisteamina (Au-CISTE) que apresenta uma carga
parcialmente positiva a pH 7, devido ao par —NH./-NH53", o qual foi imerso previamente
em uma solucdo de HCl 1,0 x 10™* mol L' para obter uma superficie carregada
positivamente —NHs", e a seguir poder imobilizar por interagéo eletrostatica as espécies
negativamente carregadas (TsFePc) e posteriormente a quitosana (carregada
positivamente), nessa ordem respectivamente, para a formagao das correspondentes

bicamadas. Este sistema foi avaliado na detecgao do corante 4-nitro-o-fenilenodiamina.
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Assim, a reacdo pela qual este composto catalisa a reacdo da 4-nitro-o-
fenilenodiamina, permite o aparecimento dos picos observados na Figura 41,
correspondentes a oxidagdo dos grupos —NH; (O1 e 02). J4 o pico R3 pode ser

atribuido a redugao do grupo —NO;, da molécula de analito.

5x10° - 02
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< -5
— -9x10" A
-1x10™ 1
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—— Au nanoporoso
R3 —— Au-CISTE-FeTPc-(QUIT-FeTPc),
-2x10™ — T

06 -04 02 00 02 04 06 08
E/V

Figura 41: Resposta eletroquimica dos sistemas Au solido, Au nano-estruturado, Au-CISTE-TsFePc-
(Quitosana-TsFePc);s em solucdo de 4-nitro-o-fenilenodiamina 7,5 x 10* mol L™
preparada em H,SO,4 0,1 mol L. Medidas realizadas em tampao de Britton-Robinson 0,1

mol L' em pH 3 e velocidade de varredura de 50 mV s™.

Foram realizadas analises das monocamadas nas diferentes superficies de Au,
Au-nano-estruturado e sensor (Au-CISTE-TsFePc-(Quitosana-TsFePc)5) observando
que o sensor apresentaram picos de oxidagdo a menores potenciais (1= -17 mV e 2=
342 mV) do que em Au nano-estruturado (1 = 103 mV e 2 = 417 mV) e Au sdlido
(Figura 41). Por outro lado, o fato dos potenciais de pico anddico correspondentes a
oxidacao dos grupos —NH, da molécula do analito aparecerem em potenciais menores

evidenciam o ganho em relagéo a seletividade do sensor.
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Neste caso, também foram otimizados os parametros da construgdo do sensor,
em relacdo ao numero de bicamadas (n = 15), e das condi¢gdes de analises. Obtendo-
se os melhores resultados (Figura 42) em solugdo tampao Britton-Robinson (BR)
0,1 mol L a pH 3, usando voltametria de onda quadrada a frequéncia de 80 Hz e
amplitude de 70 mV. Sob estas condi¢cdes obteve-se o perfil voltamétrico a seguir, que

permitiu um limite de detecgao de 4,27 x 10° mol L™,

3x10°
5 branco
2x10 ——2,5x10" mol L™
——5,0x10* mol L™
5 ——7,5x10" mol L
< 1x1071 ——1,0x10° mol L™
~—
0
-1x107
T T T T T

02 03 04 05 06 07

SPE

Figura 42: Voltamogramas de onda quadrada da resposta do sensor Au-CISTE-
TsFePc-(Quitosana-TsFePc)s para o 4-nitro-o-fenilenodiamina em solugado tampao BR

de 0,1 molL"a pH 3, amplitude de pulso de 70 mV e frequéncia de 80 Hz.
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Neste caso, observa-se também um alto valor da corrente residual para o branco
e um potencial de oxidagao equivalente aquele do Au nano-estruturado sem modificar
(Figura 42, linha vermelha), desta forma outras alternativas para a preparagdo do

sensor foram avaliadas.

4.3.3 Avaliacao da Influéncia do surfactante na preparacgao de filmes sensores de

Au-SAM-Quitosana-TsMxPc

Com o intuito de melhorar a detectabilidade do sensor, diminuindo seu LOD, e
assim diminuindo ao maximo a corrente residual do branco, uma alternativa que
permitiria conseguir isto seria obter superficies mais compactas entre as multicamadas,
de forma tal que a transferéncia eletrénica possa se potencializar. Tem sido reportado
que, a quitosana, um biopolimero muito estudado na atualidade na construgcdo de
sensores, interage com o surfactante SDS, possibilitando a formagado de multicamadas
estaveis e compactas. Desta forma, este composto anfifilico foi avaliado na construcao
dos sensores. Na Figura 43 mostram-se os voltamogramas do eletrodo de ouro
nanoestruturado modificado com multicamadas de Au-MPS-(Quitosana-SDS-
Quitosana-TsNiPc)1o e modificado com multicamadas de Au-MPS-(Quitosana-TsNiPc)o
para a determinagdao de 2-nitro-p-fenilenodiamina, apresentando que a variagdo de
corrente do pico aumenta quando se ha surfactante SDS no filme, mostrando assim,

uma melhora na resposta do sensor.
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Figura 43: Resposta dos eletrodos modificados com multicamadas em uma solugdo 2,25x1 0°mol L™ de
2-nitro-p-fenilenodiamina em solugdo BR 0,1 mol L™ pH 3,5 e v =50 mV s”. No grafico
sensor com SDS corresponde ao sensor de multicamadas de Au-MPS-(Quitosana-SDS-
Quitosana-TsNiPc),q e sensor sem SDS corresponde ao sensor modificados com

multicamadas de Au-MPS-(Quitosana-TsNiPc)4,.

Diversos estudos tém reportado a interagao favoravel entre o surfactante SDS e
a quitosana. Por exemplo, nos estudos realizados por Sunintaboon et al. [72]
encontrou-se que existe uma concentracao ideal de surfactante na qual se forma um
complexo com a quitosana, o qual foi evidenciado através de medidas de turbidez. Para
solucdes na faixa de concentracéo de quitosana entre (50 e 150 mg L™") a formagao do
complexo € maxima numa concentragdo de SDS de 1,0 x 102 mol L. Apds a
concentragéo de 102 mol L™ de SDS, a turbidez desaparece, devido a que complexo
nao € mais formado, tornando-se soluvel. Por este motivo, um parametro importante na
construgéo do sistema proposto foi a escolha da concentragao inicial destes reagentes.

Por outro lado, estudos reportados por Chatterjee et al. [73] mostraram grande
mudanga no potencial z ao longo das camadas de micro-capsulas recobertas com
filmes de SDS-quitosana, significando que ocorre grande interagdo entre esse par de

compostos.
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Assim, embora outros trabalhos relatem um amplo estudo termodinamico e
cinético entre os surfactantes e os polieletrélitos [74], ainda a formacéo e estrutura do

filme de surfactante/polimero é objeto de discussao.

Desta forma, uma concentragcdo de SDS de 1% (m/v) e de 1 mg mL" de
quitosana foram as mais adequadas para obter os melhores resultados e garantir a
formacdo do complexo, uma concentragcdo acima da CCM (concentracdo critica
micelar) [75], e poder obter superficies carregadas, principio fundamental na formagéao
de filmes LBL.

Na Figura 44 mostra-se a influéncia do aumento na area superficial na deteccao
do analito 2-nitro-p-fenilenodiamina, para sensores a base de fime de
AUnanoestruturado-MPS-(Quitosana-SDS-Quitosana-TsNiPc)o e a base de
Au-MPS-(Quitosana-SDS-Quitosana-TsNiPc)o sob as mesmas condicoes de pH e

numero de camadas.
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Figura 44: Voltamogramas ciclicos para os sensores a base de Aupa.-MPS-(Quitosana-SDS-Quitosana-
TsNiPc), e a base de Au-MPS-(Quitosana-SDS-Quitosana-TsNiPc); em uma solugdo de
2,25x10 mol L™ de 2-nitro-p-fenilenodiamina em solugzo BR 0,1 mol L™ em pH 3,5 e v = 50

mV s

Claramente observa-se da Figura 44 uma menor influéncia da corrente residual
do branco para o sensor a base de ouro nano-estruturado e multicamada contendo
SDS deixando evidente a melhora na resposta do sensor quando usado surfactante.

Uma vez, encontrado o sensor que permitiu obter melhores resultados, a seguir

as condi¢des de analise foram otimizadas visando obter os menores LOD possiveis.

4.3.4. Estudo da influéncia do pH na resposta do sensor para 2NPPD

A resposta do sensor baseado em Aupan,-MPS-(Quitosana-SDS-Quitosana-
TsNiPc), foi avaliada em diferentes solu¢des acidas devido a que o analito 2-nitro-p-
fenilenodiamina € soluvel apenas em meio acido. Os resultados obtidos s&o mostrados

na Figura 45.

80



Observa-se que entre pH 2 e 3,5, os potenciais de pico tendem a aumentar
quanto menor é o valor do pH, obtendo-se a pH 2,0 o potencial de 370 mV, e que os
mesmos tornam a aumentar apos o pH 4,0, obtendo-se um potencial minimo em 3,5.
Isto provavelmente ocorre devido a que a medida que o pH aumenta a cor da solugcao
comeca a mudar para mais escura, indicando que ha uma desprotonacéo da estrutura
quimica do analito de acordo com o valor do pKa (4,17 : p-fenilenodiamina) , nao
sendo mais coerente avaliar solugdes tampdo com valores maiores a 4,0.
Adicionalmente, que a partir de pH 3,0 ndo houve mudanga significativa na corrente de
pico. Assim para os estudos posteriores foi escolhido o pH de 3,5 por ser o pH que
apresentou menor potencial, visando aplicagdo em amostras complexas, permitindo

garantir a seletividade das analises.
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Figura 45: Perfil de resposta do sensor para o 2-nitro-p-fenilenodiamina em solugbes tampao de BR com

diferentes valores de pH a 25°c.

4.3.5 Estudo da influéncia do tampao na determinagao de 2NPPD

O estudo do tampao foi realizado em pH 3,5, e para tal foram selecionados os
tampdes fosfato, citrato, Britton-Robinson (BR) e Acetato, todos nas mesmas condi¢cdes
de concentragdo e pH (0,1 mol L e 3,5, respectivamente). A Figura 46 mostra o

resultado obtido.
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Observa-se que o tipo de tampao nao influéncia no potencial de pico, e que o
tampao Britton-Robinson fornece as maiores correntes, seguido pelo tampao acetato,
fosfato e citrato. Este ultimo tampao, apresentou uma resposta voltamétrica diferente
das dos outros tampdes, provavelmente devido a uma influéncia maior do anion
organico presente no tampao.

Assim, foi escolhido o tampao de Britton-Robinson. Uma possivel explicacao da
maior corrente obtida usando este tampao pode ser atribuida ao grande numero de
ions usados na preparacao deste tampao, fornecendo uma maior forga ibnica a solugao

e que favorece ao filme sensor formado por polieletrdlito e surfactante.

2x107
1%107°
0
<
S~
-1x10° _
— Citrato
—— Briton-Robinson
Acetato
-2%1 0'5 i —— Fosfato

06 -04 -02 00 02 04 06 08
ESPE/V

Figura 46: Perfil da influéncia do tampao na resposta do sensor proposto para o 2NPPD.

4.3.6 Otimizagdao do numero de camadas no filme LBL

Foi realizado um estudo da influéncia do nimero de multicamadas no filme
sensor Aupano-MPS-(Quitosano-SDS-Quitosana-TsNiPc), e os resultados obtidos sao

mostrados na Figura 47.
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1,1x10™ 1

1,0x10™ 1
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9,0x10°

8,0x10°
0 2 4 6 8 10 12
Numero de camadas

Figura 47: Mudancas do pico anddico com o numero de camadas do filme sensor para uma solugéo
tamp&o BR 0,1 mol L' em pH 3,5 contendo 2NPPD 1,8 x 10° mol L' e v =50 mV s™.

Nesse trabalho foram escolhidas 10 camadas por motivo de tempo, uma vez que
as bicamadas foram imobilizadas manualmente. Entretanto, se o processo for
automatizado poder-se-ia trabalhar com numero maior de camadas, uma vez que a
literatura tém reportado outros trabalhos com até 45 camadas, em sistemas
automatizados controlando o tempo de imersao e obtendo—se um crescimento mais
homogéneo e mais sensivel [76].

Desta forma, uma vez otimizada a resposta do sensor, a seguir foi avaliada a

seletividade do mesmo.

4.4 Estudo de seletividade

Com o intuito de avaliar a seletividade do sensor proposto, sua resposta foi
avaliada na presenga de metronidazol, histidina, ciprofloxacina, biotina, diclofenaco
sddico, catequina, glutationa reduzida, nas mesmas condi¢cdes de pH, temperatura e
concentragao (4,45 umol L'1) que para 2NPPD. Para tal, as medidas foram realizadas
em solugado tampao BR 0,1 mol L™ em pH 3,5. Na Figura 48 apresentam-se os dados

obtidos neste estudo.
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Figura 48 Porcentagem de resposta do sensor proposto para varios compostos avaliados. Medidas

realizadas em tampao Britton-Robinson 0,1 mol L pH 3,5.

Pode ser observado que para o metronidazol, a cipofloxacina, o diclofenaco
sddico e a histidina ndo se obteve registro de nenhum sinal, enquanto que para os
analitos biotina, catequina e glutationa reduzida, observaram-se sinais na ordem de
40% da resposta obtida para o analito 2NPPD. Este resultado pode ser explicado com
base no mecanismo de resposta do sensor que envolve a oxidagdo das aminas
aromaticas. Assim, este mecanismo pode ser demonstrado ao analisar as substancias
antes mencionadas.

O diclofenaco, a ciprofloxacina e o metronidazol, ndo possuem aminas
aromaticas e nao apresentaram sinal. A histidina contém apenas amina alifatica e
também nado apresenta sinal. Ja a biotina que apresenta grupo enxofre na estrutura e a
catequina, um polifenol, apresentaram dois picos de oxidacdo, um deles no potencial
redox da 2NPPD (02) e outro a um potencial menor (O1) (Figura 48).

Ja a glutationa reduzida, que pode estar formando a forma oxidada (Figura 49)
também apresentou 2 picos de oxidagao similares a biotina e a catequina, mas com a
diferenga significativa (a diferenga dos outros compostos, incluindo o analito) de que os

voltamogramas apresentaram duplas redox reversiveis (Figura 50), provavelmente
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correspondentes a reducdo da ponte dissulfeto e a oxidagdo da amina presente na

molécula.

0 0 o)
| ‘NP
HO N T OH
H s
NH,
0 0 S 0
HO N \ﬂ/ OH
H
NH,

Figura 49: Estrutura quimica da glutationa oxidada.

1x10”

% 02
5x10 1

O1

R2
R1

04 02 00 02 04 06

ESPE / v

Figura 50: Voltamograma ciclico do sensor proposto na presenga de glutationa reduzida.

Assim, deste estudo pode-se concluir que o sensor proposto sera
preferencialmente seletivo a moléculas contendo aminas aromaticas, porém também

respondera em menor grau para polifendis e dissulfetos.
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4.5 Caracteristicas analiticas do sensor proposto para 2NPPD

Uma vez otimizadas as condi¢gdes de preparacao e analises do sensor proposto,
foram avaliadas diversas técnicas eletroanaliticas para a quantificacao do 2NPPD.

Na voltametria de onda quadrada, apresentada na Figura 51, mostra-se que o
branco ainda apresenta uma corrente residual inicial, embora menor que aquele da
Figura 40. Este pico inicial corresponde ao centro metalico da TsNiPc usada na

construgdo do sensor, visando introduzir um centro catalitico na superficie sensora.

2x10° -
—— Branco
— 45 umol L™
5
< 11071 —— 9,0 pmol L
~ — 135 umol L™
—— 18,0 umol L™
0. ——225umol L]
0,0 0,2 0,4 0,6 0,8

ESPE / v

Figura 51: Voltametria de onda quadra para o sensor proposto na presenga de 2NPPD, nas condi¢des
otimizadas de preparagao e analise.

Na Figura 52 mostra-se a curva de calibragao correspondente a Figura 51. Os
dados se ajustaram a equacgao da reta (equagao 7) com um coeficiente de correlagao

linear de 0,996, e 0 LOD e o LOQ estimados para o sensor foram de 1,2 e 4,3 pmol L.

Ai = 1,827x107°(22,68x107) + 6,2x107(+1,8x10%)[PPD]  (equacao 7)
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C / mol L
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Figura 52: Curva de calibragédo obtida dos dados de VOQ da Figura 53.

Como foi mencionado no item 4.1.3.2, que descreve o pré-tratamento do Au por
aplicagao de pulsos de potencial (700 pulsos) para obter orientacdo preferencial dos
planos do ouro policristalino (tal como os usados neste trabalho) que fora descrito por
Rezai e Damiri [61] para obter eletrodos com elevada area ativa e, assim observar o
comportamento desse eletrodo pré-tratado com o sistema aqui proposto, realizaram-se
as imobilizagdes da SAM de MPS e das multicamadas LBL pelos procedimentos
desenvolvidos e ja otimizados e avaliou-se sua resposta em VOQ frente ao analito
2NPPD, nas condigdes de analise até aqui otimizadas. A Figura 53 mostra o perfil de

resposta deste sensor.
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Figura 53: Voltamogramas de onda quadra do eletrodo de ouro nanoestruturado pré-tratado com pulsos
(orientagéo preferéncial) e modificado por SAM de MPS e multicamadas de QUIT-SDS-
QUIT-TsNiPc, em solugdes padréo de 2NPPD.

Observou-se um comportamento similar ao sensor proposto neste trabalho.
Entretanto, o sensor apresenta um potencial de pico em valores negativos, e um outro,
em aproximadamente zero mV, no qual o analito é quantificado.

Embora este sistema permita quantificar o 2NPPD em potencial menor daquele
apresentado pelo sensor proposto neste trabalho. O aparecimento do pico em potencial
negativo interfere na medida de corrente de concentragdes abaixo de 27 pmol L.

O aparecimento do primeiro pico da Figura 53, pode ser explicado pela oxidagcao
de algum composto desconhecido ou mesmo pela instabilidade das superficies do ouro
(planos cristalograficos), ja que o pré tratamento foi realizado aplicando pulsos
diferenciais e as medidas foram feitas diretamente sem fazer uma varredura, e como foi
mencionado anteriormente, os planos cristalograficos ao fazer a varredura tendem a

mudar a um plano mais estavel.
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Na Figura 54, € mostrada a curva analitica correspondente ao sensor da Figura

54, e os dados foram ajustados conforme a reta da equacao 8 (R = 0,99).

Ai =-1,2x10°(4,3x107") + 0,50(+0,01) [2NPPD] (equacdo 8)

1,6x10°

1,2x10°

8,0x10°

i/ A

4,0x10° 1

010 T T T T T T T T T
2x10°  3x10°  4x10°  5x10°  6x10°  7x10°

E/V

Figura 54: Curva de calibragao do sensor a base de eletrodo de ouro com orientagdo preferéncial obtida

com os dados da Figura 55.

Embora aparentemente a faixa de resposta deste sensor pudesse parecer mais
ampla que a do sensor proposto, este sensor € menos sensivel, apresentando um LOD
e LOQ de 2,5 e 8,3 umol L™ contra os valores de 1,2 e 4,3 pmol L, obtidos para o
sensor proposto. Mostrando que o pré-tratamento do eletrodo de ouro para obter
nanoestruturas tal como descrito neste trabalho além de ser satisfatério € muito mais
simples que aquele relatado na literatura.

Uma vez verificado o bom desempenho em batelada do sensor a base de Aunano-
MPS-(Quitosana-SDS-Quitosana-TsNiPc)q, visando realizar analises automatizadas,
diminuir ainda mais o LOQ, usar pequenos volumes de amostra e miniaturizar o

sistema, o sensor foi acoplado a sistema de analise por injecao em fluxo.
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4.6 Acoplamento do sensor a sistema em fluxo

A seguir, se apresenta a quantificagdo do analito 2NPPD em um sistema em
fluxo (FIA: Flow Injection Analysis), o qual foi realizado usando um volume injetado de
amostra de 50 pL a uma vazdo de 1,12 mL min', os quais foram previamente

otimizados. O fiagrama obtido a 400 mV de potencial usando amperometria € mostrado

na Figura 55.
1,0 -
e €
0,8 1 d d

<

3 C C

— 0,6-

— b b
0,41 a 3
0,21

0 900 1800
t/ s

Figura 55: Fiagrama obtido com o sensor proposto para solugdes de 2-NPPD em (a) 4,5 x 10°%; (b) 9,0 x
10%; (c) 1,4 x 107, (d) 1,8 x 10° (e) 2,7 x 10°mol L™.

As curvas analiticas na diregao crescente de concentracdo e na diregcao inversa
(Figura 56) mostram que o sensor construido ndo apresentou efeito de memoria. Estas
retas foram ajustadas segundo as equacgbes das retas mostradas em 9 e 10, com um

coeficiente de correlagao linear de R = 0,996 e R=0,993.
i(A) =2,32x1078(+1,42x1078) + 3,16x1072(4+8,08x10"*)[NPPD] (equacgao 9)

i(A) = 2,85x1078(+1,12x107%) + 3,01x10~2(+5,75x10~4)[NPPD]  (equac&o 10)
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Figura 56: Curvas analiticas na regido de aumento de concentragdes e inversa, obtidas a partir dos

dados da Figura 57.

O sensor em fluxo mostrou um LOD de 1,3 pmol L' e um LOQ de 4,15 pmol L
préximos dos de 1,2 e 4,3 uymol L'1, obtidos para o sensor em batelada. Entretanto, a
vantagem do sistema em fluxo baseia-se nos menores volumes de amostra, e na maior

rapidez das analises, tendo uma frequéncia de amostragem de 36 injecdes por hora.
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A repetibilidade do sensor foi avaliada e é apresentada na Figura 57, onde
claramente pode-se observar que o sensor € altamente estavel e reprodutivel, com um
valor para a repetibilidade das medidas em termos do desvio padrao médio relativo de
(RSD) de 1,42% (n = 20).

<1 0,2 -
MR ITRG L

Tempo /s

Figura 57: Perfil da repetibilidade das medidas do sensor proposto em FIA, para uma solugéo injetada de
2NPPD de 9,0 ymol L™ em carregador de tampéao BR 0,1 mol L"a pH 3,5.

4.7 Determinagao de 2NPPD em amostra reais
Foi realizada a determinacdo deste analito em amostras de agua de torneira, a
qual foi fortificada com uma concentragcédo conhecida de 2NPPD e, também em corante

capilar comercial para homens.

4.7.1 Analise de tintura de cabelo masculina

A analise desta amostra foi realizada pelo método da adicdo de padrao
(Figura 58) usando o sistema em batelada desenvolvido.
Os resultados obtidos sdao mostrados na Tabela 6. Cabe ressaltar que os

resultados foram obtidos em termos de PPD (p-fenilenodiamina), que € um composto
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que pode ser quantificado neste sistema através da oxidagdo da amina aromatica, tal

qual o 2NPPD, uma vez que apresenta estrutura analoga.

1.8x10°
1,510

< 120

© 9,0x10
amostra 6’0X1 0

6_

6_

6_

7_

7_

i = 5.485x107 + 0.03308 [2-NPPDI

d

0,0 1,0x10° 2,0x10° 3,0x10° 4,0x10°
[2-NPPD] / mol L™

Figura 58: Curva de adigao de padréo usada na analise de tintura de cabelo masculina comercial.

Tabela N° 6: Determinacido de PPD em uma amostra de tintura de cabelo usando o sensor

proposto.
Analito (mg g'1 corante) Valor encontrado REF.
PPD 22,68 + 0,58* Este sensor
PPD 24,10 £0,88* [77]
Erro (%) 589%
t-experimental 3,93

*n = 3, valor tedrico de t = 4,303 para 95% de nivel de confiancga.
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Os dados apresentados foram comparados com aquele desenvolvido por
Fantinato et al. [77], que analisou a mesma marca do produto. Mostrando que os
valores s&o estatisticamente similares a um nivel de confiangca de 95% para 2 graus de
liberdade. Mostrando a eficiéncia do sensor na analise de amostras de tinturas

comerciais.

4.7.2 Anadlise de agua de torneira enriquecida com 2NPPD

Para aplicagdo do sensor na analise de agua de torneira foi usado o sistema em
fluxo e, a calibragao externa para estimar o valor da recuperacgao.

Na Figura 59 sao apresentados os resultados obtidos nas analises das aguas de
torneira e na Tabela 7 sido mostrados os valores de recuperacdo estimados.

Evidenciando o étimo desempenho do sensor proposto nesta dissertacao.

0,6
1 2 3 4 5
0,51
< 04
0,3
0,2
2200 2400 2600 2800
Tempo /s

Figura 59: Perfil das 5 amostras de agua de torneira contendo cada uma 15 ymol L™ de 2NPDD. Medidas

realizadas usando solucao carregadora de tamp&o BR 0,1 mol L"a pH 3,5.
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Tabela N° 7: Dados da recuperagcao de 2NPPD em amostras de agua de torneira fortificada.

Amostra 1 Amostra 2 Amostra 3 Amostra 4 Amostra 5
Adicionado (umol L) 15,0 15,0 15,0 15,0 15,0
Encontrado (umol L'1) 15,33+£0,55 | 15,01 £0,25 | 14,53 + 0,10 15,07 £ 0,12 14,66 + 0,70
Recuperagao (%) 102,0 100,1 96,9 100,5 97,73

Desvio padrao de 3 replicatas.
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5 CONCLUSOES

Foi proposto um método simples para obtengcdo de ouro nanoestruturado que
posteriormente permitiu a construgcao de sensores para determinagcao dos compostos 2-
nitro-p-fenilenodiamina (2NPPD) e 4-nitro-o-fenilenodiamina (4NOPD) com limites de

deteccao de 3,68x10° mol L™ e 4,27x10° mol L' respectivamente.

O sensor Au-MPS-(Quitosana-SDS-Quitosana-TsNiPc)o construido para
quantificacado de 2NPPD apresentou resultados promissores. O sensor foi construido
modificando um eletrodo impresso de Aunano cOMm monocamadas de MPS e um sistema
de multicamadas LBL de Quitosana, SDS, Quitosana e TsNiPc obtendo limites de
deteccdo em analise de injegdo em fluxo e Voltametria de onda quadrada de 1,3x10®

mol L™ e 1,2x10° mol L' respectivamente.
O sensor apresentou boas caracteristicas analiticas tanto em batelada como em

fluxo, mostrando boa repetibilidade e excelente aplicabilidade em amostras reais com

porcentagens de recuperacao entre 97-102%.
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6 PERSPECTIVAS FUTURAS
Avaliar a resposta do sensor formando as multicamadas em um sistema
automatizado (brago mecanico) no qual nap se tenha restricdo de tempo, e que

permitira avaliar maior numero de multicamadas.

Explorar outras alternativas para melhora do desempenho do sensor para
4NOPD.
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